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1 Einleitung

1.1 Kardiale Hypertrophie

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie von Herzhypertrophie und Hypertrophie-
assoziierten Erkrankungen

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems zahlen neben Krebserkrankungen zu den
haufigsten Todesursachen in modernen Industrienationen. Hypertonie, koronare
Herzkrankheit, Myokardinfarkt und daraus resultierende Herzinsuffizienz sind laut American
Heart Association fir mehr als ein Drittel aller Todesfalle verantwortlich (Lloyd-Jones et al.
2009). Chronisch, bzw. terminal insuffiziente Herzen sind nicht mehr in der Lage, den
Organismus mit ausreichend Blut und somit Sauerstoff zu versorgen. Neben
Herzrhythmusstérungen und Minderdurchblutung samtlicher Organe sind Dyspnoe,
Erschépfungszustande und Odembildungen Kardinalsymptome dieses Krankheitsbildes
(Roger 2010). Trotz verbesserter Therapieoptionen liegt die Prognose fur die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei terminaler Herzinsuffizienz noch hinter den meisten neoplastischen
Erkrankungen, verbunden mit einem hohen Leidensdruck der Patienten und immensen
Kosten fur die Gesundheitssysteme (Robertson et al. 2012, Braunwald 2014). GemanR der
Klassifikation durch die New York Heart Association (NYHA) wird die Schwere einer
Herzinsuffizienz in vier Stadien eingeteilt. Die Lebensqualitdt nimmt in fortgeschrittenen
Erkrankungsphasen (NYHA Il und NYHA 1V) deutlich ab, da die typischen Beschwerden
bereits in alltdglichen Situationen auftreten (Dickstein et al. 2008). Bei Patienten im
Endstadium (NYHA 1V) sind meist linksventrikulare Unterstitzungssysteme (LVAD)
unausweichlich. LVADs kdénnen prinzipiell dauerhaft eingesetzt werden, oftmals dienen diese
kiinstlichen Ventrikel jedoch nur zur kurzfristigen Uberbriickung, bis eine Herztransplantation
vorgenommen werden kann (Selzman et al. 2015). Durch unterschiedliche
Anpassungsmechanismen ist das Herz in der Lage, fiir eine gewisse Zeit die progredient
schlechter werdende Pumpfunktion zu kompensieren. Im Zuge des sogenannten kardialen
Remodelings kommt es unter Einwirkung mechanischer, genetischer und neurohumoraler
Faktoren zu einer Umgestaltung des Herzens (Colucci 1997). Das Zellwachstum der
einzelnen Myozyten und die Fibrosierung des Myokards resultieren in einer Zunahme der
gesamten Herzmuskelmasse, wobei hauptsachlich die linke Kammer von diesen
Umbauprozessen betroffen ist (Sutton and Sharpe 2000). Im weiteren Krankheitsverlauf
entsteht aufgrund der Minderdurchblutung des vergrofRerten Herzens ein unglnstiges
Verhaltnis von Muskelmasse zu Sauerstoffversorgung. Der Verlust an Kardiomyozyten und
die vermehrte Einlagerung von extrazellularen Matrixproteinen fuhren 2zu einer
kontinuierlichen Verschlechterung der Herzleistung bis hin zur Dekompensation (Gradman
and Alfayoumi 2006). Um neue Ansatze sowohl zur Behandlung als auch zur Pravention der
Herzinsuffizienz zu entwickeln, ist es von grofer Bedeutung, Pathogenese und molekulare
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Mechanismen fruhzeitiger Veranderungen dieser Erkrankung zu verstehen und zu nutzen.
Insbesondere Adaptationsprozesse, die zu einer linksventrikuldren Hypertrophie fihren, sind
hierbei von speziellem Interesse.

1.1.2 Kennzeichen und Auspragungen physiologischer und patho-
physiologischer Myokardhypertrophie

Der Begriff Hypertrophie beschreibt das Ubermaflige Wachstum eines Organs durch
Zunahme der GroRe einzelner Zellen bei gleichbleibender Zellzahl (Geisterfer et al. 1988).
Die kardiale Hypertrophie beruht auf einer VergréRerung der Kardiomyozyten, die als
terminal differenzierte Zellen nur in dulBerst geringem MalRe zur Zellteilung beféhigt sind
(Beltrami et al. 2001). Dennoch ist das Myokardwachstum ein wichtiger protektiver
Mechanismus, um die Herzleistung an gesteigerte, bzw. veranderte hamodynamische
Anforderungen anzupassen (Barry et al. 2008). Beispielsweise nehmen bei schwangeren
Frauen Wanddicke und Ventrikelvolumen als Anpassung an die erhdhte Vorlast durch
vermehrtes Blutvolumen und der resultierenden erhéhten Auswurffraktion zu (Chung and
Leinwand 2014). Ein physiologisches Wachstum des Arbeitsmyokards tritt auerdem bei
Leistungssportlern auf. Der bis heute existierende Begriff des ,Sportlerherzens* wurde 1899
vom finnischen Arzt Salomon Henschen gepragt, als dieser perkussorisch feststellte, dass
Skilanglaufer vergroRerte Herzen aufweisen (Rost and Hollmann 1983). Obwohl das
Sportlerherz meist durch ein symmetrisches, exzentrisches Wachstum (s. Abb. 1.1)
charakterisiert ist, zeigen neuere Studien, dass die GréRenzunahme abhangig von der
Sportart ist: so sind Herzen von Ausdauersportlern sowohl durch verdickte Wande als auch
durch eine insgesamt vergroRerte linke Kammer gekennzeichnet. Dies ist vor allem auf die
erhdhte Volumenbelastung zurlckzufuhren. ,Statische® Sportarten, bei denen die
Kraftentwicklung im Vordergrund steht, wie beispielsweise Gewichtheben, fihren aufgrund
des stark erhohten arteriellen Blutdrucks zu Herzen mit verdickten Wanden aber
unveranderten Kammerdimensionen (Pluim et al. 2000). Generelle Merkmale der
physiologischen Myokardhypertrophie sind die Zunahme der Anzahl an Mitochondrien und
Kapillaren, die Aufrechterhaltung bzw. Verbesserung von systolischer und diastolischer
Herzfunktion sowie der histologischen Feinstruktur. Ferner treten keine Arrhythmien und
fibrotische Einlagerungen auf (McMullen and Jennings 2007, Aljabri et al. 2011). Deshalb ist
auch eine zugige Ruckbildung der Herzmasse nach Beenden des Leistungssports in den
allermeisten Fallen moglich (Pelliccia et al. 2002). Gleichwohl ist es schwierig, allein anhand
morphologischer Kriterien gesundes und krankhaft verandertes Herzwachstum voneinander
abzugrenzen. Manifeste diastolische Fehlfunktionen bezlglich der Relaxationsfahigkeit und
des Fulllungsvermdgens konnen bei linksventrikuldrer Hypertrophie jedoch auch schon im
Fruhstadium mit Hilfe der Echokardiographie erfasst werden (Schannwell et al. 2002). Die
exakten molekularen Signalkaskaden und transkriptionelle Veranderungen, die bei
Schwangerschaft und Ausdauersport zum Myokardwachstum flhren, sind noch nicht
vollstdndig aufgeklart (Weeks and McMullen 2011). Man vermutet teilweise dieselben
Mechanismen, die auch bei pathophysiologischem Herzwachstum zu finden sind: Vor allem
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der Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13-K)-Signalweg (Patrucco et al. 2004), aber auch die
Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), sowie Calcineurin A-
Signaltransduktionswege (s. Kapitel 1.1.4) scheinen in abgeschwachter Form, bzw.
unterschiedlicher Gewichtung und Auspragung involviert zu sein (Dorn 2007).

Ausléser und Einflussgroflen des pathophysiologischen Herzwachstums sind meist erhéhter
Blutdruck, Myokardinfarkt, Herzklappendefekte, vermehrte Ausschittung neurohumoraler
Botenstoffe wie Angiotensin Il (Ang Il), Endothelin | (ET 1) und Katecholaminen, sowie
Fettleibigkeit und Mutationen in kardialen Strukturproteinen (Hill and Olson 2008). Jedoch ist
die Herzhypertrophie nicht als uniforme Wachstumsreaktion des Gewebes zu vereinfachen,
man unterscheidet vielmehr verschiedene Arten des Kardiomyozytenwachstums (s. Abb.
1.1). Bei physiologischer Hypertrophie als wichtiger Bestandteil der normalen postnatalen
Entwicklung und bei sportlicher Betatigung beobachtet man eine exzentrische
Wachstumsform des Herzens, bei der die Ventrikelwdnde und Ventrikelvolumina
gleichmaRig vergroBert sind. Auf Ebene der Herzmuskelzellen kommt es hierbei durch
regelmaflige Anordnung der neu gebildeten Sarkomere zu einem annahrend einheitlichen
Langen- und Breitenwachstum. Die kardiale Feinstruktur bleibt somit intakt (Heineke and
Molkentin 2006).

Gesundes Herz

Bluthochdruck
Aortenstenose
genet. Pradisposition

Tt

Pathophysiologische
Hypertrophie

Herzentwicklung
Schwangerschaft
Leistungssport

Myokardinfarkt
genet. Pradisposition

Physiologische
Hypertrophie

Dilatation

Exzentrisches Wachstum

Konzentrisches Wachstum
Myozytenlange M < Breite
Myokardfibrosierung
Dysfunktion wahrscheinlich

Myozytenlange A >> Breite 4
Myozytenverlust
Myokardfibrosierung

Exzentrisches Wachstum
Myozytenlange 4 > Breite A
Keine Myokardfibrosierung
Keine Dysfunktion

Fortschreitende Dysfunktion

Abb. 1.1: Unterschiedliche Auspragungen kardialer Hypertrophieformen.

Das Schema zeigt die Entstehung von physiologischer und pathophysiologischer Herzmuskel-
hypertrophie (RV: Rechter Ventrikel; LV: Linker Ventrikel). Modifiziert nach Heineke & Molkentin
(2006). Weitere Erlauterungen im Text.
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Anders stellt es sich bei der konzentrischen Wachstumsform dar: die einzelnen
Kardiomyozyten nehmen hierbei durch parallelen Anbau neuer Sarkomere vor allem in der
Breite zu. Dies flhrt insgesamt zu einer erhéhten Wand- und Septumsdicke, einhergehend
jedoch mit vermindertem Kammervolumen und somit verringerter kardialer Auswurffraktion.
Diese Wachstumsform resultiert meist aus chronischer Druckbelastung beispielsweise bei
arterieller Hypertonie oder Aortenklappenstenosen (Carabello 1995). Dagegen mundet eine
anhaltende Volumenbelastung phanotypisch in einer Mischform zwischen exzentrischem und
dilatativem Wachstum. Ausléser hierfir sind haufig Myokardinfarkte und Mutationen in
Proteinen des kontraktilen Apparates, aber auch bei einer Mitralklappeninsuffizienz kommt
es zum Blutrickstau vor allem wahrend der Diastole. Der Frank-Starling-Mechanismus
(erhdhte Wandspannung flihrt zu einer Zunahme der Kontraktionskraft) kann hierbei nur
kurzfristig greifen. Der unvollstdndige Verschluss der Klappe fihrt letztlich zu einer
chronischen Volumenbelastung des Vorhofs, sowie des Ventrikels, was im weiteren Verlauf
strukturelle Umbauvorgdnge im Myokard induziert. Charakterisiert ist diese dilatative
Wachstumsform deshalb durch extremes Langenwachstum der Herzfasern, wodurch sich die
Herzhdhlen stark erweitern, die Wanddicken aber vermindert sind. Das Krankheitsbild einer
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) kann sich auch im Laufe der Zeit aus einer
konzentrischen Hypertrophie entwickeln, indem dem anhaltend erhdhten diastolischen
Wandstress mit einer Dilatation entgegengewirkt wird (Schiemann and Stimpel 1997,
Heineke and Molkentin 2006, Katz et al. 2013). Da sich das Herz jedoch nur zu einem
gewissen Grad in einem beschrankten Zeitraum den erhéhten Anforderungen anpassen
kann, ist vor allem bei dauerhafter Einwirkung der kardialen Stressfaktoren die
kompensatorische Fahigkeit des Herzens Uberschritten und der Ubergang zu einer
Dekompensation, sowie die Auspragung einer manifesten Herzinsuffizienz wahrscheinlich
(Lorell and Carabello 2000).

1.1.3 Zellulare Mechanismen kardialer Hypertrophie

Kardiale Hypertrophie ist keinesfalls ,nur® auf ein pathophysiologisches Wachstum der
Herzmuskelzellen zuriickzufihren. Vielmehr sind sdmtliche Zellen des Herzens am kardialen
Remodeling beteiligt und tragen zur Umgestaltung des Myokards bei: Fibroblasten, glatte
Muskelzellen, endotheliale Zellen sowie Zellen des Immunsystems (Takeda and Manabe
2011). Kardiomyozyten nehmen aber zweifelsohne eine zentrale Rolle bei den Remodeling-
Prozessen ein, was auch durch die Vielzahl der beteiligten Signalwege deutlich wird (s.
Kapitel 1.1.4). Diese pro-hypertrophen Signalkaskaden flihren zu einer Zunahme des
Zellvolumens um den Faktor 2-3 (Messerli et al. 1993). Ursachlich hierflr ist eine erhdhte
Proteinsyntheserate bei gleichzeitig verminderter proteasomaler Degradation (McDermott
and Morgan 1989, Sugden and Fuller 1991). Dies ist wiederum auf multiple Veranderungen
auf transkriptioneller Ebene zurlickzuflihren: Letztlich werden vermehrt Proteine gebildet, die
in der fetalen bzw. embryonalen Herzentwicklung fir die Ausbildung eines funktionsfahigen
Myokards unerlasslich sind (Kehat and Molkentin 2010). Diese sogenannte Reaktivierung
(auch Reprogrammierung) des fetalen Genprogramms ist ein typischer Kompensations-
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mechanismus bei kardialer Hypertrophie, wobei sich vor allem die Zusammensetzung der
kontraktilen Proteine &andert: die B-lsoform der schweren Myosinkette (B-MHC), a-
Skelettmuskel-Aktin, sowie a-Glattmuskel-Aktin werden verstarkt exprimiert, wohingegen die
Expression adulter Isoformen der schweren Myosinkette (a-MHC) und des a-kardialen Aktins
vermindert ist (Cappola 2008). Weitere typische Hypertrophiemarker sind aulerdem die
leichte Myosinkette-2, MLC-2 (Lee et al. 1988), sowie die natriuretischen Peptide ANP
(Atriales natriuretisches Peptid) und BNP (Brain natriuretic peptide) (Hanford et al. 1994). In
diesem Zusammenhang ist auch eine Zunahme der Anzahl an Ribosomen von Bedeutung,
wodurch sich die gesteigerte Proteinbiosynthese wahrend des hypertrophen Herzwachstums
Uberhaupt erst realisieren lasst (McDermott et al. 1989). Sehr zigig, 30-60 Minuten nach
hypertropher Stimulation, werden zunachst relativ unspezifische, sogenannte ,immediate
early genes” (IEG) vermehrt gebildet, beispielsweise die Protoonkogene c-Myc, c-Fos und c-
Jun (Izumo et al. 1988). Diese transiente Expression ist essentiell zur primaren Adaptation
der Herzmuskelzellen an die hypertrophen Bedingungen und dient der Induktion von
Anderungen hinsichtlich Transkription und Translation und somit der Vorbereitung des
Myozytenwachstums (Carreno et al. 2006). Die eigentliche Synthese fetaler Gene setzt erst
nach circa 6 Stunden ein. Als bedeutendste Vermittler der Gentranskription, die in
Herzmuskelzellen unter hypertrophen Bedingungen zur Reprogrammierung fuhren, sind
folgende Faktoren zu nennen: SRF (Serum-Response-Faktor), Faktoren der NFAT-Familie
(Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen), MEF2 (Myozyten Enhancer Faktor 2), EGR1 (Early
growth response protein 1) und GATA4 (Buitrago et al. 2005, Heineke and Molkentin 2006).
GATA4 beispielsweise ist auRerordentlich wichtig flir die Angiogenese im hypertrophierten
Muskel via VEGF (Vascular endothelial growth factor) und kann somit hypoxischen
Zustanden entgegenwirken (Heineke et al. 2007).

Veranderungen im Calcium (Ca®*)-Haushalt der Kardiomyozyten tragen ebenso zum
Fortschreiten der Dysfunktion bei. Die Expression der herzspezifischen Sarkoplasmatischen
und endoplasmatischen Ca?-ATPase (SERCAZ2) ist in hypertrophierten Herzen verringert
(Mercadier et al. 1990). Verbunden mit verminderter Phosphorylierung von Phospholamban
(PLB), einem wichtigen Regulator der SERCA2, fuhrt dies in der Diastole zu erhdhten
zytosolischen Ca*-Spiegeln und demzufolge niedrigeren Ca*-Konzentrationen im
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Das im SR gespeicherte Ca®" wird normalerweise
wahrend der Systole freigesetzt und steht dann fiir die Bindung an Troponin C und wiederum
fir die Initiation der Kontraktion zur Verfiigung (O'Rourke et al. 1999). Weitere Ca*'-
speicherabhangige Signalwege, die fir die Kardiomyozytenfunktion von essentieller
Bedeutung sind, werden durch Ryanodinrezeptoren (RyR) vermittelt. Im hypertrophen Herz
wird allerdings die Integritdt des Ryanodin-Rezeptor-Komplexes am SR durch verstarkte
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (PKA) und die Ca?*/Calmodulin-abhéngige
Proteinkinase |l (CaMKII) gestort. Dies resultiert in einer erhéhten Durchlassigkeit des
Kanalproteins fiir Ca**-lonen auch in der Diastole und damit gewissermaRen in einem Ca?*-
Leck, wodurch es zu unkontrollierten Kontraktionen bzw. Arrhythmien kommen kann (Marx et
al. 2000, Curran et al. 2007). Die Freisetzung von Ca*" aus dem SR wird durch den Ca?*-
Einstrom aus dem Extrazelluldrraum {iber spannungsabhéngige Ca*-Kanéle vom L-Typ und
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-zu einem geringeren Anteil- Gber den Na*/Ca®*-Austauscher (NCX) gesteuert (Sipido et al.
1997, Bers 2000). In hypertrophen Herzen sind die Expression und die Funktion bzw.
Regulation sowohl von Proteinen verandert, die den Ca®"-Einstrom steuern als auch von
Proteinen, die nach der Kontraktion am Transport von intrazellulirem Ca®* aus dem
Myozyten, sowie ins SR oder Mitochondrium beteiligt sind. Die dadurch gestérte
elektromechanische Kopplung und daraus resultierende mechanische Dysfunktion ist ein
entscheidender Faktor, der den Krankheitsverlauf negativ beeinflusst und den Ubergang
einer Herzhypertrophie in eine Herzinsuffizienz letztlich vorantreibt (Hasenfuss et al. 1997).
Eine Vielzahl Hypertrophie-promovierender Signalkaskaden werden vor allem am Beginn
des Myokardwachstums durch Ca?* stimuliert bzw. minden in einer Erhdhung der
intrazelluldren Ca?-Konzentration (s. Kapitel 1.1.4 und Abb. 1.3), sodass diesem lon eine
Schlisselrolle in der Krankheitsprogression zuteil wird (Frey et al. 2000). Dartber hinaus
besitzt Ca®" auch eine starke Triggerfunktion zur Induktion des fetalen Genprogramms,
reguliert den Zellzyklus und kann letztendlich durch die Stimulation verschiedener
Signalkaskaden den Zelltod induzieren (Berridge et al. 1998). Die initial kompensatorischen
Mechanismen minden im Verlauf der Erkrankung in erheblichem Stress, dem die
Herzmuskelzellen auf Dauer nicht gewachsen sind. Letztlich kann die Myozytenfunktion nicht
mehr aufrechterhalten werden, eine Dekompensation ist die Folge. Vor allem in spateren
Stadien der Myokardhypertrophie besteht ein Ungleichgewicht zwischen Faktoren, die das
Uberleben der Kardiomyozyten férdern, und den eigentlich kompensatorischen
Mechanismen, die letztlich zum Zelltod durch Apoptose, Nekrose oder Autophagie fiihren
(Oka and Komuro 2008). Ahnlich wie nach tberstandenem Myokardinfarkt werden auch hier
die abgestorbenen Kardiomyozyten durch Extrazellularmatrix (ECM) bzw. Bindegewebe
ersetzt.

Die im Zuge des kardialen Remodelings aus Fibroblasten entstandene Myofibroblasten
sezernieren vor allem Kollagen Typ | und lll, ferner Kollagen Typ IV,V,VI sowie Elastin,
Laminine und Proteoglykane (Bosman and Stamenkovic 2003). Myofibroblasten
reprasentieren histologisch eine Zwischenform aus Fibroblasten und glatten Muskelzellen,
sind jedoch nicht an kontraktilen Vorgangen des Herzens beteiligt. Problematisch ist auch,
dass Myofibroblasten nicht die eigentliche Funktion von kardialen Fibroblasten, namlich die
Aufrechterhaltung der biochemischen und strukturellen Integritdt des Myokards sowie die
Vermittlung der Herzaktion erfillen (Souders et al. 2009). Die massive Fibrosierung des
Herzmuskels durch die Proliferation von Myofibroblasten und die Einlagerung von ECM flhrt
vielmehr zu einem Elastizitatsverlust und zu einer Versteifung des Myokards. Die Folge sind
voranschreitende diastolische, spater auch systolische Dysfunktion sowie Arrhythmien
aufgrund der behinderten elektromechanischen Kopplung (Spach and Boineau 1997).
Exzessive interstitielle Fibrose reduziert auflerdem die Kapillardichte und somit die
Versorgung der Herzmuskelzellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen, was im Myozyt selber
hypoxische Zustande und in der ndheren Umgebung lokale Ischamien verursacht und somit
die Zell- und Herzfunktion noch weiter verschlechtert (Sabbah et al. 1995). Biomechanischer
Stress und neurohumorale Stimulation, beispielsweise durch Ang Il (s. Kapitel 1.1.5), fordern
aber auch direkt die Synthese extrazellularer Matrixproteine in Myofibroblasten (Schorb et al.
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1993, Piacentini et al. 2000). Daruber hinaus findet beim kardialen Remodeling auch eine
intensive  Kommunikation zwischen Kardiomyozyten und Myofibroblasten statt. Dies
geschieht entweder durch direkten Zellkontakt Uber Zusammenfugung zellspezifischer
Connexine zu sogenannten ,gemischten gap junctions®, Giber die lonen und andere Molekile
ausgetauscht werden kénnen (Kakkar and Lee 2010) oder lber autokrine und parakrine
Faktoren (s. Abb. 1.2). Diese Interaktion erscheint umso wichtiger, wenn man bedenkt, dass
30 bis 50% aller Zellen des Herzens Fibroblasten sind (Nag 1980, Banerjee et al. 2007). Das
wohl bedeutendste Signalmolekil in diesem Zusammenhang ist der Transforming Growth
Factor-B (TGF-B). Autokrine Stimulation durch TGF- férdert in einem in sich verstarkenden
Mechanismus die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, deren Proliferation,
und die Transkription von ECM-Proteinen. Parakrine Effekte von TGF-f auf Kardiomyozyten
fuhren ebenfalls zu verstarkter Expression pro-hypertropher Gene in den Herzmuskelzellen
(Rosenkranz 2004). Ein wichtiger Kofaktor fur die Umsetzung der Effekte von TGF- bei der
Entstehung der Myokardfibrose ist der Connective Tissue Growth Factor (CTGF), der
speziell die ECM-Produktion, sowie die Adhasion und Proliferation von Fibroblasten
vermittelt (Leask and Abraham 2004). Daruber hinaus induziert TGF-B wiederum die
Expression von CTGF in kardialen Fibroblasten und Myozyten (Chen et al. 2000). Eine
ahnliche Wirkung wie TGF-f besitzt Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2), der ebenfalls eine
starke hypertrophe Wirkung auf Kardiomyozyten austibt (Abb. 1.2).

CTGF
Myofibroblast Fibroblast Myozytenhypertrophie

TGF-B

— r""‘/\‘

Migration PDGF
Proliferation Te—

IGF-1, CT-1, LIF O —

FGF-2

T

\ . ANP, BNP

ECM »\/f\/@% IL-33

S

Abb. 1.2: Parakrine/Autokrine Kommunikation zwischen Kardiomyozyten und Fibroblasten.
Myozyten und (Myo-) Fibroblasten beeinflussen sich gegenseitig in ihrem hypertrophen Wachstum,
bzw. ihrer Transformation. Als Kommunikationsmolekule dienen Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie
natriuretische Peptide. Das Schema wurde modifiziert nach Takeda & Manabe (2011). CTGF:
Connective Tissue Growth Factor; TGF-B: Transforming Growth Factor-; PDGF: Platelet-derived
Growth Factor; IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1; CT-1: Cardiotrophin-1; LIF: Leukemia-Inhibitory
Factor, FGF-2: Fibroblast Growth Factor-2; ANP: Atriales natriuretisches Peptid; BNP: Brain natriuretic
peptide; IL-33: Interleukin-33; ECM: Extrazellularmatrix. Weitere Erlauterungen im Text.

Weitere erwahnenswerte Signalmolekiile, welche in die Kommunikation zwischen
Kardiomyozyten und Myofibroblasten involviert sind, sind Interleukine (IL) wie IL-33,
Mitglieder der IL-6 Familie wie der Leukemia-Inhibitory Factor (LIF) und Cardiotrophin-1
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(CT-1), ET I, sowie Serotonin und die natriuretischen Peptide (s. Kapitel 1.1.5 und 1.2.4).
Dariber hinaus reprasentieren verschiedene Isoformen des Platelet-derived Growth Factors
(PDGF) bzw. der Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) weitere Wachstumsfaktoren, die primar
von Myofibroblasten sezerniert werden (Takeda and Manabe 2011).

Entziindliche Prozesse sind ebenfalls an kardialen Umbauprozessen beteiligt. Man vermutet
Immunreaktionen z.B. als Antwort auf das Absterben von Kardiomyozyten, sowie der
Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies. Ebenso resultiert eine direkte Stimulation des
Myokards mit Ang Il in einem inflammatorischen Phanotyp (Westermann et al. 2012, Kong et
al. 2014). Neuesten Vermutungen zufolge kdnnen kardiale und migrierende Monozyten
sowie Makrophagen und Lymphozyten durch pro-inflammatorische Signale Gber Chemokine
und Zytokine zu Fibroblasten-ahnlichen Zellen differenzieren und wiederum pro-fibrotische
Signale wie TGF-B, PDGFs und FGF-2 aussenden (Sakai et al. 2006, Kong et al. 2014).
Interessanterweise sezernieren Mastzellen Renin und Chymase, die wiederum die lokale
Bildung von Ang Il induzieren und so indirekt zur Myozytenhypertrophie und der Fibrosierung
des Herzens beitragen (Balakumar et al. 2008). Ferner liegt der Akkumulation von
extrazellularer Matrixsubstanz in hypertroph-fibrotischen Herzen oft ein Ungleichgewicht
zwischen Matrixgenerierung und Matrixdegenerierung zugrunde. Generell ist die krankhafte
Herzhypertrophie durch eine Zunahme von Proteinen der Extrazellularmatrix wie Kollagen
und Fibronektin charakterisiert. Matrixmetalloproteasen (MMP) als ECM-abbauende Enzyme
und deren gewebsspezifische Inhibitoren, die TIMPs (Tissue-inhibitor of Metalloproteinases),
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei diesen myokardialen Umbauprozessen (Jackson et
al. 2010, Mishra et al. 2013). Viele der 28 bisher entdeckten MMPs, beispielsweise die
Kollagenasen MMP1 und MMP13 sowie die Gelatinasen MMP2 und MMP9 und alle vier
TIMP-Isoformen werden im Herzen exprimiert (Li et al. 2000). lhr Expressions- und
Aktivitatsmuster wird ebenfalls von Ang Il beeinflusst und variiert in unterschiedlichen
Stadien hypertropher Herzerkrankungen (Feldman et al. 2001).

1.1.4 Molekulare Mechanismen pathophysiologischer kardialer Hypertrophie
in Kardiomyozyten

Die zahlreichen zellularen Veranderungen, die in hypertrophen Herzen angestoRen werden,
beruhen auf auRerordentlich komplexen Signalwegen, die sich zum Teil gegenseitig
beeinflussen sowie in verschiedenen Zellkompartimenten wie Membran, Sarkomer oder dem
Nukleus ineinander Ubergehen bzw. sich Uberschneiden. Am Anfang dieser
Wachstumssignalkaskaden stehen verschiedene Transmembranproteine, Uberwiegend G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, Integrinrezeptoren oder Rezeptor-Tyrosinkinasen. Uber
diese Strukturen werden die Trigger der Myokardhypertrophie (z.B. Scherstress,
Wachstumsfaktoren oder neurohumorale Stimuli) ins Zellinnere Ubersetzt. Die hypertrophen
Signalkaskaden beinhalten Uberwiegend Phosphorylierungs- aber auch
Dephosphorylierungsreaktionen, tiber die die Signale in den Nukleus weiter gegeben werden
und die Reexpression des fetalen Genprogrammes induziert wird (Heineke and Molkentin
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2006). Abb. 1.3 zeigt eine Ubersicht der wichtigsten, ,klassischen“ Hypertrophie-Signal-
transduktionswege und deren aufRerordentlich komplexe Verknlipfung im Kardiomyozyten.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung hypertropher Signaltransduktionswege.

Die Grafik wurde modifiziert nach Frey & Olson (2003), sowie Heineke & Molkentin (2006).
Hypertrophie-promovierende Signalwege, die durch Ang Il induziert werden, sind hervorgehoben.
RTK: Rezeptor-Tyrosinkinase; Ca’’: Calcium; NCX: Na'/Ca®*-Austauscher; NHE: Na'/H'-
Austauscher; B4AR: B4-Adrenozeptor; LTTC: Spannungsabhangiger Ca*-Kanal; TRPC: Transient
Receptor Potential Canonical; SERCA: Sarkoplasmatische und endoplasmatische Ca*-ATPase; PLB:
Phospholamban; RyR: Ryanodin-Rezeptor; AT:R: Angiotensin |l Rezeptor Subtyp1; Ang Il
Angiotensin 1l; gp130: Glycoprotein 130; IGFR: Insulin-like Growth Factor Rezeptor; AC:
Adenylatzyklase; cAMP: zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat; PKA: Proteinkinase A; PLC:
Phospholipase C; IP3: Inositol-1,4,5-trisphosphat; DAG: Diacylglycerol; PKC: Proteinkinase C; JAK:
Januskinase; STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription; P13-K: Phosphatidylinositol-3-
Kinase; AKT/PKB: Proteinkinase B; mTOR: mammalian target of rapamycin; elF: Eukaryotische-
Translations-Initiationsfaktoren; p70S6K: p70S6-Kinase; GSK-3(B: Glykogensynthase-Kinase 3[;
MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; ERK: Extracellular-signal Regulated kinase; JNK: c-Jun-N-
terminale Kinase; MCIP: Modulatory Calcineurin-interacting protein; AKAP: A-kinase anchor protein;
NFAT: Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen; CaMKIIl: Ca +/Calmodulin—abhéngige Proteinkinase |I;
CnA: Calcineurin A; HDAC: Histondeacetylase; ROCK: Rho-assoziierte Proteinkinase; MLCK:
Myosinleichtketten-Kinase; MEF2: Myozyten Enhancer Faktor 2; SRF: Serum Response-Faktor.
Weitere Erlauterungen im Text.
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Eine Vielzahl dieser Signalwege flhren direkt oder indirekt Uber unterschiedliche
intrazellulare Proteinkinasen als Schlisselenzyme zu erhéhten myozytaren Ca?*-
Konzentrationen (Nakayama et al. 2013). Neben direkten Auswirkungen auf die Kontraktilitat,
sind Ca®*-lonen auch an der Induktion des fetalen Genprogramms beteiligt (s. Kapitel 1.1.3).
So wird beispielsweise die Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin A (CnA) durch
Ca?/Calmodulin (Ca®**/CaM) aktiviert und dephosphoryliert ihrerseits Transkriptionsfaktoren
der NFAT-Familie (Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen), die sogleich in den Kern
translozieren und dort transkriptionelle Vorgange induzieren. Mause mit einer
Uberexpression von CnA oder einer NFAT-Variante leiden an einer massiven kardialen
Hypertrophie (Molkentin et al. 1998). Die Deletion der Phosphatase mildert im Mausmodell
das Ausmal} des krankhaften Herzwachstums, welches durch Isoprenalin, Ang Il oder durch
Transversale Aortenkonstriktion (TAC) induziert wurde. Eine gleichzeitig um circa 12%
verringerte Herzmasse unter nicht-stimulierten Konditionen impliziert aulRerdem eine
physiologische Rolle von CnA in der Herzentwicklung (Bueno et al. 2002). Ciclosporin A ist
ein bekannter CnA-Inhibitor, der seit geraumer Zeit in der Transplantationsmedizin zur
Pravention von AbstoRungsreaktionen eingesetzt wird. Ein therapeutischer Einsatz auch bei
kardialer Hypertrophie ist jedoch aufgrund der hohen Wirkstoffspiegel fir eine effiziente CnA-
Hemmung im Herz und der daraus resultierenden Nephrotoxizitat nicht méglich (Leinwand
2001). Dariiber hinaus aktivieren Ca?-lonen die Ca?/CaM-abhangige Proteinkinase I
(CaMKIl), die wiederum Uber Histondeacetylasen die Transkription induziert und gleichzeitig
das Ca**-Recycling am Sarkoplasmatischen Retikulum reguliert (Passier et al. 2000).

Abb. 1.3 verdeutlicht auRerdem, dass der MAP-Kinase-Signalweg eine zentrale Komponente
des pathophysiologischen Herzwachstums darstellt. Diese mehrstufige Phosphory-
lierungskaskade wird durch pro-hypertrophe Stimuli Uber Gqq-gekoppelte Rezeptoren sowie
biomechanischen Stress aufgrund von Scherbelastung aktiviert (Rose et al. 2010). Die
.eigentlichen MAP-Kinasen, die die terminalen Phosphorylierungsschritte ausfihren,
bestehen aus drei Subfamilien mit wiederum einer Vielzahl an Isoenzymen: JNK (c-Jun-N-
terminale Kinase), ERKs (Extracellular-signal Regulated kinase) und p38-MAPK (Pearson et
al. 2001). Die Induktion des fetalen Genprogramms erfolgt teilweise im Zusammenspiel mit
dem CnA-Signalweg, entweder Uber die Interaktion mit speziellen Proteinen, die die Aktivitat
von CnA regulieren, sogenannte MCIP-Proteine (Modulatory Calcineurin-interacting proteins)
oder direkt durch Aktivierung von NFAT-Transkriptionsfaktoren (Yang et al. 2002, Molkentin
2004). Die Weiterleitung von Wachstumssignalen uber kleine G-Proteine, insbesondere der
Raf1-Kinase, resultiert ebenso in der Aktivierung von MAP-Kinasen (Molkentin and Dorn
2001), wie die Signaltransduktion Gber gp130 (Glycoprotein 130), einer Untereinheit des
Zytokinrezeptors der Klasse I. Gp130 ist essentiell fir das Uberleben von Myozyten unter
Einwirkung von biomechanischem Stress. So zeigen phanotypisch unauffallige gp130-
defiziente Tiere erst nach experimenteller TAC eine Dilatation des linken Ventrikels,
einhergehend mit massiver Apoptose von Herzmuskelzellen (Nyui et al. 1998, Hirota et al.
1999). Eine dauerhafte Stimulation von gp130, z.B. durch CT-1 ist zudem ein starker
Stimulus des hypertrophen Myokardwachstums (Pennica et al. 1995). Erhéhte endogene
CT-1 Spiegel sind sowohl in insuffizienten Herzen als auch experimentell nach Stimulation
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mit Ang Il messbar (Sano et al. 2000, Talwar et al. 2000). Aufgrund des Fehlens einer
eigenstandigen Tyrosinkinase-Aktivitat ist gp130 neben den MAP-Kinasen auch an
Januskinasen (JAK) assoziiert. Die nachfolgende Signalweiterleitung Uber STAT-Proteine
(Signal Transducers and Activators of Transcription) stellt einen alternativen Signalweg zur
Induktion des fetalen Genprogrammes dar (Fischer and Hilfiker-Kleiner 2007).

Die Enzymfamilie der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (P13-K) ist einerseits essentiell im Zuge
der embryonalen Herzentwicklung und der physiologischen Adaptation bei Schwangerschaft
und Leistungssport, andererseits fiihrt eine zu starke Kinase-Aktivitat bzw. Uberexpression
der PI3-K zu hypertrophen Herzerkrankungen (Shioi et al. 2000). PI3-Kinasen werden in
hypertrophen Herzen hauptsachlich durch Tyrosinkinasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
sowie kleine G-Proteien (z.B. Ras) aktiviert (Proud 2004). Den PI3-Kinasen nachgeschaltet
folgt die Aktivierung der Proteinkinase B (PKB), auch bekannt unter inrem Gennamen AKT.
AKT/PKB nimmt Uber die Phosphorylierung von mTor (mammalian target of rapamycin)
direkt Einfluss auf die Proteinsynthese (Wang and Proud 2006). Ein weiteres Substrat von
AKT/PKB ist die Glykogensynthase-Kinase 3B (GSK-3B). GSK-38 phosphoryliert unter
anderem GATA4 und inhibiert dadurch diesen Transkriptionsfaktor bzw. verhindert seine
Kerntranslokation. In hypertrophen Zustanden jedoch wird GSK-3p verstarkt durch AKT/PKB
phosphoryliert und somit inhibiert. Dies resultiert letztlich in einer verminderten GATA4-
Phosphorylierung durch GSK-3 und der verstarkten Transkription Hypertrophie-assoziierter
fetaler Gene (Morisco et al. 2001)

Anhand Abb. 1.3 wird ebenso ersichtlich, dass viele der beschriebenen Signalwege tUber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) induziert werden. Im Myokard werden vor allem
adrenerge und muskarinerge GPCRs sowie Rezeptoren fir Ang Il, ET I, Histamin und
Adenosin exprimiert (Salazar et al. 2007). GPCRs spielen sowohl in gesunden als auch in
hypertrophen Herzen eine wichtige Rolle in der Regulation der Herzfunktion (Penela et al.
2006). GPCRs bestehen aus insgesamt 7 Transmembrandomanen und sind intrazellular an
drei unterschiedliche Klassen GTP (Guanosin-5-triphosphat)-bindender Proteine gebunden:
Gas, Gg und Gggqi. Durch die Bindung von GPCR-Agonisten wird GDP (Guanosin-
diphosphat) gegen GTP ausgetauscht. Die dadurch erfolgende Konformationsanderung fuhrt
zum Zerfall des heterotrimeren G-Protein-Komplexes in seine Untereinheiten a,f und v.
Zumeist dient die nun aktivierte a-Untereinheit der weiteren Signalweiterleitung (Gether and
Kobilka 1998, Lefkowitz 2007). Ang Il vermittelt seine pro-hypertrophen Effekte Gber Ggg11.
Samtliche Signalwege, die durch Ang Il angestollen werden, sind in Abb. 1.3
hervorgehoben. Durch die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) werden die sekundaren
Botenstoffe Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) gebildet. IP3 induziert
die Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern, sowie nachfolgend aus dem
Extrazelluldrraum und verstarkt somit die Ca”*-abhangige Hypertrophieentwicklung
(Balakumar and Jagadeesh 2014). Die Proteinkinase C (PKC) ist ein wichtiger Vermittler der
Ang lI-Effekte, insbesondere den Isoformen PKCR und PKCe wird eine bedeutende Rolle in
der Entwicklung kardialer Hypertrophie zugeschrieben (Frey and Olson 2003). Die PKC wird
sowohl durch Ca®*-lonen als auch durch DAG aktiviert und stéRt ihrerseits wiederum den
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MAPK-Signalweg an. Eine PLC und PKC-unabhéngige, direkte Aktivierung von MAP-
Kinasen durch die hypertrophe Ang II-Stimulation sowie von AKT/PKB und JAK/STAT ist
ebenso moglich, wie die Aktivierung kleiner G-Proteine wie Ras, Rho und Rac im Sinne einer
Signalverstarkung (Hunter et al. 1995, Higuchi et al. 2007). Die Aktivierung Gqq-abhangiger
Signaltransduktionswege ist ein wichtiger Bestandteil der kardialen Hypertrophieantwort
sowie der embryonalen Herzentwicklung: M3use mit einer Uberexpression von Ggq
entwickeln dilatierte Ventrikel und massive Kontraktionsstérungen (D'Angelo et al. 1997). Die
globale Deletion von Ggq11 jedoch flhrt bereits im Embryonalstadium aufgrund der
verzdgerten Herzentwicklung zum Tod (Offermanns et al. 1998), wohingegen eine
kardiomyozytenspezifische Ablation von Gggq11 schitzend bei TAC-induzierter Myokard-
hypertrophie wirkt (Wettschureck et al. 2001). G,s-Proteine Uben ihre stimulierende Wirkung
auf das Herzgewebe Uber Adenylatzyklasen (AC) und die nachfolgende Aktivierung der PKA
durch den sekundéaren Botenstoff cAMP (zyklisches Adenosin-3’,5’-monophosphat) aus. Die
sympathomimetische Stimulation Gber Gs-gekoppelte B1-Adrenozeptoren (B1AR) ist zudem
ein bedeutender Signalweg zur Induktion kardialer Hypertrophie. Eine zentrale
Wirkkomponente umfasst auch hier die Erhdhung intrazelluldrer Ca®*-Konzentrationen mit
positiv chronotropen, positiv inotropen und positiv lusitropen Effekten auf das Myokard
(Brodde and Michel 1999, Morisco et al. 2001). Eine Uberexpression des B;AR (Engelhardt
et al. 1999), sowie von Gs-Proteinen (Gaudin et al. 1995) und auch der PKA (Antos et al.
2001) fuhrte ebenso wie eine chronische Aktivierung des Rezeptors durch Katecholamine
(Lowes et al. 2000, Xiang and Kobilka 2003) zunachst zu einer transienten Erhéhung der
Kontraktilitdt mit anschlielender progressiver Hypertrophie und Fibrosierung bis hin zur
Dekompensation. Die Signaltibertragung Uber inhibitorische G-Proteine (G4) miindet in einer
Hemmung der AC, mit nachfolgend geringeren cAMP-Mengen und verminderter Aktivierung
der PKA (Sunahara et al. 1996). Trotz der bislang unzureichenden Datenlage bezuglich
kardialer G-Proteine ist bekannt, dass diese vor allem bei terminaler Herzinsuffizienz
vermehrt exprimiert werden (Eschenhagen et al. 1992). Mégliche kompensatorische Effekte
werden durch die direkte Modulation von L-Typ Ca®*-Kanalen durch G, und Ggs vermittelt
(Dizayee et al. 2011). Dass jedoch auch eine myozytenspezifische Uberexpression von Gg-
Proteinen im Mausmodell zu Dilatation und Herzversagen fihrt, bezeugt wiederum die
komplexen Regulationsmechanismen in der Entstehung hypertropher und dilatativer
Herzerkrankungen (Redfern et al. 2000).

Die in Abb. 1.3 dargestellten Komponenten sind als Teil der Gesamtheit pro-hypertropher
Signaltransduktionswege zu verstehen. Trotz des immensen Zuwachs an Wissen in den
letzten 20 Jahren bezlglich der molekularen Entstehung hypertropher Herzerkrankungen
sind die Therapiemdglichkeiten bis dato limitiert und beschranken sich mit AT;-
Rezeptorantagonisten, Betablockern, Diuretika und Calciumantagonisten meist auf
Strategien, die der Herzentlastung dienen (Lip 2001, Prinz et al. 2011). Hiermit kann das
Voranschreiten der hypertrophen Umbauprozesse zu einem gewissen Ausmald tatsachlich
gestoppt werden. Nichtsdestotrotz sind zusatzliche, zielgerichtete Therapien, die eine noch
effizientere Pharmakotherapie erlauben, winschenswert, insbesondere wenn genetische
Defekte dem Krankheitsbild zugrunde liegen. Hierfir mussen zukunftig die gesamten
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beteiligten endogenen Signalwege, Effektoren, sowie deren Interaktionen in Kardiomyozyten
bis ins Detail aufgeschlisselt werden. Da samtliche kardiale Zelltypen an der hypertrophen
Umgestaltung des Herzens beteiligt sind (s. Kapitel 1.1.3), ware die Aufklarung
pathophysiologischer Mechanismen z.B. auch in Fibroblasten erstrebenswert. Insbesondere
zur Entwicklung neuer Therapiestrategien zur Behandlung der Myokardfibrosierung als
bedeutende Begleitsymptomatik (Tarone et al. 2014).

1.1.5 Rolle von Angiotensin Il bei Myokardhypertrophie und Fibrosierung

Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) mit dem Oktapeptid Ang
II'als wichtigstem Effektormolekul ist der wohl bedeutendste neurohumorale Signalweg, der
zur Entwicklung einer kardialer Hypertrophie beitragt (Dahlof 1995). Diverse Organe sind bei
der Bildung von Ang Il involviert: Physiologisch wird bei Abfall des Perfusionsdruckes,
sympathischer Aktivierung oder Salzmangel in den juxtaglomerulédren Zellen der Niere Renin
gebildet, woraufhin die Protease aus der in der Leber produzierten Vorstufe Angiotensinogen
Angiotensin | (Ang I) bildet. Vor allem in der Lunge wird Ang | durch das Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE) in die aktive Isoform Ang Il umgewandelt (Reid et al. 1978). Die
Effekte von Ang Il werden Uber zwei Subtypen von GPCRs den AT¢-Rezeptor (AT4R) und
den AT,-Rezeptor (AT.R), vermittelt (Sandmann and Unger 2002). Die molekularen
Signalwege, die der Aktivierung des Gq-gekoppelten AT4R durch Ang Il nachgeschaltet sind,
wurden bereits in Kapitel 1.1.4 beschrieben. In den meisten Organen weisen die Rezeptoren
gegensatzliche Funktionen auf, wobei Signaltransduktionsprozesse Uber den AT,R-Subtyp
vorwiegend als protektiv angesehen werden, die tatsachlichen Ang Il-Effekte allerdings von
der jeweiligen Ausstattung der Zelle mit Rezeptoren abhangig sind (Nakamura et al. 1999).
Jedoch scheint vor allem an Niere, Gefalen und Herz der ATR, bei Nagern genauer gesagt
der Subtyp AT4R, zu dominieren (lto et al. 1995). Ang Il als einer der potentesten
Vasokonstriktoren ist unmittelbar an der Regulation des Gefaldtonus und somit des
Blutdrucks beteiligt und besitzt dariiber hinaus auch direkte wachstumsférdernde Effekte auf
Kardiomyozyten und induziert die Proliferation von Fibroblasten, unabhangig von der
Nachlast, der Summe des Auswurfwiderstandes (Mazzolai et al. 1998). Insbesondere weisen
kardiale Fibroblasten eine hohe Dichte Gyq-gekoppelter AT{R auf (Booz and Baker 1996).
Nicht zuletzt wird Ang Il nach hypertrophen Stimuli auch von Kardiomyozyten selbst
freigesetzt (Sadoshima et al. 1993). Dass dieses lokale RAAS maligeblich in der
Pathogenese kardialer Umbauprozesse involviert ist, wurde auch anhand der breit
angelegten LIFE-Studie (The Losartan Intervention For Endpoint Reduction) deutlich: unter
Therapie mit dem AT R-Antagonist Losartan konnte im Vergleich zu dem B,-Adrenozeptor-
Antagonist Atenolol eine signifikante Regression der linksventrikularen Hypertrophie,
verbunden mit einer Mortalitadtssenkung erreicht werden, die nicht nur auf die Erniedrigung
des systemischen Blutdrucks zurlckzufuhren war (Dahlof et al. 1997). Auch mit Hilfe
verschiedener Tiermodelle wurde diesbezliglich in den letzten Jahren viel Aufklarungsarbeit
geleistet. Alleinige Uberexpression bzw. Uberstimulation des humanen AT{R in
Kardiomyozyten von Nagern resultiert unabhangig vom Blutdruck in Hypertrophie, Fibrose
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und Dilatation des linken Ventrikels (Paradis et al. 2000, Ainscough et al. 2009). Wird der
murine Rezeptorsubtyp spezifisch in Myozyten Uberexprimiert, sterben die Tiere trotz
Behandlung des Muttertieres mit dem AT R-Antagonist Captopril sogar wenige Tage nach
der Geburt (Hein et al. 1997). Uberdies scheint auch eine konstitutive Aktivierung des
Rezeptors in Abwesenheit von endogenem Ang Il bereits zu Symptomen einer DCM zu
fuhren, wie an Angiotensinogen-Knockout Tieren mit Uberexpression des AT{R demonstriert
werden konnte (Yasuda et al. 2012). Ein gewisser Beitrag zum Herzwachstum bei erhdhten
zirkulierenden Ang II-Spiegeln ist auch auf renale AT{R zurlckzufuhren. So konnten bei
Tieren mit einer globalen Deletion der AT4{R nach Verpflanzung einer Wildtyp-Niere und
anschlieRender Ang lI-Infusion kardiale Umbauprozesse demonstriert werden, die auf einen
erhdhten Blutdruck durch verringerte Natriurese, verstarkte Odembildung und dadurch
vermehrte Volumenbelastung zurickzuflihren waren (Crowley et al. 2006). Versuche auf
zellularer Ebene stutzen aber auch die Annahme einer direkten Wirkung von Ang Il auf
unterschiedliche kardiale Zelltypen. So lasst sich die Proliferation von isolierten und
kultivierten kardialen Myozyten und Fibroblasten durch Ang |l stimulieren. Diese
wachstumsférdernden Effekte von Ang Il sind darliber hinaus sensitiv gegenlber einer
Behandlung mit AT R-Antagonisten (Sadoshima and Izumo 1993, Liu et al. 1998).

1.1.6 Mutationen in kardialen Strukturproteinen als Risikofaktoren fiir
hereditare Kardiomyopathien

In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass eine Hypertrophie des Herzmuskels nicht
nur eine Folgeerkrankung darstellt, sondern auch durch Veranderungen im
Expressionsmuster verschiedener Gene verursacht werden kann bzw. dass Mutationen in
bestimmten Genen die Entstehung von diversen familidr bedingten Kardiomyopathien
begiinstigen (Watkins et al. 2011). Hierbei ist Kardiomyopathie ein Uberbegriff fir
heterogene Erkrankungen des Herzmuskels, einhergehend mit mechanischer und/oder
elektrischer Dysfunktion und in den allermeisten Fallen entweder verbunden mit Gbermafiger
Verdickung oder Dilatation des Myokards. Oftmals sind die Ubergénge flieRend, so kann
eine hypertrophe Kardiomyopathie (HCM), charakterisiert durch konzentrisches Wachstum,
in eine dilatative Kardiomyopathie (DCM), mit stark ausgediinnten Ventrikelwdnden und
vergrofRertem Ventrikelvolumen mit ausgepragter systolischer Dysfunktion minden (s.
Kapitel 1.1.2). Dartber hinaus gibt es weitere Subklassen: die hypertroph-obstruktive
Kardiomyopathie (HOCM) weist zusatzlich Ausstilpungen der basisnahen Ventrikelwénde
auf, die den Blutfluss behindern kdnnen. Eine ischdmische Kardiomyopathie (ICM) ist
gekennzeichnet durch eine atherosklerotisch bedingte Minderdurchblutung des Herzens
aufgrund von Erkrankungen der Koronarien, eine restriktive Kardiomyopathie (RCM) durch
extrem versteifte Herzen aufgrund UbermaRiger Akkumulation von Extrazelluldrmatrix als
Folgekrankheit einer Amyloidose. Bei extrinschen Kardiomyopathien wird, sofern der
auslosende Faktor bekannt ist, beispielsweise Alkohol, Drogen oder Entzindungen, das
Krankheitsbild danach benannt (Richardson et al. 1996, Maron et al. 2006, Elliott et al. 2008,
Harvey and Leinwand 2011). Ein Ubergreifen der Symptomatik von der Skelettmuskulatur
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auf den Herzmuskel ist ebenso eine typische Begleiterscheinung in spaten Stadien von
Muskeldystrophien. Aufgrund einer hereditaren Muskelschwache resultieren dabei meist
dilatative Formen (Annexstad et al. 2014).

Treten Kardiomyopathien schon in friihen Lebensstadien auf, liegen meist autosomal
dominant vererbte Mutationen in Genen fiir Sarkomerproteine vor. Seltener sind auch
Proteine der Z-Scheibe, der Intermediarfilamente oder des Zytoskeletts betroffen (Watkins et
al. 2011). Bislang wurden Uber 400 Mutationen in mindestens 15 sarkomerischen Proteinen
gefunden (s. Tab. 1.1). Hauptsachlich betroffen hiervon sind Proteine der kontraktilen
Einheiten wie schwere sowie leichte Myosinketten, das kardiale Myosin-Bindeprotein C3
(Mybpc3), alle Komponenten des Troponin-Komplexes sowie Tropomyosin. In der Gruppe
der Z-Scheiben Proteine sind vor allem Mutationen im Cystein-reichen Protein 3 (CRP3),
auch als Muskel-LIM-Protein (MLP) bezeichnet, neben a-Actinin 2 fir die Entstehung
hereditarer Kardiomyopathien verantwortlich (Murphy and Starling 2005, Seidman and
Seidman 2011). In vielen Fallen liegen auch mehrere Mutationen in unterschiedlichen Genen
vor (Maisch and Mahrholdt 2014). Tab. 1.1 beschreibt exemplarisch die bedeutendsten
Mutationen, die einer hypertrophen Kardiomyopathie zugrunde liegen (Alcalai et al. 2008).

Bezeichnung des Proteins (Genname) Lokalisation Zahl %-Anteil
Mutationen aller Falle

B-Isoform der schweren Myosinkette (Myh7) dickes Filament 212 44
Myosin-Bindeprotein C3 (Mybpc3) dickes Filament 165 35
Troponin T (Tnnt2) dunnes Filament 33 7
Troponin | (Tnni3) dinnes Filament 27 5
a-Tropomyosin (Tpm1) dinnes Filament 12 2,5
Regulatorische leichte Myosinkette (My/2) dickes Filament 10 2
Essentielle leichte Myosinkette (Myl3) dickes Filament 5 1
Actin (Actc1) dunnes Filament 7 1
Titin (Ttn) Z-Scheibe 2 <1
CRP3/MLP (Csrp3) Z-Scheibe 3 <1
Telethonin (Tcap) Z-Scheibe 2 <1
Myozenin 2 (Myoz2) Z-Scheibe 1 <1
Vinculin (Vcl) Z-Scheibe (u.a.) 2 <1

Tab. 1.1: HCM-assoziierte Mutationen in Sarkomer-Proteinen.

Exemplarische Darstellung von Genmutationen, welche die Ausbildung einer hypertrophen
Kardiomyopathie (HCM) begulinstigen. Eine Vielzahl der verantwortlichen Mutationen betreffen direkt
den kontraktilen Apparat. Da oftmals unterschiedliche Mutationen in demselben Gen vorliegen, ist die
exakte Voraussage des resultierenden Phanotyps nicht moéglich. Dartiber hinaus sind dieselben Gene
auch bei der Ausbildung einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) beteiligt. Die Aufstellung wurde von
Alcalai et al. (2008) ubernommen. Weitere Erlduterungen im Text.

Durch die Vielzahl an Mutationen kénnen fehlerhaft gefaltete Proteine, aber auch reduzierte
Mengen an funktionalem Protein entstehen, wodurch die hoch organisierten Strukturen des
kontraktilen Apparates mehr oder weniger stark destabilisiert werden, was sich in
unterschiedlichen Auspragungen darstellt. (Geisterfer-Lowrance et al. 1996, Tardiff et al.
1998). Obwohl die exakte Pathogenese der HCM bzw. DCM nicht vollstandig verstanden ist,
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vermutet man, dass mutationsbedingte Veranderungen im Ca*-Haushalt die Kontraktilitat
und den Herzrhythmus beeinflussen (Nicol et al. 2000). Bei der HCM liegt demnach eine
verstarkte Ca®'-Sensitivitat vor, die zu einer verstarkten Kraftentwicklung in der
Kontraktionsphase fiihrt, wohingegen bei der DCM eine massiv verringerte Kontraktionskraft
zu einer starken Volumenbelastung und letztlich zu dilatierten, schlaffen Ventrikeln flhrt. Je
nach Art und Lokalisation der Mutation, selbst wenn ein und dasselbe Protein betroffen ist,
kénnen unterschiedliche Auspragungen der Kardiomyopathie resultieren, die aullerdem
ineinander Ubergehen kénnen. Dies macht es so schwierig, den Verlauf der Krankheit
vorherzusagen, weshalb eine exakte Genotypisierung jeder Moypathie notwendig ist. Auch
unter dem Aspekt, dass konventionellen Therapien bei hereditdren Formen oft Grenzen
gesetzt sind und AT{R-Antagonisten oder [(i-Adrenozeptor-Antagonisten bei diesen
Auspragungen oftmals keinen Benefit zeigen (Axelsson et al. 2015). Deshalb sollten die
Auswirkungen der jeweiligen Mutation und die kompensatorischen Signalkaskaden fir eine
erfolgreiche individuelle Therapie aufgedeckt und verstanden werden. Das Fernziel stellt
hierbei eine praventive Therapie bzw. ein Aufschieben des klinischen Vollbildes und
Vermeidung von Herztransplantationen als Ultima Ratio dar (Bos et al. 2014).

1.2 Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg

Die gefalRerweiternde Wirkung des gasférmigen Molekils Stickstoffmonoxid (NO) wurde
schon vor anndhrend 150 Jahren entdeckt und wird bis heute in Form von Nitroglycerin fur
medizinische Zwecke genutzt. Ironischerweise wurden die pektangiésen Beschwerden Alfred
Nobels, der mafigeblich an der Entwicklung von Dynamit auf der Grundlage von Nitroglycerin
beteiligt war, hiermit behandelt (Marsh and Marsh 2000). Zu dieser Zeit war gewiss
niemandem bewusst, dass dieses gasférmige Molekil erst der Beginn einer faszinierenden
Signalkaskade fur samtliche Stoffwechselprozesse darstellt. Im Jahre 1988 wurde den
Forschern Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid Murad die nach Alfred Nobel
benannte Ehrung verliehen. Sie entdeckten, dass ein bislang unbekannter Faktor mit dem
Namen EDRF (Endothelium-derived relaxing factor), der zur Gefalrelaxation fihrt, kein
geringeres Molekil als NO ist (Katsuki et al. 1977, Furchgott and Zawadzki 1980, Ignarro et
al. 1987, Raju 2000). Auch viele Jahre spater wirft die Bedeutung von NO als Signalmolekul
sowie die Rolle nachgeschalteter Signalkaskaden fiir die gesamte Zellfunktion noch immer
viele interessante Fragestellungen auf. NO kann in Abhangigkeit von den vorhandenen
Zielstrukturen und seiner Konzentration entweder die Produktion von zyklischem Guanosin-
3’,5-monophosphat (cGMP) stimulieren (s. Kapitel 1.2.1) oder Uber einen alternativen Weg
direkt die Aktivitat von zellularen Proteinen modulieren (Hofmann et al. 2000). Dies geschieht
z. B. durch Nitrosylierung freier Thiol-Gruppen, was einerseits einen endogenen Schutz-
mechanismus vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) darstellt (Sun et al. 2006), andererseits
auch eine Modulation von Ca*- und spannungsabhangigen Kaliumkanalen erreicht (Bolotina
et al. 1994, Sampson et al. 2001).
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1.2.1 cGMP: Bildung, Effektoren und Inaktivierung

Die enzymatische Bildung von cGMP erfolgt mit Hilfe von Guanylatzyklasen aus Guanosin-
5'-triphosphat (GTP) unter Abspaltung von Pyrophosphat (Hardman and Sutherland 1969).
Die NO-abhangige Generierung von cGMP wird hierbei durch I6sliche, im Zytosol
vorliegende Guanylatzyklasen (sGC) vermittelt (Kimura and Murad 1974). Die Bildung, sowie
Effektoren von cGMP werden nachfolgend in Abb. 1.4 beschrieben.

L-Arginin
L-Citrullin NOS
W NO
.0,
ne

sGC ©o 0g0 0

Qs 2 N

PDEs cGKI CNG-Kanale

Abb. 1.4: Generierung, Effektorproteine und Abbau von cGMP.

cGMP wird durch I8sliche oder membranstandige Guanylatzyklasen gebildet, der Haupteffektor im
kardiovaskularen System ist die cGMP-abhangige Proteinkinase Typ |. Die Degradation von cGMP
erfolgt durch Phosphodiesterasen. NOS: NO-Synthase; NO: Stickstoffmonoxid; GTP: Guanosin-5’-
triphosphat; cGMP: zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat; ANP: Atriales natriuretisches Peptid;
BNP: Brain natriuretic peptide; CNP: C-Typ natriuretisches Peptid; sGC: lésliche Guanylatzyklase;
pGC: partikulare Guanylatzyklase; PDE: Phosphodiesterase; 5°GMP: Guanosin-5’-monophosphat;
cGKIl: cGMP-abhangige Proteinkinase Typ I; CNG: durch zyklische Nukleotide (cyclic nucleotide-
gated) gesteuerter lonenkanal. Das Schema wurde modifiziert nach Hofmann et al. 2000. Weitere
Erlduterungen im Text.

In einem primaren Reaktionsschritt erfolgt zunachst die endogene Bildung des Radikals NO
durch NO-Synthasen (NOS), von denen drei Isoformen bekannt sind: die endotheliale NO-
Synthase (eNOS/NOS-3) und die neuronale NO-Synthase (nNOS/NOS-1) werden
konstitutiv, entgegen ihrer Namensgebung, in vielen Geweben exprimiert und leiten nach
Aktivierung durch Ca®*/CaM die NO-vermittelte Signaliibertragung ein (Marletta 1994). Die
im Zuge von Entziindungs- und Immunabwehrreaktionen durch die induzierbare NOS (NOS-
2) erzeugte NO-Mengen sind um ein vielfaches héher, werden Ca?*/CaM-unabhéngig durch
Endotoxin- sowie Zytokineinwirkungen generiert und dienen der zytotoxischen Lyse von
Bakterien und infizierten Zellen (Radomski et al. 1990). Unabhangig von der NOS-Isoform
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wird L-Arginin unter Oxidation seines terminalen Stickstoffs der Guanidinogruppe zu L-
Citrullin und NO umgesetzt (Nathan and Xie 1994). Fur das kurzlebige NO stehen keine
Speicherformen zur Verfigung, es diffundiert direkt nach seiner Bildung nahezu ungehindert
durch die Zellmembran und kann auf diese Weise die sGC in benachbarten Zielzellen
erreichen und aktivieren (Krumenacker et al. 2004). Diese bestehen aus zwei Untereinheiten
a4 bzw. a, und 4 und erlauben die Abgrenzung in zwei katalytisch aktive Heterodimere NO-
GC1 (a4B4), und NO-GC2 (ayB4). Wahrend NO-GC2 vor allem in Lunge und Gehirn
vorzufinden ist, wird NO-GC1 in annahrend allen Geweben exprimiert und ist somit flir den
GroRteil der NO-induzierten cGMP-Bildung verantwortlich (Mergia et al. 2003). Die B4-
Untereinheit mit einer prosthetischen Ham-Gruppe fungiert hierbei als Rezeptor fliir NO und
katalysiert letztlich die Umsetzung von GTP zu cGMP (Russwurm and Koesling 2004, Martin
et al. 2005). Ein alternativer, NO-unabhangiger Weg zur Erhéhung intrazellularer cGMP-
Spiegel wird durch membranstandige, partikulare Guanylatzyklasen (pGC) vermittelt. Bislang
wurden 7 verschiedene Isoformen (GC-A bis GC-G) isoliert, die allesamt als Homodimere
vorliegen (Denninger and Marletta 1999). Die pGCs besitzen keinen Protoporphyrin IX-Ring
und werden nicht durch NO, sondern hauptsachlich durch die natriuretischen Peptide ANP,
BNP und CNP (C-Typ natriuretisches Peptid) aktiviert (Garbers et al. 1994). Wahrend ANP
und BNP mit einer hohen Affinitat an GC-A binden, aktiviert CNP bevorzugt die Isoform GC-
B. Guanylin und Uroguanylin sind Liganden der GC-C. Physiologische Stimulatoren und
exakte Funktionen der anderen pGCs, oft auch als orphan receptors bezeichnet, sind zum
Grof3teil noch unerforscht (Kuhn 2003, Schulz 2005).

Wesentliche Effektoren von cGMP sind die cGMP-abhangigen Proteinkinasen (s. 1.2.2) vor
allem die cGMP-abhangige Proteinkinase Typ | (cGKI) sowie spezielle lonenkanale, die
sogenannten CNG-Kanéle (cyclic nucleotide-gated ion channels), deren Offnung direkt nach
der Bindung von cGMP vollzogen wird. Der nachfolgende Einstrom von Natrium (Na*) und
Ca” durch diese Kanale induziert Anderungen im Membranpotenzial der jeweiligen Zelle,
ebenso werden vielfiltige Ca®*-abhéngige Signaltransduktionsprozesse in den jeweiligen
Geweben in Gang gesetzt. (Biel et al. 1998). CNG-Kanale spielen eine zentrale Rolle in der
sensorischen Signaltransduktion und werden abundant in der Retina und im olfaktorischen
Epithel exprimiert (Brown et al. 2006).

Die Dauer, das Ausmal, sowie die regionale Distribution der cGMP-Wirkung innerhalb einer
Zelle wird bestimmt durch Phosphodiesterasen (PDE). Dies sind Enzyme, die zyklische
Nukleotide abbauen: cGMP wird zu Guanosin-5-monophosphat (GMP), der sekundare
Botenstoff cAMP (zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat) wird zu AMP (Adenosin-5’-
monophosphat) hydrolysiert (Soderling et al. 1998). Von den elf bisher identifizierten
Genfamilien der PDEs hydrolysieren PDE5, 6 und 9 hauptsachlich cGMP; PDE4, 7 und 8
sind selektiv fir cAMP, die ubrigen Mitglieder (PDE1, 2, 3, 10 und 11) hydrolysieren beide
zyklischen Nukleotide (Kass et al. 2007). Die C-terminale Region, in der sich auch die
katalytische Domane befindet, stellt eine hoch konservierte Region aller PDEs dar. Im
regulatorischen Amino-Terminus der Familien 2, 5, 6, 10 und 11 findet man auf3erdem
sogenannte GAF-Bindungsdoménen, die die Bindung von cGMP als allosterischen
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Modulator ermdglichen, was die jeweilige PDE in ihren aktiven Zustand Gberfihrt (Omori and
Kotera 2007). Des Weiteren unterscheidet man innerhalb der PDE-Gruppen diverse
Subfamilien und Spleilvarianten (bezeichnet mit GroRbuchstaben, z.B. PDE1C) mit gro3en
Variationen bezuglich ihrer Distribution in unterschiedlichen Geweben und Spezies (Bender
and Beavo 2006). Abb. 1.5 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten im Gesamtherz
vorkommenden PDEs und deren Substratspezifitat.

7T X0\

PDE2A| [PDE3A| |IPDE4| |PDESA| [PDE9

N\

Abb. 1.5: Schematische Darstellung kardialer Phosphodiesterasen.

Dargestellt sind die wichtigsten Phosphodiesterasen (PDE) im Gesamtherz, unabhangig von ihrem
exakten zellularen Verteilungsmuster. Griine Pfeile symbolisieren die Hydrolyse von cGMP
(zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat), bzw. cAMP (zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat)
durch die jeweilige PDE. Rot impliziert die Hemmung der PDE3 durch cGMP, was sich funktional in
einer extrem verlangsamten Hydrolyseaktivitdt fur cAMP &uRert. Gelbe Pfeile zeigen die
Aktivierbarkeit der jeweiligen PDE-Isoform durch cGMP. Esterasen der PDE1-Familie werden
Uberdies durch Calcium/Calmodulin (Ca2+/CaM) aktiviert. Das Schema wurde erstellt nach Kass et al.
(2007), sowie nach Zaccolo & Movsesian (2007).

Die unterschiedlichen Substratspezifititen implizieren somit im Herzen einen gewissen
Crosstalk zwischen den PDEs in der Feinregulation der Konzentration zyklischer Nukleotide
(Lincoln et al. 1995, Rybalkin et al. 2003). Wahrend samtliche kardiale Isoformen der PDE4
exklusiv. cAMP hydrolysieren (Stangherlin and Zaccolo 2012), findet man bei allen
Unterfamilien der PDE1 eine duale Affinitat fir cGMP und cAMP. Hierbei sind die Subtypen
PDE1A und PDE1B etwas selektiver fiir cGMP, PDE1C weist eine hohere Affinitat fir cAMP
auf. Die Besonderheit aller PDE1-Isoformen ist eine Bindestelle fir Calmodulin und somit die
allosterische Aktivierbarkeit durch Ca®* (Sonnenburg et al. 1995). Die PDE2 ist ebenfalls in
der Lage, cAMP und cGMP zu hydrolysieren. Die Bindung von cGMP in der GAF-B-Domane
fuhrt jedoch zu einer Aktivitatssteigerung der PDE2 und zu einer bevorzugten Hydrolyse von
cAMP. Signalwege oder Pharmaka, welche die intrazellulare cGMP-Konzentration erhéhen
und gleichzeitig cAMP-Spiegel senken, stellen in diesem Kontext ein moglicher
therapeutischer Ansatz zur Therapie von Herzerkrankungen dar (Martinez et al. 2002,
Nikolaev et al. 2005). Im Gegensatz hierzu weist die PDE3 zwar eine hohe Affinitat fir cGMP
auf, die Hydrolysegeschwindigkeit ist jedoch derart niedrig, sodass schon kleinste Mengen
dieses Nukleotids zu einer kompetitiven Hemmung der PDE3 fuhren und letztendlich auch
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cAMP nicht mehr abgebaut werden kann (Degerman et al. 1997). Somit beeinflussen cGMP-
Spiegel auf unterschiedliche Weise tiber PDE2 und PDE3 die tatsachliche Konzentration von
cAMP. Erhéhte cGMP-Level kdnnen aulerdem durch eine Kreuzaktivierung direkt die
Aktivitdt von cAMP-abhangigen Proteinkinasen modulieren (Zaccolo and Movsesian 2007).
Sowohl der Crosstalk zwischen unterschiedlichen PDEs als auch die Distribution der
Esterasen innerhalb eines Zellkompartiments z.B. die Lokalisation im Zytosol, in Caveolae,
dem T-Tubuli-System, in unmittelbarer Nahe des Zellkerns oder am Sarkomer kénnen die
Herzfunktion durch ihre Hydrolyseaktivitdt in diesen sogenannten Mikrodomanen
entscheidend beeinflussen (Fischmeister et al. 2006). Ferner findet man haufig ein
inhomogenes Expressionsmuster der PDEs bezuglich kardialer Myozyten, Glattmuskel- und
Endothelzellen sowie Fibroblasten, was eine definitive Aussage zur isolierten Bedeutung
bestimmter Esterasen fur die Gesamtherzfunktion erschwert. So wird beispielsweise die
PDES5 in gesunden Herzen von Mausen, wie auch von Menschen, kaum in Myozyten
exprimiert (Pokreisz et al. 2009, Vandeput et al. 2009). PDES5, als hochselektive cGMP-
abbauende PDE, wird ebenfalls durch Bindung des zyklischen Nukleotids an die GAF-
Domaéanen aktiviert (McAllister-Lucas et al. 1993). Die Aktivitdt der PDE5 kann durch die
cGKl-abhangige Phosphorylierung am  Serin-102, im Sinne eines negativen
Rickkopplungsmechanismus zur Feinregulierung der intrazelluldaren cGMP-Konzentration,
noch verstarkt werden (Mullershausen et al. 2004). Mit Sildenafil, Tadalafil, Vardenafil und
Avanafil (s. Kapitel 1.2.6.) stehen fir die PDES5 die meisten und selektivsten Hemmstoffe zur
Verfigung (Smith et al. 2013). Im Rahmen hypertropher Herzerkrankungen sind die
Expression, Lokalisation und vor allem die Aktivitat der PDEs verandert, sodass die
pharmakologische Beeinflussung dieser Enzyme weiterhin von groRem therapeutischen
Interesse ist (Movsesian et al. 2009). Kirzlich wurden erhdhte PDE9-Spiegel in hypertrophen
und insuffizienten Herzen postuliert. Diese PDE hydrolysiert ebenfalls exklusiv cGMP,
sowohl die genetische Ablation als auch die pharmakologische Hemmung flhrte im
Mausmodell zu einer Verbesserung der kardialen Symptomatik (Lee et al. 2015).

1.2.2 Struktur, Funktion und Vorkommen cGMP-abhangiger Proteinkinasen

Die wichtigsten cGMP-Effektoren sind zweifelsohne die cGMP-abhangigen Proteinkinasen
(cGKs), die den Serin/Threonin-Kinasen zuzuordnen sind (Scott 1991). In Sdugern stellen
drei cGK-Isoformen das Produkt von zwei Genen, prkg1 und prkg2 dar. Die SpleilRvarianten
cGKla und cGKIB entstammen dem prkg? Gen und sind strukturell sowie funktionell der
cGKIl, die von prkg2 kodiert wird, sehr ahnlich (Pfeifer et al. 1999, Vallur et al. 2014).

Die cGKs vereinen regulatorische und katalytische Doméanen in einem Protein (s. Abb. 1.6).
Sie liegen stets als Homodimere vor, was durch das Leucinzipper-Motiv in der N-terminalen
Region vermittelt wird (Hofmann et al. 1992). Am C-Terminus befindet sich die Bindestelle
fir Mg?*-ATP sowie die katalytische Doméne, die den Transfer eines Phosphatrestes von
ATP auf ein Serin oder Threonin des jeweiligen Substrates bewerkstelligt. In der
regulatorischen Domane existieren zwei allosterische Bindungsstellen fir cGMP. Die
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Besetzung dieser durch cGMP resultiert in einer Autophosphorylierung des Amino-Terminus
und einer Konformationsdnderung des Enzyms. Hierbei wird das Zentrum der katalytischen
Domane von der Autoinhibition durch die Pseudosubstratbindestelle freigegeben und zur
Bindung des eigentlichen Substrates mit dessen nachfolgender Phosphorylierung verfiigbar
(Doskeland et al. 1983, Huggins et al. 1991).

A
I Doy -
Leucin- Autoinhibition Gelenk- cGMP- ATP- Substrat-
zipper  Autophosphory- region Bindestelle Binde- Bindestelle
lierung stelle
regulatorische Doméne katalytische Doméne

(cGMP

)
-
3

B :
—>
(Substrat)

autoinhibierte Form aktivierte Form

Abb. 1.6: Strukturmodell der cGMP-abhéngigen Proteinkinase Typ I.

(A) Schematische Darstellung eines cGKI-Monomeres, bestehend aus einer regulatorischen und einer
katalytischen Doméane. (B) Die Bindung von cGMP (2 Molekile cGMP/Protein) flhrt zur Dimerisierung
und Uberflhrt die Kinase von ihrem autoinhibiertem Zustand in ihre aktivierte Form und ermdglicht die
Anlagerung und Phosphorylierung spezifischer Substrate. Das Schema wurde modifiziert nach Vallur
et al. (2014). Weitere Erklarungen im Text.

Zur Aktivierung der cGKIl reichen cGMP-Spiegel im submikromolaren Bereich aus, wobei flr
die Aktivierung der cGKla im Vergleich zur B-Isoform ungefahr 10-fach geringere
Konzentration bendtigt werden (Ruth et al. 1991). Die subzellulare Positionierung der Kinase
zu ihren diversen Substraten wird durch den Amino-Terminus vermittelt. Aus der Lange
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dieser Struktur ergibt sich auch der Unterschied zwischen den Isoformen was sich in
ungleichen Molekulargewichten (je Monomer 77 kD fur cGKI, 87 kD fur cGKII) auliert
(Hofmann et al. 2000). Des Weiteren sind die I6slichen Isoformen cGKla und cGKIB im
Zytosol lokalisiert, wahrend eine Myristoylierung am Amino-Terminus der cGKIl zu einer
Verankerung dieses Enzyms in der Plasmamembran fuhrt (Vaandrager et al. 1996).
Abundant exprimiert ist die membranstdandige cGKIl in Endothelien von Geweben, die
sekretorische Funktionen ausliben: im Gastrointestinaltrakt ist die cGKIl an der Regulation
der Wasser- und Chloridsekretion (French et al. 1995) und in der Niere an der Renin- und
Aldosteronfreisetzung beteiligt (Wagner et al. 1998, Spiessberger et al. 2009). Hohe cGKiII-
Level findet man unter anderem in Chondrozyten, Lunge, Prostata und samtlichen
Gehirnregionen (Vaandrager et al. 2005). cGKII wird folglich in vielen Geweben parallel zu
den cGKI-Isoformen gebildet, vermittelt aber andere Funktionen (Gamm et al. 1995,
Lohmann et al. 1997). Weit mehr im Fokus stehen die anndhrend ubiquitdr vorkommenden
Isoformen der cGKIl. Dabei ist die cGKla dominant im Herzmuskel, der Lunge, in
Spinalganglien, verlangertem Mark und im Kleinhirn exprimiert (Keilbach et al. 1992, Feil et
al. 2005). cGKIp ist Uberwiegend in Thrombozyten, im Bulbus olfactorius, Hippocampus und
Hypothalamus zu finden (Waldmann et al. 1986, Kleppisch et al. 2003). Im Auge, sowie in
Glattmuskelzellen des arteriellen Gefal3systems, des Gastrointestinaltrakts, der Niere, des
Uterus und der Trachea, werden beide Isoformen zu gleichen Anteilen exprimiert (Joyce et
al. 1986, Hofmann et al. 2006).

1.2.3 Bedeutung des cGMP/cGKI-Signalwegs im Organismus

Wesentliche Erkenntnisse zur Aufklarung der physiologischen Bedeutung der cGMP/cGKI-
Signalkaskade wurden mit Hilfe von genetisch veranderten Mausmutanten gewonnen. Die
Wichtigkeit der cGKI fir den Organismus wird umso deutlicher, wenn man bedenkt, dass
rund 50% der Tiere mit einer globalen Deletion der Kinase schon im Alter von 4-6 Wochen
versterben. Dies ist vor allem auf schwerwiegende vaskulare und intestinale Defekte
zurtckzufuhren: Aus NANC-Neuronen freigesetztes NO kann seine muskelrelaxierende
Wirkung im Gastrointestinaltrakt nicht mehr vermitteln, dies resultiert in einer verlangsamten
Darmmaotilitdt mit verlangerten Magen-Darm-Passagezeiten, sowie Pylorusstenosen (Pfeifer
et al. 1998). Die Sekretion von Bikarbonat als wichtiger Schutzmechanismus bei vermehrter
Bildung von Magensaure, wird unter anderem im Stammhirn in einem komplexen
Regulationsmechanismus uUber den Nucleus tractus solitarii durch die neuronale cGKI
vermittelt (Singh et al. 2012). In dem globalen cGKI-Knockout-Modell kommt es daher zu
spontanen Magenulzerationen verbunden mit Blutarmut (Foller et al. 2008). Dies scheint
auch einer der Hauptgriinde fir das friihe Ableben der cGKI-Mausmutanten zu sein, denn
durch die Gabe von Protonenpumpeninhibitoren kann die Lebenszeit dieser Tiere auf circa
20 Wochen verlangert werden (Singh et al. 2012). Alternativ kdnnen mittels des
induzierbaren Cre/loxP-Systems zell- und gewebespezifische Knockout-Mause generiert
werden (Kleppisch et al. 1999). Eine weitere Mdglichkeit, die vaskularen Defekte zu
umgehen und die Widerstandsfahigkeit dieser Tiere zu erhdhen, bietet die spezifische
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Reinduktion der cGKIl in Glattmuskelzellen. Bei den sogenannten Rescue-Mausen wird das
jeweilige a- oder B-lsoenzym stabil unter Kontrolle des glattmuskularen SM22-Promotor auf
einem eigentlichen cGKI-defizienten Hintergrund exprimiert (Weber et al. 2007). In der Aorta
und kleineren Arterien fihrt die Deletion der cGKI bekanntlich zu einer beeintrachtigten
Vasorelaxation (Sausbier et al. 2000). Hierbei unterbleibt die cGKl-abhangige
Phosphorylierung wichtiger Zielstrukturen, wie beispielsweise des Ca®'-aktivierten und
spannungsgesteuerten K*-Kanal mit hoher Leitfahigkeit (BK-Kanal) (Zhou et al. 2001), von L-
Typ Ca?-Kanilen (Yang et al. 2007) und IRAG (IP3-Rezeptor-assoziiertes cGMP-Kinase
Substrat) (Schlossmann et al. 2000) sowie RhoA (Somlyo and Somlyo 2000) und MYPT1,
die regulatorische Untereinheit der Myosin-Leichtkettenphosphatase (Surks et al. 1999). Dies
fihrt zu erhéhten intrazelluliren Ca®*-Spiegeln und einer verstirkten Kontraktilitat und ist
somit korrelierbar mit dem erhdhten Blutdruck in cGKI-defizienten Tieren (Somlyo et al.
1999, Moosmang et al. 2003, Geiselhoringer et al. 2004, Sausbier et al. 2005). Des Weiteren
moduliert die cGKI wichtige Funktionen von glatten Muskelzellen wie Adhasion, Proliferation
und Apoptose (Wolfsgruber et al. 2003, Weinmeister et al. 2008). Vaskuloproliferative
Umbauprozesse im Zuge einer experimentellen Restenose durch Karotisligatur werden
durch die cGKI im Mausmodell aber nicht beeinflusst (Lukowski et al. 2008). Tiere mit einer
Deletion der cGKI zeigen auRerdem einen prokoagulatorischen Phanotyp (Massberg et al.
1999). Insbesondere nach neurohumoral induziertem Bluthochdruck besteht die Gefahr einer
Thrombozytenaktivierung durch erhdhte Scherbelastung (Patrucco et al. 2014). Die Rolle der
cGKIl in Kardiomyozyten und bei kardialer Hypertrophie wird im Kapitel 1.2.5 ausfihrlich
beschrieben. Im Zentralnervensystem moduliert die Kinase die Verarbeitung von Emotionen,
die Proteinsynthese im Rahmen der Langzeitpotenzierung bei Lernvorgédngen und den
Wach/Schlaf-Rhythmus (Kleppisch et al. 2003, Werner et al. 2004, Paul et al. 2008,
Langmesser et al. 2009). Ferner ist die CNP/GC-B vermittelte Aktivierung der cGKIl in der
neuronalen Entwicklung fur die Bildung von Verzweigungen sensorischer Axone in der
dorsalen Eintrittszone des Ruckenmarks von funktioneller Bedeutung (Schmidt et al. 2002).
Dementsprechend zeigen cGKl-defiziente Tiere eine verminderte Nozizeption (Tegeder et al.
2004). Die Deletion der Kinase fuhrt auBerdem zu einem komplexen metabolischen
Phanotyp mit einem reduzierten Ganzkdrper- und Leberfettgehalt einhergehend mit
hepatischer Inflammation und Nulchternhyperglykdmie (Lutz et al. 2011). Dabei ist die
erhdhte Blutglukosekonzentration vielmehr auf eine cGKla-abhangige Regulation der
Glucagon- als der Insulinsekretion zurickzufihren (Leiss et al. 2011). AuRerdem ist die
CNP-induzierte Ossifikation von chondralen Vorlauferknochen in den cGKI-KO Tieren gestort
(Miyazawa et al. 2002). Dies betrifft vor allem das Langenwachstum von Réhrenknochen.

1.2.4 Effektorproteine der cGKI in Kardiomyozyten

Verschiedene Mechanismen und Signalkaskaden, die das Zellwachstum und das Uberleben
der Kardiomyozyten, den Energiehaushalt, metabolische Vorgdnge sowie die Ca®'-
Homoostase und die Herzmuskelkontraktion regulieren, greifen ineinander Uber und bieten
auch der cGKI vielfaltige Mdglichkeiten, modulierend zu intervenieren. Obgleich in den
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letzten Jahren einige kardiomyozytére Effektoren der cGKI beschrieben wurden, sind gewiss
noch nicht alle kardialen Zielstrukturen identifiziert (Shah and Mann 2011, Hofmann and
Wegener 2013). Der cGKI wird insbesondere eine protektive Rolle bei Ang ll-induzierter
Herzmuskelhypertrophie zugeschrieben (Frantz et al. 2013). Abb. 1.7 gibt eine Ubersicht der
cGKI-Substratproteine und Signalwege, welche von der myozytaren cGKIl in gesunden sowie
hypertroph-umgestalteten Herzen moduliert werden.
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung von cGKI-Substraten im (hypertrophen) Herzmuskel.

Grun dargestellt sind Interaktionen der cGKI mit bisher identifizierten Substraten in Kardiomyozyten.
Die Interakton, bzw Modulation dieser Zielstrukturen ist essentiell fir die Myozytenfunktion,
insbesondere im Sinne eines gegenregulatorischen Mechanismus bei kardialer Hypertrophie. Pro-
hypertrophe Signalwege sind rot hervorgehoben. Das Schema wurde modifiziert nach Balligand &
Hammond (2013) und Perera et al. (2015). GTP: Guanosin-5'-triphosphat; cGMP: zyklisches
Guanosin-3’,5-monophosphat; sGC: l6sliche Guanylatzyklase; pGC: partlkulare Guanylatzyklase
PDE: Phosphodiesterase; cGKIl: cGMP-abhangige Proteinkinase Typ |I; Ca®": Calcium; NO:
Stickstoffmonoxid; eNOS: endotheliale NO-Synthase; ATP: Adenosin-5 tnphosphat cAMP:
zyklisches Adenosin-3’,5'- monophosphat AC: Adenylatzyklase; B1AR: B4-Adrenozeptor; LTTC:
Spannungsabhangiger Ca”*-Kanal; AT(R: Angiotensin Il Rezeptor Subtyp1; Ang Il: Angiotensin Il
PLC: Phospholipase C; PKC: Proteinkinase C; TRPC: Transient Receptor Potential Canonical, PP1:
Proteinphosphatase1; RGS: Regulator of G-protein signaling; SERCA: Sarkoplasmatische und
endoplasmatlsche Ca’*-ATPase; PLB: Phospholamban; RyR:Ryanodin-Rezeptor; CnA: Calcineurin A;
CaMKII: Ca**/Calmodulin- -abhangige Proteinkinase Il; MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; NFAT:
Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen; Cav3: Caveolin 3 B3AR: Bs-Adrenozeptor; Tnl:Troponin .
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Unbestritten ist der Einfluss der Kinase auf die myozytare Erregungsleitung und die
Kontraktilitat durch Regulierung der intrazelluldren Ca**-Konzentration. Kardiales cGMP
vermittelt negative Inotropie unabhd&ngig von muskarinergen parasympathischen
Signalwegen (Wegener et al. 2002). Dies kdnnte auf eine Hemmung von Ca®*-Kanélen oder
eine Desensitisierung von kontraktilen Filamenten gegeniiber Ca®" zuriickzufiihren sein
(Shah et al. 1994, Sumii and Sperelakis 1995). In der Tat phosphoryliert die Kinase Troponin
I, was die Fahigkeit des Myokards zur Ralaxation erh6oht und negativ inotrope, sowie positiv
lusitrope Effekte der cGKI begriindet (Layland et al. 2002). Ein weiteres Substrat des
kontraktilen Apparates ist Titin, das ,Rickgrat® des Sarkomers. Neben der PKA tragt die
cGKI-Phosphorylierung ebenfalls zur diastolischen Relaxation bei, indem der kontraktile
Apparat nach der Systole rasch wieder in die Ausgangsposition zuriick gestellt wird (Kruger
et al. 2009). Diese Befunde werden dadurch untermauert, dass auch bei insuffizienten
humanen Herzen ein Zusammenhang zwischen verringerten cGKI-Proteinmengen, Titin-
Hypophosphorylierung und erhdhter Steifigkeit des Herzmuskels in der Diastole gefunden
werden konnte (Borbely et al. 2009, van Heerebeek et al. 2012).

Wahrend des Aktionspotentials sind hauptsachlich Ca**-Kanale vom L-Typ (LTTC) in den T-
Tubuli der Kardiomyozyten fiir den Ca**-Einstrom aus dem Extrazellularraum verantwortlich
(Hess 1988). Durch die cGKl-vermittelte Phosphorylierung der a-1C und -2A Untereinheiten
des Ca,1.2-Kanals wird dessen Aktivitdt und Durchlassigkeit und somit auch die
nachfolgende Ca?®*-induzierte Ca?*-Freisetzung (CICR) aus sarkoplasmatischen Speichern
Uber Ryanodin-Rezeptoren vermindert (Schroder et al. 2003, Yang et al. 2007). Dieser
hemmende Einfluss der cGKl ist kontrar zur PKA-vermittelten Stimulation von Ca?*-Strémen,
somit besteht auf Ebene der Kanalphosphorylierung sogar eine antagonistische Wirkung von
cGMP auf die cAMP-induzierte Inotropiesteigerung (Hartzell and Fischmeister 1986). Nach
erfolgter Kontraktion, vor allem zur Vermeidung von Extrasystolen, muss Ca* in der Diastole
schnellstmoglich wieder aus dem Zytosol eliminiert werden. Auch an diesem Prozess ist die
cGKI beteiligt, indem sie am Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) Phospholamban (PLB)
phosphoryliert. Ausschlief3lich phosphoryliertes PLB aktiviert die SERCAZ2, die nach erfolgter
Kontraktion Ca?" zuriick ins SR pumpt und so ebenfalls zur positiven Lusitropie beitragt
(Raeymaekers et al. 1988). Ein weiteres Substrat im Kontext der Feinjustierung der Ca?*-
Konzentration im Myozyten ist der Na*/H"-Austauscher (NHE). Dieser annahrend ubiquitar
exprimierte Antiporter schleust pH-abhangig ein Proton (H*) im Austausch mit Na* aus der
Zelle (Slepkov and Fliegel 2002). Dieses wird sogleich gegen Ca?** durch den Na'/Ca®'-
Austauscher (NCX) wieder aus der Zelle hinaus transportiert. Diese Reaktion lauft aber nur
in diese Richtung, solange NHE phosphoryliert ist. Die cGKI greift hierbei indirekt ein, indem
sie die Proteinphosphatase 1 (PPIl) aktiviert, diese dephosphoryliert NHE und die
intrazelluldre Ca®*-Konzentration wird letztlich gesenkt (Yeves et al. 2010). Experimentell
konnte durch Aktivierung des NHE eine kardiale Hypertrophie induziert werden, ein intaktes
cGMP/cGKI-System scheint diesem Prozess entgegenwirken zu kdnnen (Kilic et al. 2005,
Nakamura et al. 2008).
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Erhdhte intrazelluldre Ca?*-Konzentrationen sind jedoch nicht nur bei der Herzerregung und
bei Kontraktionsvorgdngen nachteilig, auch viele Signalwege, die Uber die Induktion des
fetalen Genprogrammes zu einer Myokardhypertrophie flihren, sind einem intrazelluldren
Ca?-Uberschuss geschuldet (s. Kapitel 1.1.3 und 1.1.4). Neuere Arbeiten konnten zeigen,
dass Ang Il den Ca®"-Einstrom lber TRPC-Kanale (transient receptor potential canonical)
steuert. Vor allem die Subtypen TRPC1, C3 und C6 sind durch pathophysiologisch
verandertes Ca®'-Signaling mit konsekutiver PLC-Aktivierung in die Entstehung kardialer
Hypertrophie und Fibrosierung involviert (Onohara et al. 2006, Seth et al. 2009). TRPC3 und
insbesondere TRPCG6 sind Substrate der cGKI (s. Abb. 1.7). Bei erhéhten Ang II-Spiegeln ist
die funktionelle Kopplung zwischen der cGKIl und TRPC3 bzw. TRPC6 Proteinen von
besonderer Bedeutung, was dadurch gezeigt werden konnte, dass Mause mit einer Deletion
aller drei Proteine ein vielfach héheres Ausmalf an kardialer Hypertrophie und Fibrosierung
aufweisen, als Mause mit einer genetischen Ablation einer dieser drei Komponenten (Domes
et al. 2014). Der cGMP/cGKI-Signalweg greift im Kontext des Ca**-Uberangebots auch
hemmend in die CnA/NFAT-Signalkaskade ein (Fiedler et al. 2002). Es ist nicht
auszuschlieRen, dass die Kinase CnA und/oder NFAT-Transkriptionsfaktoren direkt
phosphorylieren kann, wahrscheinlicher ist jedoch eine Ubergeordnete Funktion des
cGMP/cGKI-Signalwegs auf den Ca®"-Einstrom {iber LTTCs oder TRP-Kanéle, wodurch die
Phosphatase-Aktivitdt von CnA letztlich herabgesetzt wird (Houser and Molkentin 2008,
Kinoshita et al. 2010, Koitabashi et al. 2010). Auf ahnlichem Wege scheint auch die
multifunktionelle Serin/Threonin-Kinase CaMKII durch cGKI gehemmt zu werden (Kirchhof et
al. 2004). Defekte in der Expression, Struktur und Funktion der CaMKIl sind generell
assoziiert mit Arrhythmien und hypertrophen Umbauprozessen (Anderson 2005). Des
Weiteren werden JNK/ERK1/2 und AKT/GSK-3B als weitere Komponenten hypertropher
Signalwege durch cGKI moduliert und somit die transkriptionelle Induktion des kardialen
Remodelings blockiert (Hammond and Balligand 2012).

Wichtig fir die Abschaltung GPCR-vermittelter pro-hypertropher Signalwege sind RGS-
Proteine (Regulator of G protein signaling). RGS-Proteine verkirzen die Dauer der
Rezeptoraktivitdt von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren durch eine Beschleunigung der
Hydrolyse von GTP zu GDP. Die cGKl-abhangige Phosphorylierung erhéht im Herzen vor
allem die Aktivitdt von RGS2 und RGS4 (Xie and Palmer 2007, Tokudome et al. 2008,
Takimoto et al. 2009). Essentiell in diesem Zusammenhang ist die Kinase-vermittelte
Translokation von RGS2 zur Plasmamembran als initialer Schritt zur Beendigung von Ang II-
Signalen (Klaiber et al. 2010).

Viele der hier genannten und in Abb. 1.7 dargestellten Interaktionspartner der cGKl,
insbesondere Effektorproteine, die die Ca*-Homdostase regulieren, sind ebenso Substrate
der PKA. Dabei besitzen diese Kinasen sowohl synergistische als auch gegensatzliche
Effekte. Diese sind fir die Feinjustierung der Myozytenfunktion in gesunden und hypertroph-
umgestalteten Herzen wichtig (Hofmann and Wegener 2013). In diesem Kontext ist auch
zwischen sogenanntem ,lokalem® und ,globalem” cGMP zu unterscheiden. Diese funktionale
Kompartimentierung unterschiedlicher cGMP-Pools resultiert einerseits aus dem
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Verteilungsmuster cGMP-abbauender PDEs (s. Kapitel 1.2.1), sowie aus lokal begrenzter
cGMP-Bildung uUber pGCs oder der Generierung von cGMP Uber weitldufig im Zytosol
exprimierte sGCs. Diese Tatsache wird beispielsweise in einem unterschiedlichen Einfluss
der verschiedenen GCs auf die Kontraktilitat widergespiegelt. Die sGC-induzierte cGMP-
Bildung vermittelt negative Inotropie in vitro und in vivo sowohl unter Basalbedingungen als
auch nach sympathomimetischer Stimulation. Jedoch ist dieser Effekt nach Aktivierung der
membranstandigen GC-A durch ANP in den meisten Studien nicht zu beobachten. (Gauthier
et al. 1998, Cawley et al. 2011). Sogar innerhalb der Gruppe der pGCs wurden
kompartimentspezifische Unterschiede auf Myozytenebene ermittelt, so fihrt nur eine CNP-
vermittelte Stimulation der GC-B zu einer verstarkten Phosphorylierung von PLB (Frantz et
al. 2013). Die dadurch verbesserte Ca®"-Verwertung kénnte eine Erklarung fir die
gesteigerte Kontraktionskraft in hypertrophen und insuffizienten Herzen nach Stimulation mit
CNP darstellen (Wollert et al. 2003, Qvigstad et al. 2010).

1.2.5 Rolle des cGMP/cGKI-Signalwegs bei hypertrophen Herzerkrankungen

Im Herzen wird cGMP bzw. der cGKIl eine Schutzfunktion gegeniber hypertrophem
Wachstum und Fibrosierung zugeschrieben (Ritchie et al. 2009). Jedoch ist kardiale
Hypertrophie eine sehr heterogene Erkrankung und nicht auf einzelne Strukturen,
Signalwege oder sogar bestimmte Zelltypen des Myokards zu reduzieren (s. Kapitel 1.1.4).
So ist es z. B. mdglich, dass die Kinase auch in kardialen Fibroblasten, Endothelzellen, oder
Glattmuskelzellen wichtige Funktionen erfillt, auch wenn die Mehrheit der bislang
identifizierten protektiven Effekte des c¢GMP/cGKI-Signalwegs in Kardiomyozyten
beschrieben wurden (Lukowski et al. 2014).

Erste Erkenntnisse hierzu wurden mit Hilfe von Mausen mit einer Deletion fir GC-A, dem
membranstandigen Rezeptor flir ANP und BNP, gewonnen. Herzen von globalen GC-A
Knockout-Mausen zeigten eine massive Hypertrophie und Fibrosierung, was nicht
ausschlief3lich auf den Blutdruckanstieg zurtickzufuhren war (Oliver et al. 1997, Knowles et
al. 2001). Ein kardiomyozytenspezifisches Ausschalten von GC-A bestatigte diesen Befund
(Holtwick et al. 2003). Zusatzlich war es mdglich, durch eine kardiomyozytare
Uberexpression von GC-A auf einem eigentlichen Knockout-Hintergrund die kardialen
Umbauprozesse rickgangig zu machen (Kishimoto et al. 2001). Experimente an isolierten
Kardiomyozyten zeigten aullerdem, dass eine durch Phenylephrin oder Ang Il induzierte
Hypertrophie auf zellularer Ebene durch ANP, BNP und CNP attenuiert werden kann und
stutzen somit die in vivo-Versuche (Calderone et al. 1998, Rosenkranz et al. 2003).
Bezlglich BNP war dies durchaus ein interessanter Befund, denn im Ganztiermodell standen
bisher meist die antifibrotischen Effekte dieses natriuretischen Peptids im Vordergrund
(Tamura et al. 2000, Ogawa et al. 2001). Fir CNP wurden ebenfalls antihypertrophe und
antifibrotische Effekte postuliert (Soeki et al. 2005). Kirzlich wurde die Generierung eines
konditionalen GC-B-Knockouts publiziert (Ter-Avetisyan et al. 2014). Diese Mauslinie erlaubt

27



Einleitung

zuklnftig die Erforschung kardialer Funktion von CNP und seinem Rezeptor GC-B in
unterschiedlichen Hypertrophiemodellen in vivo.

Die Deletion der endothelialen NO-Synthase (eNOS) resultiert in einer lokal verminderten
NO-Produktion. Dies fuhrt sowohl altersabhéangig als auch nach experimentell induziertem
Bluthochdruck mittels TAC zu konzentrisch hypertrophierten Kardiomyozyten, interstitieller
Fibrose und diastolischer Dysfunktion (Ruetten et al. 2005, Flaherty et al. 2007). Der
proliferative Effekt konnte auch unabhangig von Geféallen bzw. Endothelien anhand isolierter
eNOS-defizienter Myozyten gezeigt werden (Wenzel et al. 2007). Dies impliziert eine
Beteiligung der sGC als primarer NO-Rezeptor und Generator des sogenannten ,globalen
cGMPs* innerhalb der Kardiomyozyten an diesen Effekten. Tatsachlich konnten Studien mit
sGC-Aktivatoren einen wachstumsinhibierenden Effekt zeigen (Deruelle et al. 2006, Irvine et
al. 2012). Experimente zur Bestimmung der am Remodeling beteiligten sGC in den
unterschiedlichen Herzzelltypen stehen aber noch aus und werden zukinftig von einem
kirzlich generierten Mausmodell mit gefloxtem sGC-Gen profitieren (Friebe et al. 2007).

Bis dato weisen samtliche experimentell verfiUgbaren Substanzen zur direkten Stimulation
der cGKI eine zu geringe Spezifitdt auf (Burkhardt et al. 2000). Deshalb wird neben der
Erhéhung intrazellularer cGMP-Spiegel durch NO, bzw. NO-freisetzenden Substanzen,
natriuretischen Peptiden oder cGMP-Analoga, auch der Abbau des zyklischen Nuleotids
gehemmt. Hierfur werden PDE5-Hemmstoffe wie Sildenafil (SIL) eingesetzt (s. Kapitel 1.2.6).
In diesem Zusammenhang konnten Takimoto et al. eine durch TAC induzierte
Herzhypertrophie durch die Gabe von SIL riickgangig machen. Dies wurde zunachst mit
einer Aktivitatssteigerung der cGKIl im Kardiomyozyt und die daraus resultierenden
protektiven Eigenschaften auf das Herzwachstum erklart (Takimoto et al. 2005). Tats&chlich
konnten diese Ergebnisse aber weder mit globalen cGKI-Knockout- noch mit B-Rescue-
Mausen bestatigt werden: Die Deletion der cGKI wirkte sich nicht nachteilig auf das
Gesamtausmaly der kardialen Hypertrophie nach TAC aus. Ebenso ergaben sich keine
Unterschiede im krankhaften Myokardwachstum nach 7-tdgiger Behandlung mit dem
Sympathomimetikum Isoprenalin zwischen cGKI-defizienten Tieren und deren WT-
Wurfgeschwister (Lukowski et al. 2010). Diese und weitere Arbeiten lassen aulRerdem den
Schluss zu, dass eventuell vorhandene antihypertrophe Effekte der cGKI abhangig vom
vorausgehenden hypertrophen Stimulus sind (Klaiber et al. 2010). So zeigen Tiere mit einer
kardiomyozytenspezifischen Deletion der cGKI nach Behandlung mit Ang Il als Agonist an
Gu-gekoppelten  Rezeptoren einen  dekompensierten Phéanotyp mit  signifikant
verschlechterter Herzfunktion und massiven Einlagerungen von Extrazellularmatrix (Frantz et
al. 2013). Westermann et al. gelang es in einer Studie mit Wildtyp-Tieren, die
KardiomyozytengréfRe und vor allem die Ang ll-induzierte Fibrosierung des Myokards durch
die orale Gabe von SIL signifikant zu verringern (Westermann et al. 2012). Aufgrund der
ausgepragten antifibrotischen Effekte wird vermutet, dass madglicherweise nicht die
myozytare cGKIl, sondern vielmehr die Kinase in Fibroblasten/Myofibroblasten kardiale
Remodelingprozesse positiv beeinflusst. Insbesondere, weil die exzessive Ang ll-induzierte
Fibrose durch zusatzlicher Gabe von SIL nur in cGKI-Wildtyp-Tieren, nicht aber in 3-Rescue-

28



Einleitung

Mausen, deren Kardiomyozyten nachweislich cGKIl-negativ sind, abgeschwacht werden
konnte (Patrucco et al. 2014). Grundsatzlich wird sogar die Existenz der PDES5, der
mutmallich primaren Zielstruktur des Pharmakons SIL sowohl im murinen Kardiomyozyt
(Lukowski et al. 2010), als auch im Mausherz generell in Frage gestellt (Degen et al. 2015).
Offensichtlich besteht in der Aufklarung des Zusammenspiels zwischen cGMP, cGKI sowie
der antihypertrophen Wirkung cGMP-erhdhender Pharmaka und den hier méglicherweise
involvierten Downstream-Effektoren in den unterschiedlichen Herzzelltypen noch erheblicher
Forschungsbedarf (Hofmann and Wegener 2013). Eine signifikante Verbesserung der
Herzfunktion durch SIL wurde in einem Mausmodell fir Muskeldystrophie vom Typ
Duchenne beobachtet (Adamo et al. 2010). Auch hier stellt sich die Frage, welche kardialen
Zelltypen und welche PDE hauptsachlich beeinflusst werden, denn SIL kann in hohen
Konzentrationen neben PDES5 auch die Isoformen PDE1 und PDE2 blockieren (Vandeput et
al. 2009, Lukowski et al. 2014).

1.2.6 cGMP-Generatoren und Effektoren, sowie PDEs als Arzneistofftargets

Auch mehr als 150 Jahre nach Alfred Nobel wird Glyceroltrinitrat noch immer in Form von
Aerosolen zur Kupierung akuter pektangidser Beschwerden eingesetzt (Wimalawansa 2008).
Molsidomin und Isosorbidmononitrat (ISMN) sind gefal3erweiternde NO-Donatoren, die zur
Prophylaxe der Angina Pectoris verwendet werden (Schlossmann and Hofmann 2005). Aber
auch andere Komponenten des cGMP/cGKI-Signalwegs stellen attraktive Zielstrukturen fir
die Entwicklung innovativer Arzneimittel dar. Neue, sehr vielversprechende Pharmaka
beeinflussen den Rezeptor fur NO, die 16sliche Guanylatzyklase. Hierbei unterscheidet man
zwischen sGC-Stimulatoren und sGC-Aktivatoren; beide Arzneistoffklassen agieren
unabhangig von NO, erstere bendétigen aber eine funktionsfahige Ham-Gruppe und kdnnen
somit auch synergistisch mit NO wirken (Evgenov et al. 2006). Nach Uberzeugenden
Studienergebnissen wurde kirzlich Riociguat als erster Vertreter dieser Stoffklasse zur
Behandlung der Pulmonalen Hypertonie und der Chronisch-Thromboembolischen
Pulmonalen Hypertonie zugelassen (Ghofrani et al. 2013). Als Folge von oxidativem Stress,
der typischerweise bei Perfusionsstorungen des Herzens auftritt, liegt die sCG haufig in
oxidiertem bzw. Ham-freiem und somit inaktivem Zustand vor. Unter diesen Bedingungen
kénnen jedoch Aktivatoren wie Cinaciguat die Funktion der sGC und damit protektive Effekte
von cGMP erhalten (Stasch et al. 2002). So wurde bereits das Infarktareal bei experimentell
erzeugter Ischamie durch gleichzeitige Gabe des sGC-Aktivators Cinaciguat nur bei intaktem
cGKI-Signaling signifikant reduziert. (Methner et al. 2013, Bice et al. 2014). Insbesondere
nach Wiederdffnen des verschlossenen GeféaRabschnittes fuhrt das erhdhte Angebot von
molekularem Sauerstoff zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die Uuber
verschiedene molekulare Signalkaskaden letztlich den Zelltod induzieren (Ferdinandy et al.
2007, Soltysinska et al. 2014). Eine Aktivierung der sGC und die resultierende Erhéhung der
cGKI-Aktivitat zum Schutz vor Reperfusionsschaden, kénnte demnach ein kinftiger
therapeutischer Ansatz bei der Behandlung des Myokardinfarkts darstellen (Methner et al.
2013). Die Effektivitat dieser Substanzklasse bei akuter, dekompensierter Herzinsuffizienz
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wird momentan in klinischen Studien untersucht (Hingorany and Frishman 2011). Klinische
Ansatze, die partikularen Guanylatzyklasen zu stimulieren, erfillten die hohen Erwartungen
bislang jedoch nicht, so konnte mit dem BNP-Analogon Nesiritid kein Uberlebensvorteil und
keine Verbesserung der Symptomatik bei dekompensierter Herzinsuffizienz erreicht werden
(Sackner-Bernstein et al. 2005, O'Connor et al. 2011). Dies koénnte auf eine
Herunterregulation und/oder Desensitisierung der GC-A Rezeptoren bei diesem
Krankheitsbild zurtckzufuhren sein (Kuhn 2003, Flora and Potter 2010). Denkbar wére aber
auch eine cGMP-vermittelte Hemmung der PDE3, wodurch eine verstarkte cAMP/PKA-
induzierte Ca*-Freisetzung zu einer gesteigerten Noradrenalin-Freisetzung aus kardialen
Nervenendigungen fihrt. Der auf diese Weise erhdhte Sympathikotonus stellt fir ein
geschwachtes Herz wiederum eine Mehrbelastung dar (Chan et al. 2012). Ergebnisse
neuerer Studien mit Substanzen, die nur den GC-B Rezeptor oder beide pGCs stimulieren
stehen noch aus (Martin et al. 2012). Insbesondere eine Stimulation von GC-B scheint
interessant: Bislang wurde keine Desensitisierung von GC-B beschrieben und eine
Stimulation dieses Rezeptorsubtyps mit CNP stoppte im Mausmodell kardiale
Umbauprozesse sowohl nach Ang ll-Infusion, als auch nach Myokardinfarkt (Hobbs et al.
2004, Izumiya et al. 2012).

Eine direkte Stimulation der cGKI scheint ebenso ein vielversprechender Behandlungsansatz
bei hypertrophen und ischamischen Herzerkrankungen zu sein. Pharmakotherapeutisch
konnte dieses Prinzip allerdings nicht realisiert werden, direkte Aktivatoren mit
entsprechender Selektivitdt und Pharmakokinetik sind bisher nicht verfligbar. Jedoch ist es
moglich, die Kinase-Aktivitdt durch die Hemmung des PDE-vermittelten cGMP-Abbaus
indirekt zu erhéhen. Hemmstoffe der PDES5S werden seit I1angerem zur Therapie der erektilen
Dysfunktion eingesetzt. Die erhdéhten cGMP-Spiegel flhren zur Gefalrelaxation und
ermoglichen eine verbesserte Durchblutung des Corpus Cavernosums (Boolell et al. 1996).
SIL wird aufRerdem in Monotherapie oder in Kombination mit ET I|-Antagonisten, den
Sentanen, zur Behandlung der Pulmonalen Hypertonie eingesetzt (Seferian and Simonneau
2013, Galie et al. 2015). Mit den Weiterentwicklungen Tadalafil, Vardenafil und Avanafil
konnte die PDES-Spezifitat weiter gesteigert sowie Nebenwirkungen auf das visuelle System
verringert werden. Vardenafil kann jedoch eine Verlangerung der QT-Zeit hervorrufen (Smith
et al. 2013). Aufgrund positiver Resultate im Tiermodell und kleineren klinischen Studien,
wurden grof’e Hoffnungen in SIL fir die Therapie der Herzinsuffizienz gesetzt. Die breit
angelegten RELAX und SIDAMI-Studien, in die vor allem Patienten mit diastolischer
Dysfunktion eingeschlossen waren, konnten die Erwartungen jedoch nicht erfiillen (Andersen
et al. 2013, Redfield et al. 2013). Hemmstoffe der PDE5 finden insgesamt die grofite
therapeutische Anwendung, was gewiss auch auf ihre hohe Spezifitdt fur die PDES
zurtckzufuhren ist. Wirkstoffe zur Hemmung weiterer PDEs sind ebenfalls auf dem Markt
oder befinden sich in klinischen Prifungen. Milrinon ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der
selektiven PDE3-Hemmstoffe, der zur kurzfristigen Therapie der akuten Herzinsuffizienz
eingesetzt wird (Zewail et al. 2003). Studien mit langfristigen Gaben von Milrinon zeigten
dagegen eine Zunahme der Sterblichkeit von herzinsuffizienten Patienten (Packer et al.
1991). Auch die Hemmung weiterer kardialer PDEs ist von groflem therapeutischen
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Interesse, insbesondere eine mogliche Blockade der abundant exprimierten, cGMP-
hydrolysierenden Isoformen 1, 2 und 9 (s. Kapitel 1.2.1) bei Herzerkrankungen. Mit BAY73-
6199 und PF-04447943 wurden bereits spezifische Hemmstoffe der cGMP-hydrolysierenden
PDE9 entwickelt (Hutson et al. 2011). Letztgenannter verbesserte in Nagern die synaptische
Plastizitdt und kognitive Funktionen, zeigte in einer Phase II-Studie beim Menschen zur
Therapie von Morbus Alzheimer jedoch keinen Benefit. Nichtsdestotrotz wurde der
Arzneistoff aufgrund guter Pharmakinetik und Vertraglichkeit als sicher eingestuft und stellt
moglicherweise einen alternativen Arzneistoff zur cGMP-Erhéhung bei kardiovaskularen
Erkrankungen dar (Schwam et al. 2014, Lee et al. 2015). EHNA (erythro-9-(2-hydroxy-3-
3nonyl)-adenin) bzw. dessen Folgestrukturen wie BAY60-7750 oder ND-7001 als selektive
PDE2-Hemmstoffe befinden sich derzeit noch in der Praklinik. Hinweise auf eine
Verbesserung kognitiver Funktionen liegen aber vor (Gomez and Breitenbucher 2013, Xu et
al. 2015). In insuffizienten Herzen ist sowohl die Expression, als auch die Aktivitat der dualen
Esterase PDE2 erhoht. Dies resultiert ebenso in einem verstarkten Abbau von cAMP und
impliziert mdoglicherweise einen endogenen Schutzmechanismus bei intensivierter
sympathomimetischer Stimulation. Daher kann vielmehr eine Aktivierung der PDE2 (z.B. mit
cGMP, bzw. cGMP-Analoga) zur Dampfung des adrenergen, sympathischen Systems eine
neue Therapiestrategie bei der Behandlung der Herzinsuffizienz darstellen (Mehel et al.
2013). Die Spezifitdt von verfugbaren PDE1-Hemmstoffen wie Vinpocetin oder 8-MMX ist
sehr gering, deshalb gestaltet sich selbst in zellularen Systemen oder Tiermodellen eine
Blockade samtlicher Isoformen und SpleilRvarianten der PDE1 schwierig (Goraya and
Cooper 2005, Bender and Beavo 2006) .

1.3 LIM-Proteine

LIM-Motive sind strukturelle Bereiche innerhalb eines Proteins, die aus tandemartig
angeordneten Zinkfingerstrukturen bestehen. Namensgebend war die Erstbeschreibung
dieser Domanen in den Transkriptionsfaktoren Lin-11 (C.elegans), Isl-1 (Ratte) und Mec-3
(C.elegans) (Way and Chalfie 1988, Freyd et al. 1990, Karlsson et al. 1990). Durch
hochkonservierte Cystein- oder Histidin-reiche Motive werden Zinkionen komplexiert und
dazwischen liegende Aminosauren so ausgerichtet, dass die LIM-Proteine durch die
entstandenen Fingerstrukturen zu Interaktionen mit anderen Proteinen, selten auch mit
Nukleinsduren, befahigt werden (Weiskirchen and Gunther 2003). Zinkfinger-Proteine
fungieren daher meist als Adapterproteine, die ihre Partner in Komplexen stabilisieren und
deren dynamische Interaktionen vermitteln (Schmeichel and Beckerle 1997). LIM-Doméanen
findet man in vielen Proteinen, die in der Regulation des Zytoskeletts, der Zelladh&sion und
Zellmotilitdt sowie der Signaltransduktion involviert sind (Arber et al. 1998, Khurana et al.
2002). Aufgrund ihres nukledren Translokationssignals (NLS) kénnen diese Proteine auch
transient im Zellkern lokalisiert sein und so als Vermittler der Kommunikation zwischen
Zytosol und Kernkompartimenten fungieren sowie die Genexpression steuern (Nix et al.
2001, Muller et al. 2002). Aufgrund dieser strukturellen Merkmale kann auf eine essentielle
Bedeutung der LIM-Proteine fir Zelldifferenzierung, Organentwicklung, Wachstum,
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Proliferation und Tumorgenese geschlossen werden (Bach 2000). Im Herzmuskel ist die
Expression von mehr als 30 verschiedenen LIM-Proteinen beschrieben, die sich unter
anderem in der Anzahl ihrer LIM-Domé&nen unterscheiden. Regelhaft sind hierbei zwischen
einer und finf LIM-Domanen pro Protein. Zyxin, Cypher, Nebulette, Elfin und Paxillin sind
neben den FHL (four and a half LIM-domain) Proteinen und CRP3/MLP (s. Kapitel 1.4.2) die
bekanntesten Vertreter (Li et al. 2012). In ihrer Adapterfunktion sind LIM-Proteine
unerlasslich fur die strukturelle Integritdt adulter Kardiomyozyten und in anndhrend allen
Zellkompartimenten zu finden. In Fokaladhasionen vermitteln sie im Zusammenspiel mit
Integrinen die Signalweiterleitung aus dem Extrazellularraum Uber die Strukturen der
Costamere bis in den Zellkern (Hervy et al. 2006). AuRerdem sind LIM-Proteine durch ihre
Lokalisation an der Z-Scheibe und weiteren Elementen des Sarkomers direkt an der
Regulation kontraktiler Vorgange beteiligt. Ein Zusammenhang zwischen Fehlfunktionen in
LIM-Proteinen und der Entwicklung hypertropher und dilatativer Kardiomyopathien konnte in
vielen Organismen, darunter auch Mensch und Maus, gezeigt werden (Hein et al. 2000,
Cowling et al. 2011, Knoll et al. 2011).

LIM-Proteine werden je nach Struktur, Vorkommen und Bindungspartner in verschiedene
Gruppen eingeteilt. Nuclear LIM-only Proteine wie die nukleare LMO und LHX-
Proteinfamilien  sind  ausschlieBlich im  Zellkern lokalisiert, stellen  zumeist
Transkriptionsfaktoren dar und sind damit essentiell fir die Steuerung der
Embryonalentwicklung (Hobert and Westphal 2000). LIM-Proteine mit Kinase-Aktivitat der
MICAL- und LIM-Kinase Familie (LIMK) sind in der Lage, ihre Interaktionspartner zusatzlich
zu phosphorylieren und deren Funktion durch diese direkte Modifikation zu beeinflussen
(Edwards and Gill 1999). Eine grofe, heterogene Gruppe stellen die Aktin-assoziierten LIM-
Proteine dar, der ein GroRteil aller Zinkfinger-Proteine zugeordnet wird. Sie werden aufgrund
ihrer Assoziation zum Aktin-Zytoskelett in diese Gruppe eingeordnet, sind aber ebenso in der
Lage, in den Nukleus zu translozieren (Dawid et al. 1998). Im Vordergrund dieser Arbeit
steht das Cystein-reiche Protein 4 (CRP4). CRP4 bzw. die Familie der Cystein-reichen LIM-
Proteine (s. Kapitel 1.4) werden zu den sogenannten LIM-only Proteinen gezahlt. LIM-only
Proteine erhielten diese Bezeichnung, weil annadhrend das gesamte Protein aus LIM-
Doméanen und somit aus Zinkfingern besteht. Diese Proteine sind in vielen
Zellkompartimenten lokalisiert, u.a. im Nukleus und an zytoskelettalen Strukturen. LIM-only
Proteine unterscheiden sich zwar in der Anzahl ihrer LIM-Domanen, weisen aber insgesamt
einen hohen Grad an Homologie auf (Kadrmas and Beckerle 2004).

1.4 Cystein-reiche LIM-Proteine (CRPs)

Die Familie der Cystein-reichen LIM-Proteine besteht aus vier Mitgliedern, die einen hohen
Verwandtschaftsgrad aufweisen: CRP1 mit seiner genetischen Bezeichnung Csrp1
(Liebhaber et al. 1990), CRP2 bzw. Csrp2 (Weiskirchen and Bister 1993), CRP3/MLP bzw.
Csrp3 (Arber et al. 1994) und CRP4, das mit Crip2 einen von der Nomenklatur der anderen
Cystein-reichen Proteine abweichenden Gennamen tragt (Okano et al. 1993, Zhang et al.
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2007). Alle Vertreter dieser Proteinfamilie bestehen aus zwei LIM-Doméanen, die wiederum
zwei Zinkfingerstrukturen beinhalten, gefolgt von einem Glycin-reichen Abschnitt (s. Kapitel
1.4.3, Abb. 1.9). Zwischen den LIM-Domanen befindet sich eine flexible Gelenkregion, dem
vierten Zinkfinger folgt das nukledre Translokationssignal (Louis et al. 1997). Abb. 1.8 zeigt
ein Alignment der Aminosaureabfolge der Cystein-reichen LIM-Proteine.

. Finger 1 L“\,A !
CRP4 : ————- WRESTK CIRSCIBK TV Y FAEISVERIGIaH KIgCil 40
CRP1 : oK TVYFAERVOE ' 45
CPR2 : MgV N RTVY /OCIn R 4] 45
CPR3 : 2K TV Y HA E EIOGN y s 45

Finger 2
CRP4 : PGGHRERI"GKPF@HAP] 84
CRP1 : G - 89
CPR2 : I - 89
CPR3 : ES - 89
®

CRP4 : PQVTGPIEVPVVRTMSRKTSGPEKGPSKINGSVTTFT@aPNVEENe 129
CRPL : —-————————- HiJ . -G iy 3 I g 122
CPR2 : —-————————- PIS/O- 12 I | NGE g 122
CPR3 : —-————————- LQFQQSIZK ZAIAAIT S|\ PRJAea S AlF] gaxe 123

Finger 3 L"\,/' 2 Finger 4
CRP4 : N T SITHTPGGHINGH 174
CRP1 : SQ KEL A 167
CPR2 : (€D I KEL E| 167
CPR3 : K81 ESHNY 168

—

CRP4 : HEPENCI L FGIREVNTAVGSYIYDEDPEGTVQP 208
CRP1 : - Sl------- 193
CPR2 : - F'GPKGHEN AQ-—--——-- 193
CPR3 : - Xz T[ET - (€CLTQOVEKG-——---~ 194

Abb. 1.8: Vergleich der Aminosauresequenz der Cystein-reichen LIM-Proteine.

Schwarz unterlegte Aminosauren implizieren die Ubereinstimmung der jeweiligen Aminosdure von
CRP4 mit mindestens einem weiteren Vertreter der CRP-Familie. Grau unterlegte Aminosauren
markieren Ubereinstimmende Aminosauren innerhalb CRP1-3. Die zinkfingerbildenden Strukturen
umspannen grof3e Teile der murinen CRP-Proteine. Rot markiert ist die RKTS-Sequenz als putative
Phosphorylierungsstelle der cGKI. Modifiziert nach Huber et al. (2000). Weitere Details im Text.

CRP4 besteht aus 208 Aminosauren, was ein Molekulargewicht von 23 kDa ergibt. Somit
besitzt CRP4 im Vergleich zu den anderen Vertretern der Proteinfamilie ein etwas groReres
Molekulargewicht. CRP4 unterscheidet sich zudem in der Aminosauresequenz im zweiten
und vierten Zinkfinger sowie aulerhalb der konservierten LIM-Doméanen von den anderen
Vertretern der Proteinfamilie. Ein weiteres Alleinstellungsmerkmal von CRP4 ist die RKTS-
Sequenz (s. Kapitel 1.4.3 Abb. 1.9). Diese befindet sich in der Verbindungsregion zwischen
den beiden LIM-Doménen und stellt ein Erkennungsmotiv fur eine putative Phosphorylierung
durch cGMP- bzw. cAMP-abhdngige Proteinkinasen dar (Huber et al. 2000). Die
physiologischen Funktionen der einzelnen Mitglieder dieser LIM-Familie werden in den
folgenden Kapiteln ndher beschrieben.
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1.4.1 CRP1 und CRP2/SmLIM

CRP1 und CRP2 zeigen innerhalb der Cystein-reichen LIM-Proteine die groRte Homologie.
Die Ubereinstimmung der Aminoséuresequenz dieser Proteine betragt ungefahr 80%
(Weiskirchen et al. 1995). Beide Proteine werden Uberwiegend in Glattmuskelzellen und
Fibroblasten exprimiert, wo sie wichtige Kofaktoren fir die Entwicklung und Differenzierung
darstellen. Aus diesem Grund wird CRP2 auch als smooth muscle LIM-Protein (SmLIM)
bezeichnet (Yet et al. 1998). CRP1 und CRP2 sind vor allem an fokalen Adhasionsplaques
lokalisiert. Sie interagieren mit a-Actinin und Zyxin und fungieren daher als Regulatoren der
Zytoarchitektur. (Jain et al. 1996, Pomies et al. 1997). Des Weiteren sind CRP1 und CRP2 in
der Lage, durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren der GATA- und SRF-Familie die
Expression glattmuskelspezifischer Gene zu steuern (Beckerle 1997, Chang et al. 2003). Die
Deletion eines dieser LIM-Proteine scheint sich nicht negativ auf die Gefalkmorphologie per
se auszuwirken, was die Vermutung aufkommen liel, dass diese Proteine flireinander
kompensieren kénnen. CRP1 und CRP2 sind zudem in der Bildung einer Neointima nach
experimenteller GefaRverletzung involviert. Glattmuskelzellen von CRP2-defizienten Mausen
zeigen ein gesteigertes Migrationsverhalten, das von einer verstarkten intimalen Hyperplasie
begleitet wird (Wei et al. 2005), CRP1-defiziente Mause sind jedoch vor der tbermafRigen
Bildung einer Neointima geschutzt. Der duale Knockout zeigte bezuglich der intimalen
Hyperplasie einen intermediaren Phanotyp, der ungefahr dem des CRP1-Wildtyps entsprach
(Lilly et al. 2010). CRP1 wird vor allem wahrend der embryonalen Herzentwicklung stark
exprimiert, postnatal jedoch finden sich kaum nennenswerte Proteinmengen im Myokard
(Henderson et al. 1999). CRP2 konnte in adulten Kardiomyozten nachgewiesen werden,
seine Deletion fuhrt zu moderaten Veranderungen in der Myozytenarchitektur und einer
milden Hypertrophie auf Zellebene (Sagave et al. 2008).

1.4.2 CRP3/MLP

CRP3, ebenso bekannt als Muskel-LIM-Protein, ist der einzige Vertreter der Cystein-reichen
LIM-Proteine, der ausschlieBlich in Skelett- und Herzmuskelzellen exprimiert wird (Schneider
et al. 1999). Es sind verschiedene Punktmutationen fir CRP3/MLP beschrieben, die vor
allem in den LIM-Regionen strukturelle Veranderungen verursachen und beim Menschen
zum klinischen Vollbild einer dilatativen Kardiomyopathie fuhren (Geier et al. 2003). Auch ein
Zusammenhang zwischen dem Expressionsstatus von CRP3/MLP und dem Stadium einer
Herzinsuffizienz scheint zu bestehen: je niedriger die CRP3/MLP-Proteinmengen, desto
ausgepragter stellen sich die klinischen Symptome dar (Zolk et al. 2000). Mause mit einer
globalen Deletion von CRP3/MLP zeigen schon von Geburt an Symptome einer DCM und
sind kaum Uberlebensfahig (Arber et al. 1994). CRP3/MLP ist in Kardiomyozyten
vornehmlich in Form von Multimeren an Z-Scheiben lokalisiert, dient dort der Organisation
des Zytoskeletts und fungiert als Bindeglied zwischen Sarkolemma und dem kontraktilen
Apparat. Es wurden aber auch Interaktionen mit Proteinen des Ca?'-Stoffwechsels
beschrieben, wie etwa Calcineurin und Phospholamban (Knoll et al. 2002, Antoons et al.
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2006, Heineke et al. 2010). CRP3/MLP ist aber nicht nur ein Struktur-, sondern auch ein
Signalprotein: nach hypertrophen Stimuli wie mechanischer Dehnung, TAC oder adrenerger
Stimulation mit Phenylephrin ist ein groRer Teil des in der Zelle vorhandenen CRP3/MLP im
Zellkern vorzufinden und induziert die Expression typischer Hypertrophie-assoziierter Gene
wie ANP und BNP (Boateng et al. 2007, Boateng et al. 2009). Andere Autoren konnten
zusatzlich ein Eingreifen von CRP3/MLP in den Ang Il-Signalweg nachweisen: eine durch
CRP3/MLP-Deletion hervorgerufene DCM kann durch gleichzeitige Ablation des AT{R
annahrend auf Wildtyp-Niveau abgeschwacht werden (Yamamoto et al. 2007), wahrend eine
Uberexpression von CRP3/MLP bei Infusion von Ang Il jedoch keinen Benefit zeigt (Kuhn et
al. 2012).

1.4.3 CRP4

Innerhalb der Proteinfamilie der Cystein-reichen LIM-Proteine ist Gber CRP4 bislang am
wenigsten bekannt. Auch in vielen Ubersichtsartikeln wird CRP4 nicht erwahnt oder
falschlicherweise noch als CRP2 bezeichnet, wodurch es insbesondere zu Verwechslungen
mit CRP2/SmLIM (s. 1.4.1) kommen kann (Yet et al. 1998). Dartber hinaus wurde CRP4 seit
der Erstbeschreibung (Okano et al. 1993) immer wieder unterschiedlich benannt. So haben
verschiedene Autoren CRP4 u.a. als Estradiol-Stimulated Protein/ESP1 (Karim et al. 1996),
Heart LIM-Protein/HLP (Yu et al. 2002) und CRP2 (Huber et al. 2000) bezeichnet. Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendete Nomenklatur folgt dagegen den Empfehlungen von Zhang
et al. (Zhang et al. 2007). Da CRP4 neben der recht hohen Homologie zu den Csrp-kodierten
Proteinen auch strukturelle Ahnlichkeit zu TLP (Thymus-LIM-Protein) und weiteren LIM-
Proteinen aufweist (Birkenmeier and Gordon 1986, Weiskirchen et al. 1995, Kirchner et al.
2001), ist eine eindeutige und Ubereinkommende Zuordnung in der Literatur bisher nicht
erfolgt. Beim Menschen findet man das fir CRP4 kodierende Crip2-Gen auf Chromosom 14,
bei der Maus auf Chromosom 12 (Karim et al. 1996). Das Gen besteht aus 7 Exons, die
resultierende Proteinsequenz unterscheidet sich zwischen den beiden Organismen in nur 12
Aminosauren (Huber et al. 2000). CRP4 weist eine breite Gewebsdistribution auf: hohe
Proteinmengen sind vor allem in Herz, GefalRen und Lunge zu finden, aber auch im Gehirn,
in der Niere, in Leber, Milz und Magen sowie im Darm wird CRP4 exprimiert (Okano et al.
1993). Uber physiologische Funktionen ist bis dato jedoch sehr wenig bekannt. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zu seinen Schwesterproteinen CRP1-3 wird angenommen, dass
CRP4 ebenfalls in Wachstum und Entwicklungsprozessen sowie der Regulation des
Zytoskeletts involviert ist. Im frihen Embryonalstadium findet man grofle Mengen an CRP4
zunadchst nur in mesodermalen Herzanlagen, in spateren Entwicklungsphasen auch in
GefaRen und im Rickenmark (Yu et al. 2002). Im Gegensatz zu vielen anderen LIM-
Proteinen kommt es hier wahrscheinlich zu keiner postnatalen Downregulation, so konnte
auch in adulten murinen Herzen eine starke Expression von CRP4 in Myokard, Endokard
und den Koronarien ermittelt werden (Wei et al. 2011).
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Huber et. al gelang es, CRP4 als neuen Interaktionspartner der cGKI im neuromuskularen
System des Diinndarms zu identifizieren: sowohl die Kolokalisation von CRP4 mit der Kinase
in Glattmuskelzellen der Mukosa und enterischen Neuronen der Ratte als auch die cGKI-
abhangige Phosphorylierung von CRP4 am Serin-104 (s. Abb. 1.9) des RKTS-Motivs konnte
gezeigt werden. Diese Phosphorylierung ist Uberdies hochspezifisch fir Serin-104, denn ein
Austausch dieses Serins gegen Alanin unterbindet diese Modifikation (Huber et al. 2000).
Primare Phosphorylierungsexperimente mit rekombinantem CRP4, radioaktiv markiertem
Phosphor und verschiedenen cGK-Isoformen zeigten aul’erdem eine basale
Phosphorylierung von CRP4 durch beide Isoformen der cGKI, cGKla und cGKIB. Diese
konnte durch Zugabe von cGMP noch um ein Vielfaches gesteigert werden. Fur die cGKII ist
CRP4 nur unter cGMP-stimulierten Bedingungen ein Substrat, diese Isoform tragt somit nicht
zur basalen Phosphorylierung von CRP4 bei. Eine Phosphorylierung von CRP4 durch die
PKA scheint nicht stattzufinden (Huber et al. 2000). In intakten Zellen z.B. der Aorta erkennt
ebenso nur die cGKI diese Phosphorylierungsstelle (persénliche Kommunikation mit Prof. Dr.
P. Ruth, unpublizierte Daten)

Abb. 1.9: Topologie von CRP4.

CRP4 besteht aus zwei LIM-Doméanen mit insgesamt vier Zinkfingerstrukturen. In der Gelenkregion
zwischen den LIM-Domanen befindet sich das RKTS-Motiv. Diese Aminosauresequenz stellt eine
putative Phosphorylierungsstelle fir cAMP- und cGMP-abhangige Proteinkinasen dar. In intakten
Zellen wird Serin-104 jedoch nur durch die cGKI phosphoryliert. Das Schema wurde modifiziert nach
Huber et al. (2000). Weitere Erlauterungen im Text.

Ein nukledres Translokationssignal ermoglicht es auch CRP4, in den Zellkern von
Glattmuskelzellen zu translozieren, den a-smooth muscle actin (a-SMA) Promotor und somit
die Expression von glattmuskelspezifischen Genen zu aktivieren. Wie die meisten LIM-
Proteine interagiert CRP4 aber nicht direkt mit den entsprechenden DNA-Elementen,
vielmehr vermittelt CRP4 Uber seine Zinkfinger die Bindung an SRF und GATA6 und
stabilisiert so die Anordnung der Transkriptionsfaktoren in der entsprechenden
Promotorregion. Eine Kotransfektion mit cGKI und nachfolgende Stimulation mit cGMP-
Analoga erhdhten die Bindungsfahigkeit von SRF an den Promotor und die Expression
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glattmuskelspezifischer Gene um ein Vielfaches. Zhang et. al konnten im Rahmen dieser
Experimente auch zeigen, dass der dritte Zinkfinger von CRP4 fur die Bindung der Kinase
essentiell ist, eine nachfolgende Phosphorylierung von CRP4 kdnnte den Komplex dann so
ausrichten, dass neben SRF und GATA6 auch noch die Bindung weiterer Kofaktoren
ermoglicht wird. Sowohl eine Deletion des dritten und vierten Zinkfingers, als auch ein
siRNA-induzierter Knockdown von CRP4 flihrte zu einer Verringerung der
Transkriptionsaktivitat, die auch durch eine Retransfektion der Kinase nicht rekonstituiert
werden konnte (Zhang et al. 2007). Es wurde schon langer vermutet, dass die cGKI die
Expression glattmuskelspezifischer Gene wie a-Aktin oder Calponin zu regulieren vermag.
Hierbei kénnte CRP4 das fehlende Verbindungsglied zwischen der Kinase und dem
Transkriptionsapparat bilden (Hofmann and Wegener 2013). Daher kénnte die Interaktion
bzw. Phosphorylierung von CRP4 durch die cGKI auch in der phanotypischen Modulation
von Glattmuskelzellen - gekennzeichnet durch den Ubergang von einem differenzierten und
.kontraktilen“, zu einem dedifferenzierten ,synthetischen“ Phanotyp - involviert sein, und
letztlich auch bei Gefaltkrankheiten eine Rolle spielen (Hofmann and Wegener 2013).

Der Phosphorylierungszustand von CRP4 scheint auch bei der Wahrnehmung von
inflammatorischem Schmerz eine wichtige Rolle zu spielen, denn CRP4-defiziente Mause
zeigen ein erhdhtes Schmerzempfinden gegenuber nozizeptiven Reizen (Schmidtko et al.
2008). Im Ruckenmark, genauer in den Laminae | und Il des Hinterhorns wurde dariber
hinaus eine Kolokalisation von CRP4 und cGKI beschrieben. Unter physiologischen
Bedingungen, wenn CRP4 demnach nicht oder nur in geringem Ausmafd phosphoryliert
vorliegt, vermittelt es einen inhibitorischen Effekt auf die Schmerzweiterleitung. Eine
intrathekale Injektion von cGMP-Analoga bewirkt eine cGKl-abhangige Phosphorylierung von
CRP4. Dadurch kommt es zu einer Entkopplung der Inhibition und zu einer verstarkten
Schmerzweiterleitung in  Wildtyp-Tieren. CRP4-defiziente Tiere scheinen vor dieser
Hyperalgesie geschitzt zu sein. Auf die Entstehung und Wahrnehmung von akuten und
neuropathischen Schmerzen hat CRP4 jedoch keinen Einfluss (Schmidtko et al. 2008). Die
hier geschilderten Ergebnisse zur Bedeutung von CRP4 fiir die Nozizeption wurden mit der
vom hiesigen Arbeitskreis generierten CRP4-Knockout Mauslinie generiert. Aktuell liefert nur
diese Studie Erkenntnisse zur in vivo Relevanz von CRP4. Zahireiche in vitro-
Untersuchungen (Huber et al. 2000, Zhang et al. 2007) lassen aber vermuten, dass CRP4
als cGMP-Effektor auch im kardiovaskuldren System von Bedeutung ist. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde daher die von Schmidtko et al. eingeflhrte Mauslinie hinsichtlich
ihres kardialen Phanotyps, insbesondere die Funktion von CRP4 in der Entstehung und
Progredienz kardialer Hypertrophie untersucht (s. Kapitel 1.5).
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1.5 Ziele der Arbeit

Das pathophysiologische Herzmuskelwachstum ist ein Aspekt vieler Krankheitsbilder des
Herz-Kreislaufsystems und die Behandlungsmadglichkeiten sind bis dato limitiert. Folglich ist
es von enormer Wichtigkeit, die Mechanismen der krankhaften Anpassung des Herzens an
langfristige Stresssituationen weiter aufzuklaren und neue Therapiestrategien zu entwickeln.
Eine Vielzahl von Studien Ilésst vermuten, dass der cGMP/cGKI-Signalweg in
Kardiomyozyten protektive, antihypertrophe und antifibrotische Effekte vermittelt, sofern der
wachstumsférdernde Stimulus Uber Ggq-abhéngige Signaltransduktionswege, initiiert wird
(Westermann et al. 2012, Frantz et al. 2013, Patrucco et al. 2014). Beispielsweise signalisiert
das Neurohormon Ang Il als Komponente des lokalen RAAS in Herzmuskelzellen Uber Gyq-
gekoppelte AT-Rezeptoren und ist hierbei ein entscheidender Faktor der kardialen
Gewebeumbauprozesse im Rahmen einer Hypertrophieentwicklung. Dartiber hinaus fihren
Ang IlI/AT{R Uber vasokonstriktorische und renale Wirkungen zu einer Blutdruckerh6hung
und damit zu krankhaftem Herzmuskelwachstum. Aufgrund der pleiotropen Effekte von Ang
Il im kardiovaskuldren System ergibt sich die Frage, in welchen Zelltypen cGMP/cGKI als
potentielle Gegenspieler von Ang IlI/AT4R ihre Effekte beim maladaptiven Remodeling des
Herzmuskels ausiben, d.h. inwiefern fir die gegenseitige Beeinflussung der Signalwege
neben Kardiomyozyten auch Fibroblasten, Endothel- und Glattmuskelzellen von Bedeutung
sind. Um die Rolle des kardiomyozytadren cGMP/cGKI-Signalwegs fiir die Ang ll-induzierte
Herzhypertrophie in vivo zu untersuchen, wurde in dieser Studie ein Mausmodell mit einer
kardiomyozytenspezifischen Uberexpression des humanen AT,R verwendet (Paradis et al.
2000). Diese aMHC-AT;R"9*-Mause entwickeln unabhangig vom Blutdruck und endogener
Ang II-Spiegel eine Myokardhypertrophie. Die progredient entstehenden kardialen Defekte
werden also ausschlieBlich durch die amplifizierte Ang II/AT R-Signaltransduktion in den
Herzmuskelzellen hervorgerufen. Das aMHC-AT:R"9"-Mausmodell scheint damit gut
geeignet zu sein, um zu Uberprifen, inwiefern der PDE5-Hemmstoff Sildenafil Gber eine
Erhéhung intrakardialer cGMP-Konzentrationen und Aktivierung kardiomyozytarer cGKI
protektiv wirkt und in vivo das Ang IlI/ATR-induzierte kardiale Remodeling direkt verhindern
kann.

Des Weiteren ist bisher vergleichsweise wenig Uber die der cGKI nachgeschalteten
Substrate im Herzen bekannt. CRP4 wurde bereits in Glattmuskelzellen als
Interaktionspartner der cGKI identifiziert (Zhang et al. 2007). Aufgrund der hohen Homologie
von CRP4 zu seinem Schwesterprotein CRP3/MLP liegt die Vermutung nahe, dass auch
CRP4 im Myokard exprimiert wird und somit ahnliche Funktionen in Herzmuskelzellen
ausibt wie CRP3/MLP. CRP4 konnte daher ebenfalls bei der Entstehung einer
Myokardhypertrophie beteiligt sein, denn fir CRP3/MLP sind bereits Mutationen
beschrieben, die zu hypertrophen bzw. dilatativen Kardiomyopathien fiilhren. Um die
mdglichen Funktionen von kardialem CRP4 zu erforschen, wurden in der vorliegenden Arbeit
CRP4-WT und CRP4-KO Wurfgeschwister analysiert (Schmidtko et al. 2008). Im
Vordergrund standen dabei Untersuchungen zur Expression von CRP4 im Myokard, zu
Herzfunktion und Morphologie sowie die Identifikation von CRP4-Interaktionspartnern unter
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physiologischen Bedingungen und in unterschiedlichen Ang II- bzw. AT:R-induzierten
Herzhypertrophiemodellen. Ein wesentlicher Aspekt der Arbeiten diente dabei der
experimentellen Erérterung der wichtigen Frage, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen
cGMP/cGKI und CRP4 sowie der Ausbildung bzw. dem Fortschreiten hypertropher
Herzerkrankungen besteht. Nachfolgend sind in Abb. 1.10 die verschiedenen Ziele der

Dissertation schematisch zusammengefasst.
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der Fragestellungen dieser Dissertationsarbeit.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit sollten neue Erkenntnisse zur Bedeutung von cGMP,
der cGKI und des putativen cGKI-Effektorproteins CRP4 fiir die Entstehung sowie Progression der
Angiotensin 1l- bzw. AT R-induzierten Herzhypertrophie gewonnen werden. So war es ein Ziel zu
eruieren, ob der PDE5-Hemmstoff SIL cGMP-abhangig vor den pro-hypertrophen Effekten des Ang
[I/AT1R-Signalwegs in Herzmuskelzellen schitzt (1). Hierfir wurden die kardialen Remodeling-
prozesse in einem transgenen Mausmodell mit kardiomyozytenspezifischer Amplifikation des Ang
[I/AT,R-Signalwegs untersucht. Um auch die biologischen Funktionen von kardialem CRP4 zu
verstehen sowie letztlich dessen Relevanz fir das maladaptive Herzwachstum in vivo aufzuklaren,
wurde die Dynamik des CRP4-Interaktoms in gesunden sowie hypertrophen Herzen bei systemisch
bzw. zellspezifisch gesteigerter Ang IlI/AT R-Signaltransduktion in CRP4-WT Mausen mit CRP4-KO
Wourfgeschwistermausen verglichen (2b). Schlussendlich sollten die hier geplanten Experimente auch
aufzeigen, inwiefern kardiales CRP4 eine Zielstruktur von cGMP/cGKI (2a) ist und damit als
Gegenspieler von maladaptiven Effekten des Ang II/AT{R-Signalwegs im Herzen wirkt (2¢). AT4R:
Angiotensin Il Rezeptor Subtyp1; Ang II: Angiotensin Il; 5°GMP: Guanosin-5"-monophosphat; cGMP:
zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat; cGKIl: cGMP-abhéngige Proteinkinase |; SIL: Sildenafil;

PDE: Phosphodiesterase; CRP4: Cystein-reiches Protein 4; RGS: Regulator of G-protein signaling.
Weitere Erlauterungen im Text.
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2 Material

2.1 Mauslinien

Stammbezeichnung Genetische Bezeichnung Herkunft

CRP4 129-Crip2™Ruh Prof. Ruth, Tiibingen
aMHC-AT R BI6-TgMHC-ATIR/Nemer Prof. Nemer, Ottawa

red cGES-DE5 F\V/B-Tg"MHC-red cGES-DESNikolaev Prof. Nikolaev, Hamburg
C57/BI6 BI6 Charles River

FVB FVB Charles River

1 29_c I'i p2tmIRuth

Die CRP4-Mauslinie (genetische Bezeichnung: 129-Crip2"™"“") wurde am hiesigen Institut

mit Hilfe der Cre/loxP-Technik generiert und etabliert. Die verwendete Knockout-Strategie
bestand in der Deletion des GroRteils des CRP4-Gens, namlich Exon 2-7. Dies resultiert in
einem vollstandigen Verlust an funktionsfahigem CRP4-Protein (Schmidtko et al. 2008).

BIG_TguMHC-AT1 R/Nemer

Die transgenen aMHC-AT1R‘9/+-Méuse exprimieren den humanen AT4R unter Kontrolle des
myozytaren aMHC-Promotors. Dies fuhrt zu einer ca. 200-fach gesteigerten Expression des
Rezeptors und einer blutdruckunabhangigen Entwicklung einer Myokardhypertrophie
(Paradis et al. 2000). Die aMHC-AT;R"“*-Tiere wurden freundicherweise von Frau Prof.
Mona Nemer (University of Ottawa, Kanada) zur Verfugung gestellt.

FVB_quMHC-red cGES-DE5/Nikolaev

Diese Tiere exprimieren den red cGES-DES5-Sensor in Kardiomyozyten unter Kontrolle des
aMHC-Promotors (Gotz et al. 2014). Dies erlaubt die direkte Messung von cGMP in intakten,
lebenden Myozyten mittels FRET (Foérster-Resonanzenergietransfer). Die aMHC-red cGES-
DE5-Tiere wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Viacheslav Nikolaev (Institut fir
Experimentelle Herz-Kreislaufforschung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf) zur
Verfugung gestellt.

BI6/FVB

Genetisch unveranderte Tiere mit C57/BI6- oder FVB-Hintergrund wurden mit aMHC-
ATR"_Tieren (C57/BI6) sowie oMHC-red cGES-DE5-Tieren (FVB) im Sinne einer
Erhaltungszucht verpaart.
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2.2 Gerate

Gerat

Geratebezeichnung, Hersteller

Absauganlage (Zellkultur)
Analysenwaage VWR-124
Autoklav

Brutschrank

Detektionssystem (Western Blot-Analyse)
Druckkatheter (Blutdruckmessung)
Echokardiograph fur Kleintiere
Eismaschine

Elektrodenplatten Western Blot
Elektrophoresekammer (Genotypisierung)
Elektrophoresekammer (Western Blot)
Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentationsanlage
Gewebehomogenisator

Heizblock

Heizplatte mit Temperaturkontrolle (OP)
Isofluran-Absauganlage
Isofluran-Narkoseeinheit

Kryotom (Anfertigung Gewebeschnitte)
Kuahlzentrifugen

Langendorff-Perfusionsanlage
Lichtmikroskop (Histologie)
Lichtmikroskop (Zellkultur)

Magnetische Heizplatte
Mehrfachdispenser

Messschieber (Tibiae-Vermessung)
Mikrotiterplatten-Photometer
Mikrowelle

Mobile Tierhaltungssysteme
PCR-Maschinen

pH-Meter
Photometer

Pipetten (10, 20, 200, 1000 pl)
Pipetten (8-Kanal; 200, 1000 pl)
Pipettierhilfe

Praparierscheren, Pinzetten
Prazisionswaage BP2100S
gRT-PCR Maschine

Membran-Vakuumpumpe, Laboport
Sartorius

VX-55, Systec

ELV 3870, Tutthauer

WTB, Binder

Hera Cell, Heraeus

EttanDige Imager, GE-Healthcare
TA11ETA-F10, DataScience Int.
Vevo 2100, VisualSonics

6213, Ziegra

30034507, Scie-Plas

Sub-cell, BioRad

Mini Protean, BioRad

Axiolmager Z1, Zeiss

BioDoc Analyze, Biometra
Dispergieraggregat 1130, Kinematica
Thermomixer Compact, Eppendorf
Thriller Thermo Incubator, Peqglab
TCAT-2LV Controller, Physitemp
LAS, Groppler

0258- Narkoseeinheit, Volker
Microm HM, Thermo Scientific
Centrifuge 5417 R, Eppendorf
Mikro 220, Hettich

X1R Multifuge, Heraeus

Harvard Apparatus

Axiovert 200, Zeiss

2x Mikroskor DM IL LED, Leica
Wilovert 30, Hund

50383, Heidolph

Handy StepS, Brand

Digitaler Schieblehre, Mitutoyo
Modell Sunrise,Tecan

MWG 800 FiF

Luftstromschranke Uniprotect, Bioscape
Mastercycler, Eppendorf
MastercyclerGradient, Eppendorf
pH 540 GLP, WTW

pH-Meter 761 Calimatic, Knick
Nanophotometer, Implen
BioPhotometer, Eppendorf
Pipetman, Gilson

ResearchPro, Eppendorf

Accu jet pro, Brand

FST

Sartorius

Opticon FD-3200, MJ Research
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Gerat

Geratebezeichnung, Hersteller

Reagenzglasrotator

Reinstwasseraufbereitungsanlage

Rektalsonde zur Temperaturiberwachung
Scansystem fir histologische Praparate
Schlauchpumpe (Isolation Kardiomyozyten)

Schiuttler

Stereolupe (Organpraparation, Pumpen-OP)
Stereolupe (Transmitter-OP)

Sterilwerkbank

Strom/Spannungsquelle

Taschenwaage
Telemetriesystem
Vakuumzentrifuge
Vortex
Warmelampe
Wasserbad
Zentrifugen

3025, GFL

Purelab flex, Elga

Milli-Q Biocell, Millipore

MLT 1404, AD Instruments
MIRAXDesk-Scanner, Zeiss
Ismatec

Unimax 1010, Heidolph
Duomax 1030, Heidolph

EZ5, Leica

M80, Leica

Safe 2020, Thermo Scientific
Herasafe, Heraeus

EV 231, Consort

Standard Power Pack, P15, BioRad
LS2000H, G&G

DataScience Int.

Concentrator 5301, Eppendorf
Genie 2 G560E, Scientific Industries
Infrarotlampe, Beurer

SW22, Julabo

Centrifuge 5415 D, Eppendorf
Centrifuge 5417 C, Eppendorf
Micro 220R, Hettich

2.3 Software

Software

Verwendung

Hersteller

Axio Vision Rel 4.8
Dataquest A.R.T.3.1
EttanDige Imager 1.0
GSA Image Analyser
ImageQuant TL 7.0
Magellan 7

Microsoft Office
MIRAXViewer
OpticonAnalysis 1.4
Perseus

Primer 3 (Freeware)
VevoStrain

Histologie (Auswertung, Visualisierung)
Auswertung Telemetrie-Messungen
Western Blot (Scan-Software)
Histologie (Auswertung,Visualisierung)
Quantifizierung Western Blot
Auswertung Enzym-Immunassay
Routine-Arbeiten (Statistik etc.)
Histologie (Auswertung, Visualisierung)
Quantifizierung qRT-PCR

Auswertung Proteomik

Primer-Design (QRT-PCR)

Auswertung Echokardiographie

Zeiss
DataScience Int.
GE-Healthcare
GSA
GE-Healthcare
Tecan

Microsoft

Zeiss

MJ Research
MaxQuant
Centerline Software
VisualSonics
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2.4 Substanzen, Losungen, Puffer, Kitsysteme, Verbrauchs-
material

Alle gangigen Standardchemikalien wurden, sofern nicht anders erwahnt, von Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen und entsprachen dem hédchsten
Reinheitsgrad fiur molekularbiologische Analysen. Samtliche Lésungen und Puffer wurden
mit  autoklavietem und deionisietem  Wasser (dH,O) hergestellt.  Ubliche
Verbrauchsmaterialien wie Reaktionsgefalie, Pipettenspitzen, Stripetten sowie samtliche
Gefale fur die Zellkultur wurden von Multimed (Kirchheim), Corning-Fisher (Kaiserslautern),
Sarstedt (NUmbrecht) oder Greiner Bio-One (Frickenhausen) erworben. Samtliche
Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG (Ebersberg) bezogen.

2.4.1 Genotypisierung

DNA-Isolierung und PCR

Material/Substanz/L6sung Bestellnummer Bezugsquelle
10x Taq-Puffer 11435094001 Roche

dNTPs (Nukleotide) K039.1 Carl Roth
Ethanol (100%) 32205 Sigma-Aldrich
High Pure PCR Preparation Kit 11796828001 Roche
Isopropanol 6752.3 Carl Roth

Taq DNA-Polymerase 11435094001 Roche

Primer zur Genotypisierung

Mauslinie Primerbezeichnung Sequenz
CRP4 For 1 AGGCTTTCCATTGGGATGTG
For 2 ACAGATGGAATCCATGGAGGA
Rev GCGCGGTCTAGTGGGCAT
aMHC-AT,R'9"* P1 (22-54) ACCATCTTCAGTAGAGTTG
P2 (19-147) ACCCTTACCCCACATAGAC
P3 (20-387) GCCTGCTGTCCCTTCAGCTC
P4 (20-388) CCAGTCACGTTCCCTATCCT
red cGES-DE5 For TGACAGACAGATCCCTCCTAT
Rev GGATGCTCAGGTAGTGGTT

-> Die Oligonukleotid-Lyophilisate wurden in deionsiertem und autoklaviertem (dH,0O) gel6st
und auf eine Zielkonzentration von 4 uM eingestellt.
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Agarose-Gelelektrophorese

Material/Substanz/L6sung Bestellnummer Bezugsquelle
Agarose 840004 Biozym Scientific
Borsaure 6943.3 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva

DNA-Marker (2-Log DNA-Ladder) 32000-S New England Biolabs
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 8043.2 Carl Roth
Ethidiumbromid E1510 Sigma-Aldrich

Ficoll 400 CN90.3 Carl Roth

Tris 5429.3 Carl Roth
Xylencyanol X4126 Sigma-Aldrich

0,5M EDTA pH 8,0

EDTA x 2H,0 108 g
dH,O ad 1000 ml
- auf pH 8,0 einstellen

10x TBE-Puffer

Tris 108 g
Borsaure 55¢g
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 40 mi
dH,O ad 1000 ml
1x TBE: 1:10 verdlinnen

Agarosegel 2%

Agarose 29
1x TBE-Puffer 100 mi
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6x Gel-Ladepuffer (6x Dye)

Ficoll 99
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 12 ml
10x TBE-Puffer 30 ml
Bromphenolblau (55 mg/ml) 1,35 ml
Xylencyanol (50 mg/ml) 1,5 ml
DNA-Langenstandard

6x Dye 20 pl
2-Log DNA-Ladder 10 pl
dH,0 90 ml
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2.4.2 In vivo-Versuche

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

Alzet Minipumpen

Angiotensin Il

Ascorbinsaure
Bepanthen-Augensalbe
Cleanisept-Desinfektionstiicher
Druckkatheter zur Blutdruckmessung
Einweg-Skalpelle

Enthaarungscreme (Veet for men)
Essigsaure (100%)

Ethilon 1l 5-0 (Wundverschluss)
GefalRdehnungspinzette

Isofluran

Isoprenalin

Kanulen (20G; 0,4 x19 mm; Lsg.-Entnahme)
Kanilen (27G; 0,4 x19 mm; Karotiser6ffnung)
Katheterhalter

Leukofix 2,25 cm x 5m

Leukosilk 1,25 cm x 5m
Natriumchlorid-Lésung (steril 0,9%)
Octenisept

Perma-Hand Seide 7.0 (Wundverschluss)
Prazisionswischtlcher
Protein-LoBind Tubes

Resorba-Seide 7.0/0.5 (Karotisligatur)
RNAse ZAP

Rotlichtlampe

Sildenafilcitrat

Spritzen (verschiedene GroRen)
Spritzenfilter

Ultraschallgel

Wattestabchen

Zitronensaure

1007

A9525

7506

PZN 01578681
PZN 1885992
TA11ETA-F10
12072800
PZN 4916836
4738.5
EH7823
00276-13
220/96

1.768

301300
302200
00574-11
1698592
00626219
PZN 2159621
PZN 7463832
EH7464G
AA6G4 .1
0030108.116
R101

R 2020-250
616.00
82714520
diverse
P666.1

4011

PZN 6141575
6490.1

Charles River
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Schumacher GmbH
DataScience Int.
FeatherSafety Razor
Reckitt Benckiser
Carl Roth
Ethicon

FST

Aventis
Sigma-Aldrich
BD Bioscience
BD Bioscience
FST

BSN Medical
BSN Medical
Fresenius Kabi
Schilke

Ethicon
Kimberly-Clark
Eppendorf
Resorba
Sigma-Aldrich
Beurer
Molekula

BD Bioscience
Carl Roth
Sonogel

Heinz Herenz
Carl Roth

Isoprenalin-Injektionslosung
(2,65 pg/100ul)

Isoprenalin 26,5 mg
ISO-Ldsemittel (LM)
(0,02% Ascorbinsaure) 100 ml

- 1:10 mit LM verdinnen

Ang II-Stimulationslésung

(500 ug/100 pl)

Angiotensin Il 5mg
NaCl (0,9%, steril) 1 ml
1 M Essigsaureldsung 50 pl
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2.4.3 Organentnahme und Zellkultur

Ausgangssubstanzen und Materialien zur Organentnahme und zur Herstellung der

Tyrode-Lésung

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

1 ml Spritze

8-Br-cGMP (Stock 100 mM)
Calciumchlorid (CaCl,)

Glucose BioXtra

HEPES

Kaliumchlorid (KCI)

Kandulen (25G; 0,9 x40 mm; Organspulung)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H,0)
Natriumchlorid (NaCl)

PBS-Ldsung

Pinzetten

RNase ZAP

Scheren

Wageschalen (41x41x8 mm)

Wageschalen (89x89x25 mm)

7250415
B 004-50E
7902
G7528
H3375
P5405
300600
63138
S5886
14190094
diverse
R2020
diverse
1878.2
1884.1

BD Bioscience
BioLog
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BD Bioscience
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
life technologies
FST
Sigma-Aldrich
FST

Carl Roth

Carl Roth

In vitro-Stimulationsexperimente

Tyrode-Lésung

NaCl 818 mg
HEPES 119 mg
Glucose 180 mg
KCI (0,5 M) 1 ml
MgSO, (0,12 M) 1 ml
CaCl; (1 M) 200 pl
dH,0 ad 100 ml

- auf pH 7,4 einstellen
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Materialien, Ausgangssubstanzen und Losungen zur Kardiomyozytenisolation

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

2,3-Butandion-Monoxim (BDM)

4-Well Kammern

Calciumchlorid (CaCl,)

CM-Fetales Kalberserum (FCS)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4 x 2 H,0)

Glucose BioXtra
Heparin

HEPES
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Kaliumphosphat, monobasisch (KH,PO,)

Kollagenase Typ Il (337 U/mg)

L-Glutamin (200 mM)
Laminin Stock-Lésung
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO,4 x 7 H,0)

Minimal Essential Medium (MEM)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Pasteurpipetten ungestopft

PBS-Ldsung
Penicillin G

Perma-Hand Seide (5/0)

Phenolrot

Rinderserumalbumin (BSA)

Sterilfilter (Nalgene 0,2 ym, 150 ml)
Sterilfilter (Nalgene 0,2 ym, 500 ml)

Taurin
Trypsin (10x)

Zellsieb (100 ym Maschenweite)

B0O753
354104
S5886
10099141
30412
G7528
PZN 3170642
H3375
P5405
60339
5655
4176
25030-024
354232
63138
21575-022
S5886
S5761
4522
14190094
P 3032
K880H
P5530
A8806
10762732
10578471
T0625
15090046
352360

Sigma-Aldrich
BD Bioscience
Sigma-Aldrich
life technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Ratiopharm
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Cell Systems
life technologies
BD Bioscience
Sigma-Aldrich
life technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth

life technologies
Sigma-Aldrich
Ethicon
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
life technologies
BD Bioscience

Pufferlésungen zur Kardiomyozytenisolation

Perfusionspuffer (Stock)

Perfusionspuffer pH 7,46

NaCl

KCI

KH,PO4
NazHPO4 X2 Hzo
MQSO4 X7 Hzo
Phenolrot
NaH003
KHCO;

HEPES

Taurin

dH,O

- Steril filtrieren

13,29
700 mg
164 mg
214 mg
600 mg

24 mg
2,02¢
2,02¢
4,766 g
759

ad 2000 ml

Stock Perfusionspuffer

BDM (500 mM)
Glucose

1960 ml
40 ml

29

- auf pH 7,46 einstellen

- steril filtrieren
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Verdaupuffer

Perfusionspuffer pH 7,46 900 ml
Kollagenase 15 mg
Trypsin (10x) 5ml
CaCl; (100 mM) 112,5 ul

- Steril filtrieren

Stop-Puffer 1

Perfusionspuffer pH 7,46 54 ml
FCS (100%) 6 ml
CaCl; (10 mM) 75 ul

- Steril filtrieren

Stop-Puffer 2

Perfusionspuffer pH 7,46 171 ml
FCS (100%) 9 ml
CaCl; (10 mM) 225 ul

- Steril filtrieren

Laminin-Lésung (10 pg/ml)

Laminin-Stock (2 mg/ml) 0,05 mi
Steriles PBS 9,95 ml
- immer frisch herstellen

Aussaatmedium

ME-Medium 227,5 ml
FCS (100%) 12,5 ml
BDM (500 mM) 5ml
Penicillin (10000 U/ml) 2,5ml
L-Glutamin (200 mM) 3,5 ml

- unter Sterilwerkbank
- 2-4 h vor Gebrauch in 2%
COgz-Inkubator equilibrieren

- max. 4 Tage lagern (4°C)

Kulturmedium

ME-Medium 245 ml
BSA (100 mg/ml) 250 pl
Penicillin (10000 U/ml) 2,5ml
L-Glutamin (200 mM) 2,5 ml

- unter Sterilwerkbank

- 2-4 h vor Gebrauch in 2%

COgz-Inkubator equilibrieren
- max. 4 Tage lagern (4°C)

Fibroblasten-Kultur

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM-GlutaMAX)

Fetales Kalberserum (FCS)

ITS Mediumzusatz (100x)
Penicillin-Streptomycin (PenStrep)

10566 life technologies
10279 life technologies
13146-5 Sigma-Aldrich

15140 life technologies

Fibroblasten-Kulturmedium

DMEM 500 mi
ITS 5ml
PenStrep 5mi
FCS 50 ml

- bei 4°C lagern
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2.4.4 Histologie

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

1N HCI-MaRlésung K025.1 Carl Roth

Aceton 9372.4 Carl Roth
Aluiminiumfolie 2596.1 Carl Roth
Ammoniak (30-33%) P093.2 Carl Roth

Aquatex Eindeckmedium 3631238 VWR

Deckglaser 20x60 High Precision LH26.1 Carl Roth

DePeX Eindeckmedium HX069485 VWR

Direct Red 80 365548 Sigma-Aldrich
Einbettmedium NEG50 6502 Thermo Scientific
Eosin G (0,5%) X883.1 Carl Roth
Essigsaure (100%) 3738.5 Carl Roth

Ethanol (100%) 32205 Sigma-Aldrich

Feste Pikrinsaure 239801 Sigma-Aldrich
Fettstift (Hydrophobic Barrier Pen) H-4000 Vector Laboratories
Formaldehydlésung (35%) 49791 Carl Roth

Gesattigte wassrige Pikrinsaure P6744 Sigma-Aldrich
Hamatoxylin nach Harris X903.2 Carl Roth

Hoechst 33258 Sigma-Aldrich
Klingen (Kryotom) MX35 Thermo Scientific
Levamisol SP-500 Vector Laboratories
Eselnormalserum (NDS) 017-000-121 Dianova
Objekttrager Superfrost J1800AMNZ Menzel
Paraformaldehyd (PFA) 0335.2 Carl Roth

PBS 14190094 life technologies
PermaFluor TA-030-FM Thermo Scientific
Saccharose 4621.2 Carl Roth

Toluol 71151 Carl Roth

Triton X-100 3051.2 Carl Roth

Xylol 9713.3 Carl Roth
Fixieren der Gewebe und Zellen

PFA 2% PFA 4%

PFA 15¢ PFA 3049
PBS ad 750 ml PBS ad 750 ml
- Auf 60°C erhitzen und ruhren bis eine klare Lésung entsteht.
Permeabilisierungslésungen

Triton X-100 0,3% Triton X-100 0,1%

Triton X-100 1,5 ml Triton X-100 0,5 ml
PBS 500 ml PBS 500 ml
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NDS-Lésungen zur Absattigung unspezifischer Bindestellen

NDS 10%
NDS 500 pl
PBS ad 5000 pl

Alkalische Phosphatase (AP)-Farbung

0,1 M Tris-HCI pH 8,2

Tris 12149
dH,0 ad 1000 ml
- auf pH 8,2 einstellen

NDS 1,5%
NDS 75 ul
PBS ad 5000

Farbekit (AP-Farbung)

Bestellnummer Bezugsquelle

Vectastain ABC-AP-Kit Standard Alkaline AK 5000 Vector laboratories
Phosphatase (Arbeitslésung)

Vector Blue Alkaline Phosphatase 10279 Vector laboratories
Substrat Kit Il (AP-Substrat)

ABC-AP-Arbeitslosung AP-Substrat-Lésung

Reagenz A 50 pl Reagenz 1 100 pl
Reagenz 50 pl Reagenz 2 100 pl
PBS 5 mi Reagenz 3 100 pl
- 30 min im Dunkeln inkubieren Tris-HCI (0,1 M, pH 8,2) 5ml

- 50 pl entsprechen 1 Tropfen, 100 pl entsprechen 2 Tropfen des jeweiligen Reagenz aus

dem entsprechenden Farbekit.

Verwendete Antikorper fiir die IHC/IF

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Anti CRP4 Kaninchen 1:2000, 1:100 Pharmakologie AK Ruth
Biotinylierter Ziege 1:500 Vector laboratories (#BA-1000)
Anti- Kaninchen IgG

Anti Kaninchen IgG (IF) Ziege 1:500 Dianova

Eindeckmedium fiir die IF

Hoechst 5ul

PermaFluor 5ml

- bei 4°C im Dunkeln lagern
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Bouin-Fixierlosung

Pikrinsaureldsung 150 ml
Formaldehydlésung (35%) 50 ml
Essigsaure (100%) 10 ml

2.4.5 RNA-Analytik

Sirius-Rot Farbelésung

Direct Red 80
Pikrinsaureldsung
Feste Pikrinsaure

dH,0

250 mg
225 ml
50 mg

25 ml

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

96-Lochplatte (Low Multiwell) MLL-9601 BioRad

Chloroform 372978 Sigma-Aldrich

DEPC-H,O T143 Carl Roth

DNAse | 04716728001 Roche

Ethanol (100%) 32205 Sigma-Aldrich

Folie zum Abkleben der Platte (Microseal B) MSB-1001 Bio-Rad

iScript cDNA Synthesis-Kit 170-8891 BioRad

Isopropanol 6752.3 Carl Roth

Klvetten zur Konzentrationsbestimmung 613101 Greiner Bio-One

peqGold RNAPure (Aufreinigung) 30-1010 Peqlab

Primer variabel Eurofins

SYBR Green Supermix 170-8882 BioRad

Primer fiir die gRT-PCR

Zielgen Sequenz

ANP TGTACAGTGCGGTGTCCAAC
GGGGCATGACCTCATCTTCT

AT 1R (human) ACAGTATCATCTTTGTGGTGGGA
GGCCACAGTCTTCAGCTTCA

BNP TCCTCTGGGAAGTCCTAGCC
GCCATTTCCTCCGACTTTTC

cGKI GGCGATGTGGGGTCACTGGTGT
CCATGGTGCAGAGCTTCACGCC

CnA TGCTGCCATACTTCGGCGGG
GCCATGGATGTCACCACACACTGTA

CNP AAGGTCCCGAGAACCCCG
GCTGCCTGGAGTCTTGTCAC

Col1A1 GAGGAAACTTTGCTTCCCAGA
ACCACGAGGACCAGAAGGAC

Col1A2 GTCTGTTGGAGCTGCTGGCCCAT
GCAGCACCAGGGAAGCCAGTCAT

Col3A1 GGTCCTCCAGGAGAAAATGG
GTGCACCAGAATCACCCTTG
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Zielgen Sequenz
CRIP1 ATCGTCCCTGCCTGAAGTGT
CCCAAACATGGCGGAGTAGC
CRP1 CATGAGGAAGCCCCTGGAC
GACCGCCTGGCTACAGCG
CRP2 CCAGAGATGCTCAACCTC
ACACGGAATCCCCACAVVT
CRP3 TGAGAAGGTCATGGGAGGTG
AGCTCCCCATCCTTGTCAGT
CRP4 ACGATGGCCAGCCCTACT
TAGCTGCCCACAGCACCA
CTGF AGGGCCTCTTCTGCGATTTC
TACACCGACCCACCGAAGAC
Fn1 CGGAGAGAGTGCCCCTACTAC
GACCCGCATCGTGTCTGGA
GC-A TTGGTGGGCAGCCTCTCTC
CCGCCACAACTCTGAGACCA
GC-B GCAGGACAATCGAACCCAGG
GGGTTCTCGGTATGTGATCACC
HPRT CATTATGCCGAGGATTTGGA
CCTTCATGACATCTCGAGCA
MMP9 GGAGTTCTCTGGTGTGCCCT
ACACGCCAGAAGAATTTGCCA
PDE1C GAAAGCATGGGACCTGCACC
GAGGAGAAAATGGCAGCCCC
PDE2A TATCGACATTGCTGGCCTGC
CTCCCCATCTAGCAGGTAGGT
PDE3A CAAAGTGCCCCTGACCTGTC
CTGAGGGTCCATCAGCAGGA
PDE5A GGAACACCATCATTTTGACCAGT
AGAGGCCACTGAGAATCTGGT
SERCA2 CTGCTGCATGGTGGTTCAT
TCCACTCCATCGAAGTCTGG
TIMP1 CCACCCACAGACAGCCTTCT
CGCTGGTATAAGGTGGTCTCG
a-MHC TGCTGACAGATCGGGAGAAT
TGCTGGCAAAGTACTGGATG
a-SMA AGAGGCACCACTGAACCCTA
GCATAGAGGGACAGCACAGC
B-MHC GCCAAGACAGTTCGGAATGA
TCTGCAGATGCCAACTTTCC

- Die Oligonukleotid-Lyophilisate wurden in dH,O geldst und auf eine Zielkonzentration von
2 uM eingestellt.
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2.4.6 Proteinanalytik

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/L6sung

Bestellnummer

Bezugsquelle

Acrylamidlésung (RotiphoreseGel) 3029.2 Carl Roth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva
Complete Mini-Tabs 11836170001 Roche
Coomassie-Brilliant-BlueG250 3862.2 Carl Roth
Dithiothreitol (DTT) 6908.1 Carl Roth
EGTA E3889 Sigma-Aldrich
Essigsaure (100%) 3738.5 Carl Roth
Filterpapiere (0,35 mm) CL67.1 Carl Roth
Glycerin 3783.1 Carl Roth
Glycin 3908.3 Carl Roth
Hamilton-Spritze zur Probenapplikation X035 Carl Roth
Isopropanol 6752.3 Carl Roth
Methanol 4627.5 Carl Roth
Milchpulver T145.3 Carl Roth
Natriumazid (NaN3) K305 Carl roth
Natriumchlorid (NaCl) 3957.2 Carl Roth
Nonidet-P40 74385-1 Sigma-Aldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 6367.2 Carl Roth
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 1 P0044-5 Sigma-Aldrich
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2 P5726-5 Sigma-Aldrich
Phosphorsaure (84,5%) 6366.1 Carl Roth
Proteinmarker 1V 27-2110 PeqglLab
PVDF-Membran (Blot, Immobilion Millipore) T831.1 Carl Roth
Rinderserumalbumin (BSA) 8076.2 Carl Roth
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 5136.2 Carl Roth
Sterilfilter BT25 Sarstedt
Tetramethylethylendiamid (TEMED) 263.3 Carl Roth
Tris 5429.3 Carl Roth
TrueBlotBeads 00-8000-25 Biomol
Tween 20 9127.1 Carl Roth
UV-Kuvetten 0030106300 Eppendorf
B-Mercaptoethanol 4227 .1 Carl Roth
e-Aminocapronsaure A2504 Sigma-Aldrich
Herstellung von Proteinlysaten und Konzentrationsbestimmung
1 M Tris-HCI pH 8,3 200 mM PMSF
Tris 121,14 g PMSF 348,4 mg
dH,0O ad 1000 ml Ethanol (100%) 10 ml

- auf pH 8,3 einstellen

- Lagerung bei -20°C
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SDS-Lysepuffer

Bradford-Lésung

Coomassie-Brilliant-BlueG250 100 mg

Phosphorsaure (84,5%) 100 ml
Ethanol (100%) 50 ml
dH,0 ad 1000 ml

4x Laemmli mit DTT

4x Laemmlie 1,5 ml
DTT (1 M) 75 pl

0,6 M Tris-HCI pH 6,8

Tris
dH,0
- auf pH 6,8 einstellen

Trenngel 10 %

Acrylamid (Rotiphorese) 5,7 ml
Tris-HCI (1,8 M, pH 6,8) 3,6 ml
dH,0 7,4 ml
SDS (10%) 167 pl
TEMED 20 pl
APS (30%) 66,6 pl

Tris-HCI (1 M, pH 8,3) 210 pl
SDS (10%) 670 pl
B-Mercaptoethanol 170 pl
PMSF (200 mM) 20 yl
dH,0 ad 10 ml
4x Laemmli
SDS 2,25¢
Tris 1,29
Glycerin 20 ml
Bromphenolblau 6 mg
dH,0 ad 50 ml
- auf pH 6,7 einstellen
Gelelektrophorese
1,8 M Tris-HCI pH 8,8
Tris
dH,0
- auf pH 8,8 einstellen
Trenngel 7,5 %
Acrylamid (Rotiphorese) 4,3 ml
Tris-HCI (1,8 M, pH 6,8) 3,6 ml
dH,0 8,5 ml
SDS (10%) 167 pl
TEMED 20 pl
APS (30%) 66,6 pl
Trenngel 17,5 %
Acrylamid (Rotiphorese) 9,7 ml
Tris-HCI (1,8 M, pH 6,8) 3,6 ml
dH,0 3,4 ml
SDS (10%) 167 pl
TEMED 12 ul
APS (30%) 56,6 pl

Sammelgel 5 %

Acrylamid (Rotiphorese) 1,66 ml
Tris-HCI (0,6 M, pH 6,8) 1,0 ml
dH,0 7,3 ml
SDS (10%) 100 pl
TEMED 20 pl
APS (30%) 33,2 pl

- Die Mengen sind fir jeweils 4 Gele berechnet
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10x Elphor

Tris 3150 g
Glycin 720 g
SDS 50g
dHO ad 5000 ml

- auf pH 8,3 einstellen

- 1x Elphor: 1:10 mit dH,O verdiinnen

Coomassie-Farbelésung

Coomassie-Brilliant-BlueG250 159

Coomassie-Entfarber

Methanol 300 ml
Essigsaure (100%) 100 ml
dH,0 ad 1000 ml
Anodenpuffer I

Tris 3,69
Methanol 200 ml
dH,0 ad 1000 ml

- auf pH 10,4 einstellen

10x TBST

Tris 242¢g
NaCl 164,6 g
Tween 20 10 mi
dH,O ad 2000 ml

- auf pH 8,0 einstellen

1x TBST: 1:10 mit dH,O, steril filtrieren

Methanol 455 ml
Essigsaure (100%) 90 ml
dH,0 ad 1000 ml
Western Blot
Anodenpuffer |
Tris 36,3 9
Methanol 200 ml
dH,0 ad 1000 ml
- auf pH 10,4 einstellen
Kathodenpuffer
Tris 3,09
6-Aminocapronsaure 5849
Methanol 200 ml
dH,0 ad 1000 ml
- auf pH 7,6 einstellen
Blockierungslésung
Milchpulver 5g
1x TBST ad 100 ml

AK-Verdiinnungslésung

1x TBST 95 ml
BSA 59
NaN; (10%) 500 pl
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Verwendete Primar-Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Anti cGKilgsg Kaninchen 1:500 Prof. Hofmann, Minchen
Anti Crip1 Kaninchen 1:750 Abgent (#AP4707b)

Anti CRP3/MLP Kaninchen 1:1500 Proteintech (#1072-1-AP)
Anti CRP4 Kaninchen 1:2000 Pharmakologie AK Ruth

Anti GAPDH Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (#2118)

Anti Moesin Kaninchen 1:200 Upstate Bioscience (#07-121)
Anti HSP 60 Kaninchen 1:200 Santa Cruz (#sc13966)

Anti COX IV Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (#4844)

Anti Mybpc3 Kaninchen 1:500 Proteintech (#19977-1-AP)
Anti p-VASP (Ser239) Maus 1:500 Enzo (#ALX-804-240)

Anti Phospho (Ser/Thr) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (#9621)

Anti Troponin | Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (#4002)

Anti Vinculin Kaninchen 1:200 Santa Cruz (#sc5573)

Anti a-Actinin Maus 1:1000 Sigma-Aldrich (#SAB2100039)

Verwendete Fluorophor-gekoppelte Sekundar-Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Anti-Mouse Cy 3 ECL Plex Ziege 1:1000 GE Healthcare (#PA43009)

Anti-Rabbit Cy 5 ECL Plex Ziege 1:2500 GE Healthcare (#PA45011)
Co-Immunprazipitation

IP-Lysepuffer IP-Waschpuffer

Tris HCI (1 M, pH 7,4) 0,3 ml Tris HCI (1 M, pH 7,4) 0,3 ml

NaCl (4 M) 475 pl NaCl (4 M) 475 pl

NP 40 (10%) 500 pl NP 40 (10%) 100 pl

EGTA (0,1 M) 500 pl EGTA (0,1 M) 500 pl

Phosphatase-Inhibitor | 100 pl Phosphatase-Inhibitor | 100 pl

Phosphatase-Inhibitor | 100 pl Phosphatase-Inhibitor | 100 pl

1 Tablette Complete Mini 1 Tablette Complete Mini

dH,O ad 10 ml dHO ad 10 ml

IP-Ladepuffer (2x)

Tris HCI (1 M, pH 8,3) 2ml

SDS 39

Glycerol (100%) 5 ml
Bromphenolblau 6 mg
dH,O ad 50 ml

- kurz vor Gebrauch 950 pl IP-Ladepuffer mit 50 pyl 1M DTT-L6sung versetzen und mit den
entsprechenden IP-Lysaten 1:1 verdinnen.
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2.4.7 Bestimmung von cGMP

Material/Substanz/L6sung Bestellnummer Bezugsquelle
cGMP EIA Kit Cay581021-96 Cayman Chemical Company
Bestandteile des Kits:

cGMP EIA-Probenpuffer (10x) 400060

- mit dH,O 1:10 verdiinnen

cGMP EIA-Antiserum 481022

cGMP AChE Tracer 481020

cGMP EIA-Standard 481024

Polysorbat 20 400035

cGMP EIA-Waschpuffer (400x) 400062

- mit dH,O 1:10 verdiinnen

plus 1 ml Polysorbat 20

96-Lochplatte 400004

Folie zum Abkleben der Platte 400012

Ellmann’s Reagenz 400050

57



3 Methoden

3.1 Methoden der Mauszucht

3.1.1 Tierhaltung

Alle Versuchstiere wurden in der Abteilung Pharmakologie, Toxikologie und Klinische
Pharmakologie des Instituts fir Pharmazie der Universitdt Tibingen gemaR den
tierschutzrechtlichen Bestimmungen gezlchtet. Die Ma&use wurden in den S1-
Tierhaltungsrdumen unter kontrollierten Bedingungen bei 22 + 1°C Raumtemperatur und 55
+ 5% Luftfeuchtigkeit in 2-er oder 3-er Gruppen in ihren Kéafigen in einem offenen SPF-
Haltungssystem bei einem 12-stindigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten (Makrolon Typ ).
AuRerdem hatten die Mause jederzeit freien Zugang zu standardisiertem Futter und Wasser
ad libitum. Tiere, die sich in einem Versuch befanden, wurden in mobilen
Luftstromschranken (Uniprotect) unter denselben Bedingungen gehalten. Die durchgefiihrten
Tierversuche waren von der zustdndigen Tierschutzbehérde (Regierungsprasidium
Tubingen) unter Beachtung der deutschen Tierschutzgesetze genehmigt.

3.1.2 Verpaarung der Versuchstiere

Die Zucht der Mause erfolgte in Dauerverpaarungen von einem Mannchen mit 1-2
weiblichen Tieren in speziell dafir ausgelegten Zuchtkdfigen (Makrolon Typ IlI).
Empfehlenswert war in diesem Zusammenhang ein Mindestalter der Elterntiere von 6
(Weibchen) bzw. 8 Wochen (Mannchen). Fir eine optimale Vergleichbarkeit der Ergebnisse
sollten die spateren Versuchstiere idealerweise Wurfgeschwister sein. Nach Bestimmung
ihres Genotyps (s. 3.2) wurden die Nachkommen im Alter von 3-4 Wochen von der Mutter
abgesetzt und nach Geschlechtern getrennt.

129-Crip2"™/Rut

Zur Generierung der CRP4-WT (Genotyp: CRP4"*) und CRP4-KO (Genotyp: CRP4™)
Wourfgeschwister fur die Experimente zur Untersuchung der Funktion von kardialem CRP4
wurden heterozygote Elterntiere (Genotyp: CRP4*") verpaart. Aus diesen Verpaarungen
resultieren die erwarteten Zahlenverhaltnisse der Genotypen in der Nachkommenschaft von
50% CRP4*", 25% CRP4**, sowie 25% CRP4™. Fiir die in vivo-Experimente (s. 3.3) wurden
nur mannliche Nachkommen verwendet. Diese wurden im Alter von 10-15 Wochen den
Versuchen zugefuhrt. Untersuchungen zum Gendosiseffekt wurden zudem mit
heterozygoten Wurfgeschwistertieren (CRP4-HET; Genotyp: CRP4*") durchgefiihrt. Fir
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Zellkultur-basierte Experimente (s. 3.4.3 und 3.4.5) wurden weibliche Geschwistertiere im
Alter von 6-10 Wochen herangezogen.

BIG_TguMHC-AT1 R/Nemer

Fir die chronische SIL-Behandlung wurden transgene aMHC-AT;R"¥*-Mause und deren WT-
Wurfgeschwister verwendet. Zum Aufbau einer Zuchtlinie (sogenannte Foundertiere) wurden
aMHC-AT,R¥"-Tiere mit C57/Bl6-Mausen im Sinne einer Erhaltungszucht kontinuierlich
verpaart. Sowohl mannliche als auch weibliche Tiere wurden im Alter von 60 Tagen der SIL-
Behandlung (s. 3.3.1) zugeflhrt. Fur Untersuchungen des generellen Phanotyps der aMHC-
AT R%"*-Mause beziiglich Hypertrophie, Fibrosierung und der Rolle des cGMP/cGKI-
Signalweges im transgenen Tiermodell wurden oaMHC-ATR'%*-Mause und deren WT-
Wurfgeschwister im Alter von 60, 120 und 160 Tagen miteinander verglichen (s. 4.1).

129_crip2tmlRuth X BIG_TguMHC-AT1 R/Nemer

Die Generierung dieser Doppelmutanten (aMHC-AT:R"¥*/CRP4-WT; aMHC-AT;R'*/CRP4-
KO) erfolgte Uber mehrere Verpaarungsschritte. Zunachst wurden CRP4-KO (Genotyp:
CRP4") mit oMHC-ATR%*-transgenen Tieren verpaart. Aus diesen Kreuzungen
resultierende F1-Tiere mit dem Genotyp aMHC-AT;R"* x CRP4"" wurden als Eltern fiir die
Zucht der eigentlichen Versuchstiere verwendet. Hierfir wurden aMHC-AT,RY* x CRP4""-
Mause mit heterozygoten CRP4-Tieren (Genotyp: CRP4™") verpaart. Die Doppelmutanten
der F2-Generation basierten somit auf einem mixed-Hintergrund (75% Sv129 und 25%
C57/BI6). Fur die Experimente zum progredienten Herzwachstum und der Herzfunktion der
Doppelmutanten (s. 4.11) wurden 400 Tage alte, mannliche Tiere folgender Genotypen
miteinander verglichen: aMHC-AT;R"* x CRP4**, sowie aMHC-AT{R"* x CRP4™".

FVB_quMHC-red cGES-DE5/Nikolaev

aMHC-red cGES-DE5-Tiere sollten verwendet werden, um die cGMP-Spiegel in
Kardiomyozyten von transgenen aMHC-ATR¥*-Tieren zu messen. Zunachst wurden
oMHC-red cGES-DES5-Tiere mit reinen FVB-Tieren im Sinne einer Erhaltungszucht und zur
Generierung weiterer Elterntiere verkreuzt.

FVB_quMHC-red cGES-DE5/Nikolaev X BIG_quMHC-AT1 R/Nemer

Um die cGMP-Spiegel in Kardiomyozyten von Tieren der aMHC-AT;R"%*-Linie messen zu
kénnen, wurden diese mit den sensortragenden aMHC-red cGES-DE5-Tieren verpaart. Die
aus dieser Kreuzung resultierenden Tiere der F1-Generation (aMHC-red cGES-DE5/aMHC-
ATR%" und aMHC-red cGES-DE5/WT) konnten direkt den FRET-Messungen zugefiihrt
werden (s. 3.4.4).
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3.2 Genotypisierung der Versuchstiere

Bevor sie den jeweiligen Versuchen zugeordnet werden konnten, musste von allen Tieren
routinemalig der Genotyp bestimmt werden. Im Alter von 2-4 Wochen wurden diese
zunachst mit einem Ohrclip versehen. AnschlieRend wurde bei jeder Maus eine Biopsie
entnommen, die aus einem etwa 1-2 mm langen Stick der Schwanzspitze bestand. Aus
diesem Biopsat konnte DNA isoliert, durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt
und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert werden.

3.2.1 DNA-Isolierung aus Schwanzspitzenbiopsien

Die Isolierung der DNA aus den Mausschwéanzen fir die Genotypisierung erfolgte mit dem
High Pure PCR Template Preparation Kit der Firma Roche (s. 3.2.1). Hierbei wurde die
Gewebebiopsie mit 200 pl Tissue Lysis Buffer und 40 ul Proteinase K versetzt und Uber
Nacht (alternativ mindestens 3 Stunden) bei 55°C unter kraftigem Schitteln (550 U/min)
inkubiert. Durch den Puffer werden Zellmembrane zerstért, die Proteinase K baut in ihrer
Funktion als Endo- und Exopeptidase Proteine des Zelllysats ab und inaktiviert im
Zusammenspiel mit EDTA endogene DNAsen. Nach mechanischer Zerkleinerung des
verdauten Gewebes mit sterilen Pipettenspitzen wurden 200 pl Bindepuffer und 100 pl
Isopropanol hinzu pipettiert. Durch eine 5-minltige Zentrifugation bei 14000 rpm wurden die
zellularen Bestandteile der Proben sedimentiert. Die DNA im Uberstand wurde anschlieRend
in ein neues Polypropylen-Filterréhrchen Uberfihrt. Diese enthalten kleine Silica-Kigelchen,
an die Nukleinsauren in Gegenwart von Guanidin, welches im Bindepuffer enthalten ist,
hochaffin binden. Wahrend der folgenden Waschschritte mit zweimal je 500 yl Waschpuffer
(1 min, 8000 rpm) verblieb die DNA auf der Sdulenmatrix, wahrend Verunreinigungen eluiert
und verworfen wurden. Die Retention der DNA wird durch Zugabe von 200 ul Elutionspuffer
(70°C) aufgelost. Dieser destabilisiert durch die hohe Tris-Konzentration (10 mM) die
Wechselwirkungen zwischen der Silica-Saule und der DNA, sodass diese durch einen
erneuten Zentrifugationsschritt (1 min, 8000 rpm) von der Saule gelést werden konnte. Die
eluierten Nukleinsduren konnten kurzfristig bei 4-8°C gelagert werden, bei spaterer
Weiterverarbeitung empfahl sich die Aufbewahrung bei -20°C.

3.2.2 Amplifikation der DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in vitro-Verfahren zur selektiven enzymatischen
Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte (Mullis and Faloona 1987). Der Ablauf der PCR ist
ahnlich einer naturlichen Replikation. Eine DNA-Polymerase synthetisiert einen
komplementaren Strang zum gewlinschten Abschnitt der DNA. Um eine Vervielfaltigung zu
ermdglichen, missen die Sequenzen, die diesen Abschnitt flankieren, bekannt sein. Im
ersten Schritt der PCR wurden bei 94°C die Wasserstoffbrickenbindungen und somit die
Basenpaarungen der doppelstrangigen DNA gelést. AnschlieRend erfolgte bei 57°C das
sogenannte Annealing. Hierbei hybridisierten zwei kurze Oligonukleotide, die Primer, an die
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flankierenden Sequenzen der nun einzelstrangig vorliegenden DNA. Gemafll dem
Primerdesign konnten die jeweiligen genetischen Veranderungen der verschiedenen
Mauslinien (s. 2.1) nachgewiesen werden. Ein Primer hybridisierte an das 3’-Ende der
Zielsequenz auf dem kodierenden Strang (Forward-Primer), der andere an jenes des
Komplementérstrangs (Reverse-Primer). Durch Zugabe der Primer im Uberschuss wurde
eine Rehybridisierung der Einzelstrange verhindert. Ausgehend von der durch die Primer
markierte DNA-Matrize synthetisierte nun eine DNA-Polymerase in 5°-3"-Richtung die
Komplementarstrange mit den zugegebenen Desoxyribonukleotiden (ANTPs) als Bausteine.
Hierfir wurde die hitzestabile DNA-Polymerase | des Eubakteriums Thermus aquaticus mit
einem Temperaturoptimum von 72°C verwendet. Die Vervielfaltigung der spezifischen DNA-
Abschnitte wird als Elongation bezeichnet. Der beschriebene Kreislauf aus Denaturierung,
Annealing und Elongation durch simple Temperaturanderungen wurde ca. 30 mal wiederholt.
Da auch alle neu synthetisierten DNA-Strange wieder als Matrize dienten, wurde das
gewunschte DNA-Fragment in jedem Zyklus exponentiell verdoppelt. Die gesamte Reaktion
wurde in 500 pl fassenden Eppendorf PCR-GefalRen unter Zusatz von 10x Tag-Puffer
(Roche) fiir eine optimale Aktivitdt der Polymerase (pH-Wert Gber 8 und freie Magnesium-
lonen) in einem Thermocycler (Eppendorf Mastercycler) durchgefiihrt. Sadmtliche PCRs fir
die Nachweise der unterschiedlichen Genotypen wurden nach demselben Schema pipettiert
(dargestellt fir eine Probe) und konnten mit demselben Programm durchgeflihrt werden:

Pipettierschema PCR-Programm

dHO 38,8 ul Initiale Denaturierung (94°C) 3 min
Vorwartsprimer 1 (4 pM) (i ' Denaturierung (94°C) 30 sec
Vorwartsprimer 2 (4 uM) 1 pl Primeranlagerung (57°C) 30 sec
Rickwartsprimer (4 uM) 1 ul . Elongation (72°C) 30 sec !
(jeder zusatzliche Primer) 1 ul i = Wdh. 30 Zyklen '
dNTPs (10 mM/Nukleotid) 1 ul “Finale Elongation (72°C) 3min
10x Taq-Puffer 5 pl Kihlung (4°C) max. 1d
Tag-Polymerase 0,2 ul

Isolierte Biopsat-DNA 3 ul

3.2.3 Detektion der DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden anschlieRend im elektrischen Feld aufgetrennt.
Hierbei macht man sich die Eigenschaft zu Nutze, dass die Phosphatgruppen des Zucker-
Phosphat-Ruckgrats von Nukleinsduren negativ geladen sind. lhre Laufrichtung ist somit
zum Pluspol (Anode) gerichtet. Die DNA-Molekile wandern mit einer Geschwindigkeit, die
umgekehrt proportional zu ihrer Gréfe ist, durch das Agarosegel. Kleinere Fragmente legen
demnach eine langere Strecke im als Molekularsieb fungierenden Agarosegel zuriick als
groBere Fragmente. Der Elektrophorese-Puffer (1x TBE, Tris-Borat-EDTA Puffer, s. 2.4.1),
der einen pH-Wert von 8,0 aufweist und das Gel Uberschichtet, gewahrleistet den
polyanionischen Zustand der DNA und somit auch die Wanderung im Gel. Zur
Charakterisierung der Fragmentgroen wurde ein Langenstandard (2-Log DNA-Ladder)
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aufgetragen, der DNA-Fragmente mit definierten GréRen enthalt. Durch Gegenulberstellung
der resultierenden Banden im Agarosegel konnte die GroRe der DNA-Fragmente beurteilt
werden.

Far die elektrophoretische Auftrennung wurden 2%ige Agarosegele verwendet. Zu deren
Herstellung wurde hochreine Agarose in 1x TBE-Puffer (s. 2.4.1) durch Erhitzen in der
Mikrowelle gelést, auf einem Magnetrihrer auf ca. 50°C abgekuhlt, mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid auf eine finale Konzentration von 0,1 ul/ml versetzt, in
einen Gelschlitten gegossen und bei Raumtemperatur ungefahr 20 min zum Polymerisieren
stehen gelassen. In dieser Zeit konnten die PCR-Proben mit dem 6-fach konzentrierten
Ladepuffer im Verhaltnis 5:1 versetzt werden. Dessen hohe Viskositat bedingte, dass die
Mischung in den ausgesparten Geltaschen verblieb und nicht in den Elektrophorese-Puffer
diffundierte. Die Wanderung der im Laufpuffer enthaltene Farbstoffe Bromphenolblau (ca.
100 bp) und Xylencyanol (ca. 800 bp) gaben Anhaltspunkte, an welcher Stelle im Gel sich
Banden mit entsprechender Grofe befanden (s. Abb. 3.1). Bei angelegten Spannungen
zwischen 80 V und 130 V dauerte die Elektrophorese ca. 1-2 Stunden. Das im Gel
enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die DNA. So konnte diese durch Bestrahlen mit UV-
Licht sichtbar gemacht und die Banden den entsprechenden Versuchstieren (s. 2.1)
zugeordnet werden.

2000
1000
{ 700
500

Abb. 3.1: Genotypisierung und ldentifizierung der Versuchstiere.

Reprasentative Bilder nach Auftrennung der PCR-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese zur
Identifizierung der jeweiligen Versuchstiere. (A) CRP4-Mauslinie, (B) aMHC-AT;R"%*-Mauslinie und
(C) red cGES-DE5-Sensor-tragende Mause (hier red-DES abgekiirzt). Weitere Erlduterungen im Text.

62



Methoden

Die PCR-Strategie, die dem Nachweis von CRP4 zugrunde liegt, basiert auf dem
spezifischen Nachweis der Exons 2-7, die bei CRP4-defizienten Mausen deletiert wurden
(Schmidtko et al. 2008). Ein Amplifikat mit einer Gré3e von 500 Basenpaaren (bp) dient der
Identifizierung des CRP4-WT Allels, wahrend der Nachweis des CRP4-KO Allels durch eine
Bande von 421 bp erfolgte. Das aMHC-AT{R-Transgen konnte durch ein PCR-Fragment mit
einer GroRe von ca. 350 bp detektiert werden, eine zusatzlich DNA-Bande von ca. 520 bp
diente als interne Kontrolle zur Uberpriifung der PCR. Tiere, die den red cGES-DE5 in ihrem
Genom integriert hatten, wurden durch ein Signal bei knapp 700 bp identifiziert (s. Abb. 3.1).

3.3 In-vivo Versuche

3.3.1 Sildenafil-Behandlung

Die Verabreichung des PDE5-Hemmstoffes Sildenafil (SIL) erfolgte ad libitum mit dem
Trinkwasser. Um trotz der hohen Metabolisierungsrate von SIL im murinen Organismus
ausreichende Wirkspiegel zu erreichen, wurde die Dosis auf 100 mg/kg/d festgelegt
(Takimoto et al. 2005, Patrucco et al. 2014). Bei einem durchschnittlichen Kérpergewicht von
20 g und einem Wasserkonsum von 5 ml pro Tag, ergibt sich daraus eine SIL-Konzentration
von 400 mg/l. Mit diesem Behandlungsregime betrdgt die durchschnittliche
Plasmakonzentration von SIL 70 nM (Adamo et al. 2010). Um den Wirkstoff zu 16sen bzw.
eine verfrihte Ausfallung von SIL zu verhindern, wurde der pH-Wert mit Zitronensaure auf
4,5 herabgesetzt. Zur weiteren Erhohung der Loslichkeit wurden Leitungs- und deionisiertes
Wasser im Verhaltnis 60:40 verwendet. Die Tiere der unbehandelten bzw. Placebo-
behandelten Gruppe erhielten exakt dasselbe Trinkwasser nur ohne Wirkstoffzusatz. Um
eine kontinuierliche Behandlung zu gewahrleisten, wurde die Lésung alle vier Tage frisch
zubereitet. aMHC-ATR"%*-Mause sowie deren WT-Geschwistertiere wurden ab ihrem 60.
Lebenstag fur weitere 60 Tage entweder mit SIL oder Placebo-Flissigkeit behandelt (s. Abb.
3.2).

Sildenafil (400 mg/l)
Placebo

Geburt 60 Tage 120 Tage

Abb. 3.2: Schema der Sildenafil-Behandlung.
Die Gabe des PDE5-Hemmstoffes Sildenafil erfolgte ad libitum im Trinkwasser ab dem 60. Lebenstag
fur weitere 60 Tage in einer Dosierung von 400 mg/l. Weitere Erlduterungen im Text.

Der Beginn der SlL-Behandlung wurde auf den 60. Lebenstag festgelegt, da der AT;-
Rezeptorantagonist Losartan zu diesem Zeitpunkt das Fortscheiten der kardialen
Umbauprozesse in aMHC-ATR"*-Mausen verzégern konnte (Paradis et al. 2000). Wahrend
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der Behandlung wurden die Tiere in Einzelkafigen gehalten und ihr Gewicht wdchentlich
dokumentiert. Nach Beenden der SIL-Applikation und dem Erreichen des 120. Lebenstages
wurden die Tiere geopfert, das Herz entnommen (s. 3.4.1) und fur histologische (s. 3.5) und
proteinbiochemische Untersuchungen (s. 3.7) sowie zur RNA-Analytik (s. 3.6) aufbereitet.
Bei zwei Kohorten wurde auflerdem mittels Echokardiographie eine Untersuchung der
Herzfunktion vorgenommen (s. 3.3.5).

3.3.2 Induktion physiologischer Herzhypertrophie durch Schwimmtraining

Ein physiologisches Myokardwachstum wurde in mannlichen CRP4-WT und CRP4-KO
Tieren durch ein kérperliches Training in Form von Schwimmen induziert. Diese Methode ist
in der kardiovaskularen Forschung sehr gut etabliert (Heineke et al. 2010): So sind die Tiere
in diesen Experimenten - im Gegensatz zu Versuchen mit Laufradern, bei denen die Mause
gemalR ihrer Motivation trainieren - wahrend der gesamten Versuchszeit in Bewegung. Dies
fuhrt zu geringeren Schwankungen innerhalb der Versuchsgruppe, sowie zu einer hohen
Reproduzierbarkeit und laborlibergreifender Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Fir die
Schwimmexperimente wurde ein rundes Behéltnis mit einer Flache von 2000 cm? und einer
Tiefe von 15 cm verwendet (s. Abb. 3.3). Dies entspricht den Vorgaben des National Heart
Lung and Blood Institute (NHLBI), eine dem National Institute of Health (NIH) zugehdérige
Division fiur Herz-Kreislauferkrankungen (http://cardiogenomics.med.harvard.edu/groups/
proj1/pages). Um die Tiere keinem zusatzlichen Stress auszusetzen, wurde das Wasser fir
die Experimente beheizt und die Temperatur Uber die gesamte Versuchsdauer konstant bei
30-32°C gehalten. In einer Versuchsreihe schwammen maximal 12 Mause gleichzeitig in
dem Becken. Die physischen Interaktionen zwischen den Tieren beim Schwimmen in einer
Gruppe sind durchaus erwinscht, so waren diese standig in Bewegung und die Phasen, in
denen die Mause bewegungslos gleiten, das sog. Floaten, konnten verringert werden. Vor
Beginn des Experiments wurden die Tiere im Experimentierraum an einen ,umgekehrten®
Tag-Nacht-Rhythmus gewoéhnt. Hierfir wurden mit Hilfe einer Zeitschaltuhr die Hell-und
Dunkelphasen alle zwei Tage um je eine Stunde verschoben. Auf diese Weise konnten die
Experimente in der Aktivititsphase der Mause, also im Dunkeln, stattfinden. Das
Versuchsprotokoll startet mit zweimal taglichem Schwimmen Uber 5 min. In der sich
anschlieRenden ,Trainingsphase“ wurde ab dem 2. bis zum 10. Tag die Schwimmdauer
sukzessive in 10-Minuten-Schritten Tag fir Tag gesteigert (Kaplan et al. 1994). Dies
ermoglicht eine langsame und kontinuierliche Adaptation der Tiere an das Schwimmtraining
bei initial moglichst niedrigen Belastungen. Nach dieser ,Trainingsphase® folgten weitere 20
Tage Uber die volle Schwimmdauer von zweimal taglich 90 min (s. Abb. 3.3). In dieser Zeit
sollte sich das physiologische Herzwachstum der nun gut trainierten Mause etablieren. Die
Literatur beziffert die durchschnittliche Zunahme der Herzmasse mit diesem Protokoll auf
16,5% (Kaplan et al. 1994). An jedem Versuchstag betrug die Zeit zwischen den
Trainingseinheiten, in der sich die Tiere erholen konnten, mindestens vier Stunden. Der
Experimentator verweilte Uber die gesamte Dauer aller Schwimmeinheiten neben dem
Becken und beobachtete die Tiere fortwdhrend. Nach jeder Schwimmphase wurden die
Tiere mit einem saugfahigen Zellstofftuch vorsichtig getrocknet und in ihre Kafige
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zuruckgesetzt. Das Trocknen wurde mittels warmenden Rotlichtlampen unterstatzt. Auch
hier wurde das Korpergewicht zweimal in der Woche kontrolliert. Nach Beenden der
Schwimmversuche wurden die Herzen der Tiere enthommen, das Ausmal der Hypertrophie
bestimmt (s. 3.4.1) und die Herzen gegebenenfalls weiter aufgearbeitet.

A
Versuchs- Organ-
beginn entnahme
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
| |
| 9-tagige Trainingsphase 21-tagige Schwimmphase
B Schwimmtag | Schwimmdauer c
[min]
1 2x5
2 2x10
3 2x20
4 2x30
5 2 x40
6 2 x50
7 2 x 60
8 2x70
9 2 x 80
10-30 2 x90

Abb. 3.3: Schwimmversuche zur Induktion einer physiologischen Herzhypertrophie.

(A) Zeitstrahl Gber den Ablauf des Experiments. (B) Der 9-tagigen Gewdhnungsphase folgten weitere
21 Tage Schwimmen Uber 2x taglich 90 min gemal einem etablierten Protokoll (Kaplan et al. 1994).
(C) Beheizbares Behaltnis zur Durchfiihrung der Schwimmexperimente. Weitere Details im Text.

3.3.3 Angiotensin lI-Applikation mittels osmotischer Minipumpen

Ein pathophysiogisches Herzmuskelwachstum von CRP4-WT, CRP4-HET und CRP4-KO
Tieren (mannlich, 10-15 Wochen alt) wurde durch kontinuierliche, subkutane Applikation des
Peptidhormons Ang Il in einer wachstumspromovierenden Dosis von 2 mg/kg/d (geldst in
0,9% NaCl/0,01 M Essigsaure, s. 2.4.2) stimuliert (Nakayama et al. 2010, Patrucco et al.
2014). Die Kontrolltiere beider Genotypen erhielten NaCl. Die Applikation erfolgte Uber eine
7-tagige Dauerinfusion mittels osmotischer Minipumpen (s. Abb. 3.4). Diese wurden durch
einen kleinen Hautschnitt in die Maus eingesetzt. Fortan wurde das Arzneistoffreservoir
durch Einstromen von interstitiellem Wasser durch eine semipermeable Membran
zusammengedrickt und die Wirkstofflésung in einer vorbestimmten Flussrate von 0,5 pl/h
kontinuierlich an das Versuchstier abgegeben. Im Gegensatz zu Injektionen gewahrleistet
diese Methode gleichbleibende Blutspiegel und eine hohe Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse (Theeuwes and Yum 1976). Die exakte Dosierung von Ang Il wurde dem
entsprechenden Korpergewicht des jeweiligen Tieres in Intervallen von 0,5 g durch
Verdinnung einer Stammldsung mit dem Ldsemittel angepasst. Von der entsprechenden
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Ang ll-L6ésung wurden 115 pl hergestellt und in die osmotischen Minipumpen mit einem
Fassungsvermdgen von 100 pl mit Hilfe des mitgelieferten Kanullensystems eingeflllt. Um
eine Adsorption des Peptidhormons Ang Il an Kunststoffoberflachen von herkémmlichen
ReaktionsgefaRen zu vermeiden, wurde die Ang IlI-Lésung in speziellen Polymer-
beschichteten Reaktionsgefallen hergestellt (Protein-LoBind Tubes, Eppendorf).
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Abb. 3.4: Ang ll-Infusion mittels osmotischer Minipumpen.

(A) Strukturformel von Ang Il. Die osmotischen Minipumpen wurden mit einer Ang II-L6sung (500
pg/100 pl) beflllt. Die kontinuierliche Abgabe dieses pro-hypertrophen Neurohormons an das
Versuchstier erfolgte Uber 7 Tage (B) Operierte Maus kurz nach der Implantation der Pumpe. Weitere
Erklarungen im Text.

Es folgte eine Inhalationsnarkose, bestehend aus einem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch, das
erfahrungsgeman eine sehr gute Steuerung von Dauer und Tiefe der Narkose ermdglicht.
Als Anasthesieapparat wurde ein Narkosekreissystem mit integriertem Ventilator und einem
vorgeschalteten Verdampfer fur Isofluran verwendet und Uber eine Maske der Maus
appliziert. Ein angestrebter Isofluran-Anteil von 1-2% zur Aufrechterhaltung der Narkose
wurde Uber die gesamte Dauer der Operation konstant gehalten. Eine Trachealintubation
war hierfur nicht nétig. Fur die Dauer des Eingriffs (ca. 10 min) wurde die Korpertemperatur
der Maus Uber einen beheizten OP-Tisch bei 37°C gehalten. Nach Erreichen der
erforderlichen Narkosetiefe (Aussetzen der Lid-und Zwischenzehenreflexe) wurde eine
geeignete Stelle am Ricken zwischen den Flanken desinfiziert und ein kleiner Hautschnitt
gesetzt. Dieser erdffnete nur Fell und Haut und ist ca. 1-1,5 cm lang. Wenn bei diesem
Vorgehen die Haut des Tieres zusatzlich mit einer Pinzette leicht angehoben wurde, konnte
eine Verletzung von tieferliegenden Muskelschichten durch den Schnitt ausgeschlossen
werden. Die mit Ang Il bzw. NaCl befiillten osmotischen Minipumpen wurden mittels sterilen
Handschuhen enthnommen, mit der vorbereiteten Lésung befillt und mit dem Dispenser in
Kopfrichtung der Maus eingesetzt. Anschliefend wurde die Wunde vollstandig mit bis zu flnf
Einzelknopfndhten verschlossen und im Sinne einer Entzindungspravention erneut
desinfiziert. Bis zum Erwachen wurden die Tiere in ihren Haltungskafigen durch eine
Warmelampe vor Hypothermie geschutzt. Nach circa 45-60 min hatten sich die Mause
vollstandig von der Narkose erholt, was an ihrer lokomotorischen Aktivitat beobachtet
werden konnte.
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3.3.4 Radiotelemetrische Blutdruckmessung

Ein Telemetrie-gestitztes Mel3system erlaubt parallel die Aufzeichnung des systolischen und
diastolischen Blutdrucks sowie der Herzfrequenz und der lokomotorischen Aktivitat. Im
Gegensatz zur nicht-invasiven Tail-Cuff-Plethysmographie, die fiir valide Ergebnisse taglich
neu angewendet werden muss, werden die Mause insgesamt weniger gestresst, denn
Katheter und Sender werden in einer einmaligen Operation eingesetzt und liefern Uber einen
langen Zeitraum sehr genaue und reproduzierbare Messwerte (Van Vliet et al. 2000). Das
Narkoseregime hierbei war analog zur Implantation der Minipumpen (s. 3.3.3). Um ein
Austrocknen der Cornea unter Narkose zu verhindern, wurden die Augen der Mause mit
einer dunnen Schicht Dexpanthenol-haltiger Augensalbe bedeckt. Das Tier wurde
anschlielfend in Rickenlage auf einem beheizten OP-Tisch bei 37°C fixiert, wobei eine
Uberstreckung vermieden werden sollte. Die Temperaturkontrolle erfolgte (ber eine
Rektalsonde. Nach Feststellen der erforderlichen Narkosetiefe durch volliges Ausbleiben der
Lid-und Zwischenzehenreflexe wurde das Fell im Brustbereich mit einem Skalpell entfernt
und die Haut desinfiziert. AnschlieRend erfolgte die ventrale Inzision, submandibular
beginnend bis zum Sternum, was ungefahr einer Lange von 2,5 cm entsprach. Die linke
Arteria carotis communis und Arteria carotis externa wurden im Bereich der Bifurkation
vorsichtig von umliegenden Gefallen und Nervenbahnen freiprapariert. Der Zugang erfolgte
hierbei nach vorsichtigem Teilen der beiden Halften der Glandula mandibularis zwischen
dem Musculus sternohyoideus und dem Musculus sternomastoideus, wobei der Nervus
vagus so gut wie moglich geschont wurde. Wahrend der gesamten Operation musste durch
ausreichend NaCl in der OP-Region ein Austrocknen verhindert werden. Die nun freiliegende
Arteria carotis communis wurde vorsichtig untertunnelt und mit 7/0 Seide (Resorba)
unterhalb der Bifurkation irreversibel ligiert. Ungefahr 0,8-1 cm proximal zur ersten Ligatur,
wurde eine zweite, reversible Ligatur gesetzt. Hierbei wurde der vorgefertigte Knoten jedoch
nicht vollstandig zugezogen, sondern vielmehr der Faden mittels einer Bulldogklemme
festgehalten und so weit gespannt, bis der Blutfluss derart unterbrochen war, dass der
GefalRabschnitt innerhalb der Ligaturen nicht mehr pulsierte (s. Abb. 3.5). Mit einer sterilen,
an der Spitze um 90° gebogenen Kaniile (27G; 0,4 x19 mm) wurde in der Mitte des isolierten
GefaRabschnitts ein medianer Schnitt gesetzt und der Druckkatheter des Transmitters mit
Hilfe eines Katheterhalters vorsichtig eingefihrt und mit einer atraumatischen Mini-
Bulldogklemme transient fixiert. Durch gleichzeitiges Lésen der Klemme und Vorschieben
des Katheters wurde dieser anschlieRend zu seiner optimalen Position im Aortenbogen
vorgeschoben. Der vorgefertigte Knoten der voribergehenden zweiten Ligatur wurde nun
endglltig verschlossen und alle Bulldogklemmen entfernt. Zwei weitere Knoten dienten der
zusatzlichen Fixierung des Katheters an der Arteria carotis communis. Mittels einer stumpfen
Schere wurde im rechten Flankenbereich zwischen den Vorder- und Hinterldufen seitlich
eine Tasche geschaffen, die zur Volumensubstitution und Reibungsverminderung mit 1 ml
steriler NaCl-Lésung beflllt werden konnte. Darin wurde auch die Sendeeinheit des
Transmitters platziert. AnschlieRend wurden die Speicheldriisen wieder in ihre urspriingliche
Position gebracht und die Wunde mit einer ausreichenden Anzahl an Einzelknopfndhten
vollstadndig verschlossen. Nach Reinigung der Naht mit NaCl und Desinfektion der Wunde,
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verweilten die Tiere schon wahrend der Aufwachphase wieder in ihrem Heimatkafig,
gewarmt von einer Rotlichtlampe. Um ein gegenseitiges Eroffnen ihrer frischen OP-Nahte zu
verhindern, wurden die Tiere nach jeder durchgefiihrten Operation einzeln gehalten. Das
telemetrische Datenerfassungssystem erlaubt ohnehin nur die Aufzeichnung von einem
Blutdrucksignal pro Kafig. AuBerdem kdnnten physische Interaktionen zwischen den Tieren
die Daten verfalschen.

Abb. 3.5: Operation zur Implantation telemetrischer Blutdruckmesskatheter.

(A) Druckkatheter zur telemetrischen Blutdruckmessung und Schema =zur Platzierung der
Sendeeinheit des Telemetriesensors. (B) Position des Druckkatheters im Aortenbogen. (C) Bifurkation
der Arteria carotis communis mit permanenter Ligatur (oben). Von der Bifurkation aus wurde der
Katheter in Herzrichtung in das Gefal} gelegt. Hierfir wurde eine transiente Ligatur (unten) benétigt.
Weitere Details im Text. (D) Die permanente Ligatur der Karotis (rechter Knoten) und eine
voribergehende Abschnirung der Blutzufuhr (linker Knoten) erlauben das Einbringen des
Druckkatheters. Die Ligaturen sind durch Pfeilspitzen dargestellt. (E) Durch vorsichtiges Lésen einer
atraumatischen Bulldogklemme wird der Druckkatheter zum Aortenbogen vorgeschoben. (F) Der
Katheter ist bereits platziert und wird mit insgesamt drei Knoten an der Arteria carotis communis
befestigt. Die Abbildungen A-C wurden dem Handbuch der Firma DataScience enthommen.

Nach Ablauf einer mindestens 7-tdgigen Regenerationsphase und abgeschlossener
Wundheilung konnten verlassliche Blutdruckdaten bestimmt werden. Die implantierten
Transmitter wurden mittels Magnetinduktion eingeschaltet und die Kafige auf Daten-
Empfangsplatten gestellt, die mit einem PC-gesteuerten Receiver verbunden sind. Wahrend
der Messungen, die fir die Tiere unbemerkt abliefen, wurden die Daten Uber den Sender in
5-mindtigen Intervallen viermal pro Stunde lbertragen. Die relevanten Parameter konnten
somit kontinuierlich in der Hell- (8-20 Uhr) und Dunkelphase (20-8 Uhr) mit dem Dataquest
A.R.T.3.1 Software-Paket aufgenommen werden. Die Basalmessungen wurden Uber einen
Zeitraum von drei Tagen durchgefihrt. Daruber hinaus wurde der Anstieg des Blutdrucks
wahrend der 7-tdgigen Ang ll-Dauerinfusion aufgezeichnet. Hierzu wurden die Messungen
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sofort nach Implantation der osmotischen Minipumpen (s. 3.3.3) im selben Intervall
fortgeflihrt.

3.3.5 Echokardiographische Bestimmung der Herzfunktion

Mittels nicht-invasiver Echokardiographie sollten zusatzlich Erkenntnisse Uber die
Herzfunktion von aMHC-AT;R“*-Tieren sowie Mausen der CRP4-Linie + Ang Il und von
Doppelmutanten aus der Verpaarung dieser zwei Mauslinien (aMHC-AT1R‘9’+/CRP4-WT;
aMHC-ATR¥*/CRP4-KO, s. 3.1.2) gewonnen werden. Untersuchungen der HerzgréRe,
Wanddicke, Verkurzungsfraktion und Auswurfleistung sind etablierte Parameter, um
Ruckschlisse auf eine eventuelle Funktionseinschrénkung des Herzens zu ziehen. Die
Ultraschalluntersuchungen wurden mit einem Echokardiograph fur Kleintiere an der
Medizinischen Klinik (Abteilung Innere Medizin Ill / Kardiologie und Kreislauferkrankungen
des Universitatsklinikums Tubingen) durchgefiuhrt. Das Ultraschallgerat fir diese
Untersuchungen wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gawaz zur Verfigung gestellt.

=
=
-
-

Abb. 3.6: Messung der Herzfunktion mittels nicht-invasiver Echokardiographie.

Die Messung erfolgte an einem Echokardiograph fir Kleintiere (Vevo 2100, VisualSonics). (A)
Fixierung der narkotisierten Maus auf einem beheizbaren Tisch. (B) Hardware und Software zur
Echtzeit-Aufzeichnung und Auswertung der erhaltenen Filmsequenzen.

Unter volatiler Isofluran-Narkose wurden die Tiere auf einem beheizbaren, mit EKG-
Elektroden ausgestatteten OP-Tisch bei 37°C fixiert (s. Abb. 3.6 A) und die Kérpertemperatur
(mittels Rektalsonde) sowie der Puls standig Uberwacht. Letztgenannter sollte flr
reproduzierbare Messungen zwischen 300 und 350 Schlagen in der Minute betragen. Um
eine stérungsfreie und hochauflésende Untersuchung zu gewahrleisten, wurde das Fell im
Brustbereich mit einer Enthaarungscreme entfernt. Nach Auftragen des handwarmen
Ultraschallgels wurde mit Hilfe eines 30-MHz-Schallkopfes zunachst der Brustkorb
abgefahren, bis das Herz auf dem Monitor sichtbar wurde (s. Abb. 3.6 B). Fir valide und
reproduzierbare langsaxiale Messungen erfolgte eine exakte Ausrichtung des linken
Ventrikels: Durch Feinjustierung des beweglich OP-Tisches sowie des Schallkopfes musste
das Herz so ausgerichtet werden, dass sowohl die Aortenklappe als auch der Apex in seiner
vollen Dimension im zweidimensionalen B-Mode (brightness modulation) dargestellt wurde.
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Erst dann konnte die exakte Ausmessung der Kammerdimensionen im M-Mode (time
motion) durchgefiihrt werden. Hierbei erzeugt der Schallkopf, bevorzugt in der Mitte des
linken Ventrikels, einen einzigen Strahl mit hoher Pulsrepetitionsfrequenz und daher hoher
zeitlicher Aufldsung. Reflektierende Strukturen dieses eindimensionalen Strahls werden auf
dem Bildschirm entlang der vertikalen Achse dargestellt, die horizontale Achse stellt die
Zeitachse dar. Durch eine Drehung des Schallkopfes um 90° wurden ebenso Aufnahmen der
Querachse angefertigt. Nach der circa 15-minatigen Untersuchung wurden die Mause vom
Ultraschallgel gereinigt und verweilten bis zum Erwachen unter einer warmenden
Rotlichtlampe. Die Messungen wurden fir jede Achse in drei verschiedenen Positionen
durchgefthrt. Hierzu wurde der OP-Tisch mit der Maus immer schrager gestellt. Zur
Auswertung wurden pro Position jeweils drei Stellen der erhaltenen Filmsequenz
herangezogen. Auf diese Weise kénnen die Wanddicken des interventrikuldren Septums
(IVS), das die rechte und linke Herzkammer voneinander trennt, sowie die linksventrikulare
Hinterwand (LVHW) und die Kammerdimensionen in Systole und Diastole vermessen
werden (s. Abb. 3.7). Hieraus lassen sich wiederum samtliche Parameter zur
Charakterisierung der Herzfunktion wie die Verkurzungsfraktion (%FS, Fractional
Shortening) sowie die Auswurffraktion (%EF, Ejection Fraction) errechnen:

FS (%) = (LVEDD-LVESD) / LVEDD EF (%) = (EDV-ESV) / EDV

(LVEDD: Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser; LVESD: Linksventrikularer end-
systolischer Durchmesser; EDV: Enddiastolisches Volumen; ESV: Endsystolisches Volumen)

Abb. 3.7: Auswertung der echokardiographischen Messungen.

B-Mode-Aufnahmen der (A) Langsachse und (B) Querachse zur exakten Ausrichtung der Herzen. Der
Doppler (rote Linie) wurde in der Mitte platziert und die Aufnahmen im M-Mode weitergefiihrt. (C) Die
M-Mode-Sequenzen dienten der Vermessung der Kammerdimensionen (IVS: Interventrikulare
Septumsdicke; LVEDD: Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser LVESD: Linksventrikularer
endsystolischer Durchmesser; LVHW: Linksventrikulare Hinterwandsdicke).
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Zur Untersuchung des akuten Kontraktionsverhaltens nach einem sympathomimetischen
Stimulus wurde den Tieren am Ende der dritten langsaxialen Messung 100 pl einer
Isoprenalin-Lésung injiziert (0,1 mg/kg; s. 2.4.2). Bei Erreichen der hochsten Pulsfrequenz
(350 Schlage/min) wurde die maximale Kontraktion mittels M-Mode Aufnahmen bestimmt.

3.4 Organentnahme und Zellkultur

3.4.1 Organpraparation und Bestimmung der kardialen Hypertrophie

Samtliche Versuchstiere wurden durch Inhalation von Kohlenstoffdioxid (CO,) eingeschlafert.
Dies geschah in deren vertrautem Haltungskafig durch langsames, kontinuierliches Einleiten
von CO; bei geschlossenem Kafigdeckel, was dazu fiihrte, dass die Maus zunachst in eine
tiefe Bewusstlosigkeit fallt. Sobald der Tod des Tieres eingetreten war, wurde zunachst das
Korpergewicht bestimmt, dann erfolgte sogleich die Organentnahme. Hierbei wurde der
Thorax er6ffnet, das Herz freiprapariert, entnommen und unter einer Stereolupe in eiskalter
isotonischer, phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) von anhaftendem Bindegewebe befreit.
Um Blutreste und moégliche Thromben in den Ventrikeln zu entfernen, wurde das Herz
retrograd uber die Aorta mit einer 1 ml Spritze und dinner Kaniile (25G; 0,5x16 mm) gespulilt,
transversal halbiert, auf einem fusselfreien Tuch vorsichtig getrocknet und anschlieRend auf
einer Analysenwaage gewogen. Das Ausmal der kardialen Hypertrophie wurde durch das
Verhaltnis des Herzgewichts zum Koérpergewicht (HG/KG) determiniert. Da fur weitere
Versuche nur die Ventrikelmasse Verwendung fand, wurden die Vorhéfe abgetrennt.
Entsprechend der weiteren Versuchsplanung wurde das Herz entweder sofort
weiterverarbeitet oder in zwei bzw. drei gleichgrofRe Stiicke geteilt. Fir spatere RNA (s. 3.6)
und Protein-Untersuchungen (s. 3.7) wurde das Gewebe in 2 mI-Reaktionsgefalie Uberfiihrt,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Das Herzgewebe im Bereich
des Papillarmuskels wurde teilweise fur histologische Untersuchungen in PFA fixiert und
weiterverarbeitet (s. 3.5). Bei offensichtlichen Unterschieden bezlglich des Kérpergewichts
innerhalb der Versuchsgruppen musste das Herzgewicht zusatzlich auf die Tibialdnge
normiert werden. Dazu wurde das Kniegelenk oberhalb des Schienbeinkopfes durchtrennt
und die rechte Tibia entnommen. Diese wurde 20 min gekocht, was das Freilegen des
Knochens erheblich erleichterte. AnschlieBend wurde die Tibialange mit einem digitalen
Messschieber festgestellt. Das Hypertrophieausmall wurde bestimmt, indem das
Herzgewicht auf die Tibialdnge normalisiert wurde (HG/TL). Zuséatzlich wurden im Laufe
dieser Arbeit auch Lunge, Niere und Aorten entnommen. Fur die Entnahme der Aorten
wurde das Herz mit einer Pinzette angehoben und entlang der Wirbelsaule bis zur Hohe der
Leber mit einer gebogenen Schere geschnitten. Anschliellend musste die Aorta mit feinen
Pinzetten von Bindegewebe, Blut und ventdsen Gefalen freiprapariert werden.
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3.4.2 In vitro-Stimulationsexperimente

Um zu untersuchen, ob CRP4 auch im Herzen ein Substrat der cGKI ist, wurde in einem in
vitro-Experiment die cGKI-Phosphorylierungsaktivitat durch Zugabe des membrangangigen
cGMP-Analogons 8-Br-cGMP (Schwede et al. 2000) stimuliert. Hierzu wurden CRP4-WT und
CRP4-KO Herzen direkt nach der Enthahme, dem Spilen und der Abtrennung der Vorhofe
(s. 3.4.1) transversal in zwei Halften geteilt und in jeweils 3 ml Tyrode-Lésung (s. 2.4.3) in
kleine Zellkulturschalen (3 cm Durchmesser) gegeben. Es folgte eine weitere Zerkleinerung
der Herzhalften mit einer Augenschere. In jeweils eine Schale pro Genotyp wurde 8-Br-
cGMP in einer finalen Konzentration von 10 yM zugegeben und alle Schélchen in einen
Brutschrank (37 °C, 5% CO,) gestellt. Nach 30 min erfolgten die Uberfiihrung der Herzstiicke
in jeweils 300 yl SDS-Lysepuffer (s. 2.4.6) und die Extraktion der kardialen Proteine wie in
Kapitel 3.7.1 beschrieben. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Western Blot (s.
3.7.4 und 3.7.6) sollte mit phosphospezifischen Antikdrpern eine mégliche Phosphorylierung
des Serin-104 von CRP4 gezeigt werden. Diese Antikorper (s. 2.4.6) detektieren Serin- und
Threonin-Reste, die durch sogenannte AGC-Kinasen (Arginin-directed-kinases)
phosphoryliert wurden. Hierzu gehéren neben der cGKI aber auch PKA, PKC sowie
AKT/PKB (Kemp and Pearson 1990). Wichtig hierbei ist ein Arginin-Rest 3 Positionen vor
dem zu phosphorylierenden Serin. Dies ist bei der RKTS-Sequenz von CRP4 erfilllt.

3.4.3 Isolation und Kultivierung muriner Kardiomyozyten

Far die Isolation und Kultivierung adulter Herzmuskelzellen wurden durchschnittlich 8-10
Wochen alte weibliche Mause verwendet. Dieser Isolation liegt das AfCs Protokoll
PP00000125 zugrunde. Um Thrombenbildung zu verhindern, wurde die Blutgerinnung mit
250 I.E. Heparin (i.p. in PBS) herabgesetzt. Die Isolierung erfolgte nach der Langendorff-
Methode, wobei das Herz bei 37°C retrograd perfundiert wurde (s. Abb. 3.8).

Abb. 3.8: Langendorff-Perfusionsanlage zur Isolation von Kardiomyozyten.
Das Herz wird Uber die Aorta an ein Kantilensystem angeschlossen und retrograd mit Kollagenase-
und Trypsin-haltigem Puffer durchspiilt. Weitere Details im Text.
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Nach Entnahme des Herzens und der Entfernung des Bindegewebes in handwarmem PBS
wurde das Herz vorsichtig Uber die Aorta an die Perfusionskanile angeschlossen, mit Seide
(5/0) festgeknotet und Uber einen Adapter mit der Perfusionsanlage verbunden. Wahrend
des Spulens mit Perfusionspuffer blahte sich das Herz bei optimal erfolgter Perfusion auf
seine dreifache GroRRe auf. Nach 4 min wurde der Perfusionspuffer gegen einen
Kollagenase- und Trypsin-haltigen Verdaupuffer (s. 2.4.3) ausgetauscht. Die Flussrate der
Pumpe betrug konstant 2,5 ml/min. Nach ungefahr 15 min war das Herz soweit verdaut, dass
die Kardiomyozyten vereinzelt werden konnten. Das Herz wurde von der Perfusionsanlage
entfernt und in 2,5 ml Verdaupuffer (wurde vor Zugabe der Kollagenase abgenommen) in
eine kleine Petrischale gelegt. Nach Abtrennung der Vorhéfe wurde das Herz mit Hilfe feiner
Pinzetten vorsichtig auseinander gezupft. Alle weiteren Schritte erfolgten unter der
Sterilwerkbank. Durch vorsichtiges Homogenisieren mittels Stripetten (2 ml und 5 ml, jeweils
3 min) konnten zusatzliche Myozyten aus dem Zellverbund herausgeldst werden. Um
Gewebetrimmer abzutrennen, wurde die Zellsuspension anschlieltend Uber ein Zellsieb mit
100 ym Maschenweite gegeben, mit 2,5 ml Stop 1-Lésung versetzt, fir weitere 3 min mittels
5 ml-Stripette resuspendiert und fir 10 min in einem 50 ml-Falcontube unter der
Sterilwerkbank stehen gelassen. In dieser Zeit setzte sich ein Teil der Myozyten ab. Der
Uberstand wurde in ein 15 ml-Falcontube (iberfiihrt und bei 960 rpm zentrifugiert. Der hierbei
entstandene Uberstand enthalt kardiale Fibroblasten. Dieser konnte, sofern er nicht
weiterverarbeitet wurde (s. 3.4.5), verworfen werden. Das entstandene Pellet wurde in 4,5 ml
Stop 2-Loésung resuspendiert und auf das erste Pellet tUberflhrt. Mit weiteren 4,5 ml Stop 2-
Lésung wurde =zunachst das 15 ml-Falcon gespilt und anschlieBend auch zur
Zellsuspension des ersten Pellets gegeben. Die nun reine Myozytensuspension wurde nach
sorgfaltigem Homogenisieren zur Ca?-Reinduktion in 10 cm-Petrischalen (iberfiihrt. Im
Abstand von 4 min wurden zweimal jeweils 100 pl einer 10 mM sowie 30 pl und 50 pl einer
100 mM CaCl,-Lésung zugegeben und durch vorsichtiges Schwenken der Schalen verteilt.
Die Zellsuspension wurde erneut in ein 50 mil-Falcontube Uberfiihrt und 12 min stehen
gelassen. Der Uberstand wurde wiederum abgenommen und bei 960 rpm zentrifugiert (1
min). Das neu entstandene Pellet wurde weiterverarbeitet, indem es mit 2 ml
Aussaatmedium resuspendiert und auf das erste Pellet im 50 ml-Falcontube Uberfihrt wurde,
wo eine erneute Homogenisierung mit 2 ml Aussaatmedium erfolgte. Zur Kultivierung der
Kardiomyozyten wurden Laminin-beschichtete Vierkammersysteme aus Glas verwendet (s.
2.4.3). Je nach Ausbeute wurde die Myozytensuspension auf 3-6 Kammern ausgesat und in
den Brutschrank bei 2% CO,-Begasung gestellt. Nach einer Stunde waren die Zellen
adharent, sodass ein Wechsel zum Kulturmedium durchgefiihrt werden konnte, indem die
Zellen theoretisch bis zu 24 Stunden belassen werden konnten. Fir die Immunfluoreszenz-
Farbungen wurde jedoch nach 2 Stunden vorsichtig das Medium abgezogen und die Zellen
fur 10 min mit 4% PFA fixiert (s. 2.4.4), dreimal mit PBS gewaschen und ebenso in PBS bei
4°C fur maximal 3 Tage gelagert.

Far die Experimente zur RNA-Isolierung aus Kardiomyozyten wurden folgende
Abweichungen vorgenommen: Die Zellsuspension wurde nach Resuspendieren in Stop 2-
Lésung nochmals zentrifugiert und wiederum in 4,5 ml Stop 2 resuspendiert. Nach erneutem
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Zentrifugieren sollten alle Fibroblasten eliminiert sein und das entstandene Pellet wurde
sofort fur die Gewinnung von RNA weiterverarbeitet (s. 3.6.1).

3.4.4 FRET-Messungen in isolierten Kardiomyozyten

Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) ermdglicht die Messung der cGMP-Spiegel in
intakten, lebenden Kardiomyozyten von aMHC-AT1R9*-Tieren, die zusétzlich den red
cGES-DES-Sensor exprimieren, und deren Wurfgeschwister-Kontrolltieren. Diese Analysen
wurden in Hamburg im Labor von Prof. Viacheslav Nikolaev am Institut fir Experimentelle
Herz-Kreislaufforschung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf von Dr. Hariharan
Subramanian durchgefiihrt. Die Isolation der Myozyten erfolgte prinzipiell nach demselben
Protokoll (s. 3.4.3), gewisse laborspezifische Unterschiede bezlglich der verwendeten
Kollagenase oder Inkubationszeiten waren allerdings mdglich. Um cGMP-Signale zu
ermitteln, wurden die isolierten Zellen mit 1 uyM CNP stimuliert. Diese Prastimulation war
noétig, da die basale cGMP-Konzentration in Kardiomyozyten mit 10 nmol/l sehr gering ist.
Die Fluoreszenzintensitaten des Donors (T-Sapphire) und des Akzeptorfluorophors (Dimer2,
RFP) konnten anschlieRend mit einem daflir spezifizierten Mikroskop und geeigneten Filtern
(Till Photonics) bei 405 nm detektiert und Uber die Zeit dargestellt und quantifiziert werden.
Das zugrunde liegende Prinzip ist eine cGMP-induzierte Anderung der Fluoreszenzintensitat,
die mit einem detektierbaren Farbwechsel von grin zu rot einhergeht. Ein Anstieg des
FRET-Signals impliziert letztlich ein Ansteigen der cGMP-Konzentration (Gotz et al. 2014).

3.4.5 Isolation und Kultivierung kardialer Fibroblasten

Um aus einer Maus sowohl Kardiomyozyten als auch Fibroblasten zu gewinnen, wurde der
Uberstand nach dem priméaren Zentrifugationsschritt der Myozytenisolation (s. 3.4.3) weiter
verarbeitet. Dieser enthalt kardiale Fibroblasten und wurde 7 min bei 1400 rpm sedimentiert,
in Medium fir die Fibroblastenkultur (s. 2.4.3) resuspendiert und in Petri-Schalen mit einem
Durchmesser von 10 cm fiir ungefahr zwei Wochen bei 5% CO, im Brutschrank kultiviert.
Alle 2-3 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgeflihrt, hierbei wurden stets die gesamten 10
ml ausgetauscht. Nach Erreichen einer Konfluenz von ungefédhr 90% konnten die Zellen
geerntet werden: Das Medium wurde abgezogen und die Schalen zweimal mit je 10 ml PBS
gewaschen. Anschlielend wurde je 1 ml Trypsin pro Schale zugegeben. Nach ungefahr 5
min konnten die Fibroblasten durch leichtes Klopfen an die Zellkulturschale abgeldst werden.
Mit 12 ml frischem Medium wurde die Aktivitdt des Trypsins gestoppt, die Zellen sogleich in
ein 15 ml-Falcontube Uberfiihrt und zentrifugiert (1400 rpm, 7 min). Der Uberstand konnte
verworfen werden, das resultierende Pellet wurde in 1,3 ml PBS resuspendiert und erneut
sedimentiert. Nach Abziehen des letzten Uberstandes wurde mit der RNA-Isolation
fortgefahren (s. 3.6.1).
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3.5 Histologie

3.5.1 Einbetten der Gewebe und Anfertigung von Kryoschnitten

Nach der Organentnahme wurde das Segment, welches fir histologische Untersuchungen
bestimmt war, zunachst fir 4 Stunden in 2%iger Paraformaldehydlésung (PFA) im Kihlraum
(4°C) auf einem Schittler inkubiert. Hierbei kommt es zur chemischen Quervernetzung der
Proteine, die somit in ihrem jeweiligen Zustand zum Zeitpunkt der Entnahme fixiert werden.
Auf diese Weise wird dariiber hinaus eine Proteindegradation verhindert. Nach dreimaligem
Waschen fir je 20 min in PBS wurde das Gewebe in PBS-Saccharosel6sungen mit
aufsteigenden Konzentrationen Uberfuhrt. Dies dient als Gefrierschutz, denn die gleichzeitig
erfolgende osmotische Entwéasserung wirkt einer mdglichen morphologischen Zerstérung
durch eingelagertes und gefrierendes Wasser entgegen. Die Gewebe wurden fir eine
Stunde in 5%ige Saccharosel6sung Uberfihrt und anschlieRend lber Nacht in 10%iger
Lésung inkubiert. Zuletzt erfolgte eine Inkubation flir mindestens weitere 24 Stunden in
20%iger Saccharoseldsung. Mittels Aluminiumfolie wurden einseitig offene Gefalke geformt,
in die das glykolhaltige Einbettmedium (s. 2.4.4) gefullt wurde und welches kurz bei -80°C
angefroren wurde. Anschlielend wurden die fixierten Herzscheiben bzw. Aortenabschnitte
mittig eingetaucht und komplett mit glykolhaltigem Einbettmedium uberschichtet und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. An einem Kryotom wurden bei durchschnittlich -
25°C 8 um feine Serienschnitte angefertigt, auf Superfrost-Objekttrager aufgeschmolzen und
etwa 3 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Sofern die Schnitte nicht unmittelbar
histologischen Farbungen zugefihrt wurden, erfolgte die langerfristige Lagerung bei -20°C.

3.5.2 Immunhistochemie von CRP4

Mit Hilfe der Immunhistochemie (IHC) ist es mdglich, Proteine mittels spezifischer Antikdrper
in Gewebeschnitten sichtbar zu machen. Prinzipiell binden Primarantikérper mit hoher
Affinitat an ein bestimmtes Epitop des zu detektierenden Proteins, diese wiederum werden
von Sekundarantikérpern erkannt, die gegen spezifische konservierte Strukturen des
jeweiligen Organismus gerichtet sind, in dem die Primarantikdrper generiert wurden. Fur die
letztliche Visualisierung ist meist der Sekundarantikdrper mit einem Detektionssystem
versehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels des Vectastain-ABC-Kits (s. 2.4.4) die
Alkalische Phosphatase (AP)-Farbung an Gefrierschnitten von Herzen und Aorten aus
CRP4-WT und CRP4-KO Tieren durchgefuhrt. Zusatzlich wurden Herzen von CRP4-HET
Mé&usen angefarbt. Generell wurden die Schnitte (s. 3.5.1) 30 min vorher aufgetaut und zum
spateren Verbleib der Farbe-und Waschlésungen (je 1 ml) auf den Objekttragern mit einem
Fettstift (s. 2.4.4) umrandet. AnschlieBend erfolgte eine 30-minutige Permeabilisierung der
Gewebeschnitte mit einer 0,3%igen Triton X-100-Lésung in PBS. Die gesamte
Farbeprozedur erfolgte in einer feuchten Kammer. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit einer Blockierungslésung, bestehend aus
10% Eselnormalserum (NDS) in PBS (s. 2.4.4), fur eine Stunde abgeséattigt. Es folgte eine
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Ubernacht-Inkubation in der Priméarantikérperldsung mit einer Verdinnung des CRP4-
Antiserums von 1:2000 (Herzen) bzw. 1:1000 (Aorten) in 1.5% NDS/PBS bei 4°C im
Kidhlraum. Jeweils ein Objekttrager wurde ohne die spezifischen Antikérper inkubiert und
diente somit als Negativkontrolle fur mdgliche Hintergrundfarbungen. Am nachsten Morgen
wurden die Objekttrager funfmal gewaschen, wobei alle 5 min die PBS-Lésung gewechselt
wurde. AnschlieBend erfolgte eine 45-minltige Inkubation mit  biotinylierten
Sekundarantikérpern (s. 2.4.4) bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach erneuten
Waschschritten mit PBS (5 x 6 min) wurde die ABC-Arbeitslésung, die den Avidin-Biotin-
Enzym Komplex enthalt, fir weitere 30 min auf die Schnitte gegeben. Diese wurde bereits 30
min zuvor hergestellt und im Dunkeln gelagert. Der Komplex mit dem gekoppelten Enzym
bindet in dieser Zeit aufgrund der hohen Affinitat von Avidin zu Biotin an die biotinylierten
Sekundarantikdrper. Nach abermaligem Waschen (4 x 10 min) folgte die Zugabe des AP-
Substrates. Dieses besteht aus BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) in Verbindung mit
NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) und wird von der Alkalischen Phosphatase zu einem
blauen Indigo-Farbstoff umgesetzt. Die Farbreaktion wurde nach 15-20 min (je nach
Farbentwicklung) durch Leitungswasser (3 x 2 min) gestoppt. Zur Minimierung der Hinter-
grundfarbung wurde dem AP-Substrat Levamisol als Inhibitor von endogenen kardialen
Phosphatasen in einer Endkonzentration von 3,75 mM zugesetzt. Nach dem Trocknen
wurden die Schnitte luftblasenfrei mit 150 pl Aquatex-Einbettmedium (s. 2.4.4) Uberschichtet
und Uber Nacht bei 4°C ausgehéartet. Reprasentative Aufnahmen aller Konditionen und
Gewebe wurden an einem inversen Lichtmikroskop (Axiovert 200M, Zeiss) erstellt.

3.5.3 Immunfluoreszenz von CRP4

Die Immunfluoreszenz (IF) ist eine spezielle Methode der Immunhistochemie. Hierbei sind
die Sekundarantikérper meist direkt an Fluorophore gekoppelt, sodass eine Amplifizierung
des Signals durch verschiedene Zwischenschritte entfallt. In Verbindung mit einem
hochauflésenden Mikroskop, welches bei entsprechender Wellenldnge die jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffe anregt, ist es moglich, die subzellulare Lokalisation eines bestimmten
Proteins zu ermitteln. In diesem Fall sollte mittels IF-Farbungen das Expressionsmuster von
CRP4 in Kardiomyozyten ermittelt werden. Die isolierten Herzmuskelzellen wurden nach
Fixierung mit 4% PFA (10 min) und anschlieBendem Waschen mit PBS (800 ul; 2 x 5 min) in
ihren jeweiligen abgetrennten Kammern auf den Glasobjekttragern weiter verarbeitet. Die
Konzentration der Triton X-100-Permeabilisierungslésung betrug fir die isolierten
Kardiomyozyten aber nur 0,1% (s. 2.4.4). Die Blockierung unspezifischer Bindestellen
erfolge mit 10% NDS/PBS. Die Inkubation mit CRP4-Antikérpern (1:2000) erfolgte Uber
Nacht bei 4°C. Nach Abziehen der Primarantikrperlésung am darauffolgenden Tag und
anschlieRenden Waschschritten (5 x 5 min) erfolgte die Inkubation in Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikérpern (1:500, s. 2.4.4) fir eine Stunde im Dunkeln. Nach
dreimaligem Waschen (je 5 min) wurden die Praparate in 100 pl einer PermaFluor-Hoechst-
Lésung eingebettet (s. 2.4.4). Hoechst interkaliert mit der DNA und dient somit als
Kernfarbung. Die Aufnahme reprasentativer Bilder erfolgte fir beide Genotypen mit
denselben Einstellungen an einem Fluoreszenzmikroskop (Axiolmager Z1, Zeiss).
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3.5.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine Routinemethode flr morphologische
Untersuchungen, mit der verschiedene Zellstrukturen dargestellt werden konnen. Hierbei
bewirkt basisches Hamatoxylin aufgrund seiner hohen Affinitdt zu Nukleinsduren eine blau
bzw. lila Anfarbung von Zellkernen und ribosomalen Strukturen, Eosin als saurer Farbstoff
lasst zytoplasmatische Proteine, Mitochondrien und Kollagen rétlich bis pink erscheinen
(Fischer et al. 2008). Die Gefrierschnitte (s. 3.5.1) wurden 30 min bei Raumtemperatur
aufgetaut, die anschlieende Farbung in speziellen Trégen konnte simultan fir 10
Objekttrager durchgefihrt werden. Hierzu wurden die Praparate zunachst in verschiedene
Ethanol-Lésungen mit absteigender Konzentration (100%, 90%, 70% und 50%) fur jeweils 2
min eingetaucht. Diese Rehydrierung ware per se bei Kryoschnitten nicht nétig, jedoch fuhrte
sie zu einem schdneren Gesamtergebnis. Nach dreimaligem Waschen in gereinigtem,
deionisiertem Wasser (je 2 min) wurden die Schnitte fur 5 Sekunden in Hamatoxylin-Lésung
nach Harris (s. 2.4.4) getaucht und unmittelbar danach zweimal fir jeweils 2 min in
Leitungswasser gewaschen. Fir die vollstdndige Entwicklung der Kernfarbung wurden die
Schnitte ebenso kurz in 0,1%ige Ammoniaklésung eingetaucht und fur weitere 5 min in
Leitungswasser Uberfiihrt. Fur die folgenden 10 min erfolgte eine Inkubation in saurer Eosin-
Y-LOsung (0,1%). FUnf sich anschlielRende Waschschritte (je 2 min) in Leitungswasser und
der folgende Wasserentzug in 80- bzw. 100%igem Ethanol (je 2 min) flhrten zur finalen
Ausdifferenzierung der Farbung der zytosolischen Fraktion. Nach anschliellender 5-
mindtiger Dehydrierung mit Toluol konnten die Schnitte in DePeX-Medium, einer Mischung
aus Xylenen und Phthalaten (s. 2.4.4), eingebettet werden. Uberschiissiges DePeX wurde
mit Waschbenzin entfernt. Nach vollstdndiger Aushartung der Objekttrdger konnten
lichtmikroskopische Aufnahmen erstellt werden (Axiovert 200M, Zeiss). Alternativ wurde mit
Hilfe eines MIRAXDesk-Scanners am Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums
Tldbingen unter Anleitung von Dr. Jan Sperveslage eine Digitalisierung der Feinschnitte
vorgenommen.

3.5.5 Sirius-Rot Farbung

Die Sirius-Rot Farbung dient der Visualisierung von Extrazellularmatrix. Da der Farbstoff
Direct Red 80 selektiv an Kollagenfasern bindet und diese rot anfarbt, kénnen in
Gewebeschnitten von Herzen fibrotische Areale detektiert und quantifiziert werden.
Gesundes, nicht-fibrotisches Gewebe dagegen ist gelb dargestellt (De Heer et al. 2000). Vor
der eigentlichen Farbung wurden die Objekttrager mindestens 24 Stunden in Bouin-Ldsung,
einer Mischung aus Pikrinsadure und Formalin (s. 2.4.4), fixiert. Die anschlieRende Inkubation
in der Pikrinsaure-haltigen Sirius-Rot Lésung dauerte 1,5 Stunden. In der Zwischenzeit
wurden 4 Farbekammern mit 0,01 N Salzsdure bereit gestellt. Um Uberschissige
Farbeldsung zu entfernen, wurden die Objekttrdger nur kurz in die ersten zwei Kammern
getaucht. In den folgenden zwei Kammern verweilten die Praparate jeweils zwei Minuten,
bevor sie in gereinigtes, deionisiertes Wasser uberfihrt wurden (2 x 2 min). Im Anschluss
wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Ethanol-Konzentration (50%, 70%, 90%) fur
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jeweils zwei min kontinuierlich dehydriert. Nach dreimaligem Eintauchen der Praparate in
100%igen Ethanol erfolgte die finale Dehydrierung mit Xylol (2 x 2 min). Um eine exakte
Quantifizierung der Farbverlaufe zu gewahrleisten, sollte das anschlieRende Einbetten der
getrockneten Schnitte mit DePeX luftblasenfrei erfolgen. Die Sirius-Rot gefarbten Herzen
wurden ebenfalls in der Pathologie des Universitatsklinikums Tubingen mit dem MIRAXScan-
System aufgenommen (s. 3.5.4).

3.5.6 Bestimmung der KardiomyozytengroRe

Die Vermessung der Myozytenquerschnittsflache diente zur Determinierung der
Hypertrophie auf zellularer Ebene. Dies wurde bei den lichtmikroskopisch fotografierten HE-
gefarbten Herzen aus der SIL-Versuchsreihe (aMHC-ATR%*-Tiere und deren WT-
Wourfgeschwister + SIL) mit Hilfe der mitgelieferten Axio Vison Software 4.8.1 durchgefuhrt.
Die Herzen der CRP4-Mauslinie (WT und KO % Ang Il) lagen digitalisiert vor und konnten mit
der MIRAXViewer-Software ausgemessen werden, was durch die Moglichkeit der Zoom-
Funktion in alle moglichen Regionen eine erhebliche Zeitersparnis bedeutete. Unabhangig
von der verwendeten Software wurden Myozyten mit mittig liegendem Zellkern im Bereich
des Papillarmuskels umrandet und vermessen, was longitudinal angeschnittene Zellen am
Rand des Herzens ausschloss. Die jeweilige Software rechnete die Pixel mit Hilfe eines
GroRenstandards direkt in das FlachenmaR (um?) um. Pro Tier wurden auf drei unabhéngig
gefarbten Objekttragern aus der jeweiligen Serie mindestens 40 Zellen zur Mittelwertbildung
vermessen. Zur Bestimmung der Myozytenflache frisch isolierter Herzmuskelzellen von
aMHC-ATR%*-Tieren und deren WT-Wurfgeschwister wurden lichtmikroskopische
Aufnahmen angefertigt und die gesamte Kardiomyozytenflache bestimmt.

3.5.7 Quantifizierung kardialer Fibrosierung

Zur Quantifizierung der Myokardfibrose sind sowohl die Sirius-Rot geférbten Schnitte der
SIL-Versuchsreihe (aMHC-AT,R¥"-Tiere und deren WT-Wurfgeschwister + SIL) als auch der
CRP4-Mauslinie (WT und KO % Ang IlI) mit dem MIRAXScan-System aufgenommen worden.
Mit Hilfe der zugehdrigen Software wurden die Herzen vergroert und ausgeschnitten. Zur
Quantifizierung des Fibroseausmalt wurde die GSA Image Analyser-Software verwendet.
Hierbei wurden die fibrotischen, Sirius-Rot gefarbten Areale (s. 3.5.5) bestimmt und in
Relation zur gesamten Herzfliche gesetzt. Der fibrotische Anteil wurde prozentual
dargestellt.

78



Methoden

3.6 RNA-Analytik

Mittels quantitativer Echtzeit-PCR (quantitative real time polymerase chain reaction, qRT-
PCR) kann durch geschickte Wahl spezifischer Primer prinzipiell zu jedem Zeitpunkt der
MRNA-Gehalt von samtlichen Geweben oder Zellen bestimmt werden. Hierfir wird RNA
isoliert und in cDNA (copy-DNA) umgeschrieben, die anschlieRend zur quantitativen
Bestimmung eingesetzt wird. Untersuchungen zum mRNA-Gehalt wurden sowohl in
Geweben von Gesamtherzen als auch in isolierten kardialen Myozyten (s. 3.4.3) sowie
kardialen Fibroblasten (s. 3.4.5) vorgenommen .

3.6.1 Isolierung von RNA

Das bei -80°C gelagerte Herzgewebe wurde je nach GréRe mit einem angemessenen
Volumen peqGOLD RNAPure-Lésung versetzt (a: Placebo-behandelte Herzen von CRP4-
WT und CRP4-KO Tieren sowie Herzen von WT-Wurfgeschwister der aMHC-AT,R"Y*-Tiere +
SIL: 600 ul; b: aMHC-AT,R"¥"-Tiere + SIL, sowie CRP4-WT und CRP4-KO Herzen + Ang II:
750 pl). Das Gewebe wurde sogleich mit einem Hand-Dispergiergerat ca. 2 min auf hdchster
Stufe homogenisiert. Das in peqGOLD enthaltene Guanidinisothiocyanat verursacht die Lyse
der Zellen, wahrend Phenol zur spateren Aufnahme der RNA dient (Chomczynski and
Sacchi 2006). Zum Loésen der Proteinfraktion wurde das Gemisch anschlieRend mit 120 pl
(a) bzw. 150 pl (b) Chloroform versetzt, griindlich gevortext und 5 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Nach Zentrifugation (5 min, 13000 rpm) wurde die oberste, wassrige
Phase, die die RNA enthalt, vorsichtig abgenommen und mit 420 ul (a), bzw. 525 ul (b)
Isopropanol versetzt. Hierbei sollte eine Kontamination mit DNA aus der Interphase
vermieden werden. Das Reaktionsgefald wurde Uber Nacht bei 4°C gelagert. In dieser Zeit
kam es zur Ausfallung der RNA. Am nachsten Tag wurden die Proben bei 13000 rpm und
4°C fir 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 800 pl eines
Gemisches aus Ethanol und DEPC-Wasser im Verhaltnis 3:1 gewaschen. Dieser Vorgang
wurde nochmals wiederholt und das Pellet bis zur vollstdndigen Trocknung Dbei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Zugabe von 50 yl DEPC-Wasser und 10-minutiger
Inkubation bei 56°C unter leichten Schittelbewegungen sollte das Pellet wieder vollstandig
geldst sein. DEPC (Diethylpyrocarbonat) ist ein Hemmstoff von diversen RNasen und schutzt
die RNA somit vor ihrer Degradation.

Bei der RNA-Isolation aus den erhaltenen Zellpellets der Praparationen von kardialen
Myozyten (s. 3.4.3) und Fibroblasten (s. 3.4.5) wurden jeweils 500 pl PeqGOLD verwendet
und die Zellen durch 2-minitiges Auf- und Abpipettieren lysiert. Ansonsten wurde nach
demselben Schema verfahren wie im vorherigen Abschnitt bereits erldutert. Das getrocknete
Pellet wurde aufgrund der Ublicherweise geringeren RNA-Konzentration in Zelllysaten aber
nur in 30 yl DEPC-Wasser geldst.
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3.6.2 DNAse Behandlung

Durch den obligaten DNase-Verdau konnte genomische DNA, die spater moglicherweise die
gRT-PCR stéren wirde, entfernt werden. Ein Teil der gelésten RNA (20 pl) wurde mit DEPC-
Wasser (2,5 pl) und DNase | (2 pl) versetzt und vermischt. Innerhalb der folgenden 30 min
wurde die genomische DNA bei 30°C unter zwischenzeitlichem Schutteln degradiert. Ein
darauffolgendes Erhitzen dieses Reaktionsansatzes bei 80°C (5 min) fuhrte zur Inaktivierung
der DNase. Anschlielend wurde die Konzentration der gelésten RNA mit Hilfe eines
Nanophotometers (Implen) bestimmt. Fir sémtliche Proben wurde die Konzentration der
RNA auf 0,1 pg/ul eingestellt. Eine kurzfristige Lagerung konnte bei 4°C erfolgen, ansonsten
sollte RNA immer bei -20°C aufbewahrt werden.

3.6.3 Erststrang cDNA-Synthese

Zur Erzeugung von cDNA wurde das iScript-cDNA-Synthese-Kit von Biorad verwendet. In
Kombination mit dem im Kit enthaltenen Enzym Reverse Transkriptase (RT) wurde RNA in
cDNA umgeschrieben, erst dann konnte sie flr die Echtzeit-PCR eingesetzt werden. Fur
jede Probe wurde zusatzlich eine Negativkontrolle ohne Reverse Transkriptase (-RT)
angefertigt. Zur Generierung von cDNA wurden nachfolgendes Pipettierschema (dargestellt
fur eine Probe) und Temperaturprogramm verwendet:

Pipettierschema

Programm fiir die cDNA-Synthese

5x iScript 4 ul Primeranlagerung (25°C) 5 min
Reverse Transkriptase 1 ul Reverse Transkription (42°C) 30 min
RNA (0,1 ug/ul) 5yl Inaktivierung RT 5 min
DEPC-H,O 10 pl Kihlung (4°C) max. 1d

Die letztliche Synthese von cDNA wurde in einem Eppendorf Mastercycler durchgefiihrt: In
den ersten finf Minuten erfolgte bei 25°C die Anlagerung der Primer, die fir die
Umschreibung der gesamten RNA nétig sind. Im verwendeten Mastermix sind dies Oligo-dT-
Nukleotide (Desoxythymidine komplementar zum Poly-A-Schwanz eukaryotischer mRNA),
sowie Random-Hexamer-Oligonukleotide (6 zufallig zusammengesetzte Nukleotide). In den
darauffolgenden 30 min schrieb die Reverse Transkriptase bei 42 °C die mRNA in cDNA um,
bevor sie anschlielRend bei 85°C inaktiviert wurde (5 min). Die entstandene cDNA wird
sogleich auf eine finale Konzentration von 0,01 ug/pl eingestellt - dies entspricht einer 1:10
Verdinnung mit DEPC-Wasser - und bei -20°C gelagert.

3.6.4 Quantitative Real-Time-PCR

Auch bei der quantitativen Bestimmung der cDNA erleichterte ein Mastermix die
Versuchsdurchfuhrung. Der SYBR Green Supermix (Biorad) enthdlt neben dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green eine fir die qRT-PCR geeignete Taqg-Polymerase und
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dNTPs sowie spezielle Puffersysteme und Stabilisatoren. Letztlich missen nur Primer und
die zu untersuchende cDNA zugegeben werden. Die bendtigten Primerpaare wurden mit
Hilfe der frei zuganglichen Software Primer 3 entworfen, wobei die Schmelztemperatur
zwischen 58°C und 64°C liegen sollte. Fur eine effiziente Anlagerung der Primer durfte deren
Lange nicht mehr als 23 bp betragen. Die GroRe des erhaltenen PCR-Produkts sollte
aufgrund der relativ kurzen Reaktionszeiten der qRT-PCR zwischen 70 und 120 bp liegen.
Folgende Tabellen zeigen einen beispielhaften Reaktionsansatz und das fortwadhrend
verwendete PCR-Programm des Opticon-Cyclers.

Pipettierschema gRT-PCR Programm

SYBR Green Supermix 10 pl Initiale Denaturierung (98°C) 1 min
Vorwartsprimer 3ul . Denaturierung (98°C) 5 sec |
Ruckwartsprimer 3l Primeranlagerung (58°C) 15 sec
cDNA (0,01 pg/ul) 2 ul . Elongation (72°C) 30 sec
DEPC-H,0O 2 ul Fluoreszenzmessung ;

D Wdh.40zyken
Schmelzkurvenerstellung:
0,5°C Schritte 58°C - 95°C je 1sec

Kihlung (4°C) max. 1d

Die Analyse der mRNA erfolgte in 96-Lochplatten. Jede Probe wurde mindestens als
Duplikat aufgetragen (sowohl +RT, als auch -RT). Der im Mastermix enthaltene
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green bindet mit hoher Affinitdt an doppelstrangige DNA,
wodurch seine Fluoreszenzintensitat auf das 1000-fache ansteigt (Jiang et al. 2014). Der
Gehalt an qRT-PCR Produkt nahm nach jedem Amplifikationszyklus exponentiell zu und
konnte von dem Opticon-Cycler in Echtzeit detektiert werden. Die graphische Darstellung der
Fluoreszenzintensitat gegen die Zyklenzahl ergibt einen sigmoidalen Kurvenverlauf, fir den
ein bestimmter Schwellenwert bestimmt werden musste, bei dem die Kurve ihren linearen
Bereich Uberschritt. Der Schnittpunkt des Graphen und des Schwellenwertes liel3 direkt auf
die Zykuszahl schlieen, bei der sich die entstandene Fluoreszenz signifikant von der
Hintergrundfluoreszenz unterschied. Dieser Wert, auch als Ct-Wert (cycle threshold)
bezeichnet, wurde sowohl fir das Zielgen, als auch fir ein sogenanntes ,Haushaltsgen®
bestimmt, dessen Expression unabhangig von genetischen oder pharmakologischen
Manipulationen immer konstant blieb. Die jeweilige mRNA-Menge wurde letztlich immer
relativ. zum internen Standard angegeben und die ACt-Werte unter Annahme der
Verdopplung der cDNA-Menge in jedem Zyklus durch folgende Formel bestimmt:

ACt =2 (Ct (Interner Standard) - Ct (Zielsequenz))
Mit den ACt-Werten konnten nun die relativen mRNA Mengen unterschiedlicher Genotypen
bzw. Behandlungen direkt miteinander verglichen werden. Um Kontaminationen durch

genomische DNA auszuschlielen und die Spezifitdt der Primer zu bestétigen, wurden die
Proben zusatzlich auf ein 3%iges Agarosegel aufgetragen (s. 3.2.3).
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3.7 Proteinbiochemische Methoden

Im Rahmen der Proteinanalytik wurden in dieser Arbeit Proteine nach diversen
Behandlungen auf unterschiedlichste Weise aufgearbeitet und dargestellt. Zur
routinemafigen Auftrennung gemafl ihrer GrolRe wurden die Proteinlysate einer SDS-
Gelelektrophorese zugefuhrt und mittels Western Blot analysiert. Zusatzlich wurden
Stimulationsexperimente (s. 3.4.2) und Co-Immunprazipitationen zur Identifikation von
CRP4-Interaktionspartnern vorgenommen.

3.7.1 Proteinextraktion

Ein GroRteil der aufzuarbeitenden Proben waren zuvor entnommen, schockgefroren und bei
-80°C gelagert worden (s 3.4.1). Um genlgend Protein aus Aorten isolieren zu kénnen,
wurden jeweils drei Gefalle gleichzeitig verarbeitet. Fir die Gewinnung von Proteinlysaten
aus Herzgewebe wurde zumeist der apikale Teil verwendet. Je nach GrdélRe des
Gewebestiucks wurden diese mit 350-800 pl SDS-Lysepuffer (s. 2.4.6) versetzt. SDS
(Sodiumdodecylsulfat) als anionisches Tensid dient der Denaturierung von Proteinen. Der
zusatzlich enthaltene (-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbriicken zu freien Thiolen und
unterstitzt ebenfalls den Denaturierungsprozess. PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) als
unspezifischer Inhibitor von Serinproteasen verhindert die Proteindegradation. Mit einem
Gewebehomogenisator wurden die Proben fir 2 min aufgeschlossen. Das Lysat wurde
anschlieRend bei 95°C zur vollstdndigen Denaturierung erhitzt, durch Vortexen auf niedriger
Stufe grundlich gemischt und 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die isolierten Proteine
befanden sich nun im Uberstand, dieser wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal® Gberfihrt und, sofern keine Weiterverarbeitung erfolgte, bei -80°C gelagert.

3.7.2 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde die von Marion Bradford entwickelte Methode
herangezogen (Bradford 1976). Diese basiert auf hydrophoben und ionischen
Wechselwirkungen des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau G-250 mit
kationischen Aminogruppen basischer Seitenketten von Proteinen. Im sauren pH-Bereich
fuhrt dies zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm (rot) zu 595 nm
(blau), was photometrisch erfasst werden kann. Zunachst wurden 95 pl deionisiertes Wasser
in einer Kuvette vorgelegt, 5 pl Proteinlysat hinzugefliigt, mit 1 ml Bradford-Lésung versetzt
und fir 5 min im Dunkeln zur vollstdndigen Farbentwicklung inkubiert. Fiir den Nullabgleich
am Nanophotometer wurden 5 pl SDS-Lysepuffer (s. 2.4.6) zugegeben und ebenso
verfahren. Die photometrische Vermessung erfolgte bei 595 nm gegen eine mit BSA erstellte
Eichkurve. Um die Geltaschen in der anschlieRenden elektrophoretischen Auftrennung
gleichmaRig beladen zu kénnen, wurden alle Proteine einer Versuchsreihe auf dieselbe
Konzentration eingestellt. Die Aortenlysate wurden aufgrund der insgesamt niedrigen
Proteinmenge der geringsten Konzentration angepasst. Herzlysate aus verschiedenen
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Kohorten und unterschiedlichen Behandlungen wurden fur spatere Vergleichbarkeit zumeist
auf eine Konzentration von 2 ug/pl eingestellt. Dies erfolgte durch Verdiinnen der Lysate mit
SDS-Lysepuffer und dem Probenpuffer 4x Laemmli, der zusatzlich DTT (Dithiothreitol) zur
Denaturierung enthielt (s. 2.4.6). AuRerdem ist in Laemmli der Farbstoff Bromphenolblau
enthalten, dieser markiert spater im Acrylamid-Gel die Lauffront der Proteine, zugesetztes
Glycerin erhéht die Probendichte und forciert deren Absinken in die Geltaschen. Vor der
gelelektrophoretischen Auftrennung wurden diese Proteinlysate, egal ob frisch hergestellt
oder bei -80°C gelagert, zur erneuten Denaturierung 10 min bei 95°C gekocht. Nur so
kénnen Wasserstoffbrickenbindungen innerhalb der Proteine geldst, und Sekundar- bzw.
Tertidrstrukturen zerstort werden.

3.7.3 Co-Immunprazipitation

Die Co-Immunprazipitation (Co-IP) ist eine biochemische Methode, bei der in einer
klassischen Antigen-Antikdrper-basierten Reaktion Proteine mitsamt ihren spezifischen
Interaktionspartnern aus einem komplexen Proteingemisch angereichert und prazipitiert
werden konnen. In dieser Arbeit lag der Fokus auf kardialen Bindungspartnern von CRP4.
Far die Co-IPs bediente man sich aktivierter Agarosekugelchen, sogenannter IP-Beads, an
die CRP4-Antikdrper gekoppelt wurden. Konkret wurde das kardiale CRP4-Interaktom Uber
die CRP4-gekoppelten IP-Beads zunachst im Pull-down-Verfahren konzentriert,
anschliefend konnten die Bindungspartner mittels LC-MS/MS (Flissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung) identifiziert werden (s. Abb. 3.9). Der im folgenden
Abschnitt beschriebene Versuchsansatz war jeweils flir zwei Herzen ausgelegt. Es wurden
immer ein CRP4-WT und ein CRP4-KO Herz parallel aufgearbeitet. Hierbei war es wichtig,
dass die Herzen immer akut entnommen wurden, ein Einfrieren und Wiederauftauen war
nicht mdglich. Um spezifische Interaktionspartner in unterschiedlichen Zustadnden zu
identifizieren, wurden sowohl Prazipitationen von unbehandelten (bzw. NaCl-infundierten) als
auch von hypertrophen Herzen nach 7-tagiger Ang lI-Dauerinfusion (s. 3.3.3) angefertigt. Die
gesamte Durchfiihrung der Immunprazipitation erfolgte auf Eis. Zunachst mussten die
Agarosekulgelchen vorbereitet werden, hierfur wurden 200-220 ul TrueBlot IP-Beads (TBB)
in einem 15 ml-Falcontube mit 3 ml PBS gewaschen und bei 3000 rpm zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde nochmal wiederholt, das anschlieRende Resuspendieren der Beads erfolgte in
3 ml IP-Lysepuffer (s. 2.4.6). Zur Vorbereitung der CRP4-Antikérper gekoppelten |IP-Beads
wurde die Halfte der TBBs (1,5 ml) mindestens eine Stunde bei 4°C mit 60 yl CRP4-
Antiserum in einem 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal auf dem Reagenzglasrotator befestigt
und inkubiert. Die restlichen 1,5 ml TBBs wurden ebenfalls in ein 1,5 ml-Eppendorf-
Reaktionsgefal® Uberfihrt und 2 min bei 10000 rpm in der Kihlzentrifuge auf 4°C
sedimentiert und nach Verwerfen des Uberstandes in 300 pl IP-Lysepuffer resuspendiert und
auf Eis belassen. Diese ,Wasch-Beads* dienten spater der Kontrolle bzw. dem AusschlieRen
unspezifischer Bindungen. In der Zwischenzeit wurden die Herzen entnommen, gespililt,
transversal halbiert, sowie die Aorta und Vorhdéfe entfernt. Jedes Herz wurde in 900 pl IP-
Lysepuffer fir eine Minute auf héchster Geschwindigkeit mit einem Hand-Dispergiergerat
homogenisiert. Zur Entfernung von Gewebetrimmern wurde 2 min bei 10000 rpm und 4°C
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zentrifugiert. 500 pl des Uberstandes wurden abgenommen und mit je 150 pl der
vorbereiteten Wasch-Beads versetzt und 45 min bei 4°C auf einem Reagenzglasrotator
inkubiert. Zu weiteren 50 ul des Uberstandes beider Genotypen wurden je 50 pl SDS-
Ladepuffer (s. 2.4.6) gegeben. Nach 10-minitigem Erhitzen bei 95°C erfolgte ein
Schockfrieren in flissigem Stickstoff mit anschlieRender Lagerung bei -80°C. Diese Proben
stellen die Grundgesamtheit aller kardialen Proteine dar. Nun folgte die weitere Aufbereitung
der CRP4-Antikérper gekoppelten IP-Beads durch 3-maliges Waschen mit je 500 pl IP-
Waschpuffer (s. 2.4.6) fir 2 min bei 10000 rpm. Nach dem letzten Waschschritt konnten die
Beads in 300 ul IP-Waschpuffer resuspendiert werden. Anschlielend wurden die WT- und
KO-Herzlysate von den Wasch-Beads durch 5-minitige Sedimentation (10000 rpm, 4°C)
getrennt, der Probenlberstand abgenommen und mit jeweils 150 pl der CRP4-Antikérper
gekoppelten IP-Beads versetzt. Wahrend der folgenden Ubernacht-Inkubation (4°C, ro-
tierend) koppelt CRP4 inklusive Interaktionspartner an die CRP4-Antikérper auf den Beads.

IV Iy G G

CRP4-WT CRP4-KO
-Ang Il -Ang Il +Angll +Angll
A-D CRP4 IP-Beads Elution
® @Gycinsns) 1 O
—> + —_> —_—> l
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Interaktoren D Q
® ,Q. @
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Proteine /
1N o
LC-MS/MS -
|
I Q
LC-MS/MS Gelelektrophorese/

Western Blot

Abb. 3.9: Schematische Darstellung des Ablaufs der Co-Immunprézipitation.

Mit Hilfe der Co-Immunprazipitation sollten spezifische Interaktionspartner fir CRP4 unter
physiologischen Bedingungen (bzw. NaCl-Infusion) und nach 7-tdgiger Ang ll-Infusion identifiziert
werden (1). Hierbei wurden kardiale Proteinlysate samtlicher Konditionen (A-D) angefertigt. Diese
wurden Uber Nacht mit aktivierten Agarosektgelchen inkubiert, die mit CRP4-Antikdrpern gekoppelt
waren (IP-Beads). Bei vorhandenem CRP4 (in CRP4-WT Lysaten) bindet CRP4 zusammen mit
direkten und indirekten Interaktionsproteinen an die spezifischen CRP4-Antikérper auf den
Agarosebeads. Der entstandene Proteinkomplex wurde nach diversen Waschschritten von
ungebundenen Proteinen getrennt und die spezifischen CRP4-Interaktoren entweder mit 0,2 M
Glycinpuffer fur die nachfolgende massenspektrometrische Analyse oder mit SDS-haltigem
Probenpuffer (fir anschlieBende Western Blot-Analysen) eluiert. (2) Von samtlichen Probenlysaten
wurden jeweils 100 pyl abgenommen, die nicht fir die Co-IP verwendet wurden, sondern fir eine
vergleichende Proteomanalyse direkt der massenpektrometrischen Analyse zugefiihrt wurden.
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Die restlichen Wasch-Beads wurden 3x mit je 500 ul IP-Waschpuffer fir 2 min bei 10000 rpm
gewaschen, nach Verwerfen des Uberstandes mit 50 ul SDS-Ladepuffer versetzt, ebenso
gekocht (95°C, 10 min) und schockgefroren. Am nachsten Tag wurden die Herzlysate mit
den CRP4-Antikdrper gekoppelten IP-Beads 5 min bei 10000 rpm sedimentiert. 50 pl des
abgenommenen Uberstandes wurden mit 50 yl SDS-Ladepuffer versetzt, gekocht und
schockgefroren. Die sedimentierten IP-Beads, die nun alle potentiellen Bindungspartner von
CRP4 enthalten, wurden anschlieRend vorsichtig 3x mit je 500 ul IP-Waschpuffer fir 2 min
gewaschen (10000 rpm, 4°C). Sofern die Prazipitate fiir eine Western Blot-Analyse
vorgesehen waren, konnten diese sofort mit 50 yl SDS-Ladepuffer gemischt, gekocht (10
min, 95°C) und der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (s. 3.7.4) zugeflhrt werden. Eine
Lagerung bei -80°C war ebenso moglich. Das Kochen mit SDS I0st Protein-Protein-
Wechselwirkungen zwischen CRP4 und seinen Interaktoren, die dann unabhangig
voneinander detektiert werden kdnnen. Um ein vorzeitiges Ldsen der spezifischen Bindung
zu verhindern, war im IP-Lyse- und IP-Waschpuffer kein SDS enthalten (Texier et al. 2014).

Waren die IP-Lysate zur Untersuchung im Massenspektrometer vorgesehen, erfolgte die
Elution mit 150 pl eiskaltem 0,2 M Glycinpuffer. Bei 4°C erfolgte dies fir 10 min unter
leichtem Schutteln in einem geklhlten Thermocycler. AnschlieRend wurden die Beads eine
Minute lang sedimentiert und der Uberstand mit den Proteinkomplexen abgenommen und
bei -80°C bis zur Analyse gelagert. Um eine mdgliche CRP4-abhangige Proteinregulation zu
erfassen, wurden gleichzeitig auch Proteinlysate aus dem Gesamtherz untersucht. Hierflr
wurden sofort nach dem Homogenisieren der Herzen am ersten Versuchstag jeweils 100 pl
Proteinlysat abgenommen und sofort schockgefroren. Die Probenaufarbeitung, die einen
tryptischen Verdau beinhaltete, und die nachfolgende massenspektrometrische Analyse der
Interaktionspartner und der CRP4-abhangigen Proteinregulation wurde im Proteom-
Forschungszentrum fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums Tlbingen in der
Arbeitsgruppe von Dr. Karsten Boldt durchgefuhrt (Boldt et al. 2011).

3.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine gangige
Methode zur Auftrennung von Proteinen gemaR ihres Molekulargewichts im elektrischen
Feld (Laemmli 1970). Die hierfir verwendeten Polyacrylamidgele entstehen durch
Polymerisation von Acrylamid, das Uber Bisacrylamid zu einem dreidimensionalen Geflecht
quervernetzt wird. Ammoniumperoxodisulfatldsung (APS) als starker Radikalbildner fungiert
als Polymerisationsinitiator fir diese Quervernetzung, Tetramethylethylendiamin (TEMED)
als Katalysator beschleunigt diese. Die Zugabe von SDS bewirkt, dass Proteine negativ
geladen werden und so ihre eigentliche Ladung maskiert wird. Die nun negativ geladenen
SDS-Proteinkomplexe weisen ein konstantes Ladungs-Masse-Verhaltnis auf und
unterscheiden sich nur noch in ihrer Molekilmasse und werden gemafl dieser durch den
Molekularsiebeffekt der Polyacrylamid-Matrix aufgetrennt, wobei kleinere Proteine das Gel
demnach zugiger durchwandern. Polyacrylamid-Gele sind meist vertikale Systeme, bei dem
zuerst das eigentliche Trenngel und nach dessen Polymerisation das Sammelgel zwischen
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zwei Glasplatten gegossen wird. Je nach GroéRe der zu detektierenden Proteine wurden
Trenngele zwischen 7.5% und 17% Polyacrylamid gegossen (s. 2.4.6). Um ein verfrihtes
Auspolymerisieren zu verhindern, musste das entsprechende Gemisch zlgig eingefullt
werden. Eine Uberschichtung des Trenngels mit Isopropanol bewirkte eine glatte Oberflache
und unterbindet den Kontakt mit Luftsauerstoff. Das Trenngel sollte mindestens eine Stunde
auspolymerisieren kdénnen, bevor das 5%ige Sammelgel (s. 2.4.6) aufpipettiert wurde. Mit
Hilfe von Kdmmen wurden hier Aussparungen geschaffen, in die spater die Proteinlysate mit
Hilfe einer Hamilton-Spritze eingefullt wurden (18-24 pl). Das Sammelgel dient der
Fokussierung der Proteine, damit diese vom selben Startpunkt aus in das Trenngel Richtung
Anode einwandern kénnen. Nach Uberschichten der Gele, bzw. des Halterungssystems mit
Elektrophorese-Puffer (1x Elphor, s. 2.4.6), wurde die Elektrophorese bei einer angelegten
Spannung von 80 V gestartet und auf 120 V erhdht, sobald die Proteinbanden nach ca. 15
min aus dem Sammelgel ausgewandert waren. Anhand eines zusatzlich aufgetragenen
Langenstandards (4 pl) mit eingefarbten Proteinfragmenten definierter Grofle von 10-170
kDa lasst sich der Verlauf der Elektrophorese verfolgen.

3.7.5 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Mit Hilfe dieser Farbemethode konnen die aufgetrennten Proteine nach der SDS-PAGE
angefarbt und somit sichtbar gemacht werden. Nach Abtrennung des Sammelgels wurde das
Trenngel 20 min in der Coomassie-Farbeldésung (s. 2.4.6) inkubiert. Die in dieser Zeit
ablaufende Farbreaktion beruht auf demselben Prinzip wie fir die Bradford-
Proteinbestimmung bereits beschrieben (s. 3.7.2). Durch die Lésung des Farbstoffes in
Essigsaure liegt er in seiner unprotonierten anionischen Sulfonatform vor, wodurch die
Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein fixiert wird. Die zun&chst vollstandig blau
gefarbten Gele wurden mit Entfarber-Lésung bis zur gewiinschten Verringerung der
Hintergrundfarbung gewaschen, sodass definierte, blau gefarbte Proteinbanden zum
Vorschein kamen. Zu Dokumentationszwecken wurden die Gele in Folie eingeschweil3t und
digitalisiert. Die Nachweisgrenze fiir diese Art der Proteindetektion liegt im Bereich von 0,1-2
Mg Protein. In dieser Arbeit wurden Coomassie-Gele verwendet, um die Effektivitat der
Immunprazipitation (s. 3.7.3) zu Uberprifen.

3.7.6 Western Blot und Detektion der Proteine

Der Western Blot dient der Ubertragung von Proteinbanden aus einem Elektrophoresegel auf
eine Tragermembran. Dadurch erhalt man die Moglichkeit, Proteine zu konservieren, ohne
ihre Immun- oder Enzymaktivitat zu verlieren. Um die Proteine als exaktes Abbild der SDS-
Polyacrylamidgele zu immobilisieren, wurde ein sogenannter Semi-Dry Blot durchgefiuhrt.
Nach ausreichender Wasserung der platinbeschichteten Tragerelektroden der Western Blot-
Apparatur legte man auf die Anode drei Anodenpuffer |- und zwei Anodenpuffer ll-getrankte
Filterpapiere (s. 2.4.6). Die hydrophobe Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) wurde in
Methanol equilibriert, kurz in Anodenpuffer Il getaucht und auf die Filterpapiere gelegt.
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Sobald die Elektrophorese beendet war, wurde das Gel mit Hilfe eines Plastikschabers
vorsichtig aus den Glasplatten entnommen und nach Abtrennen des Sammelgels
luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Es folgten 5 Lagen Filterpapier, die zuvor in
Kathodenpuffer getrankt waren. Die ebenfalls angefeuchtete Kathodenplatte wurde aufgelegt
und die gesamte Apparatur mit einer vollstandig befillten 2 Liter-Flasche beschwert und an
einen Stromgeber angeschlossen. Der Proteintransfer erfolgte fur 60 min bei 60 mA gefolgt
von weiteren 15 min bei 90 mA pro Gel. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
wurde die Membran fir eine Stunde in 5%iger Milchpulverlésung in 1x TBS-T (s. 2.4.6) auf
einem Schiuttler blockiert. Nach dreimaligem Waschen (je 10 min) in 1x TBS-T-Puffer wurde
die Membran gegebenenfalls mit einem Skalpell zugeschnitten (z.B. um direkt die
Ladungskontrolle parallel zu erhalten), die entstandenen Teile in die entsprechenden
Antikérperldsungen in 50 ml-Falcontubes Uberfihrt, auf einem Reagenzglasrotator befestigt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit binden Primarantikbrper an spezifische
Epitope der geblotteten Proteine auf der PVDF-Membran. Nach drei weiteren, 10-minttigen
Waschschritten am Folgetag wurden die Membranstiicke fir eine Stunde in
Sekundarantikorperlésung bei Raumtemperatur inkubiert. Zur spateren Visualisierung der
Proteinbanden sind diese an ein Fluorophor gekoppelt. Aufgrund der sich daraus
ergebenden Lichtempfindlichkeit wurden die folgenden Wascheinheiten (5 x 5 min), sowie
das Trocknen zwischen fusselfreien Tlchern im Dunkeln durchgefihrt.

Zur Detektion der Proteinbanden wurde das EttanDige Scan-System mit zugehdriger
Software verwendet, das die Fluorophore der entsprechenden Sekundarantikbrper bei
bestimmten Wellenlangen anregt. Sofern eine Quantifizierung der Proteinbanden ndétig war,
wurde das Programm ImageQuant verwendet. Hierbei konnte alle Banden eines Gels, auch
wenn sie durchgeschnitten wurden, detektiert und aufeinander normalisiert werden. Sofern
dies mit den Ladekontrollen auf dieselbe Weise durchgefiihrt wurde, kann fir jede Probe
seine relative Expression ermittelt werden, indem der normalisierte Wert des Zielproteins
durch die normalisierte Expression des internen Standards geteilt wurde.

3.8 Bestimmung von cGMP

Zur Bestimmung der Konzentration von zyklischem Guanosin-3’,5-monophosphat (cGMP) in
Homogenisaten von Herzen der aMHC-AT:R¥*-Mause und der CRP4-Mauslinie, sowie
Aorten der aMHC-AT;R"*-Tiere wurde ein kommerziell erwerbliches Kitsystem der Firma
Cayman Chemical verwendet (s. 2.4.7). Dem Nachweis des zyklischen Nukleotids lag hierbei
ein kompetitiver Enzym-Immunassay (EIA) zugrunde (Abb. 3.10). Dieser basiert auf der
Konkurrenz um spezifische, aber zahlenmaRig limitierte cGMP-Bindungsstellen eines cGMP-
Antiserums zwischen dem zu untersuchenden Analyten (freies cGMP) und einem
Kompetitor, in diesem Falle Acetylcholinesterase-gekoppeltes cGMP. Wahrend die
Konzentration des Kompetitors unverandert ist, variiert die jeweilige cGMP-Konzentration der
Herzlysate in Abhangigkeit der untersuchten Mauslinien und der Behandlung (SIL, Ang II). Ist
beispielsweise wenig Analyt in einer Probe vorhanden, bindet vermehrt Acetylcholinesterase-
gekoppeltes cGMP. Dieses setzt zunachst Acetylcholin zu Thiocholin um. Thiocholin
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wiederum reagiert mit der zugegebenen 2-Nitrobenzoesadure (DTNB, Ellmans Reagenz) zu
einem farbigen Produkt (5-thio-2-Nitrobenzoesaure), dessen Absorption fotometrisch
bestimmt werden kann und sich demnach umgekehrt proportional zur tatsachlichen cGMP-
Konzentration verhalt. Je mehr cGMP also in einer Probe enthalten ist, desto geringer sind
die tatsachlich messbaren Absorptionswerte (s. Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Ablauf des kompetitiven Enzym-Immunassays (EIA) zur Bestimmung von cGMP.

(A) Jede Aussparung der 96-Lochplatte war mit einer Blockierldsung abgesattigt und mit murinen,
monoklonalen Antikérpern gegen spezifische 1gG-Strukturen des Kaninchens ausgekleidet. (B) Nach
Zugabe der Proben bzw. des Analyten (Herzlysate von aMHC-AT,R¥*-Mausen und der CRP4-
Mauslinie und Aorten von aMHC-AT1R‘9/+—Tieren) wurde zuséatzlich Acetylcholinesterase-gekoppeltes
cGMP (Kompetitor) und das cGMP-EIA-Antiserum zugegeben. Die spezifischen cGMP-Antikérper des
ElA-Antiserums binden an die monoklonalen Kaninchen IgGs. (C) Das zu detektierende cGMP in den
Probenlysaten kompetitiert mit Acetylcholinesterase-gekoppeltem cGMP um die freien
Bindungsstellen an den cGMP-Antikérpern des EIA-Antiserums. (D) Nach Zugabe von Ellmanns
Reagenz folgt Acetylcholinesterase-vermittelt die Bildung von 5-thio-2-Nitrobenzoesaure und damit
der Farbumschlag. Die erhaltene Absorption (gelb) verhadlt sich umgekehrt proportional zur
Konzentration des kardialen cGMPs in den Proben. Die Quantifizierung erfolgte bei einer Wellenlange
von 405 nm in einem Mikrotiterplatten-Photometer. Das Schema wurde modifiziert auf Grundlage der
Versuchsanleitung des Herstellers (Cayman Chemical).

3.8.1 Probenaufbereitung

Die Herzen wurden nach dem ublichen Schema (s. 3.4.1) enthommen, und flr eine spatere
Normierung auf die Ventrikelmasse gewogen. Sogleich wurden die Herzen in 1 ml -20°C
kaltem 100%igem Ethanol mit einem Hand-Dispergiergerat homogenisiert und 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Mit den parallel enthommenen Aorten der aMHC-ATR¥*-Tiere
wurde genauso verfahren. Der cGMP-haltige Uberstand wurde abgenommen und in ein
frisches Reaktionsgefal® Gberflihrt. Zum Abdampfen des Ethanols folgte eine mindestens 2-
stiindige Vakuumzentrifugation. Das getrocknete, kristalline Pellet wurde in 115 ul EIA-Puffer
resuspendiert und konnte bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert werden.
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3.8.2 Durchfiihrung des kompetitiven Enzym-Immunassays

Der eigentliche Enzym-Immunassay wurde gemaR den Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Zunachst wurden Standardproben fir die spatere Erstellung der Eichkurve
angefertigt. Hierzu wurde der im Kit enthaltene cGMP-Standard in 1 ml EIA-Puffer gelést und
100 pl hiervon mit weiteren 900 pl EIA-Puffer vermischt (S1). Fir die Erstellung der
Verdinnungsreihe (S2-S8) mit absteigenden cGMP-Konzentrationen wurde jeweils 500 pl
aus jedem Reaktionsgefal® mit 500 pl vorgelegtem EIA-Puffer aus dem folgenden Gefal
vermischt. Anschlielend wurde die mitgelieferte, mit IgG-Antikérpern Uberzogene 96-
Lochplatte mit den nétigen Reagenzien, Standardldsungen und den Lysat-Proben in
Duplikaten belegt (s. Tab. 3.1). Hierbei mussten 3 Aussparungen fur den Nullabgleich
unbeflllt bleiben (BIk; Blank), 2 weitere Aussparungen wurden nur mit EIA-Puffer und dem
Kompetitor (Acetylcholinesterase-gekoppeltes cGMP) beflillt. Diese reprasentieren die
unspezifischen Bindungen des Kompetitors (NSB; non-specific binding). Um die maximale
Bindung (By) des Kompetitors an das Antiserum (ohne Konkurrenz des freien cGMPs) zu
detektieren, wurden in 3 weitere Lécher jeweils 50 ul EIA-Puffer, Kompetitor und cGMP-EIA-
Antiserum eingeflllt. Die eigentlichen Proben (50 pl) wurden immer als Duplikate pipettiert
und mit jeweils 50 pl Acetylcholinesterase-gekoppeltem cGMP (Kompetitor) sowie cGMP-
EIA-Antiserum Uber Nacht, jedoch mindestens 18 Stunden bei Raumtemperatur unter einer
Schutzfolie inkubiert.

Losung Blk Nsb Bo Standard Proben TA
EIA-Puffer [ul] - 100 50 - - -
Standard [pl] - - - 50 - -
Kompetitor [pl] - 50 50 50 50 5*
cGMP-Antiserum [ul] - - 50 50 50 -
Probe [ul] - - - - 50 -

Tab. 3.1: Pipettierschema des cGMP-ElAs.

Die Tabelle zeigt das Pipettierschema zur Belegung der 96-Lochplatte des cGMP-EIAs. *Die Zugabe
von 5 ul Kompetitor (Acetylcholinesterase-gekoppeltes cGMP) zur Ermittlung der totalen Aktivitat der
Acetylcholinesterase erfolgte erst am Folgetag. Blk: Blank-Probe; Nsb: unspezifische (non-specific
binding) des Kompetitors; By: maximale Bindung des Kompetitors, TA: Totale Aktivitdt der
Acetylcholinesterase. Weitere Erklarungen im Text.

Am nachsten Tag wurde die Platte finfmal mit Waschpuffer gespiilt. Eine vollstandige
Entleerung vor jedem Waschschritt wurde durch Ausklopfen der Platte auf einem Stapel
Tucher sichergestellt. Zur letztendlichen Farbentwicklung wurden je 200 pl des frisch
zubereiteten Ellmans-Reagenz aufpipettiert und die Platte aufgrund der Instabilitdt der
Reaktionslésung im Dunkeln unter leichten Schittelbewegungen inkubiert. In ein bislang
freigehaltenes Loch wurden zusatzlich 5 pyl Kompetitor pipettiert (s. Tab. 3.1), was die
absolute Aktivitat der Acetylcholinesterase impliziert. Innerhalb der folgenden 2 Stunden
wurde alle 30 min die Absorption jeder Aussparung mit Hilfe eines Photometers (Tecan
Sunrise) bei einer Wellenldnge von 405 nm ausgelesen. Fur die Statistik wurden die
Messungen verwendet, deren Bg-Werte nach Subtraktion der Blanks Absorptionen zwischen
0,3-1,0 aufwiesen. Dies war meist nach 120 min der Fall.
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3.8.3 Auswertung des kompetitiven Enzym-Immunassays

Die Auswertung des Assays erfolgte mit der Software Magellan 7 (Tecan) und einer vom
Hersteller zur Verfiigung gestellten, vorprogrammierten Excel-Tabelle, in der die erhaltenen
Rohdaten eingetragen werden konnten (www.Caymanchem.com/analysis/eia). Anschliel3end
wurden von allen Werten die Nullwerte (Blk) subtrahiert. Die Mittelwerte der NSB und Bo-
Loécher, auch als gemittelter Bo-Wert bezeichnet, wurde vom NSB-Wert abgezogen. Der so
abgeleitete korrigierte Bo-Wert ist um unspezifische Bindungen korrigiert. Zuletzt wurden alle
Absorptionswerte der Proben und der Standardkurve durch den Korrigierten Bo-Wert dividiert.
Mit Hilfe der Magellan 7-Software wurde eine cGMP-Standardkurve erstellt, anhand derer
auf die tatsachliche cGMP-Konzentration der jeweiligen Herz-und Aortenlysate (in pmol)
extrapoliert werden konnte. Diese mussten zu Normierungszwecken anschliefend nur noch
durch die Ventrikelgewichte, bzw. Aortengewichte dividiert werden.

3.9 Statistik

Die erhobenen Ergebnisse wurden in den Diagrammen als Mittelwerte + Standardfehler
(SEM) dargestellt. Sofern keine gerate- bzw. versuchsspezifische Auswerteprogramme
verwendet wurden, sind alle Statistiken mit Microsoft Excel 2010 vorgenommen worden.
Signifikanzberechnungen wurden mit Hilfe eines ungepaarten Student’s t-test (unter
Annahme gleicher SEMs) durchgeflhrt. Erhaltene p-Werte <0,05 wurden als statistisch
signifikant, <0,01 als hoch signifikant und p-Werte <0,001 als hdchst signifikant betrachtet
und mit der entsprechenden Anzahl an Sternen (*) dargestellt (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001). Nicht signifikante Unterschiede p>0,05 sind entweder gar nicht oder mit n.s.
(nicht signifikant) gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde schwerpunktmalig die Rolle der cGKI und des
cGMP/cGKI-Effektorproteins CRP4 bei der Entstehung und dem Fortschreiten hypertropher
Herzerkrankungen untersucht. In friiheren Studien wurden protektive Effekte von cGMP und
der cGKI hauptsachlich im Kontext der Ang ll-induzierten kardialen Hypertrophie beobachtet
(Frantz et al. 2013, Patrucco et al. 2014). Das hierbei chronisch infundierte Neurohormon
beeinflusst neben den Myozyten ebenso die Zellfunktion samtlicher kardialer Zelltypen und
bewirkt durch renovaskuldre Effekte unter anderem eine Erhéhung der Nachlast. Um
ausschlief3lich die Bedeutung der kardiomyozytdaren cGKI bei einer verstarkten Ang II-
Signalweiterleitung zu untersuchen, wurden im ersten Teil dieser Arbeit Mduse verwendet,
die eine spezifische Uberexpression des humanen AT,R in Kardiomyozyten tragen (Paradis
et al. 2000). Des Weiteren sollten mit Hilfe dieser aMHC-AT;R"*-Tiere mdgliche protektive
Auswirkungen einer Erhéhung intrakardialer cGMP-Spiegel mittels SIL erértert werden.

4.1 Kardialer Phianotyp der aMHC-AT R'"*-Tiere

4.1.1 Einfluss der AT R-Uberexpression auf Morphologie und Herzfunktion

Im aMHC-AT;R¥*-Mausmodell wurde die Sequenz des humanen AT;-Rezeptors fiir Ang |I
unter der Kontrolle des myozytdaren aMHC-Promotors kloniert, was zu einer massiven
Uberexpression des Rezeptors spezifisch in Kardiomyozyten fiihrt. Dies wurde bereits bei
der Erstbeschreibung dieser Mauslinie gezeigt (Paradis et al. 2000). Mittels quantitativer
Echtzeit-PCR (qRT-PCR) sollten diese Ergebnisse zunachst bestatigt werden (s. Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Kardiomyozytenspezifische Uberexpression des humanen AT R.

Quantitative Analyse der mRNA-Transkripte zur Bestatigung der myozytenspezifischen
Uberexpression des humanen AT,R bezogen auf HPRT als Referenzgen in (A) Gesamtherzlysaten
von 120 Tage alten transgenen aMHC-ATR"9*-Mausen (n=5) und deren WT-Wurfgeschwister (n=9),
sowie (B) isolierten kardialen Myozyten (KM) und Fibroblasten (KF) von aMHC-ATR"*-Mausen aus 3
bzw. 5 Praparationen (***p<0,001).
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Obwohl sich die Generierung von spezifischen qRT-PCR Primern flir den humanen AT{R
aufgrund der hohen Sequenzhomologie zum entsprechenden murinen AT,R-Ortholog
schwierig gestaltete, war eine sehr deutliche AT R-Uberexpression in Gesamtherzlysaten
der transgenen Tiere (177,46 £ 8,22) im Vergleich zu ihren WT-Wurfgeschwistern (0,49 +
0,05) erkennbar (s. Abb. 4.1 A). Die Expression des AT{R war in den transgenen Tieren
somit mehr als 350-fach erhéht. Dieser Befund ist kongruent mit der Erstcharakterisierung
dieser Mauslinie, hier hatten die Autoren eine ca. 200-fache Uberexpression mittels Northern
Blot beschrieben (Paradis et al. 2000). Des Weiteren bestatigen zellspezifische
Expressionsanalysen in Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten (s. Abb. 4.1 B), dass
sich die Uberexpression des AT{R in diesem transgenen Mausmodell primar auf den
Kardiomyozyten beschrankt (Myozyten 234,7 + 5,64; kardiale Fibroblasten 0,0048 + 0,0013).

Um die von Paradis et al. beschriebene progrediente kardiale Hypertrophie zu verifizieren,
die sich ab dem 60. Lebenstag manifestierte, wurden Herzen von aMHC-ATR%* und WT-
Tieren im Alter von 60, 120 und 160 Tagen entnommen und gewogen. Die Normierung des
Herzgewichts auf das Kdrpergewicht erméglichte es, potentielle Unterschiede in der GroRe
und dem Gewicht der Tiere sowie zwischen den Geschlechtern zu eliminieren (s. Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Progressive kardiale Hypertrophie in aMHC-AT;R'"*-Miusen.

(A) Grofenvergleich von reprasentativen Herzpraparationen aus 120 Tage alten WT- und aMHC-
AT:R%*Tieren. In beiden Genotypen wurde (B) das absolute Herzgewicht und (C) das Verhaltnis des
Herzgewichts (HG) zum Koérpergewicht (KG) im Alter von 60, 120 und 160 Tagen bestimmt. Die n-
Zahlen betrugen fiir 60 Tage alte WT-Tiere n=7 bzw. n=9 flr die aMHC-ATRY"-Tiere; analog fir 120
Tage: n=12 bzw. n=24, sowie fiir 160 Tage alte Mause: n=20, bzw. n=17. (*p<0,05; ***p<0,001).

Augenscheinlich nimmt das Herzgewicht mit zunehmendem Alter der Tiere generell zu,
jedoch stieg die Herzmasse in den aMHC-AT;R"Y*-Tieren rapider an und erreichte héhere
Maximalwerte als in WT-Tieren (s. Abb. 4.2 B). Bereits ab dem 60. Lebenstag waren die
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Herzgewichte der transgenen Tiere mit 124,84 + 3,7 mg gegenuber den WT-Kontrolltieren
signifikant erhéht (111,84 + 4,8 mg). Bis zum Erreichen des 120. Lebenstages stieg das
Herzgewicht weiter an (WT 118,05 + 3 mg; aMHC-AT,R"%* 151,05 + 4,4 mg). Im Alter von
160 Tagen waren die Unterschiede sogar noch ausgepragter (WT 127,88 + 4,7 mg; aMHC-
ATRY" 170,12 + 10,1 mg). Ein &hnliches Bild ergab sich auch fiir die Normierung der
Herzgewichte auf die Korpergewichte, zu jedem Zeitpunkt konnten hochsignifikante
Unterschiede zwischen WT- und aMHC-ATR¥*-Mausen ermittelt werden (s. Abb. 4.2 C).
Auch hier wurde das progressive Fortschreiten der Erkrankung von Tag 60 (WT 4,92 + 0,15
mg/g; aMHC-AT,R"Y* 5,55 + 0,05 mg/g) lUiber Tag 120 (WT 4,68 + 0,09 mg/g; aMHC-ATR'%"*
6,04 £ 0,19 mg/g) bis zur Endmessung am 160. Lebenstag (WT 4,68 + 0,09 mg/g; aMHC-
AT,RY9" 6,48 + 0,33 mg/g) deutlich. Die Normierung auf das Kérpergewicht war hier méglich,
da keine Gewichtsunterschiede zwischen den Genotypen erkennbar waren (Daten nicht
gezeigt).

Die Echokardiographie erlaubt neben der Bestimmung der Herzfunktion (s. 4.2.3) auch eine
Beschreibung kardialer Dimensionen und der Herzarchitektur. B-Mode Aufnahmen der
Herzen (s. Abb. 4.3) zeigen ein deutlich vergroRertes Kammervolumen des linken Ventrikels
in aMHC-AT;R"¥*-Mausen. Dariiber hinaus waren in den 120 Tage alten aMHC-AT,RY"*-
Tieren bereits deutliche Kennzeichen einer Dilatation des linken Ventrikels erkennbar.

Abb. 4.3: Echokardiographie von WT- und aMHC-AT;R'*-Mausen.
Dargestellt sind reprasentative B-Mode Aufnahmen von Herzen einer 120 Tage alten WT- (links) und
einer aMHC-AT,RY*-Maus (rechts), aufgenommen unter 1,5%iger Isofluran-Narkose.

Im Rahmen der Reevaluation der aMHC-AT;R'%*-Mauslinie wurde erstmals auch eine
Quantifizierung der Kardiomyozytengréf3e und der Myokardfibrosierung durchgefiihrt (s. Abb.
4.4). Zur Bestimmung der Zellquerschnittsflache als Parameter der myozytaren Hypertrophie
wurden Serienschnitte der Herzen beider Genotypen einer HE-Farbung unterzogen. Die
Flachen der Zellen im Bereich des Papillarmuskels mit zentral lokalisiertem Kern wurden
durch Umranden der Myozyten bestimmt (s. 3.5.6). Es ergaben sich signifikant gréRere
Myozytenquerschnittsflichen (s. Abb. 4.4 A, B) fiir die transgenen Tiere (171,92 + 12,3 ym?)
verglichen mit den WT-Kontrolltieren (133,61 + 6,75 ym?). Dieser Befund lieR sich durch die
GroéRenbestimmung von adulten Kardiomyozyten in vitro bestatigen (s. Abb. 4.4 C):
Separierte aMHC-AT;R'9*-Myozyten hatten ein unférmiges und zerkliiftetes Aussehen,
waren fragiler und mit einer Gesamtflache von 3460,5 + 96,7 um? auch signifikant gréRer als
entsprechende WT-Myozyten (3052,5 + 63,8 ym?).
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Abb. 4.4: Bestimmung der myozytaren Hypertrophie und der Myokardfibrosierung.

(A) Lichtmikroskopische Aufnahme von 8 pm dicken, HE-gefarbten Gefrierschnitten von Herzen 120
Tage alter WT und aMHC-ATR¥*-Mausen zur Bestimmung der Kardiomyozytenareale. Signifikant
groRere Zellquerschnittsflachen bzw. MyozytengréRen fir aMHC-AT;R¥*-Tiere konnten sowohl in (B)
Gewebeschnitten aus 369 vermessenen Zellen von n=9 WT-Tieren bzw. 438 Zellen aus Schnitten von
n=11 aMHC-AT,R'*-Tieren, als auch in (C) frisch isolierten Kardiomyozyten ermittelt werden (WT:
154 Zellen; aMHC-AT;R"%*: 100 Zellen aus je drei unabhangigen Praparationen). (D) Reprasentative
Sirius-Rot Farbungen zur Visualisierung der fibrotischen Herzareale (rot) im Bereich des
Papillarmuskels, aufgenommen mit dem MIRAXScan-System (Zeiss). (E) a-smooth muscle actin (a-
SMA) und (F) Connective tissue growth factor (CTGF) als typische Marker fur kardiale (Myo-)
Fibroblasten waren in aMHC-AT{R"Y"-Tieren (n=9) im Vergleich zum WT (n=5) nach Normalisierung
auf HPRT signifikant erhéht (*p<0,05; ***p<0,001). Die Malistabsbalken entsprechen 100 um (A) bzw.
1 mm (D). Die Sirius-Rot Farbung wurde in Zusammenarbeit mit Verena Schéttle im Rahmen eines
Diplomarbeitsprojektes angefertigt.

Eine Herzhypertrophie wird meist begleitet von einer Fibrosierung des Myokards (Kong et al.
2014). Die Sirius-Rot Farbung ist eine Methode zur Visualisierung der myokardialen Fibrose.
Extrazellulare Matrixkomponenten, insbesondere Kollagene, werden durch die Sirius-Rot
Farbung sichtbar. Die primare Ursache fiur das hypertrophe bzw. dilatative Herzwachstum
der aMHC-ATR9*-Tiere ist die amplifizierte AT;R-Signaltransduktion im Kardiomyozyten,
trotzdem zeigen die transgenen Tiere eine massive Akkumulation von fibrotischen
Gewebsanteilen (s. Abb. 4.4 D). Paradis et al. vermuteten bereits, dass dieser Tatsache ein
Absterben von Kardiomyozyten zugrunde liegt, die durch Fibroblasten ersetzt werden. Mit a-
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smooth muscle actin (a-SMA; s. Abb. 4.4 E) und Connective Tissue Growth Factor (CTGF,; s.
Abb. 4.4 F) wurden daher die mRNA-Level von zwei typischen Markern fur die Aktivitat von
Fibroblasten/Myofibroblasten bestimmt. Erwartungsgemall waren die mRNA-Mengen dieser
Marker in den transgenen Tieren signifikant hochreguliert (a-SMA: WT 4,75 + 0,706; aMHC-
AT,RY9" 9,47 + 1,42; CTGF: WT 0,391 + 0,101; aMHC-AT,R"9" 0,836 + 0,127).

4.1.2 Expression und Funktion des cGMP/cGKI-Signalwegs in hypertrophen
aMHC-AT R""*-Herzen

Die initiale Charakterisierung (s. 4.1.1) bestatigte die im Rahmen der Erstbeschreibung
dieses Mausmodells dargestellten Befunde =zur kardialen Hypertrophie und der
Myokardfibrosierung (Paradis et al. 2000). Orts- oder laborspezifische Abweichungen des
Phanotyps konnten somit ausgeschlossen werden. Das aMHC-AT;R"¥*-Mausmodell schien
damit gut geeignet zu sein, um weitere Versuche zur Bedeutung des kardiomyozytaren
cGMP/cGKI-Signalwegs fur das progrediente Herzwachstum vorzunehmen (s. Abb. 4.5).

In der jingsten Vergangenheit wurden Gberzeugende Studien zur protektiven Rolle der cGKI
bei kardialen Remodelingprozessen publiziert (Frantz et al. 2013, Patrucco et al. 2014).
Dennoch gibt es bislang keine Untersuchungen zur Expression der Kinase auf Proteinebene
bei Ang ll-induzierter Herzhypertrophie. Die Quantifizierung von Western Blots mit cGKI-
spezifischen Antikérpern ergab eine mehr als zweifach erhéhte cGKI-Proteinmenge in
Gesamtherzlysaten von aMHC-AT;R9*-Mausen (s. Abb. 4.5 A, B). Diese signifikanten
Unterschiede lieRen sich durch Bestimmung der cGKI mRNA-Transkripte mittels gRT-PCR
bestatigen (s. Abb. 4.5 C). In diesem Zusammenhang wurden auf’erdem die intrakardialen
cGMP-Spiegel mittels Enzym-Immunassay (s. 3.8) gemessen und auf das Herzgewicht
normiert (s. Abb. 4.5 D). Interessanterweise fanden sich auch in den Gesamtherzlysaten von
aMHC-ATR¥*-Tieren héhere Konzentrationen (0,01302 + 0,00123 pmol/mg) des zyklischen
Nukeotids als in Herzen von WT-Kontrolltieren (0,00745 £ 0,00072 pmol/mg). Es scheint, als
ob der cGKI-Signalweg im Zuge eines Kompensationsmechanismus als Antwort auf eine
verstarkte Ang ll-induzierte Signaltransduktion hochreguliert ist. Ob die erhéhten cGMP-
Spiegel und die verstarkte Expression der cGKI auch in einer gesteigerten Aktivitat der
Kinase munden, wurde mit Hilfe spezifischer Antikdrper gegen phosphoryliertes VASP
(Vasodilator-stimulated Phosphoprotein) ermittelt (Smolenski et al. 1998). VASP, ein
zytoskelettales Protein, ist sowohl ein Substrat der PKA als auch der cGKI. Der im Rahmen
dieser Arbeit verwendete Antikdrper erkennt die cGKlI-vermittelte Phosphorylierung von
VASP am Serin-239. Diese spezifische Phosphorylierung durch die cGKI wird haufig als
Indikator fUr deren Aktivitdt verwendet (Smolenski et al. 1998). Tatsachlich war eine
verstarkte Phosphorylierung von VASP in den Herzlysaten transgener Tiere detektierbar,
jedoch wurde das statistische Signifikanzniveau im Vergleich mit den WT-Lysaten nicht
erreicht (s. Abb. 4.5. E, F).
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Abb. 4.5: Kompensatorische Hochregulation des cGMP/cGKI-Signalwegs.

(A) Reprasentativer Western Blot von Herzlysaten gleichaltriger Mause beider Genotypen. Es wurden
jeweils 50 ug Protein pro Herzlysat eingesetzt. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase)
diente als Ladungskontrolle; zur Detektion der Kinase wurde der cGKlgg-Antikérper verwendet
(Lukowski et al. 2010). Ein Standard-Proteinmarker half bei der exakten Zuordnung der erhaltenen
Proteinbanden. (B) Quantifizierung der analysierten Proteinproben von WT (n=8) und aMHC-AT;RY9*-
Mausen (n=6) nach Normierung der Werte auf GAPDH als internen Standard (C) Statistische
Auswertung der Mittelwerte der cGKI mRNA-Expression -normalisiert auf HPRT- in n=5 (WT) bzw.
n=9 (aMHC—AT1Rtg’+) Herzlysaten pro Genotyp. (D) Signifikant erhdhte cGMP-Mengen in Herzlysaten
von aMHC-AT;R¥*-Mausen (n=3) verglichen mit WT-Herzen (n=4) nach Normierung auf das
Ventrikelgewicht. (E) Western Blot zur Detektion der cGKl-spezifischen Phosphorylierungsstelle am
Serin-239 von VASP und (F) die dazugehdrige statistische Auswertung der erhaltenen Proteinbanden
aus je 4 Herzlysaten pro Genotyp. Signifikanzniveaus: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Die Western
Blots und die cGMP-Messung in dieser Abbildung wurden in Zusammenarbeit mit Verena Schéttle im
Rahmen eines Diplomarbeitsprojektes angefertigt.
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4.2 Effekte von Sildenafil auf die kardialen Umbauprozesse im
aMHC-AT,R'""*-Mausmodell

Die Hochregulation des cGMP/cGKI-Signalwegs (s. 4.1.2) deutet auf einen physiologisch
wichtigen Kompensationsmechanismus bei Ang ll-induzierter Herzhypertrophie hin. Dies
fuhrte zu Uberlegungen, inwiefern sich eine zusétzliche Stimulation dieses Signalwegs
positiv auf die Symptomatik einer bereits bestehenden Herzhypertrophie auswirken kann.
Eine Reihe von Studien konnten in der jungsten Vergangenheit mit einer Erhéhung der
cGMP-Konzentration durch den PDE5-Hemmstoff Sildenafil (SIL) positive Effekte bezlglich
des hypertrophen kardialen Remodelings zeigen (Takimoto et al. 2005, Westermann et al.
2012). Jedoch herrscht ber den exakten kardialen Zelltyp, in dem SIL eine cGMP-Erhéhung
bewirkt, nach wie vor groRe Unklarheit (Lukowski et al. 2014). Anhand des aMHC-ATR"9"*-
Modells lasst sich untersuchen, inwiefern SIL den pro-fibrotischen und pro-hypertrophen
Effekten einer chronisch intensivierten Ang IlI/AT,R-Signaltransduktion in Kardiomyozyten
entgegenwirken kann.

Hierzu wurden aMHC-AT{R%*-Mause und die entsprechenden WT-Wurfgeschwister in
verschiedene Gruppen randomisiert. Die Versuchsgruppe erhielt insgesamt 60 Tage lang
den PDE5-Hemmstoff SIL (400 mg/l) im Trinkwasser gelést (Adamo et al. 2010), die
Kontrollgruppe dagegen Placebo-Flissigkeit mit demselben pH-Wert (s. 3.3.1). Als Zeitpunkt
fur den Behandlungsbeginn wurde der 60. Lebenstag gewahlt, da das maladaptive
Remodeling im aMHC-AT;R'Y*-Mausmodell zu diesem Zeitpunkt durch Gabe des AT:R-
Antagonisten Losartan gestoppt bzw. rickgangig gemacht werden konnte (Paradis et al.
2000). Um die Effizienz der SIL-Behandlung zu Uberprifen, wurde eine kleine Gruppe von
aMHC-ATR¥*-Tieren nach einer Woche SIL bzw. Placebo fiir kardiale und vaskulére
cGMP-Messungen geopfert (s. Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: cGMP-Spiegel in Herzen und Aorten von SIL-behandelten aMHC-AT,R'Y"-Tieren.

Die einwotchige SIL-Behandlung fuhrte in (A) Herzen und (B) Aorten von aMHC-AT;R9"-Tieren zu
einem signifikanten Anstieg der cGMP-Konzentration (*p<0,05). Verwendete Tierzahlen: Placebo-
behandelt: n=8 (Herz), n=3 (Aorta), SIL-behandelt: n=10 (Herz), n=4 (Aorta).
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Die im Vergleich zu WT-Herzen bereits basal erhdhten kardialen cGMP-Spiegel der Placebo-
behandelten transgenen Tiere (0,01218 + 0,001 pmol/mg und Abb. 4.5 D) waren durch das
chronische SIL-Futterungsprotokoll nochmal signifikant steigerbar (0,01864 + 0,0026
pmol/mg, s. Abb. 4.6 A). Von einigen Versuchstieren wurde zusatzlich die Aorta fir weitere
cGMP-Bestimmungen entnommen. Auch in den Gefalen liel sich durch SIL anndhrend eine
Verdopplung der cGMP-Konzentration von 0,0915 £ 0,0228 pmol/mg auf 0,1882 + 000215
pmol/mg erreichen (s. Abb. 4.6 B). Die generell zehnfach hohere vaskulare cGMP-
Konzentration stimmt mit den erwarteten Werten dberein und bestatigt damit die
Verlasslichkeit der hier durchgefiihrten Methode. Die Expression der cGKI-Proteinmenge
sowie die Abundanz der AT{R-mRNA wurden durch das SIL-Fltterungsprotokoll dagegen
nicht beeinflusst (s. Anhang, Abb. 7.1 A-C).

4.2.1 Einfluss von Sildenafil auf die kardiale Hypertrophie

Nach 60 Tagen SIL- bzw. Placebo-Behandlung wurden die Versuchstiere geopfert. Das
Ausmal des kardialen Remodelings, sowie der Einfluss von SIL auf den progressiven
Herzphanotyp der aMHC-ATR¥*-Tiere wurde anhand histologischer und biochemischer
Parameter bestimmt. Die Herzgewichte, die auf das Koérpergewicht normalisierten Werte,
sowie die Myozytenquerschnittsflaichen der Placebo-behandelten aMHC-AT;R"*- und WT-
Tiere in Abb. 4.7 entsprechen derer, die bereits bei der Reevaluation des Mausmodells unter
4.1.1 gezeigt wurden und signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen darlegten. Die
chronische SIL-Gabe hatte weder Auswirkung auf die Herzgewichte (Abb. 4.7 A) der
transgenen- (Placebo 151,05 £ 4,38 mg; SIL 150,55 + 5,99 mg) noch der WT-Tiere (Placebo
118,05 + 3,01 mg; SIL 121,21 £ 2,83 mg). Das Kdérpergewicht aller Mause wurde wahrend
der SIL- bzw. Placebo-Behandlung wdchentlich dokumentiert (s. Anhang, Abb. 7.1 D). Da die
SIL-Gabe das Korpergewicht nicht erkennbar beeinflusste, konnten auch hier die
Herzgewichte auf die Kdrpergewichte normiert werden (Abb. 4.7 B). Analog der isolierten
Herzgewichte war auch nach der Normierung kein Benefit durch die SIL-Gabe erkennbar
(WT: Placebo 4,68 + 0,09 mg/g; SIL 4,73 + 0,07 mg/g; aMHC-AT,RY¥": Placebo 6,04 + 0,19
mg/g; SIL 5,98 + 0,27 mg/g). Die initiale Charakterisierung der aMHC-AT R¥*-Mauslinie
zeigte Uberdies eine Hypertrophie auf myozytarer Ebene, charakterisiert durch signifikant
vergrofRerte Myozytenquerschnittsflachen (s. Abb. 4.4 B). Vergleicht man diese nun mit den
Querschnittsflachen der Herzmuskelzellen von SiIL-behandelten Tieren, so wird deutlich,
dass SIL keinen hemmenden Einfluss auf myozytare Wachstumsprozesse austibt (s. Abb.
4.7 C, D). Vielmehr flhrte die SIL-Gabe zu einer moderaten, aber nicht signifikanten
Zunahme der Myozytenquerschnittsflichen (WT: Placebo 133,61 + 6,75 ym?; SIL 153,34 +
6,84 um?% aMHC-AT R"*: Placebo 171,92 + 12,29 ym?; SIL 187,19 % 4,56 ym?).
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Abb. 4.7: SIL mildert das AusmaR der Hypertrophie von aMHC-AT,R'"%"-Tieren nicht.

SIL zeigte keine Effekte auf das (A) Herzgewicht und (B) das normalisierte Herzgewicht innerhalb der
behandelten Genotypen (WT n=17; aMHC-ATRY"* n=22). (C) Moderate, nicht signifikante Zunahme
der Myozytenquerschnittsflachen unter SIL-Therapie in beiden Genotypen. Analysiert wurden in der
SIL-Gruppe 336 Zellen von insgesamt n=9 WT- sowie 485 Zellen aus Schnitten von n=12 aMHC-
AT R9"_Tieren. Die Werte fur die Darstellung der Placebo-behandelten Gruppen beider Genotypen in
den Schaubildern A-C wurden aus Abb. 4.4 Gbernommen. # und § vergleichen Tiere £ SIL zwischen
den Genotypen (###p<0,001; §§§p<O,OO‘I). (D) Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme von HE-
gefarbten Kryoschnitten von transgenen Tieren £ SIL. Der MaRstabsbalken entspricht 100 uym.

Eine weitere Erhéhung des kardialen cGMPs durch die chronische SIL-Behandlung konnte
somit keine Reduktion der Herzmasse herbeifiihren. Dies schliel3t per se einen Einfluss auf
molekularer Ebene, z.B. in der Modulation der Expression des fetalen Genprogramms nicht
aus. Aus diesem Grund wurden die mRNA-Level verschiedener Hypertrophiemarker mittels
gRT-PCR untersucht (s. Abb. 4.8). Die Expression der natriuretischen Peptide ist im Zuge
hypertropher Umbauprozesse des Herzens regelhaft stark erhdht (Volpe et al. 2014). Auch in
dem hier untersuchten Hypertrophiemodell ist ein deutlicher Anstieg der Expression von ANP
und BNP in den aMHC-AT1Rtg’+-Herzen erkennbar. In L"Jbereinstimmung mit den
histologischen Daten (s. Abb. 4.7) hatte SIL keinen Einfluss auf die Expressionsanderungen
dieser natriuretischen Peptide (s. Abb. 4.8 A, B). Bezeichnend fir Anderungen auf
transkriptioneller Ebene bei kardialer Hypertrophie sind auch Verschiebungen im
Expressionsstatus von bestimmten Isoformen der schweren Myosinketten. Meist lasst sich
dabei beobachten, dass die Expression der ,adulten a-Isoform (a-MHC) zugunsten der
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Jfetalen® B-Isoform (B-MHC) abnimmt (Frey and Olson 2003). Eine ahnliche Tendenz ergab
sich fur die Expression der a-MHC Isoform in den transgenen Tieren (s. Abb. 4.8 C). Fur die
B-MHC-Expressionslevel waren dagegen keine Unterschiede zwischen den Genotypen zu
erkennen (s. Abb. 4.8 D). In keiner der hier untersuchten Konstellationen hatte SIL einen
signifikanten Effekt auf das Expressionsverhaltnis der a- und B-MHC (s. Abb. 4.8 C, D). Als
weiteres Kennzeichen des kardialen Remodelings lieR sich in aMHC-AT;R'“*-Herzen,
verglichen mit gesunden WT-Herzen, eine deutliche Herunterregulation der SERCA2-mRNA
feststellen. Durch die SIL-Behandlung war es allerdings nicht mdglich, die herzspezifische
SERCA2-Expression in den aMHC-AT,R"¥*-Herzen zu rekonstituieren (s. Abb. 4.8 E).
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Abb. 4.8: Untersuchungen zur Genexpression verschiedener Hypertrophiemarker.

Quantitative Expressionsanalyse verschiedener Hypertrophiemarker von 120 Tage alten WT- und
aMHC-AT{R"9*-Mausen + SIL. (A) Atriales natriuretisches Peptid (ANP), (B) Brain natriuretic peptide
(BNP), (C) a-Isoform der schweren Myosinkette (a-MHC), (D) B-Isoform der schweren Myosinkette (3
-MHC), (E) herzspezifische sarkoplasmatische und endoplasmatische Ca’*-ATPase (SERCA2), (F)
Calcineurin A (CnA). Verwendete Tierzahlen: Placebo-behandelt: n=5 (WT) bzw. n=9 (aMHC-
AT1Rtg/+), SlL-behandelt: n=8 (WT) bzw. n=11 (aMHC—AT1Rtg/+). HPRT diente als Referenzgen.
*bedeutet einen signifikanten Unterschied innerhalb der Genotypen, # und § vergleichen Tiere + SIL
zwischen den Genotypen (*p<0,05; $p<0,05 $¥p<0,01; %%8p<0,001; #p<0,01; *p<0,001).

Der einzige signifikante SIL-Effekt auf transkriptioneller Ebene war eine Reduktion der
Expression der Phosphatase CnA in Herzen von behandelten aMHC-AT;R"¥*-Tieren, auch
wenn per se die Expression von CnA durch die amplifizierte Ang IlI/AT,R-Signaltransduktion
insgesamt nicht erhdht war (s. Abb. 4.8 F). SIL war in friheren Studien in der Lage, in
hypertrophen Herzen die CnA-Proteinlevel zu senken, was als Indiz fir eine Regulation des
fetalen Genprogrammes gewertet wurde (Nagayama et al. 2009).

4.2.2 Einfluss von Sildenafil auf die kardiale Fibrosierung

In vorangegangenen Arbeiten wurde insbesondere Uber ausgepragte antifibrotische Effekte
einer SIL-Therapie berichtet. So konnten Patrucco et al. zeigen, dass die Gabe von SIL eine
Ang ll-induzierte Myokardfibrosierung nur bei intaktem cGMP/cGKI-System reduzieren kann.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass mdglicherweise die cGKI in Fibroblasten bzw.
Myofibroblasten diese Effekte vermittelt. Insbesondere da die PDES5, als priméares
Arzneistofftarget von SIL, abundant in Fibroblasten/Myofibroblasten exprimiert wird (Patrucco
et al. 2014). In weiteren Studien zeigte SIL neben einer Reduktion der Myokardfibrosierung
zusatzliche hemmende Effekte auf das Kardiomyozytenwachstum. Die Autoren dieser
Studien schrieben beide Effekte der kardiomyozytaren cGKI bzw. PDES zu (Takimoto et al.
2005, Westermann et al. 2012). aMHC-AT,RY%*-Mause zeigen massive fibrotische
Einlagerungen, obwohl der primare Stimulus fir den progressiven Herzphanotyp in der
amplifizierten Ang ll-Signaltransduktion im Kardiomyozyt begriindet ist (Paradis et al. 2000).
Fibroblasten sind hierbei nicht durch eine exogene Ang ll-Zufuhr betroffen. Méglicherweise
nehmen sie den Platz von abgestorbenen Kardiomyozyten ein oder werden durch Crosstalk
mit den Herzmuskelzellen in ihrer Proliferation bzw. der Sekretion von extrazellularen
Matrixproteinen beeinflusst. Auf das Myozytenwachstum von aMHC-AT;R"%*-Mausen war
kein hemmender Einfluss von SIL erkennbar (s. Abb. 4.7 C). Ob der PDE5-Hemmstoff seine
antifibrotische Wirkung auch in diesem speziellen Hypertrophiemodell ausibt, wurde in Abb.
4.9 untersucht.

Zur Visualisierung und Quantifizierung der myokardialen Fibrose wurden erneut Sirius-Rot
Farbungen angefertigt (s. Abb. 4.9 A). Die histologischen Farbungen im Bereich des
Papillarmuskels und die Quantifizierung der fibrotischen Areale zeigen eindeutig, dass der
Anteil des fibrotischen Gewebes von aMHC-AT;R%*-Mausen durch SIL nicht reduziert
werden konnte (Placebo 13,99 % 0,98%; SIL 13,29 = 1,04%). Erstaunlicherweise war
dagegen eine leichte, aber signifikante Reduktion des fibrotischen Gewebsanteils in den WT-
Herzen durch die SIL-Behandlung zu beobachten (Placebo 7,41 + 0,7%; SIL 4,66 + 0,41%,
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(s. Abb. 4.9 B). Die histologischen Befunde zum Ausmal der Fibrosierung wurden durch
Expressionsanalysen der Kollagen-Isoformen Col1A1 und Col1A2 auf mRNA-Ebene erganzt
(s. Abb. 4.9 C, D). Weder in den WT- noch in den aMHC-AT;R"%*-Herzlysaten vermochte SIL
die Kollagenmenge zu verringern.
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Abb. 4.9: Keine Reduktion der kardialen Fibrosierung durch SIL.

(A) Reprasentative Aufnahmen (MIRAXScan-System, Zeiss) von Sirius-Rot gefarbten Kryoschnitten
im Bereich des Papillarmuskels 120 Tage alter Tiere beider Genotypen + SIL. (B) Ausmal} der
fibrotischen Gewebsanteile (rot) im Vergleich zu nicht betroffenen Arealen (gelb) nach Quantifizierung
mittels GSA-Imager Software von n=6 (WT Placebo-behandelt) bzw. n=9 (WT+SIL) und je n=8
(aMHC-ATR R + SIL) T|eren # und % verdeutlichen signifikante Unterschiede im Fibrosierungsgrad
zwischen den Genotypen ( p<0 01; % p<0,001), **: SIL zeigte nur einen antifibrotischen Effekt in den
WT-Herzen (**p<0,01). (C) Quantitative mRNA—AnaIysen der Fibrosemarker Kollagen-Typ 1A1
(Col1A1) und (D) Kollagen-Typ 1A2 (Col1A2) ergaben keine signifikanten Anderungen fir die hier
untersuchten Konditionen nach Normierung auf HPRT in n=5-11 Herzen zwischen den Genotypen *
SIL. Der Malstabsbalken in (A) entspricht 100 um. Die Sirius-Rot Farbung wurde in Zusammenarbeit
mit Verena Schéttle im Rahmen eines Diplomarbeitsprojektes angefertigt.

Durch die Histologie wurden die Befunde von Paradis et al. bezlglich der massiven
Myokardfibrosierung eindeutig reproduziert. Jedoch waren die Kollagenmengen in den
Gesamtherzlysaten der aMHC-ATRY"-Tiere unabhangig von der pharmakologischen
Behandlung nicht signifikant erhéht (s. Abb. 4.9 C, D). Dies war insofern Uberraschend, da
die mRNA typischer Fibrosemarker in hypertrophen Zustanden generell verstarkt gebildet
wird (Villarreal and Dillmann 1992). Diese Diskrepanz kdnnte darauf zurickzuflhren sein,
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dass in diesem genetischen Modell die Kollagensynthese zu einem friheren Zeitpunkt
verstarkt ablauft, oder durch das Absterben von Kardiomyozyten langsam und kontinuierlich
Fibroblasten bzw. Extrazellularmatrix substituiert werden. Eine andere Madglichkeit ware,
dass der Kollagenumsatz bzw. die Umgestaltung der Extrazellularmatrix aufgrund einer
Imbalance zwischen Matrix-degradierenden Metalloproteinasen (MMPs) und deren
gewebsspezifische Inhibitoren (TIMPs) verandert ist (Mishra et al. 2013). Tatsachlich zeigten
sich Unterschiede im Expressionsprofi der mRNA von MMP9 und TIMP1 in
Gesamtherzlysaten von aMHC-ATR%*-Tieren (s. Abb. 4.10). So war eine signifikante
Abnahme der mRNA-Menge der ECM-degradierenden MMP9 in Herzen von aMHC-ATR'9"-
Tieren (0,019 £ 0,002) im Vergleich zu WT-Herzen (0,031 + 0,006) erkennbar (s. Abb. 4.10
A). Im Gegensatz dazu war der kardiale mMRNA-Gehalt von TIMP1 in den transgenen Tieren
(0,081 + 0,009) signifikant gegenuiber den WT-Tieren (0,038 £ 0,004) erhdht (s. Abb. 4.10 B).
Diese Hinweise auf einen veranderten Kollagen-Turnover kdénnten die Akkumulation von
extrazellularen Matrixproteinen im aMHC-ATR"*-Mausmodell erklaren (s. Abb. 4.9 A, B). In
Ubereinstimmung mit den histologischen Befunden waren die Expressionsénderungen von
MMP9 und TIMP1 ebenfalls SIL-unabhangig.
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Abb. 4.10: Expressionsanalyse von Faktoren des ECM-Umbaus.

(A) S|gn|f|kant erniedrigte Expression von MMP9, sowie (B) erhdhte Werte fiir TIMP1 in Herzen von
aMHC-ATR9"-Tieren (n=8) verghchen m|t WT- WurfgeschW|stern (n=6) unabhangig von SIL,
veranschaulicht durch # und § ("p<0,05; p<0 01; p<O 05; p<0 01). Innerhalb der betrachteten
Genotypen zeigte SIL keinen Effekt auf die RNA-Expression. HPRT diente als Referenzgen.

4.2.3 Einfluss von Sildenafil auf die Herzfunktion

Mit dem aMHC-AT,R%*-Mausmodell war es bislang nicht méglich, protektive Effekte von SIL
auf das Ausmald der kardialen Hypertrophie und der Fibrosierung, die in friilheren Studien
(Takimoto et al. 2005, Westermann et al. 2012) beschrieben wurden, zu reproduzieren (s.
4.2.1 und 4.2.2). Da SIL in verschiedenen experimentell erzeugten Herzerkrankungen in der
Lage war, die Pumpfunktion zu verbessern oder gar wieder herzustellen (Takimoto et al.
2005, Adamo et al. 2010), wurden zusatzlich echokardiographische Messungen zur
Evaluation der Herzfunktion durchgefuhrt (s. Abb. 4.11). Entgegen der allgemeinen
Auffassung, dass NO/cGMP sowohl die basale als auch die Katecholamin-stimulierte
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Kontraktilitdt auf Kardiomyozytenebene herabsetzten kann (Brady et al. 1993, Borlaug et al.
2005), gibt es Studien, die sogar einen positiv inotropen Effekt flr SIL in hypertrophierten
Herzen beschreiben (Nagendran et al. 2007). Dies ist modglicherweise einer
Kompartimentierung der PDES oder einem Crosstalk zwischen cGMP und cAMP und der
Aktivierung der PKA geschuldet (Vila-Petroff et al. 1999, Takimoto et al. 2007).
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Abb. 4.11: SIL fuhrt nicht zu einer Wiederherstellung der Herzfunkton.

(A) Reprasentative Ausschnitte von M-Mode Aufnahmen des linken Ventrikels 120 Tage alter Tiere in
der Langsachse zeigen vergroferte Kammerdimensionen der aMHC-AT;R'*-Herzen unabhangig von
SIL; # und § vergleichen hierbei die unterschiedlichen Genotypen. Die endsystolischen (LVESD) und
enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) des linken Ventrikels dienten zur Berechnung des
linksventrikuldaren Pumpvermdgens, determiniert durch (B) die Verkiirzungsfraktion (%FS, Fractional
Shortening) und (C) die Auswurffraktion (%EF, Ejection Fraction) in n=5 (WT £ SIL) und n=11 (aMHC-
AT:R* Placebo), bzw. n=9 (aMHC-AT,R'"* SIL) Tieren (**p<0,001; $%p<0,001 ).

Durch die Darstellung der echokardiographischen Messungen im M-Mode ist der dilatative
Phanotyp der aMHC-AT;R'*-Mause anhand der ausgediinnten Ventrikelwénde und des
insgesamt vergrofRerten Kammerdurchmessers erneut erkennbar (s. Abb. 4.11 A). Zudem ist
die Differenz zwischen endsystolischem (LVESD) und enddiastolischem Durchmesser
(LVEDD) des linken Ventrikels gering, was eine stark verminderte Kontraktionsfahigkeit der
Herzen von oMHC-AT:R%Tieren impliziert, denn diese Parameter sind entscheidende
Faktoren fir die Berechnung der Verkirzungs- (%FS, Fractional Shortening) und der
Auswuffraktion (%EF, Ejection Fraction). Im Vergleich zu den WT-Herzen, die mit Werten
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von 39,13 £ 1,96%, sowie 69,64 + 2,56% fir die Verkirzungsfraktion bzw. Auswurffraktion
im Normbereich liegen, war in den aMHC-AT1R‘9’+-Tieren eine deutliche Verschlechterung
der Herzfunktion zu beobachten (%FS: 16,97 + 1,57%, %EF: 34,86 + 2,99%). Die
verminderte Pumpfunktion konnte gleichwohl nicht durch SIL rekonstituiert werden (s. Abb.
4.11 B, C). Zwar war ein geringer SIL-Effekt in den transgenen Tieren zu beobachten, da die
Werte fir die Verkirzungsfraktion (20,01 £ 1,19%) und die Auswurffraktion (40,69 + 2,11%)
leicht anstiegen, diese marginale Verbesserung erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz im Vergleich zur Placebo-Gruppe der aMHC-AT,R"%*-Tiere.

4.3 Rolle der PDEs fur den kardialen cGMP-Turnover in aMHC-
AT,R""*-M&usen

Die spezifische Uberexpression des AT:R in Kardiomyozyten fiihrt zu einem progressiven
Herzphanotyp, charakterisiert durch Hypertrophie, Fibrosierung und massiv verschlechterter
Herzfunktion (s. 4.1.1 und 4.1.2; Paradis et al. 2000). Die aMHC-AT;R"%*-Mé&use sind zudem
vollig insensitiv gegeniber einer 60-tdgigen SlL-Therapie. Weder Myozytengrofle,
Fibrosierung, noch die Herzfunktion waren durch den PDE5-Hemmstoff beeinflussbar (s.
4.2.1-4.2.3), obwohl SIL in Gesamtherzlysaten eine signifikante Erhéhung der cGMP-Spiegel
herbeifihrte (s. 4.2). Eine Trennung der Zellkompartimente und nachfolgende cGMP-
Messung zur exakten Lokalisation des cGMP-Anstiegs mittels ELISA war methodisch nicht
mdglich. Die initial erhobenen Daten bestatigen aber, dass der cGMP/cGKI-Signalweg ein
wichtiger  Kompensationsmechanismus bei einer intensivierten Ang IlI/AT4R-
Signaltransduktion darstellt. So waren die Expression der cGKI und die kardialen cGMP-
Spiegel von aMHC-AT;R¥*-M&usen unabhingig von der SIL-Behandlung bereits erhéht (s.
4.1.2.). Die gesteigerten kardialen cGMP-Spiegel kdnnten einerseits auf eine vermehrte
Bildung, aber auch auf eine veranderte cGMP-Degradation zuriickzufihren sein. Der cGMP-
Abbau wird durch PDEs reguliert (Movsesian et al. 2009). Ob die amoplifizierte
kardiomyozytare Ang II-Signaltransduktion zu Veradnderungen in der Expression oder
Aktivitat verschiedener PDEs fuhrt, wurde nachfolgend mittels Expressionsanalysen und
FRET-Messungen untersucht (s. Abb. 4.12 und Abb. 4.13).

Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) ermdglicht eine intrazelluldre Messung von cGMP
in intakten, lebenden Zellen. Fir diesen Zweck wurden transgene Tiere, die den red cGES-
DE5-Biosensor fir cGMP in Kardiomyozyten exprimieren, mit aMHC-AT,RY*-M&usen
verpaart (s. 3.1.2). Der Sensor besteht aus einem Donor- (T-Sapphire) und einem Akzeptor-
Fluorophor (Dimer2, RFP). Die Bindung von cGMP fuhrt zu einem Anstieg im FRET-Signal
und zu einer Farbanderung von grun zu rot. Diese Emissionsanderungen konnten mit
unterschiedlichen Filtern detektiert und quantifiziert werden (Gotz et al. 2014). Fiur die FRET-
Messungen wurden frisch isolierte Kardiomyozyten von Doppelmutanten (aMHC-red cGES-
DE5/aMHC-AT;RY") und WT-Kontrolltieren, die nur den Sensor tragen (aMHC-red cGES-
DE5/WT), verwendet (s. Abb. 4.12). Die zytosolische cGMP-Konzentration in
Kardiomyozyten ist mit 10 nmol/l sehr gering, daher muss fir validierte und reproduzierbare
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Aussagen eine Prastimulation, z.B. mit CNP, erfolgen (Gotz et al. 2014). Im aMHC-AT,R"9"-
Mausmodell wurden keine Veranderungen im Expressionslevel fur GC-B, dem Rezeptor fiir
CNP, festgestellt (s. Anhang, Abb. 7.2 B), daher kénnen unterschiedliche cGMP-Spiegel in
den verschiedenen Genotypen nicht auf eine CNP-Prastimulation zurtickgefuhrt werden.
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Abb. 4.12: FRET-Messungen an isolierten Kardiomyozyten.

(A) Reprasentative FRET-Aufnahmen einer cGMP-Messung nach CNP-Prastimulation in isolierten
Kardiomyozyten nach Normalisierung des GFP zu RFP-Signals zeigen einen signifikanten Anstieg der
cGMP-Konzentration in Myozyten von AT,R-transgenen, sensortragenden Tieren (aMHC-red cGES-
DE5/aMHC-AT,R"%"* , rot) verglichen mit Myozyten von Tieren ohne AT;R-Uberexpression (aMHC-red
cGES-DES5/WT, schwarz) (B) Statistische Auswertung der Mittelwerte von Messungen an n=9 WT-
bzw. n=7 aMHC-AT,RY"- Myozyten. Eine zusatzliche Stimulation mit dem unspezifischen PDE-
Hemmer IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) bewirkte einen Angleich der cGMP-Spiegel in WT-
Kardiomyozyten auf das Niveau von aMHC-AT{R R'9*_Zellen. (C) Reprasentative Spuren und (D)
Quantifizierung der prozentualen Anderung des FRET Signals nach alleiniger Hemmung samtlicher
PDEs mit IBMX. Das AusmaR der FRET-Anderung nach IBMX-Stimulation deutet auf signifikant
héhere cGMP-Spiegel in den WT-Myozyten (n=6) verglichen mit aMHC-AT R R -Myozyten (n=5) hin.
(*p<0,05; **p<0,01). Die FRET-Messungen wurden von Hariharan Subramanian und Viacheslav
Nikolaev durchgefiihrt (Experimentelle Herz-Kreislaufforschung, Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf).

Die primaren Ergebnisse der cGMP-Messung mittels ELISA konnten erwartungsgemaf
durch die FRET-Messung bestatigt werden. Kardiomyozyten von aMHC-AT;RY*-Tieren
zeigten im Vergleich zu WT-Myozyten nach CNP-Stimulation eine ca. 40% gesteigerte
Bildung von cGMP (s. Abb. 4.12 A und linker Teil von Abb. 4.12 B). Interessanterweise
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konnten die cGMP-Konzentrationen durch anschlielende Zugabe von 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX) als unspezifischen PDE-Hemmstoff vor allem in den WT-Myozyten
weiter erhéht werden. Ein weiterer Anstieg der cGMP-Spiegel in Kardiomyozyten aus aMHC-
AT:R9"-Herzen mit IBMX war dagegen nur schwach ausgepragt (s. Abb. 4.12 B, rechter
Teil). Die basal signifikant unterschiedlichen cGMP-Spiegel wurden durch diesen
unspezifischen PDE-Hemmstoff somit nivelliert, was auf eine annadhrend maximale
Hemmung verschiedener PDEs in den hypertrophen Herzen von aMHC-AT,RY"-Tieren
bereits unter unstimulierten Bedingungen hindeutet. Eine alleinige Stimulation der
Kardiomyozyten mit IBMX ohne CNP-Prastimulation resultierte in einem steilen Anstieg der
cGMP-Konzentration in Kardiomyozyten aus WT-Tieren, wahrend fiur die cGMP-Spiegel von
aMHC-AT,R¥*-Myozyten nur ein moderater Anstieg zu verzeichnen war (Abb. 4.12 C).
Dementsprechend zeigt die statistische Auswertung eine annéahrend vierfach erhdhte FRET-
Anderung in WT-Myozyten nach IBMX-Stimulation (Abb. 4.12 D). Die FRET-Messungen
implizieren, dass PDEs in der Regulation der cGMP-Spiegel im aMHC-ATR¥*-Hypertrophie-
modell beteiligt sind, und durch das progressive Herzwachstum Anderungen in der Aktivitat
und/oder der Expression verschiedener PDEs induziert werden. Um diese These weiter zu
verfolgen, wurden nachfolgend quantitative mRNA-Analysen von cGMP-sensitiven bzw.
cGMP-hydrolysierenden PDEs in Gesamtherzlysaten angefertigt (s. Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Expressionsanalyse kardialer PDEs.

Quantitative mRNA-Expressionsanalysen mittels gqRT-PCR zeigten moderate, nicht signifikant
veranderte mMRNA-Mengen nach Normierung auf HPRT als Haushaltsgen fur (A) PDE2A, (B) PDE3A
und (C) PDES5A. (D) Statistisch signifikant reduzierte mRNA-Level fir PDE1C in Gesamtherzlysaten
von aMHC—AT1R‘g/+—Tieren. SIL fiihrte in keinem Fall zu relevanten Anderungen in der Héhe der PDE-
mRNA-Expression. Verwendete Tierzahlen: Placebo-behandelt: n=5 (WT), n=9 (aMHC—AT1Rtg/+), SIL:
n=8 (WT), n=11 (aMHC—AT1Rtg/+). # und § verdeutlichen signifikante Unterschiede der mRNA-Mengen
zwischen den Genotypen (##p<0,0‘l; $$p<0,01).

Sowohl die mMRNA-Level von PDE2A (s. Abb. 4.13 A) als auch von PDE3A (s. Abb. 4.13 B),
sind in Gesamtherzlysaten von aMHC-AT,R¥"-Tieren im Vergleich zu WT-Lysaten leicht
erniedrigt, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Die SIL-Behandlung fiihrte zu
keinen Veranderungen in der Expressionshohe von PDE2A und PDE3A. Geringere kardiale
mRNA-Mengen waren fur PDE5, dem Haupteffektor von SIL, zu ermitteln. Die Gabe des
PDE5-Hemmestoffes wiederum anderte nichts an der PDE5-Expression (s. Abb. 4.13 C). Der
mengenmafig grofte Anteil aller untersuchten mRNA-Transkripte fur cGMP-hydrolysierende
PDE-Isoformen im Herz wurde fiir die PDE1C ermittelt (s. Abb. 4.13 D). Interessanterweise
konnte eine signifikante Abnahme der Transkripte fir die cGMP- und cAMP-hydrolysierende
PDE1C in Herzen von aMHC-AT,R"¥"-Tieren (0,132 + 0,019) verglichen mit Herzen von WT-
Tieren (0,22 £ 0,015) detektiert werden. Dieser signifikante Unterschied blieb auch nach der
SIL-Gabe bestehen bzw. vergréRerte sich noch etwas (s. Abb. 4.13 D).

Die bislang in der vorliegenden Arbeit mit dem aMHC-AT1Rtg”-HypertrophiemodeII
erhobenen Daten kdnnen folgendermalien zusammengefasst werden: (1) Die myozyten-
spezifische Uberexpression des humanen AT:R filhrt unabhéngig vom Blutdruck und
endogenen Ang II-Spiegeln zu kardialer Dysfunktion. (2) Sowohl cGKI-Proteinlevel als auch
kardiale cGMP-Spiegel sind kompensatorisch hochreguliert. (3) Eine SIL-Therapie zeigte
keinen Benefit bezuglich Myozytenwachstum, Fibrosierung und Herzfunktion. (4) Der
kardiale Phanotyp von aMHC-ATR¥*-Mausen ist mit Anderungen in der kardialen
Ausstattung und/oder Aktivitat unterschiedlicher PDEs verknUpft.

Die Hochregulation der cGKI ist zweifelsohne einer der interessantesten Befunde in diesem
Krankheitsmodell und unterstreicht nochmals die Wichtigkeit dieses gegenregulierenden
Signalwegs bei einer Ang ll-induzierten Herzhypertrophie. Bislang sind in Kardiomyozyten
nur wenige Interaktionspartner der cGKI bekannt (s. 1.2.4), sodass die Identifikation neuer
Substrate insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapiestrategien zur
Behandlung und Pravention hypertropher Herzerkrankungen von enormer Wichtigkeit ist. Mit
CRP4 wurde kurzlich ein neuer Effektor der cGKI in Spinalganglien und glatten Muskelzellen
beschrieben (Huber et al. 2000, Schmidtko et al. 2008). CRP4 zeigt eine hohe Homologie zu
CRP3/MLP, Fehlfunktionen in CRP3/MLP minden in unterschiedlichen Auspragungen
hypertropher oder dilatativer Kardiomyopathien (Knoll et al. 2002). Nachfolgend soll deshalb
die Rolle von kardialem CRP4 und ein mogliches Zusammenspiel mit der cGKI im gesunden
und hypertrophen Herzmuskel erortert werden.
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4.4 Rolle des kardialen CRP4 in unterschiedlichen
Hypertrophiemodellen

Die CRP4-Knockout Mauslinie wurde im Arbeitskreis Pharmakologie, Toxikologie und
Klinische Pharmazie erfolgreich generiert und etabliert (Schmidtko et al. 2008). Die
Erzeugung von CRP4-WT (Genotyp: CRP4**) und CRP4-KO (Genotyp: CRP4")
Wurfgeschwister fir die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Experimente erfolgte
durch Verpaarung von heterozygoten Elterntieren (Genotyp: CRP4*" s. 3.1.2). Die Haufig-
keitsverteilung der Genotypen in der Nachkommenschaft entsprach den Erwartungen.
Phanotypisch zeigten die CRP4-defizienten Nachkommen keine Auffalligkeiten und waren
zudem fertil. Die Deletion von CRP4 scheint somit weder einen Einfluss auf die
Embryogenese noch auf offensichtliche physiologische Funktionen im adulten Organismus
zu haben. Die Lebenserwartung von CRP4-KO Mausen und deren WT-
Wurfgeschwistertieren war ebenso identisch (Daten nicht gezeigt). Das CRP4-Mausmodell
ist damit gut geeignet, um die pathophysiologischen Funktionen des kardialen CRP4-
Proteins im Ganztiermodell zu untersuchen. Funktionale Unterschiede zwischen den
Genotypen sollten sich somit explizit auf das Fehlen von CRP4 zurtckfihren lassen.

In dieser Dissertationsarbeit wurde primar die Funktion von kardialem CRP4 untersucht.
Hierbei sollten Erkenntnisse tber CRP4 im gesunden und hypertrophen Myokard gewonnen
werden. Darlber hinaus sollte ermittelt werden, inwiefern CRP4 auch im Herzmuskel ein
Substrat der cGKI darstellt. Da der cGKI protektive Effekte bei Ang ll-induzierter
Herzhypertrophie zugeschrieben werden (Frantz et al. 2013), wurde untersucht ob CRP4 als
moglicher cGKI-Interaktor ebenso in dieses neurohumoral-induzierte Herzmuskelwachstum
involviert ist. Zunachst wurde die Auswirkung einer CRP4-Deletion auf das hypertrophe
Wachstum des Herzmuskels im Ganztiermodell nach Ang ll-Infusion untersucht. Um etwaige
hormonelle Einflisse auszuschlieRen, wurden diese in vivo-Versuche nur mit mannlichen
Tieren durchgefiihrt, deren Alter 10-15 Wochen betrug.

4.4.1 Expression von CRP4 im Herzmuskel

Mittels unterschiedlicher Methoden war CRP4 im Herzmuskel von adulten Mause
nachweisbar (s. Abb. 4.14). Der aus Gesamtherzlysaten angefertigte Western Blot (Abb.
4.14 A) zeigt im CRP4-WT eine hohe Expression des LIM-Proteins. Die bei einem erwarteten
Molekulargewicht von ca. 23 kDa sichtbare Proteinbande war in den Herzlysaten von
heterozygoten Tieren deutlich reduziert und in CRP4-KO Herzen nicht detektierbar. Die
Anderung der CRP4-Proteinabundanz in den Herzen heterozygoter Tiere spricht fiir einen
Gendosiseffekt, der auch in Alkalischer Phosphatase (AP)-Farbungen in Feinschnitten des
Myokards deutlich wurde (Abb. 4.14 B). Diese immunhistochemischen Nachweise
verdeutlichen auflerdem die hohe Spezifitdt der hier verwendeten CRP4-Antikorper.
Zusatzlich konnte nach Vereinzeln der Zellen und nachfolgenden Immunfluoreszenz-
Farbungen die genaue Lokalisation von CRP4 in den Kardiomyozyten ermittelt werden (Abb.
414 C). GroBe Mengen des LIM-Proteins finden sich am Membranbereich der
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Herzmuskelzellen und entlang der Z-Scheiben, die das Sarkomer als kontraktile Einheit zu
beiden Seiten begrenzen und die Aktin-Filamente verankern (Luther 2009).

A Antikorper

GAPDH

CRP4

JHET e

KO

CTR KO + CRP4 AK

- CRP4 AK
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Abb. 4.14: Nachweis der CRP4-Expression im Herzmuskel.

(A) Western Blot zur spezifischen Detektion von CRP4 in Gesamtherzlysaten von WT-, HET- und KO-
Mausen. Die Spezifitdt des CRP4-Antikérpers wird durch das Fehlen einer Proteinbande in den
Herzlysaten der CRP4-KO Tiere deutlich. Der GAPDH-Nachweis (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase) bestatigt eine gleichmalige Beladung des Gels. (B) Lichtmikroskopische Aufnahme
immunhistochemischer CRP4-Farbungen an 8 pm dicken Gefrierschnitten. Die blaue Farbe entsteht
durch das Umsetzten des AP-Substrats und indiziert die Expression von CRP4. Die Intensitat der
Farbung im CRP4-KO Myokard entspricht der Kontrolle (CTR) ohne Priméarantikérper. (C)
Immunfluoreszenz-Farbungen zur Lokalisation von CRP4 (rot) in isolierten Kardiomyozyten. Die mit
Hoechst gegengefarbten Zellkerne erscheinen blau. Die Mafistabsbalken entsprechen 500 uym (B)
bzw. 20 uym (C).

44.2 CRP4 bei physiologischem Herzmuskelwachstum nach korperlichem
Ausdauertraining

Ein reversibles, physiologisches Wachstum des Herzmuskels ist typischerweise bei
Ausdauersportlern zu finden und wird als wichtiger Adaptationsmechanismus betrachtet. Die
exakten Signalwege, die eine physiologische Hypertrophie von einer maladaptiven
Hypertrophie abgrenzen, sind noch nicht vollstandig aufgeklart (Dorn 2007). Es gibt sogar
Hinweise, dass das lokale RAAS auch bei physischer Belastung fir die Entstehung einer
linksventrikularen Herzhypertrophie von Bedeutung ist (Oliveira et al. 2009). Da die Funktion
von CRP4 im Herzmuskel bis dato véllig ungeklart ist, wurde zunachst untersucht, ob sich
die Ablation des Proteins schon bei korperlicher Anstrengung negativ auf das
Herzmuskelwachstum auswirkt. Diese physiologische Herzhypertrophie wurde durch
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koérperliche Belastung mittels Schwimmen induziert (s. 3.3.2). Hierzu durchliefen die Tiere
eine 9-tagige Trainingsphase, in der die Schwimmzeit von Tag zu Tag erhéht wurde. Ab dem
10. bis zum 30. Tag schwammen die Tiere zweimal taglich 90 Minuten lang. Am Ende des
Versuchs wurde das Ausmall des physiologischen Herzwachstums im Vergleich zu
Kontrolltieren, die kein Schwimmtraining absolviert hatten, bestimmt (s. Abb. 4.15).

A 180 - B 7 -
*
— 160 - *kk
=] —_ B 1
E )
£ 140 A g’
L = 5
: 2
120 - =
R o
S
2 T 4
100 -
80 - 3
Schwimmen - + - + Schwimmen - + - +

C 2 n.s. Bl CRP4WT
B CRP4 KO

-
=]
1

Zunahme HG/KG [%]
IS >

12 -

Abb. 4.15: AusmaRB der physiologischen Herzhypertrophie nach 4-wéchigem Ausdauertraining.
Kérperliche Anstrengung durch Schwimmen fiihrt sowohl bei CRP4-WT als auch bei CRP4-KO Tieren
zu einem signifikanten Anstieg des (A) absoluten Herzgewichts und (B) des Verhaltnisses des
Herzgewichts (HG) zum Kérpergewicht (KG). (C) Die prozentualen Anderungen im HG/KG-Verhaltnis
im Bezug zu nicht-schwimmenden Tieren bestatigt, dass es keinen signifikanten Unterschied im
Ausmal der physiologischen Herzhypertrophie zwischen den Genotypen gibt. Dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte von n=5 Tieren pro Genotyp und Kondition (*p<0,05; ***p<0,001).

Das Ausdauertraining fiihrte in beiden Genotypen zu einem signifikanten Anstieg der
Herzmasse, wobei die mittleren Herzgewichte der CRP4-KO Tiere mit 131,98 + 4,997 mg
etwas niedriger waren als die der Wildtypen (146,50 % 5,124 mg). Dieser
Gewichtsunterschied war auch zwischen den Herzen der CRP4-KO Kontrolltiere (117,76 +
3,337 mg) und deren CRP4-WT Geschwistertieren (126,08 £ 5,219 mg) sichtbar (s. Abb.
4.15 A). Diese Tendenz erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Die Normierung der
Herzgewichte auf das Kdrpergewicht ergab erwartungsgemaf hochsignifikante Unterschiede
zwischen den schwimmenden und den nicht-schwimmenden Tieren der jeweiligen
Genotypen (s. Abb. 4.15 B). Fur die normierten Mittelwerte der Versuchsgruppen, die eine
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physiologische Hypertrophie als Folge der koérperlichen Anstrengungen entwickelten,
ergaben sich moderate Unterschiede fur die HG/KG-Verhaltnisse der CRP4-KO Tiere (5,53 +
0,05 mg/g) gegenuber der Wildtypen (5,87 + 0,09 mg/g), die knapp das Signifikanzniveau
erreichten (Abb. 4.15 B). Als entscheidender Parameter fir die Adaptation der Herzen an die
korperliche Anstrengung wurde die relative Zunahme des HG/KG-Verhaéltnisses zwischen
schwimmenden und nicht-schwimmenden Tieren innerhalb der Genotypen ermittelt (s. Abb.
4.15 C). Hierbei zeigten sich keine Unterschiede zwischen CRP4-WT und CRP4-KO Tieren
(CRP4-WT: 17,13 £ 1,86%; CRP4-KO: 17,78 £ 1,17%). Diese Ergebnisse stimmen sehr gut
mit bereits publizierten Daten Uberein, die unter Verwendung desselben Schwimmprotokolls
erhoben wurden. Hierbei wurde eine durchschnittiche Zunahme der HG/KG-Werte von 16%
beschrieben (Kaplan et al. 1994). Insgesamt bestatigen die hier erhobenen Befunde diesen
Versuchsansatz als valide Methode zur Induktion der physiologischen Herzhypertrophie.

4.4.3 Rolle von CRP4 in Angiotensin ll-induzierter kardialer Hypertrophie

Bei der physiologischen Adaptation des Herzmuskels an die korperlichen Belastungen durch
das Ausdauertraining ergaben sich fir Mause mit CRP4-Defizienz keine Auffalligkeiten (s.
4.4.2). Im Folgenden wurde daher die Anpassung der Herzfunktion und Herzgeometrie im
Kontext erhdhter Ang II-Plasmaspiegel untersucht (s. Abb. 4.16). Es ist hinreichend bekannt,
dass Ang Il Uber verschiedene Mechanismen (s. 1.1.5) krankhafte kardiale Umbauprozesse
induziert. Die kontinuierliche Infusion von Ang Il Uber 7 Tage mittels implantierter
osmotischer Minipumpen (2 mg/kg/d, s. 3.3.3) fuhrte erwartungsgemaR in allen Genotypen
zu einer Herzmuskelhypertrophie. Sowohl die absoluten, als auch die normierten
Herzgewichte waren im Vergleich zu den entsprechenden NaCl-behandelten
Kontrollgruppen signifikant erhdht (s. Abb. 4.16 A, B). Die Werte fur das durchschnittliche
Herzgewicht nach Ang II-Stimulation betrugen fir CRP4-KO Tiere 164,10 £ 3,44 mg bzw.
164,18 £ 9,41 mg fur CRP4-HET Herzen. CRP4-WT Tiere hingegen erreichen nur eine
durchschnittliche Herzmasse von 154,01 £ 2,94 mg (s. Abb. 4.16 A). Dabei wurde anhand
der etwas kleineren Gruppe an untersuchten heterozygoten Tieren ersichtlich, dass diese
keine intermediare Stellung im Sinne eines Gendosiseffektes einnehmen, wie es anhand der
Untersuchungen zur Proteinexpression (s. 4.4.1) zu erwarten war: Trotz einem vorhandenen
CRP4-Allel zeigten CRP4-HET Herzen nach Ang Il-Stimulation einen annahrend identischen
Hypertrophiegrad verglichen mit CRP4-KO Herzen. Bereits die Basalgewichte der CRP4-
HET Herzen unterschieden sich signifikant von CRP4-KO Herzen, die sich erneut, auch im
Vergleich zu CRP4-WT-Tieren leichter darstellten (s. Abb. 4.16 A). Durch die Normierung auf
das Koérpergewicht nivellierten sich die Unterschiede zwischen den Genotypen in den NaCl-
behandelten Gruppen. Auch die HG/KG-Verhaltnisse der Ang lI-behandelten Kohorten lagen
jeweils signifikant Uber denen der NaCl-infundierten Kontrolltiere (s. Abb. 4.16 B). Des
Weiteren wurden in dieser Darstellung die Unterschiede zwischen den Ang ll-behandelten
Genotypen besonders deutlich. Im Vergleich zu CRP4-WT Tieren (6,61 + 0,10 mg/g) waren
die normierten HG/KG-Werte fur CRP4-KO (7,15 £ 0,10 mg/g) und CRP4-HET Tiere (7,35 +
0,34 mg/g) signifikant erhdht (s. Abb. 4.16 B). Aufgrund der leicht erniedrigten normierten
Basalwerte der CRP4-KO Tiere, wurden die HG/KG-Werte der Ang llI-behandelten Kohorten
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zusatzlich auf die HG/KG-Mittelwerte des jeweiligen Genotyps unter Basalbedingungen
bezogen und als prozentuale Anderung dargestellt (s. Abb. 4.16 C). Diese Darstellung
verdeutlicht das enorme Myokardwachstum in CRP4-defizienten Tieren. Die prozentuale
Zunahme der HG/KG-Verhaltnisse betrug fir CRP4-KO Tiere 45,19 + 2,70%, fir CRP4-HET
Tiere 41,19 + 6,52%, sowie 31,72 + 2,06% fur CRP4-WT Tiere.
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Abb. 4.16: Erhoéhtes HypertrophieausmaRB in CRP4-defizienten Herzen nach Ang ll-Infusion.

Die Behandlung mit Ang Il resultierte in allen drei Genotypen in einer signifikanten Zunahme des (A)
absoluten Herzgewichts, (B) des auf das Korpergewicht normierten Herzgewichts (HG/KG) sowie (C)
des prozentualen Anstiegs der HG/KG-Werte verglichen mit einer NaCl-Infusion. Dabei ist das
Ausmal der Hypertrophie in allen Darstellungen in CRP4-KO und CRP4-HET Mausen ausgepragter
als in CRP4-WT Mausen. Folgende Tierzahlen wurden verwendet: NaCl: n=28 (WT), n=15 (HET),
n=25 (KO); Ang Il: n=28 (WT), n=12 (HET), n=31 (KO) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Im Gegensatz zu den flur das physiologische Myokardwachstum nach kérperlicher Belastung
erhoben Daten (s. 4.4.2), belegen die Ang II-Stimulationsexperimente, dass sich das Fehlen
von CRP4 bei der Manifestation einer neurohumoral-induzierten, pathophysiologischen
Herzhypertrophie nachteilig auswirkt. Offensichtlich ist kardiales CRP4 wichtig, um dem Ang
[I-stimulierten Herzwachstum entgegenzuwirken. In diesem Kontext wurde anschlieend
untersucht, ob der pro-hypertrophe Stimulus per se zu Veranderungen in der Expression von
CRP4 flhrt (s. Abb. 4.17). Fur das Schwesterprotein CRP3/MLP wurde Uber eine verringerte
Proteinexpression bei schwerer Herzinsuffizienz berichtet (Zolk et al. 2000). Tatsachlich war
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eine moderate, aber statistisch signifikante Abnahme der auf GAPDH normalisierten CRP4-
Proteinexpression in WT-Herzen nach Ang ll-Infusion zu beobachten (basal: 1,079 + 0,022;
Ang II: 0,882 + 0,043). In Herzlysaten von CRP4-KO Mausen waren erwartungsgemal keine
CRP4-Signale zu detektieren (s. Abb. 4.17 A, B). In hochprozentigen Acrylamid-Gelen - in
diesem Experiment betrug die Acrylamid-Konzentration 17,5% - wird CRP4 meist als
Doppelbande detektiert (s. Abb. 4.17 A). Mdéglicherweise handelt es sich bei der oberen
Bande um phosphoryliertes bzw. durch posttranslationale Modifikation verandertes CRP4,
dessen molekulare Masse dadurch erhéht wird, aber dennoch von den CRP4-Antikérpern
detektiert werden kann. Auch unterschiedliche Spleilvarianten von CRP4 sind nicht
ausgeschlossen. Mittels spezifischer Primer wurde zusatzlich der CRP4 mRNA-Gehalt von
Ang Il- und NaCl- stimulierten Herzen untersucht. Ahnlich der Proteinexpression (s. Abb.
4.14 A) war auch bei der Analyse der CRP4-mRNA ein Gendosiseffekt zu beobachten, so
war die Anzahl der CRP4 mRNA-Transkripte in Herzen von heterozygoten Mausen Uber die
Halfte reduziert (s. Abb. 4.17 C). Der CRP4-mRNA Gehalt in Gesamtherzlysaten von Ang II-
behandelten CRP4-HET und CRP4-WT Mausen wurde durch die Infusion nur marginal
gesenkt, ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (s. Abb. 4.17 C).
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Abb. 4.17: Expressionsmuster von CRP4 nach Stimulation mit Ang Il

(A) Reprasentativer Immunoblot zur Darstellung der CRP4-Proteinmengen £ Ang Il in CRP4-WT und
CRP4-KO Herzlysaten. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase) diente als Ladungs-
kontrolle und wurde fur die (B) Quantifizierung der CRP4-Proteinbanden von insgesamt n=8-12 Tieren
pro Genotyp £ Ang Il aus 5 Einzelexperimenten herangezogen. (C) Quantitative mRNA-Analyse der
CRP4-Transkripte nach Normalisierung auf HPRT von n=9-12 Herzen pro Genotyp und Kondition. Fur
CRP4-KO Herzen waren keine Signale detektierbar, was die hohe Spezifitit des verwendeten
Antiserums bzw. der Primer unterstreicht (***p<0,001).
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4.5 Untersuchungen zur vaskularen Expression von CRP4

Ang Il ist bekanntermallen ein stark vasokonstriktorisch wirkendes Neurohormon mit
pleiotropen Effekten auf unterschiedliche Organsysteme (Herz, Niere, etc.). Das
Herzmuskelwachstum im Ang ll-Infusionsmodell wird durch Stimulation des lokalen RAAS,
der Aktivierung von ATR auf Kardiomyozyten sowie durch die Ang llI-bedingte Erhéhung der
Nachlast beeinflusst. Da CRP4 in Glattmuskelzellen als Effektor des cGMP/cGKI-Signalwegs
beschrieben wurde (Huber et al. 2000), stellt sich die Frage, inwiefern die vasorelaxierende
Wirkung von endogenen, cGMP-erhéhenden Substanzen (z.B. NO und natriuretische
Peptide) CRP4-abhangig sind. Da die Ablation von CRP4 die Blutdruckregulation per se
beeinflussen kdnnte, war es im Rahmen der vorliegenden Arbeit wichtig, (1) die vaskulare
CRP4-Expression zu verifizieren und (2) Blutdruckmessungen (x Ang Il) durchzufihren, um
die Auswirkung eines veranderten Gefaltonus auf das Ausmal der kardialen Hypertrophie
abschatzen zu kénnen. Zunachst sollte die Expression von CRP4 in Glattmuskelzellen der
Aorta mittels spezifischer CRP4-Antikérper im Western Blot und durch immunhistochemische
Methoden bestatigt werden (s. Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Expression von CRP4 in der Aorta.

(A) Repréasentativer Immunoblot zum Nachweis von CRP4 in Aortenlysaten von CRP4-WT und CRP4-
KO Mausen aus jeweils n=9 Tieren pro Genotyp. Jede Geltasche wurde mit den Proteinmengen von
drei Aorten beladen, GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase) diente als Ladungs-
kontrolle. (B) AP-Farbung zur Detektion von CRP4 in Gefrierschnitten von Aortenringen. (C) Bei
entsprechender VergroBerung war auch eine starke CRP4-Expression im Endothel detektierbar
(Pfeilspitzen). Die Malistabsbalken entsprechen 100 ym (B) bzw. 50 um (C). Die AP-Farbung wurde
in Zusammenarbeit mit Michael Majer im Rahmen eines Diplomarbeitsprojektes angefertigt.
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Sowohl im Immunoblot der Aortenlysate (Abb. 4.18 A), als auch in immunhistochemisch
angefarbten Feinschnitten der CRP4-WT Aorta (Abb. 4.18 B), konnte CRP4 zweifelsfrei
detektiert werden. In vergroRerten Bildausschnitten fallt zudem auf, dass CRP4 nicht nur in
Glattmuskelzellen, sondern auch im Endothel exprimiert wird (Abb. 4.18 C).
Erwartungsgemall war CRP4 in die Proteinproben und Gewebeschnitten von CRP4-KO
Tieren nicht nachweisbar.

4.5.1 Radiotelemetrische Blutdruckmessung

Fir die Erfassung des Blutdrucks wurde ein Telemetrie-gestiitztes Melisystem verwendet.
Mit dieser Technik kann der Blutdruck uber einen langen Zeitraum kontinuierlich und mit
einer hohen Genauigkeit aufgezeichnet werden. Die Blutdrucktransmitter wurden operativ
eingesetzt (s. 3.3.4). In den darauffolgenden 7 Tagen konnten sich die Tiere vollstandig von
der Operation erholen. Zur Erhebung der basalen Blutdruckwerte von 10-15 Wochen alten
mannlichen CRP4-WT und CRP4-KO Mausen wurden Uber drei Tage kontinuierliche
Messungen in 15-mindtigen Intervallen a 5 Minuten aufgezeichnet (s. Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Telemetrische Blutdruckmessungen an CRP4-WT und CRP4-KO Tieren.

Mittelwerte der radiotelemetrischen Blutdruckmessung zur Ermittlung der (A) Systole, (B) der Diastole,
(C) des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) sowie (D) des Pulsdruckes in jeweils n=9 Tieren pro
Genotyp. Sowohl die Tages- und Nachtwerte als auch die 24 Stunden-Mittelwerte zeigten signifikant
erniedrigte Driicke in CRP4-KO Tieren (**p<0,01; ***p<0,001).
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Da CRP4 in Glattmuskelzellen als Effektorprotein der cGKIl identifiziert wurde (Zhang et al.
2007), ware es denkbar, dass die cGKI zur Vermittlung der Vasorelaxation auf CRP4 als
Adapterprotein angewiesen ist. Der Verlust von CRP4 kénnte in erhdhtem GefalRwiderstand
und somit erhdhten Blutdruckwerten resultieren. Interessanterweise war ein gegenteiliger
Effekt zu beobachten: CRP4-defiziente Tiere sind hypoton (s. Abb. 4.19). Alle mittels
Telemetrie untersuchten Parameter (systolischer Blutdruck, diastolischer Blutdruck sowie der
mittlere arterielle Blutdruck, MAP) waren sowohl in der Hell-als auch in der Dunkelphase in
CRP4-defizienten Tieren reduziert (s. Abb. 4.19 ). Im Zeitraum von 24 Stunden betrug der
systolische Blutdruck der CRP4-KO Tiere 108,01 + 1,13 mmHg und lag damit Gber 10 mmHg
unter den systolischen Driicken der CRP4-WT Mause (119,69 £ 1,78 mmHg; s. Abb. 4.19 A).
Signifikante Unterschiede waren auch fur die diastolischen Werte erkennbar (CRP4-KO
88,18 £ 1,15 mmHg; CRP4-WT 95,61 £ 1,56; s. Abb. 4.19 B). Der Mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) berechnet sich ndherungsweise aus der Summe des diastolischen Drucks und dem
Drittel des Differenzdrucks zwischen Systole und Diastole. Fur die 24-Stunden-Werte des
MAP ergaben sich ebenfalls Abweichungen von anndhrend 10 mmHg zwischen CRP4-KO
(98,42 £ 0,96 mmHg) und CRP4-WT M&usen (108,14 + 1,36 mmHg; s. Abb. 4.19 C). Keine
signifikanten Anderungen waren dagegen fir die Pulsdriicke zu verzeichnen (s. Abb. 4.19
D). Dieser Parameter veranschaulicht die Differenz zwischen systolischem und
diastolischem Druck und wird als Mal fir die Elastizitdt von Blutgefallen angesehen, ein
Anstieg dieses Parameters korreliert mit einer erhdhten Steifigkeit der GefalRe (Mackenzie et
al. 2002). Die Pulsdruck-Werte der CRP4-defizienten Tiere (19,84 £ 1,30 mmHg) lagen hier
unter den Werten der CRP4-WT Mause (24,11 + 1,95 mmHg), erreichten aber keine
statistische Signifikanz (s. Abb. 4.19 D).

Des Weiteren wurde auch die Herzfrequenz sowie die lokomotorische Aktivitat telemetrisch
erfasst (s. Abb. 4.20). Die Analyse dieser Parameter ist wichtig, da Aktivitdt und
Herzfrequenz den Blutdruck und damit auch die Interpretation der Rolle von CRP4 fiir die
Blutdruckregulation beeinflussen kénnen.
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Abb. 4.20: CRP4 ist nicht in die Regulation der Herzfrequenz und der Aktivitét involviert.
Die Analyse der (A) Herzfrequenz und (B) der lokomotorischen Aktivitat resultierte zu keiner Tageszeit
in Unterschieden zwischen den gezeigten Genotypen (jeweils n=9 Tiere).
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Uber den gesamten Zeitraum von 24 Stunden waren keine Unterschiede in der Herzfrequenz
zwischen CRP4-WT (610,14 + 6,05 Schlage/min) und CRPP4-KO Mausen (598,93 + 7,12
Schlage/min) zu ermitteln (s. Abb. 4.20 A). Die Aktivitat ist ein MaR fur die Haufigkeit der
Bewegungen der Tiere in einer bestimmten Zeitspanne. Auch hier ergaben sich keine
Unterschiede zwischen den Genotypen (s. Abb. 4.20 B), sodass eine Verzerrung der
basalen Blutdruckmessungen durch die Schlagfrequenz oder die lokomotorische Aktivitat
ausgeschlossen werden konnte.

4.5.2 Blutdruckmessung wahrend der 7-tagigen Ang ll-Infusion

Im Folgeexperiment sollte untersucht werden, wie sich die Blutdruckkurven der CRP4-WT
und CRP4-KO Mause wahrend der 7-tdgigen Infusion von Ang Il entwickeln. Nach
Beendigung der Basalmessungen wurden die osmotischen Minipumpen implantiert und die
Messungen nach dem bereits eingefihrten Schema (s. 4.5.1) fortgefuhrt (s. Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: Blutdruckverlaufskurve wahrend der 7-tdgigen Ang ll-Infusion.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Driicke in den Hell- (Zahlenwerte auf der X-Achse) und
Dunkelphasen (keine Zahlenwerte auf der X-Achse) fiir (A) Systole, (B) Diastole, (C) MAP (mittlerer
arterieller Blutdruck) und (D) Pulsdruck von CRP4-WT (n=8) und CRP4-KO Mausen (n=9) wahrend
der 7-tagigen Ang ll-Infusion. Die Werte zum Zeitpunkt Null entsprechen den letzten Tageswerten der
Basalmessungen direkt vor der Implantation der osmotischen Minipumpen (*p<0,05).

Die signifikanten Druckunterschiede unter Basalbedingungen (s. 4.5.1) nivellierten sich
bereits nach dem ersten Tag der Ang ll-Infusion. In dieser Zeitspanne war erwartungsgemaf
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fur beide Genotypen der starkste Blutdruckanstieg zu verzeichnen. Die
Blutdruckverlaufskurven fir die Systole, die Diastole sowie den MAP verliefen von Tag 2 an
fur beide Genotypen nahezu identisch (s. Abb. 4.21 A-C). Etwas uneinheitlicher und mit
starkeren Schwankungen behaftet stellte sich der Pulsdruck dar. Der Pulsdruck der CRP4-
KO Tiere lag ab dem zweiten Tag durchgehend oberhalb der CRP4-WT Tiere, jedoch ohne
das Signifikanzniveau zu erreichen (s. Abb. 4.21 D).

Da CRP4-KO Tiere unter physiologischen Bedingungen einen niedrigeren Blutdruck
aufweisen (s. 4.5.1), wurde zusétzlich untersucht, ob diese Tiere durch die Ang II-Gabe
einem insgesamt starkeren Blutdruckanstieg ausgesetzt sind als CRP4-WT Tiere. Daher
wurde die Differenz der Basaldricke und der Dricke nach 7-tdgiger Ang ll-Infusion
bestimmt, was dem Gesamtanstieg des Blutdrucks durch die neurohumorale Stimulation
entspricht (s. Abb. 4.22). Auch hier ergaben sich weder fiur Systole (s. Abb. 4.22 A), Diastole
(s. Abb. 4.22 B), MAP (s. Abb. 4.22 C), noch fur den Pulsdruck (s. Abb. 4.22 D) signifikante
Unterschiede. CRP4-KO Tiere haben somit keinen Nachteil bezuglich der Unterschiede in
der Blutdruckdifferenz vor und nach der Ang Il-Dauerinfusion.
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Abb. 4.22: Gesamtanstieg des Blutdrucks nach 7-tagiger Ang ll-Infusion.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Differenz zwischen den Driicken zu Beginn und am Ende der Ang
[I-Dauerinfusion fir (A) Systole, (B) Diastole, (C) MAP (mittlerer arterieller Blutdruck) und (D)
Pulsdruck. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede fiir diese Parameter zwischen CRP4-WT
(n=8) und CRP4-KO (n=9) Tieren.

Interessante Unterschiede zwischen den Genotypen zeigten sich im Verlauf der chronischen
Ang ll-Infusion fir die Herzfrequenz sowie fur die korperliche Aktivitat (s. Abb. 4.23). Die
Herzfrequenz war bis zum dritten Tag nach Implantation der Minipumpen anndhrend
identisch, anschlieRend war ein starker Abfall in den CRP4-WT Tieren zu beobachten. Da
die Frequenz der CRP4-KO Mause kontinuierlich anstieg, divergierten die Werte weiter
auseinander (s. Abb. 4.23 A). So unterschieden sich beispielsweise die Herzfrequenz der
CRP4-WT (529,79 + 61,98) und CRP4-KO Tiere (655,77 + 21,63) an Tag 4,5 um mehr als
100 Schlage/min. Die Frequenz der CRP4-KO Tiere war bis zum Ende der Ang lI-Infusion
konstant héher als die der CRP-WT Tiere, deren Werte zwar wieder anstiegen, aber nicht
das Niveau der CRP4-defizienten Mause erreichten (s. Abb. 4.23 A). Die Verlaufskurven der
Herzfrequenz der CRP4-WT Tiere deuten auf einen endogenen kompensatorischen
Mechanismus hin, der unter Ang II-Stimulation als entlastende MalRnahme fiir das Herz-
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Kreislaufsystem eine Senkung der Herzfrequenz herbeifiihrt. Dieser scheint in den CRP4-
defizienten Tieren nicht zu greifen. Die jeweiligen Mechanismen bzw. die beteiligten Organe
wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Die Abweichungen bezulglich der
Herzfrequenz hatten erstaunlicherweise keine Auswirkung auf den Verlauf des Blutdrucks,
der, wie bereits in Abb. 4.21 veranschaulicht, in CRP4-WT und CRP4-KO Tieren Uber die
gesamte Dauer der Ang ll-Infusion identisch war. Bei Betrachtung der Verlaufskurve der
lokomotorischen Aktivitat wird deutlich, dass flir CRP4-KO Ma&ause unabhangig von der
Tageszeit deutlich mehr Bewegungsabldufe aufgezeichnet wurden. So lag die
Aktivitatsmusterkurve der CRP4-defizienten Tiere Uber die gesamte Dauer der Ang II-
Infusion Uber dem der CRP4-WT Tiere. An Tag 1 und 3 nach der Implantation der Pumpen
erreichte dieser Unterschied sogar statistische Signifikanz (s. Abb. 4.23 B). Da die
lokomotorische Aktivitat eine Determinante des Blutdrucks darstellt, ist sogar davon
auszugehen, dass sich die Dricke von CRP4-KO Tieren bei vergleichbarer Aktivitat zu den
CRP4-WT Tieren auch wahrend der Ang ll-Infusion niedriger darstellen wurden.
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Abb. 4.23: Herzfrequenz- und Aktivitiatsverlauf wahrend der 7-tdgigen Ang ll-Infusion.
Dargestellt ist die Entwicklung der mittleren (A) Herzfrequenz und (B) lokomotorischen Aktivitat
wahrend der Infusion von Ang Il in n=8 CRP4-WT und n=9 CRP4-KO Mausen. Weitere Erlauterungen
im Text (*p<0,05).

Die telemetrischen Blutdruckmessungen verdeutlichen letztlich, dass sich die globale
Deletion von CRP4 nicht nachteilig auf den Blutdruck auswirkt. So zeigten CPR4-KO Tiere
unter physiologischen Bedingungen sogar eine Hypotonie (s. Abb. 4.19), die 7-tagige
Messung wahrend der Ang ll-Infusion belegte bei sogar teilweise erhéhter lokomotorischer
Aktivitdt und Herzfrequenz der CRP4-KO Tiere einen identischen Blutdruckverlauf zu den
CRP4-WT Tieren (s. Abb. 4.21 und Abb. 4.23). Zu Beginn der Experimente wurde fur CRP4-
defiziente Mause ein grolReres Ausmal der kardialen Hypertrophie nach 7-tdgiger Ang II-
Stimulation ermittelt (s. 4.4.3). Ein gewisser Beitrag zum Phanotyp wird hierbei der Ang II-
induzierten Erhdhung der Nachlast zugeschrieben. Da die Ablation von CRP4 keinen
Einfluss auf den Blutdruck hatte, sind genotyp-bedingte Unterschiede in der
Blutdruckregulation fir die Entwicklung des kardialen Phanotyps ausgeschlossen. Die
massive kardiale Hypertrophie der CRP4-defizienten Tiere ist somit explizit auf die lokale
Ang II-Wirkung und auf das Fehlen von CRP4 im Myokard zurtckzufuhren.
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4.6 Zellulare und molekulare Effekte der Ang ll-Infusion auf das
kardiale Remodeling in CRP4-WT und CRP4-KO Tieren

Die primare Analyse des pathophysiologischen Herzwachstums nach 7-tagiger Infusion von
Ang |l offenbarte eine massive Myokardhypertrophie der CRP4-defizienten Tiere (s. 4.4.3).
Hypertrophe Umbauprozesse, die letztlich zu einer Zunahme der Herzmasse flhren,
beruhen auf einer Vielzahl molekularer Veranderungen in den Myozyten per se (s. 1.1.4),
sowie einer Ubermafligen Einlagerung von extrazellularen Matrixproteinen in das kardiale
Interstitium (Frey and Olson 2003).

Im Folgenden sollten daher wachstumspromovierende Effekte von Ang Il auf zellularer und
molekularer Ebene untersucht werden (s. Abb. 4.24). Die myozytaren Wachstumsprozesse
wurden an Gewebeschnitten von CRP4-WT und CRP4-KO Mausen + Ang Il untersucht. Die
hierfir angefertigten Gefrierschnitte wurden mit Hdmatoxylin und Eosin angefarbt (s. 3.5.4),
fotografiert und anschlieRend planimetrisch vermessen. In diese Messungen wurden
ausschliefllich  Myozyten mit mittig gelegenem Zellkern eingeschlossen. Unter
physiologischen bzw. unstimulierten Bedingungen waren keine Unterschiede in der
Kardiomyozytenquerschnittsfliche zwischen CRP4-WT (208,28 + 4,30 ym?) und CRP4-KO
Herzen (204,42 + 4,25 ym?) erkennbar (s. Abb. 4.24 A, B). Die einwdchige Dauerinfusion
von Ang Il fuhrte erwartungsgemall zu vergroRerten Zellquerschnittsflachen in beiden
Genotypen. Jedoch war das Ausmal der myozytaren Hypertrophie in CRP4-KO Herzen mit
einer durchschnittlichen Myozytenquerschnittsfliche von 278,14 + 5,36 ym? gegeniiber den
CRP4-WT Mausen (235,54 + 4,69 um?) signifikant erhdht (s. Abb. 4.24 A, B). Auf
molekularer Ebene koénnen kardiale Umbauprozesse anhand eines veranderten
Expressionsmusters bestimmter mRNAs des fetalen Genprogramms nachgewiesen werden.
Unter hypertrophen Wachstumsbedingungen ist gewohnlich eine Herunterregulation der
herzspezifischen SERCAZ2-Isoform zu beobachten, was zumeist mit einer verminderten
Kontraktilitdt sowie einer gestorten Relaxation des Herzmuskels einhergeht (Mercadier et al.
1990). Tatsachlich war in allen drei untersuchten Genotypen die Zahl der kardialen SERCA2
MRNA-Transkripte nach der Ang llI-Infusion im Vergleich zu den NaCl-behandelten
Kontrolltieren reduziert. Die relativen SERCA2 mRNA-Mengen waren nach dem
hypertrophen Ang II-Stimulus in allen untersuchten Genotypen aber nahezu identisch (s.
Abb. 4.24 C). Ein ahnliches Bild ergab sich fir die Quantifizierung der aMHC-mRNA. Die
Expression der kardialen aMHC-Isoform ist in adulten Herzen in der Gegenwart von
Hypertrophie-auslésenden Stimuli normalerweise reduziert (Miyata et al. 2000). Auch in dem
hier untersuchten Hypertrophiemodell war eine deutliche, aber nicht-signifikante und vom
Genotyp der Mause unabhangige Abnahme der a-MHC Expression detektierbar (s. Abb.
4.24 D). Haufig ist kardiales Remodeling durch eine gegenlaufige Veranderung im mRNA-
Gehalt der fetalen B-MHC-Isoform gekennzeichnet. Die 7-tdgige Ang II-Dauerinfusion hatte
aber keinen Einfluss auf die Expression der B-MHC Isoform in den Herzen der CRP4-KO
und CRP-WT sowie CRP4-HET Mausen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.24: Erhdhtes AusmaB zelluldrer Hypertrophie in CRP4-KO Tieren nach Ang ll-Infusion.
(A) Lichtmikroskopische Aufnahmen reprasentativer HE-gefarbter Feinschnitte des Myokards von
CRP4-WT und CRP4-KO Mausen + Ang Il. (B) Darstellung der Mittelwerte der planimetrischen
Vermessung von n=345 (CRP4-WT), bzw. n=367 (CRP4-KO) Zellen aus Gewebeschnitten von jeweils
6 NaCl-behandelten Herzen pro Genotyp sowie n=489 (CRP4-WT), bzw. n=479 (CRP4-KO) Zellen
aus Gewebeschnitten von jeweils 6 Ang llI-behandelten Herzen pro Genotyp. Der chronische Ang lI-
Stimulus fuhrt zu stark vergroRerten Querschnittsflachen von CRP4-KO Myozyten. Die mRNA
Mengen von (C) SERCA2 (herzspezifische sarkoplasmatische und endoplasmatische Ca?*-ATPase)
und (D) a-MHC waren nach Ang llI-Dauerinfusion deutlich bzw. sogar signifikant reduziert. Es waren
aber keine genotyp-spezifischen Unterschiede erkennbar. HPRT diente als Referenzgen zur
Normalisierung des mRNA-Gehalts. Folgende Tierzahlen wurden verwendet: NaCl-behandelt: n=11
(WT), n=9 (HET), n=10 (KO) Ang Il: n=11 (WT), n=12 (HET), n=10 (KO). Der MaRstabsbalken in (A)
entspricht 100 ym (*p<0,05; ***p<0,001).

Bei genauerer Betrachtung der Gewebeschnitte in Abb. 4.24 A fallt auf, dass insbesondere
das Myokard der CRP4-KO Tiere nach chronischer Ang ll-Infusion von helleren, kernreichen
Arealen durchzogen wird. Diese Veranderungen im Interstitium deuten auf eine erhdhte
Anzahl und Aktivitdt ECM-produzierender Myofibroblasten hin. Interstitielle Fibrose ist
generell ein Merkmal von hypertrophen Umbauprozessen, einerseits als Ergebnis intensiver
Kommunikation zwischen Myozyten und Fibroblasten (s. 1.1.3), aber auch durch direkte
Wirkung des Hypertrophie-ausldsenden Stimulus auf die Fibroblasten (Kakkar and Lee
2010). Eine direkte Wirkung von Ang Il auf Fibroblasten/Myofibroblasten ist auch in dem hier
untersuchten Infusions-Modell tber die chronisch erhéhten Ang II-Spiegel gegeben. Um den
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fibrotischen Gewebsanteil in den Herzen der Versuchstiere sichtbar zu machen, wurden
Kryoschnitte mit Sirius-Rot angefarbt (s. 3.5.5). Mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogrammes
(s. 3.5.7) wurde die in der Farbung rot erscheinende ECM-Fraktion, insbesondere die
extrazelluldren Kollagenfasern, quantifiziert (s. Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Ang ll-induzierte kardiale Fibrosierung betrifft vor allem CRP4-defiziente Tiere.

(A) Reprasentative MIRAXScan-Aufnahmen von Sirius-Rot gefarbten Kryoschnitten + Ang Il im
Bereich des Papillarmuskels zeigen eine fortschreitende Fibrosierung des Myokards bei teilweiser
(CRP4-HET) oder vollstandiger CRP4-Defizienz (CRP4-KO). (B) Quantifizierung der fibrotischen
Gewebsanteile (rot) verglichen mit nicht betroffenen Herzregionen (gelb). Es wurden jeweils 3 Schnitte
von insgesamt 3 verschiedenen Tieren pro Kondition und Genotyp gefarbt und ausgewertet. Der
MaRstabsbalken entspricht 1 mm (**p<0,01; ***p<0,001).

Erwartungsgemafl war das Ausmalfd der interstitiellen Fibrosierung in den unbehandelten
Herzen aller Genotypen gering (CRP4-WT 2,40 + 0,25%; CRP4-HET 3,01 + 0,25%; CRP4-
KO 2,77 + 0,32%). Unter physiologischen Bedingungen waren fibrotische Veranderungen
auf perivaskulare Bereiche und die herzumgebende Bindegewebskapsel beschrankt (s. Abb.
4.25 A). Betrachtet man die durch chronische Ang II-Infusion akkumulierte Kollagenmenge in
den Herzen, so lasst sich auch hier wieder der aus dem Gendosiseffekt (s. 4.4.1)
resultierende intermediare Phanotyp der CRP4-HET Mause feststellen. Die CRP4-WT Tiere
entwickelten durch die Ang lI-Behandlung eine Fibrosierung von 4,71 + 0,70% der gesamten
Herzquerschnittsflache (s. Abb. 4.25 B). Die Herzen heterozygoter Tiere jedoch offenbarten
erneut eine starkeres Remodeling nach chronischer Ang II-Stimulation. Mit 10,46 + 2,01%
ergab sich fur diesen Genotyp eine im Vergleich zum CRP4-WT signifikante Akkumulation
von Kollagen. Die fibrotischen Gewebsanteile der CRP4-KO Tiere lagen mit durchschnittlich
15,57 + 2,47 % nochmals deutlich héher (s. Abb. 4.25 B).

Die Untersuchungen der molekularen Effekte von Ang Il auf das Myokard lassen den
Schluss zu, dass die beobachtete Herzhypertrophie sowohl auf eine VergréRerung der
Kardiomyozyten als auch auf die ausgepragte Myokardfibrosierung zuriickzufihren ist. Die
Grundlage dieser Umbauprozesse kdnnen Veranderungen in vielen pro- und
antihypertrophen Faktoren und Signalwegen sein (Heineke and Molkentin 2006). Mittels
quantitativer RT-PCR ist es moglich, die kardialen Umbauprozesse durch den Nachweis
verschiedener Marker zu charakterisieren (Weber 1989). In diesem Zusammenhang wurde

123



Ergebnisse

zunédchst die Expression der Kollagen-lsoformen Col1A1 und Col3A1 untersucht. Beide
Fibroseindikatoren wurden erwartungsgemaf durch Ang Il signifikant induziert (s. Abb. 4.26
A, B). Vergleicht man die Ang ll-behandelten Gruppen untereinander, so wird deutlich, dass
die Kollagen-Transkripte der CRP4-KO Herzen um circa 30% Uber denen der CRP4-WT
Vergleichsgruppe liegen. Aufgrund der starken Schwankungen innerhalb der Genotypen
erreichte dieser Unterschied aber keine statistische Signifikanz. Ahnliche Befunde ergaben
sich fir die Expressionsuntersuchungen zu Fibronektin (Fn1). Dieses Glycoprotein wird nach
hypertrophem Stimulus verstarkt in den darauffolgenden drei Tagen gebildet und freigesetzt
(Crawford et al. 1994). Auch nach 7-tdgiger Ang II-Stimulation war in dem hier untersuchten
Modell noch immer eine starke Induktion von Fn1-mRNA detektierbar (s. Abb. 4.26 C).
Erneut war eine klare Tendenz zur Akkumulation von pro-fibrotischen Fn1-Gentranskripten in
CRP4-KO Herzen (0,384 *+ 0,125) im Vergleich zu CRP4-WT Herzen (0,265 + 0,083)
erkennbar.
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Abb. 4.26: Quantitative mRNA-Analyse verschiedener Fibrosemarker.

Verstarkte Expressionsinduktion typischer Fibrosemarker wie (A) Kollagen-Typ 1A1 (Col1A1) und (B)
Kollagen-Typ 3A1 (Col3A1) sowie (C) Fibronektin (Fn1) in Gesamtherzlysaten von CRP4-KO Mausen.
(D) signifikant verringerte BNP-Spiegel in CRP4-defizienten Herzen (CRP4-KO und CRP4-HET) nach
Ang llI-Dauerinfusion in n=9-12 kardialen RNA-Proben pro Genotyp und Kondition nach Normierung
auf HPRT (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Ferner wurde die Expressionshéhe des natriuretischen Peptids BNP bestimmt (s. Abb. 4.26
D). BNP ist bekanntermaflen ein typisches Markerprotein des hypertrophie-induzierten
fetalen Genprogramms. Klinisch korrelieren erhéhte Werte fir BNP mit dem Schweregrad
einer Herzinsuffizienz (Hanford et al. 1994). Unter hypertrophen Bedingungen wird BNP
verstarkt exprimiert und fungiert als starker, parakrin wirkender antifibrotischer Faktor
(Tamura et al. 2000). Herzen von CRP4-WT Tieren zeigen die erwartete Induktion der BNP-
Expression (39,47 + 8,40), wohingegen die BNP mRNA-Mengen der heterozygoten Tiere
(20,01 + 2,54) und der CRP4-KO Tiere (18,48 + 2,02) um mehr als die Halfte reduziert
vorlagen (s. Abb. 4.26 D). Unter Basalbedingungen waren dagegen keine genotyp-
spezifischen Unterschiede in der BNP-Expression detektierbar. Die Induktion der BNP-
Expression scheint CRP4-abhangig reguliert zu sein. Somit fehlt nach Deletion von CRP4
ein wichtiger funktioneller Gegenspieler von Ang Il bei der Myokardfibrosierung.

4.7 Untersuchungen 2zu CRP4-abhingigen Anderungen im
kardialen cGMP/cGKI-Signalweg

4.7.1 Expression der natriuretischen Peptide und natriuretischen
Peptidrezeptoren im chronischen Ang ll-Infusionsmodell

BNP ist wie die weiteren natriuretischen Peptide ANP und CNP ein wichtiges Signalmolekl
des cGMP/cGKI-Systems. Natriuretische Peptide bewirken in samtlichen Zellen durch die
Bindung an ihre Rezeptoren, die membranstandigen Guanylatzyklasen, einen Anstieg der
intrazellularen cGMP-Konzentration (Kuhn 2003). Die natriuretischen Peptide gelten generell
als wichtige Komponenten eines gegenregulierenden Systems bei erhdhter RAAS-Aktivitat
(von Lueder et al. 2013). Aus diesem Grund wurde ebenfalls die Expression von ANP und
CNP sowie deren Rezeptoren, GC-A, bzw. GC-B, untersucht (s. Abb. 4.27). Ahnlich der
BNP-Expression (s. Abb. 4.26 D) waren unter physiologischen Bedingungen keine genotyp-
spezifischen Unterschiede in den mRNA-Transkriptmengen von ANP zu erkennen (s. Abb.
4.27 A). Die basale Expression von CNP auf mRNA-Ebene war insgesamt sehr niedrig und
lag nahezu an der Nachweisgrenze, wobei der mMRNA-Gehalt von CNP in CRP4-HET Herzen
signifikant reduziert war (s. Abb. 4.27 B). Die chronische Dauerinfusion von Ang Il fUhrte in
allen Genotypen zu einem signifikanten Anstieg von ANP und CNP (s. Abb. 4.27 A, B). Auch
dieses Ergebnis stimmt mit der Literatur Gberein (Nishikimi et al. 2006). Die Tatsache, dass
nur BNP in CRP4-defizienten Tieren (CRP4-KO und CRP4-HET) signifikant erniedrigt war (s.
Abb. 4.26 D), deutet auf eine molekulare Verknipfung von CRP4 und der Transkription
dieses natriuretischen Peptids hin. Nachfolgend wurde der Expressionsstatus der
partikularen Guanylatzyklasen analysiert (s. Abb. 4.27 C, D). Unter physiologischen
Bedingungen ergab die Quantifizierung der mMRNA-Menge von GC-A, dem Rezeptor fir ANP
und BNP, signifikant verringerte Expressionslevel in Gesamtherzlysaten von CRP4-KO
Tieren (0,089 + 0,015) verglichen mit CRP4-WT Herzen (0,128 £+ 0,009) und CRP4-HET
Herzen (0,133 = 0,013). Die Ang lI-Dauerinfusion nivellierte alle Unterschiede in der GC-A
MmRNA-Menge zwischen den Genotypen (s. Abb. 4.27 C). Des Weiteren waren keine
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genotyp- oder behandlungsbedingten Veranderungen der mRNA-Transkriptmengen fir GC-
B, dem Rezeptor fir CNP, erkennbar (s. Abb. 4.27 D).
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Abb. 4.27: qRT-PCR Analyse von natriuretischen Peptiden und deren Rezeptoren.

Quantitative Expressionsanalyse der natriuretischen Peptide (A) ANP, (B) CNP und deren
membranstandige Rezeptoren (C) GC-A sowie (D) GC-B in n=9-12 RNA-Proben aus
Gesamtherzlysaten von CRP4-WT, CRP4-HET und CRP4-KO Mausen = Ang Il. HPRT diente als
Referenzgen zur Normalisierung des mRNA-Gehalts. Nahere Erlauterungen im Text (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).

4.7.2 cGMP-Messungen nach Angiotensin ll-Infusion

Die partikulare Guanylatzyklase GC-A fungiert als Rezeptor fur ANP und BNP und katalysiert
nach Bindung dieser Liganden die enzymatische Umwandlung von GTP zu cGMP und ist
somit unter anderem fir die Generierung dieses intrazellularen Botenstoffs verantwortlich (s.
1.2.1). Aufgrund der reduzierten BNP und GC-A mRNA-Expression wurden im Folgenden
funktionelle Auswirkungen auf die intrakardialen cGMP-Spiegel in CRP4-KO Herzen
untersucht, indem die Mengen des zyklischen Nukleotids in Gesamtherzlysaten von CRP4-
WT und CRP4-KO Mausen = Ang Il mittels Enzym-Immunassay (EIA, s. 3.8) bestimmt
wurden (s. Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Erniedrigte cGMP-Spiegel in CRP4-KO Herzen.

Dargestellt sind die Mittelwerte der cGMP-Konzentrationen nach 7-tdgiger Ang ll- bzw. NaCl-Infusion
in CRP4-WT (n=9 bzw. 11) und CRP4-KO (n=11 bzw. 9) Gesamtherzlysaten nach Normierung auf
das Ventrikelgewicht. Weitere Details im Text (*p<0,05; ***p<0,001).

Tatsachlich wurden signifikant erniedrigte cGMP-Spiegel in den Herzen von CRP4-KO
Tieren (0,0119 £ 0,0015 pmol/mg) verglichen mit CRP4-WT Tieren (0,0163 + 0,0013
pmol/mg) gemessen. Darlber hinaus war in beiden Genotypen ein deutlicher Anstieg der
cGMP-Konzentration nach Ang lI-Dauerinfusion erkennbar (s. Abb. 4.28). Diese Befunde
zeigen deutliche Parallelen zu den vorangegangenen Versuchen mit den aMHC-AT,R""*-
Tieren. Auch die kardiomyozytare Uberexpression des AT4R fiihrte Uber einen amplifizierten
Ang ll-Signalweg zu erhdhten kardialen cGMP-Spiegeln (s. 4.1.2). Die cGMP-Konzentration
in Herzen von CRP4-KO Tieren (0,0193 £+ 0,0011 pmol/mg) war Uberdies auch nach Ang II-
Stimulation im Vergleich mit CRP4-WT Herzen (0,0249 + 0,0040 pmol/mg) reduziert. Im
Gegensatz zu den basalen cGMP-Spiegeln wurde hier das Signifikanzniveau aber nicht
erreicht (s. Abb. 4.28).

4.7.3 Untersuchungen zur cGKI-Expression nach Ang ll-Behandlung

Nachfolgend wurde untersucht, ob die veranderten cGMP-Spiegel Auswirkungen auf den
Expressionsstatus der cGKI haben (s. Abb. 4.29). In Herzen von unstimulierten bzw. NaCl-
infundierten Mausen waren in der Western Blot-Analyse keine genotyp-bedingten
Unterschiede in der Expressionshohe des cGKI-Proteins zwischen CRP4-WT (1,026 +
0,052) und CRP4-KO Tieren (0,971 + 0,068) detektierbar (s. Abb. 4.29 A, B). Die Infusion
von Ang Il fihrte zu einem geringen, aber signifikanten Anstieg der cGKI-Proteinmenge in
CRP4-WT Herzen (1,226 + 0,049). Dies ist ein weiteres Indiz fur eine wahrscheinliche
Kompensationsfunktion des cGMP/cGKI-Signalwegs bei Ang ll-induzierter Herzmuskel-
hypertrophie und ebenfalls Ubereinstimmend mit der erhdhten cGKI-Proteinexpression im
aMHC-ATR¥*-Mausmodell (s 4.1.2). Im Gegensatz zu der erhdhten cGKI-Abundanz in
CRP4-WT Proteinlysaten ergab die Quantifizierung der auf GAPDH normalisierten cGKI-
Konzentrationen der CRP4-KO Herzen unter Ang ll-Bedingungen eine eher gegenlaufige
Tendenz, d.h. unter der neurohumoralen Stimulaton war weniger cGKI-Protein nachweisbar
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als unter physiologischen Bedingungen (0,831 + 0,065). Die Unterschiede bezlglich der
cGKI-Proteinmenge zwischen den Genotypen nach Ang ll-Infusion stellten sich demnach
hochsignifikant dar (s. Abb. 4.29 A, B). Im Gegensatz zur Analyse der cGKI-Proteinlevel,
wurden fir die cGKI-mRNA weder genotyp- noch behandlungsspezifische Unterschiede
beobachtet (s. Abb. 4.29 C).
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Abb. 4.29: cGKI-Expression in CRP4-WT und CRP4-KO Herzen * Ang Il.

(A) Western Blot-Analyse zur Bestimmung der cGKI-Proteinmengen normiert auf GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase). (B) Die Quantifizierung der Proteinbanden von NaCl-
behandelten CRP4-WT (n=5) und CRP4-KO (n=3) Tieren, sowie Ang ll-behandelter Mause beider
Genotypen (jeweils n=4) zeigte einen signifikanten Anstieg der cGKI-Proteinmenge nach Ang II-
Stimulation ausschlie3lich in Gesamtherzlysaten von CRP4-WT Mausen. (C) Keine Veranderungen im
cGKI mRNA-Gehalt nach Analyse von jeweils n=9-12 vermessenen Proben der unterschiedlichen
Genotypen * Ang Il. HPRT diente als Referenzgen (*p<0,05; **p<0,01).

4.7.4 Untersuchungen zur Phosphorylierung von kardialen cGKI-Substraten in
CRP4-WT und CRP4-KO Herzen

Die reduzierte cGMP-Konzentration (s. Abb. 4.28) sowie die geringeren cGKI-Proteinmengen
(s. Abb. 4.29 A, B) in Herzlysaten von CRP4-defizienten Tieren implizieren auch funktionelle
Konsequenzen, insbesondere fiir die Phosphorylierung cGMP/cGKl-abhangiger kardialer
Zielproteine. Ein ubiquitéares cGKI-Substrat ist das Protein VASP. Die Phosphorylierung von
VASP an Serin-239 (p-VASP) findet als gangiger Marker fur die Aktivitdt der cGKIl in
zahlreichen Systemen Verwendung (Smolenski et al. 1998, Massberg et al. 1999, Lukowski

128



Ergebnisse

et al. 2008, Jennissen et al. 2012). Die basalen Phosphorylierungslevel von VASP in CRP4-
WT (0,933 + 0,054) und CRP4-KO (0,791 + 0,104) Herzlysaten waren identisch (s. Abb. 4.30
A, B). Die Ang ll-Infusion flhrte allerdings nur im CRP4-WT zu einem starken Anstieg der
VASP-Phosphorylierung an Serin-239 (1,420 = 0,139), wahrend p-VASP in CRP4-KO
Herzen nahezu unverandert blieb (0,898 £ 0,102).
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Abb. 4.30: Phosphorylierung von VASP als Index fiir die Aktivitat des cGMP/cGKI-Signalwegs.
(A) Reprasentativer Immunoblot zur Darstellung der VASP-Phosphorylierung an Serin-239 (p-VASP)
als Marker der cGKI-Phosphorylierungsaktivitdt. =~ GAPDH  (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase) zeigt eine gleichmalige Beladung des Gels. (B) Die Quantifizierung der
Proteinbanden von jeweils n=6-8 Proteinlysaten aus dem Gesamtherz von CRP4-WT und CRP4-KO
Mausen = Ang Il zeigt eine gesteigerte VASP-Phosphorylierung nach Ang ll-Infusion im CRP4-WT
Herz (*p<0,05; **p<0,01). (C) Reprasentativer Western Blot von Gesamtherzlysaten von CRP4-WT
und CRP4-KO Mausen nach 30-minutiger Stimulation mit 8Br-cGMP und anschlielender Detektion
mittels P-Serin Antikdrpern. Ausschliellich in CRP4-WT Herzlysaten (Pfeilspitzen) war eine
Phosphorylierung bei 23 kDa, dem erwarteten Molekulargewicht von CRP4, erkennbar. (D) Eine
Phosphorylierung bei 23 kDa konnte ebenso nur in CRP4-WT Herzen nach 7-tagiger Ang ll-Infusion
mittels P-Serin Antikdrpern detektiert werden (Pfeilspitzen im rechten Teil der Abbildung). Im linken
Teil des Blots wurden dieselben Proben aufgetragen und in CRP4-Antikérper inkubiert. Die Western
Blots in (C) und (D) stellen ein reprasentatives Ergebnis aus mindestens 3 Einzelexperimenten dar.

Diese Befunde implizieren, dass die effiziente Phosphorylierung von kardialen cGKI-
Substraten  mdglicherweise = CRP4-abhangig ist. Mittels Interaktionsstudien in
Glattmuskelzellen konnte kurzlich gezeigt werden, dass CRP4 mit seinen Zinkfingern die
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Kinase und anderen Proteine binden kann. Hierfir muss CRP4 selbst durch die cGKI an
Serin-104 phosphoryliert werden (Huber et al. 2000, Zhang et al. 2007). Nachfolgend sollte
deshalb eine mogliche Phosphorylierung von CRP4 untersucht werden. Die hierflr
verwendeten P-Serin Antikérper (s. 3.4.2) detektieren u.a. phosphorylierte Serin-Reste
unabhangig davon, welche Kinase diese Modifikation induziert hat (s. 3.4.2). Dennoch
konnte nach Stimulation von Herzen aus CRP4-WT und CRP4-KO Tieren mit dem
membrangéngigen cGMP-Analogon 8Br-cGMP eine spezifische cGKI-Phosphorylierung
detektiert werden (s. Abb. 4.30 C). Diese Signale waren nur im CRP4-WT auf einer Héhe
von ca. 23 kDa zu sehen, was dem erwarteten Molekulargewicht von CRP4 entspricht. Des
Weiteren war eine schwachere Phosphorylierung im unstimulierten CRP4-WT Herzlysat
erkennbar. Sollte es sich bei diesen Proteinbanden tatsdchlich um CRP4 handeln, lage das
LIM-Protein sogar unter physiologischen Bedingungen im Herzen zum Teil phosphoryliert
vor. Da die P-Serin Antikérper eine Vielzahl Serin- und Threonin-phosphorylierter kardialer
Proteine erkennen, sind entsprechend etliche Nebenbanden im Western Blot zu erkennen.
Die starken Phosphorylierungssignale, die mutmafilich CRP4 entsprechen, waren jedoch in
CRP4-KO Herzen nicht detektierbar (s. Abb. 4.30 C). Eine weitere Western Blot-Analyse
wurde mit Herzen von CRP4-WT und CRP4-KO Tieren durchgefihrt, welche die 7-tagige
Ang ll-Dauerinfusion erhalten hatten. Auch in diesen Proben war ein Phosphorylierungs-
signal der P-Serin Antikdrper auf gleicher Hohe zur CRP4-Bande exklusiv in CRP4-WT
Herzlysaten nachweisbar (s. Abb. 4.30 D). Dieser Befund impliziert, dass CRP4 in einer Ang
ll-induzierten kardialen Hypertrophie an Serin-104 phosphoryliert wird.

4.7.5 Nachweis einer direkten Interaktion von cGKI mit CRP4 in Herzlysaten

Die verstarke Phosphorylierungsaktivitat der cGKI vor allem unter Ang ll-stimulierten
Bedingungen in CRP4-WT Herzen (s. Abb. 4.30 D) impliziert eine direkte Interaktion von
cGKI und CRP4. Um diese Interaktion zu  bestadtigen, wurden Co-
Immunprazipitationsversuche (Co-IP) mit CRP4-Antikérpern gekoppelten Agarosebeads
durchgefihrt (s. 3.7.3). Tatsachlich konnte die cGKIl als spezifischer Interaktionspartner von
kardialem CRP4 nur in den aufgereinigten CRP4/CRP4-Antikdrperkomplexen aus Ang lI-
behandelten CRP4-WT Herzlysaten mittels Western Blot identifiziert werden (s. Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: Co-Immunprazipitation der cGKI mit Agarosebeads-gekoppelten CRP4-Antikorpern.
Repréasentativer Western Blot zur Verifizierung der Interaktion von CRP4 und cGKI. Insbesondere in
Herzen von Ang ll-behandelten Tieren konnte die spezifische Interaktion bestatigt werden
(Pfeilspitze). Dargestellt ist ein reprasentativer Immunoblot von insgesamt 4 Einzelexperimenten.
Weitere Erklarungen im Text.
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Erwartungsgemafl war mit diesem Versuchsansatz die Co-Immunprazipitation der cGKI in
CRP4-defizienten Herzlysaten dagegen nicht mdglich. Auch in den Préazipitaten von
unstimulierten CRP4-WT Herzen gab es keine Hinweise auf die Interaktion von cGKI mit
CRP4 (s. Abb. 4.31). Dass die Ang ll-bedingte Interaktion explizit auf die hypertrophe
Stimulation und nicht auf etwaige Unterschiede in der prazipitierten Proteinmenge
zurtckzufuhren war, verdeutlicht ein reprasentativer Western Blot mit CRP4-Antiképern im
Anhang (s. Abb. 7.4 C). Hierbei wurden fiir beide Konditionen (£ Ang Il) dieselbe Menge
CRP4-Protein aus den Proben prazipitiert. Somit waren auch fir die nachfolgenden Co-IP
Experimente keine Verfalschungen im AusmaR der Anreicherung der durch CRP4
prazipitierten Interaktionspartner + Ang Il zu erwarten.

4.8 Massenspektrometrie-basierte Identifikation von kardialen
CRP4-Interaktionsproteinen

Durch die Bestatigung der Interaktion von cGKIl und CRP4 mittels Co-Immunprazipitation (s.
Abb. 4.31) stellt sich die Frage nach weiteren Interaktionspartnern bzw., ob CRP4 neben der
cGKIl Uber seine Zinkfingerdomanen zu weiteren Protein-Protein-Interaktionen befahigt ist.
Aufgrund des deutlichen kardialen Phanotyps der CRP4-defizienten Mause nach chronischer
Ang ll-Infusion (s. Abb. 4.16, Abb. 4.24, sowie Abb. 4.25) sollte die Identifikation neuer
Interaktionspartner von CRP4 Aufschluss darliber geben, Uber welche Mechanismen CRP4
(und gegebenenfalls cGKIl) die pro-fibrotischen und pro-hypertrophen Wachstumseffekte von
Ang Il im Herzmuskel antagonisiert. Daruber hinaus sind derzeit, abgesehen von der cGKIl in
Glattmuskelzellen (Huber et al. 2000, Zhang et al. 2007) und nach hypertropher Stimulation
im Herz (s. Abb. 4.31), auch unter physiologischen Bedingungen keine direkten
Interaktionspartner von CRP4 beschrieben. Die Identifikation des CRP4-Interaktoms sollte
daher eine bessere proteinbiochemische Charakterisierung der Funktionen von CRP4 im
Herzmuskel ermdglichen.

Die Massenspektrometrie ist eine bioanalytische Methode, um unter anderem Peptide in
komplexen Proteingemischen durch ein Hochleistungsverfahren exakt zu identifizieren.
Zunachst wurde erneut eine Co-Immunprazipitation mit an Agarosebeads gekoppelten
CRP4-Antikoérpern durchgefiihrt. Die Proteinlysate aus dem Gesamtherz von CRP4-WT und
CRP4-KO Mausen wurden Uber Nacht mit den Agarosebeads inkubiert. In dieser Zeit bindet
CRP4 (sofern vorhanden) unter den hier verwendeten Puffer- bzw. Bindungsbedingungen (s.
246 und 3.7.3) zusammen mit direkten und indirekten Interaktionsproteinen an die
spezifischen CRP4 Antikoérper auf den Agarosebeads. Der entstandene Proteinkomplex
wurde nach mehreren Waschschritten anschlielend von den nicht gebundenen Proteinen im
Lysat getrennt. Nach Elution mittels Glycin wurde das CRP4-Interaktom im Proteom-
Forschungszentrum fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums TlUbingen (AG Dr. Karsten
Boldt) massenspektrometrisch aufgetrennt und analysiert. Das Ziel dieser Experimente war
letztlich, durch den direkten Vergleich von gesunden (bzw. NaCl-behandelten) sowie
hypertrophen (bzw. Ang ll-behandelten) Herzen der CRP4-WT bzw. CRP4-KO Tiere die
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kontextspezifischen Anderungen sowie die Dynamik des CRP4-Interaktoms zu ent-
schlusseln.

4.8.1 Identifikation des kardialen CRP4-Interaktoms unter physiologischen
Bedingungen

Zur massenspektrometrischen Identifizierung von kardialen Interaktionsproteinen wurden
sowohl unter physiologischen als auch unter hypertrophen, Ang ll-stimulierten Bedingungen
(s. 4.8.2) jeweils 6 Herzen pro Genotyp und Behandlung einbezogen. Zu Beginn der LC-
MS/MS basierten Identifizierung der CRP4-Interaktoinsproteine wurden alle 24 Probenlysate
(6x WT NaCl-stimuliert, 6x KO NaCl-stimuliert, 6x WT Ang ll-stimuliert, 6x KO Ang II-
stimuliert) parallel zunachst einem tryptischen Verdau unterzogen, ionisiert und in den
verschiedenen Einheiten des LC-MS/MS-Systems gemal ihrem Masse-Ladungsverhaltnis
aufgetrennt und detektiert. Die erhaltenen Peptidfragmente wurden den entsprechenden
Interaktionsproteinen zugeordnet und zur Ermittlung der Abundanz signifikant angereicherter
CRP4-Interaktoren zwischen den Genotypen verglichen. Diese Analyse und die Erstellung
der Streudiagramme erfolgte mit der Software Perseus (MaxQuant).

Abb. 4.32 zeigt spezifische Interaktionspartner von CRP4 unter physiologischen
Bedingungen. Grin markierte Punkte in dem Streudiagramm (s. Abb. 4.32 A) stellen hierbei
all die Proteine aus samtlichen LC-MS/MS-detektierbaren Proteinen (grau) dar, die im
Vergleich zu den CRP4-KO Immunprazipitationen nur in den CRP4-WT Proben signifikant
angereichert waren und somit spezifische CRP4-Interaktoren darstellen. Hierbei wurden alle
Interaktionspartner mit einem p-Wert kleiner 0,05 bericksichtigt (Eine detaillierte Aufstellung
der gesamten Proteine im CRP4-WT/KO Immunprazipitat ist im Anhang dargestellt, s. Tab.
7.1). Die Intensitat (y-Achse) in den Streudiagrammen ist ein Mal} fir die Anzahl der Peptide,
die fUr ein bestimmtes Protein in den IP-Lysaten mittels LC-MS/MS ermittelt wurden. Die
Auswertung ergab fir CRP4, dem primdren Faktor des Interaktionsnetzwerks, die
abundantesten Proteinmengen in der CRP4-WT Probe (Abb. 4.32 A, rechter Teil des
Diagramms), was zugleich die Validitat dieser Methode bestatigt. Des Weiteren wurden die
identifizierten Proteine gemafl ihrer Funktion bzw. Lokalisation in verschiedene Gruppen
eingeteilt (s. Abb. 4.32 B). Interessanterweise lieRR sich in den CRP4-WT Proben eine
signifikante Anreicherung von Proteinen des kontraktilen Apparates (Troponin | und Myosin
7) sowie von Strukturproteinen des Zytoskeletts (Moesin) beobachten. Neben verschiedenen
weiteren Interaktoren, deren Funktion im Herzen nur teilweise bekannt ist, wie beispielsweise
Igce, ein Protein mit EF-Hand-Motiven, wurden auflerdem einige Adapterproteine sowie
mitochondriale Proteine und Proteine des kardialen Stoffwechsels (Glycogenin1 und
Lipoproteinlipase) als spezifische CRP4-Interaktoren identifiziert (s. Abb. 4.32 B)
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Abb. 4.32: Massenspektrometrisch detektierte CRP4-Interaktoren unter Basalbedingungen.

(A) Streudiagramm zur Darstellung der signifikant angereicherten Proteine nach Analyse der IP-
Lysate aus jeweils n=6 Herzen pro Genotyp mittels LC-MS/MS (griin). Graue Punkte reprasentieren
die Gesamtheit aller detektierbaren Proteine im IP-Lysat, die nicht signifikant im CRP4-WT
angereichert waren. CRP4 selbst, als sogenanntes ,Koderprotein®, ist erwartungsgemall das
abundanteste Protein im IP-Lysat. (B) Einteilung der identifizierten CRP4-Interaktionspartner in
verschiedene Gruppen gemaR ihrer Lokalisation bzw. Funktion. Im Schaubild sind die offiziellen
internationalen Bezeichnungen der Proteine dargestellt. Msn: Moesin;, Tnnl3: Troponin I; Myh7:
Myosin heavy chain 7; Kbtbd5: Kelch repeat and BTB domain containing protein 5, Sarcosynapsin;
Ndrg2: N-Myc downstream-regulated gene 2; Sdhb: Succinate dehydrogenase complex, subunit B;
Pcca: Propionyl-Coenzyme A carboxylase alpha subunit; Decr1: 2,4-dienoyl CoA reductase 1; Iqce: IQ
motif containing protein E; A2m: Alpha-2-macroglobulin; Lpl: Lipoprotein lipase; Gyg1: Glycogenin-1.
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4.8.2 Analyse des CRP4-Interaktoms nach Angiotensin Ill-induzierter
Herzhypertrophie

Bei der simultanen Untersuchung von IP-Lysaten aus Herzen Ang ll-behandelter CRP4-
WT/KO Geschwistertiere wurden folgende Interaktionsproteine identifiziert (s. Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: CRP4-Interaktom nach 7-tagiger Ang ll-Infusion.

(A) Streudiagramm zur Darstellung der Interaktionspartner von CRP4 nach Infusion von Ang Il in
CRP4-WT (n=6) und CRP4-KO Mausen (n=6). Die grin hervorgehobenen Proteine wurden mittels
LC-MS/MS unter allen detektierbaren Proteinen der IP-Lysate (grau) als signifikant angereichert und
somit als spezifische CRP4-Interaktionspartner ermittelt. CRP4 selbst, als sogenanntes
,=Koderprotein®, ist erwartungsgemal das abundanteste Protein im IP-Lysat. (B) Lokalisations-, bzw.
funktionsorientierte Anordnung der identifizierten CRP4-Interaktoren. Im Schaubild sind die offiziellen
internationalen Bezeichnungen der Proteine dargestellt. Mybpc3: Myosin-binding protein C3; Actn2:
Alpha-2-actinin; Tnnt2: Troponin T; Vcl: Vinculin; Vim: Vimentin; ActBI2: Beta-actin-like protein 2;
Ppp1icb;ca;cc: Protein phosphatase 1, catalytic subunits; Ppp2cb;ca: Protein phosphatase 2, catalytic
subunits; Clu: Clusterin, Trim72: Tripartite motif-containing protein 72; Ywhae: 14-3-3-epsilon,
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, epsilon isoform; Prdx1:
Peroxiredoxin 1; Prdx2: Peroxiredoxin 2; Hspb1: Heat-shock protein 27; Slc25a5: Solute carrier family
25 memeber A5, ADP/ATP Translocase 2; Uqcrfs1: Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase;  Adprhi1:
ADP-ribosylhydrolase like 1; Ndufa9: NADH-ubiquinone oxidoreductase 1 alpha subcomplex 9; Ech1:
Enoyl coenzyme A hydratase 1; Hadh: Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase.

Zunachst fallt auf, dass sich die Zahl der Interaktionspartner von CRP4 in den CRP4-WT
Herzlysaten nach Ang ll-Infusion beinahe verdoppelt hat. Generell fihrt die Ang II-
Stimulation zu einem vdllig umgestalteten CRP4-Interaktom, denn keiner der basal
identifizierten Interaktoren (s. Abb. 4.32) konnte auch in den hypertroph-umgestalteten
Herzen nachgewiesen werden (s. Abb. 4.33). Ubereinstimmend mit dem basalen Interaktom
waren aber auch in Ang ll-stimulierten Herzen viele Proteine des Sarkomers, des
Zytoskeletts und der Mitochondrien als Bindungspartner detektierbar (s. Abb. 4.33 B).
Daruber hinaus wurden Untereinheiten verschiedener Phosphatasen als Interaktoren
identifiziert. Dies deutet wiederum auf eine erfolgte Phosphorylierung von CRP4 oder ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung von CRP4
wahrend des Ang ll-induzierten Myokardwachstums hin (Eine Aufstellung aller Proteine im
CRP4-WT/KO Immunprazipitat nach Ang ll-Infusion ist im Anhang dargestellt, s. Tab. 7.1).

4.8.3 Bestatigung ausgewahlter CRP4-Interaktoren mittels Immunoblot

Um die massenspektrometrisch erhaltenen Interaktionsproteine zu bestatigen und die
Interaktion durch eine alternative Methode darzustellen, wurden verschiedene CRP4-
Bindungspartner zusatzlich mittels Western Blot untersucht. Hierbei wurden vor allem
Proteine bericksichtigt, deren Mutationen (in Mensch und/oder Maus) zu hypertrophen oder
dilatativen Kardiomyopathien fuhren (Knoll et al. 2011, Ho et al. 2015) und somit in dem hier
untersuchten Zusammenhang am interessantesten erschienen. Bis auf den finalen
Elutionsschritt (s. 3.7.3), in dem die prazipitierten Proteine in einem SDS-haltigen
Probenpuffer denaturiert wurden, wurden die Immunprazipitationen fir die Immunoblots nach
demselben Schema wie fur die Massenspektrometrie hergestellt (die Effektivitdt beider
Elutionsverfahren ist im Anhang dargestellt, s. Abb. 7.4).

Zunachst wurden mit Vinculin und Moesin zwei Proteine des Costamers untersucht (s. Abb.
4.34). An diesen zelluldren Strukturen sind bereits eine Vielzahl weiterer LIM-Proteine
lokalisiert worden (Li et al. 2012). Vinculin und Moesin als potentielle CRP4-Interaktoren sind
wichtig fir die exakte Organisation des Zytoskeletts und die Ubersetzung von extrazellularen
Signalen in das Zellinnere (Cutroneo et al. 2012, Jiang et al. 2014). Fur Vinculin wurde die in
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der LC-MS/MS-Analyse als hochsignifikant ermittelte Interaktion nach Ang Il-Behandlung
eindeutig bestatigt (s. Abb. 4.34). Spezifische Vinculin-Signale konnten nur in den IP-Lysaten
von CRP4-WT Herzen nach Ang lI-Infusion detektiert werden. Im Vergleich zu Vinculin war
die Interaktion mit Moesin in der LC-MS/MS-Analyse zumindest unter Basalbedingungen
deutlicher ausgefallen, im Immunoblot konnte allerdings nur die Bindung an CRP4 nach
Stimulation mit Ang Il nachgewiesen werden (s. Abb. 4.34).

IP Proteinlysat IP Proteinlysat
Antikorper KO WT KO WT KO WT KO WT M @

Vinculin 130
Moesin > — — - 55
Ang i + + + + - - - -

Abb. 4.34: Vinculin und Moesin sind zytoskelettale Interaktionspartner von CRP4.
Reprasentative Western Blots der Co-IP von CRP4 mit Vinculin (Pfeilspitze oberer Blot) und Moesin
(Pfeilspitze unterer Blot) zeigen eine deutliche Interaktion nach Stimulation mit Ang Il spezifisch in IP-
Lysaten von CRP4-WT Herzen.

a-Actinin 2 und CRP3/MLP sind wichtige Proteine der Z-Scheiben, die zu beiden Seiten das
Sarkomer als kontraktile Einheit begrenzen (Luther 2009). a-Actinin 2 ist hierbei ein zentrales
Protein zur Verankerung weiterer Myofilamente (Sjoblom et al. 2008), unter anderem auch
fur CRP3/MLP, einem wichtiger Mechanosensor in Kardiomyozyten (s. 1.4.2). Eine
Interaktion von CRP4 und a-Actinin 2 konnte sowohl unter Basalbedingungen als auch nach
Ang ll-Infusion in den Immunprazipitaten detektiert werden, wobei das Ausmald der
Interaktion unter stimulierten Bedingungen bedeutender zu sein scheint (s. Abb. 4.35).

IP Proteinlysat IP Proteinlysat
Antikorper KO WT KO WT KO WT KO WT M kDa

a-Actinin 2 > - P - ——
: . 100

CRP3/MLP » — - B T 25

Ang ll + + + + - - - -

Abb. 4.35: CRP4 bindet an die Z-Scheiben Proteine a-Actinin 2 und CRP3/MLP.

Reprasentative Immunoblots zeigen eine Interaktion von CRP4 mit a-Actinin 2 unter Basal-
bedingungen, die nach Ang ll-Infusion noch verstarkt ist (Pfeilspitzen oberer Blot). In CRP4-WT
Herzlysaten lasst sich auRerdem durch Ang ll-Infusion die Bildung von Proteinkomplexen induzieren,
die sowohl CRP4 als auch CRP3/MLP enthalten (Pfeilspitze unterer Blot).

Das CRP4-Schwesterprotein CRP3/MLP lag nach Ang ll-Infusion in der LC-MS/MS Analyse
angereichert vor, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (s. Anhang, Tab. 7.1). Dies
kénnte moglicherweise auf eine unspezifische Bindung von CRP3/MLP an die Agarosebeads
zurtckzufiihren sein. In der Tat waren in allen Proben, insbesondere auch in CRP4-
defizienten IP-Lysaten, unter Basalbedingungen schwache CRP3/MLP-Signale nachweisbar.
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Dariber hinaus lasst sich feststellen, dass die Expression von CRP3/MLP in den
Proteinlysaten generell sehr hoch ist (s. Abb. 4.35). Dennoch war eine verstarkte
Anreicherung von CRP3/MLP in CRP4-WT IP-Lysaten nach Ang lI-Stimulation detektierbar.
Diese Befunde implizieren eine direkte Interaktion von CRP4 mit CRP3/MLP.

Mit dem Myosin-Bindeprotein C3 (Mybpc3) und Troponin | wurden mittels LC-MS/MS zwei
CRP4-Interaktoren identifiziert, die direkt an der Herzmuskelkontraktion beteiligt sind.
Mutationen in Mybpc3 und Troponin | sind ebenfalls sogenannte genetische Hotspots fur die
Entwicklung hereditarer Kardiomyopathien (Garcia-Castro et al. 2009). Fir Mybpc3 war
mittels LC-MS/MS insbesondere eine Anreicherung in CRP4-WT IP-Lysaten nach Ang lI-
Stimulation ermittelt worden. Obwohl die kardiale Mybpc3-Expression insgesamt gering ist,
war es moglich, im Immunoblot diese spezifische Bindung zu bestéatigen (s. Abb. 4.36).
Troponin | interagiert mit CRP4 vor allem unter Basalbedingungen in gesunden CRP4-WT
Herzen, wahrend das Ausmal der Interaktion in den IP-Lysaten von Ang ll-behandelten
Tieren geringer ausfiel. Auch diese Befunde stimmen mit den LC-MS/MS-Befunden Uberein
und sind als weitere Bestatigung der Validitat dieser Methode insgesamt zu verstehen.

IP Proteinlysat IP Proteinlysat
Antikorper KO WT KO WT KO WT KO WT M kDa

Troponin |

Angll + + + + - - - -

Abb. 4.36: Bestitigung der Interaktion von CRP4 mit Mybpc3 und Troponin I.

Reprasentative Western Blots nach CRP4-Immunprézipitation zur Bestatigung der Interaktion von
CRP4 mit dem Myosin-Bindeprotein C3 (Mybpc3) nach Ang ll-Infusion (Pfeilspitze oberer Blot) und
der Bindung von CRP4 an Troponin | primar unter Basalbedingungen (Pfeilspitzen unterer Blot).

4.9 Massenspektrometrische Analyse des CRP4-Proteoms

Analog der Experimente zur ldentifikation von spezifischen CRP4-Interaktionspartnern (s.
4.8) wurde auch eine massenspektrometrisch basierte Proteom-Analyse der Gesamtherzen
durchgefuhrt. Auf diese Weise soll untersucht werden, ob die Expression von kardialen
Proteinen in Abhangigkeit von CRP4 + Ang Il reguliert wird. Aus Untersuchungen an
Glattmuskelzellen ist bekannt, dass CRP4 mit Transkriptionsfaktoren interagiert und so die
Expression von glattmuskelspezifischen Genen beeinflusst (Zhang et al. 2007). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden bereits CRP4-abhangige Anderungen im kardialen mRNA-Gehalt von
BNP beobachtet (s. Abb. 4.26 D). Fur diese vergleichende Proteomanalyse wurden jeweils
100 pl des Gesamtherzlysats + Ang Il beider Genotypen nicht der Co-IP (s. 4.8) zugefuhrt,
sondern direkt fur die proteomische Analyse verwendet. Hierfur wurden umgerechnet 2 ug
Protein pro Probe mittels LC-MS/MS analysiert. Auf diese Weise war es mdglich, von
demselben Tier Aussagen zu Interaktion (s. 4.8) und Expression (nachfolgend) zu erhalten.
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4.9.1 Vergleichende Proteomanalyse von CRP4-WT und CRP4-KO Herzen

Zunachst wurde das CRP4-Proteom unter Basalbedingungen mittels LC-MS/MS analysiert.
Innerhalb der Gesamtmenge aller detektierbaren Proteine (grau, s. Anhang, Tab. 7.2) stehen
blau eingefarbte Punkte fir Proteine, die nach der Quantifizierung signifikant in CRP4-WT
Herzen angereichert waren. Im Streudiagramm rot markierte Proteine sind aufgrund der
Ablation von CRP4, d.h. in CRP4-KO Herzen, signifikant hochreguliert (s. Abb. 4.37 A).
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Abb. 4.37: Vergleichende Proteomanalyse von unbehandelten CRP4-WT und CRP4-KO Herzen.
(A) Streudiagramm massenspektrometrisch ermittelter Proteine aus dem Gesamtherzlysat von jeweils
n=6 Tieren pro Genotyp. Graue Punkte stellen die Grundgesamtheit aller detektierbaren Proteine dar.
Blau hervorgehoben sind die in CRP4-WT Herzen signifikant angereicherten Proteine. Die Expression
der rot markierten Proteine war dagegen in CRP4-KO Herzen signifikant erhdht (B) Lokalisations-
bzw. funktionsorientierte Gruppierung der CRP4-abhéngig regulierten kardialen Proteine (Blauer
Rahmen: Anreicherung in CRP4-WT Herzen; Roter Rahmen: Anreicherung in CRP4-KO Herzen). In
der Darstellung wurden die offiziellen internationalen Bezeichnungen der Proteine verwendet. Crip1:
Cysteine-rich intestinal protein 1; PdLIM5: PDZ and LIM domain protein 5; Cav3: Caveolin 3; Finc:
Filamin C; Slmap: Sarcolemmal associated protein; Dpysl3: Dihydropyrimidinase-like 3; Sptani:
Spectrin alpha, non-erythrocytic 1; Lcp1: Lymphocyte cytosolic protein 1; Myh6: Myosin heavy chain 6;
Actn2: Alpha-2-actinin; Actn4: Alpha-4-actinin; Myl6: Myosin light chain 6; Bag3: BCL2-associated
athanogene 3; Cct3: Chaperonin containing T-complex polypeptide 1, subunit 3; Eef1b: Eukaryotic
translation elongation factor 1 beta 2; Rps17: Ribosomal protein S17; Rpl7a: Ribosomal protein L7A;
Psma4: Proteasome subunit, alpha type, 4; Eprs: Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase; Atp5j:
Mitochondrial ATP synthase, subunit F6; Cox6a2: Cytochrome ¢ oxidase subunit Vla polypeptide 2;
Hint2: Histidine triad nucleotide binding protein 2; Ndufb3: NADH-ubiquinone oxidoreductase 1 beta
subcomplex 3; Sic8a1: Sodium-calcium exchanger 1, NCX1; ApoO: Apolipoprotein O; Anxa1: Annexin
A1; Fahd2: Fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 2A; Ces1d: Carboxylesterase 1D; Ppib:
Peptidylprolyl isomerase B, Cyclophilin B.

Die Fokussierung der nicht regulierten (grau) Proteine im Streudiagramm (s. Abb. 4.37 A)
impliziert eine gute Reproduzierbarkeit der insgesamt 6 unabhangig durchgefiihrten
Versuche. Die Intensitat ist ein Mal} fir die Anzahl der Peptide, die einem bestimmten
Protein nach der LC-MS/MS-Analyse zugeordnet werden konnten. Je hdéher also die
Signalintensitat, desto abundanter ist dieses Protein im Herz exprimiert. Zu beachten ist,
dass bei diesem Experiment keine Vorfraktionierung durchgefihrt wurde. Mit diesen
Voreinstellungen sind daher nur die insgesamt abundantesten kardialen Proteine
detektierbar. CRP4 ist generell stark im Myokard exprimiert und war erwartungsgemaf auch
nur in CRP4-WT Lysaten nachweisbar. Aus diesem Grund ist CRP4 nach der
Quantifizierung gegeniber den CRP4-KO Lysaten im rechten Teil des Streudiagramms
wiederzufinden, was gleichzeitig als interne Kontrolle und als Bestatigung der Validitat der
Methode anzusehen ist (s. Abb. 4.37 A). Im linken Teil des Streudiagramms ist
dementsprechend ein Protein rot markiert, das massiv in Herzlysaten von CRP4-KO Mausen
angereichert war. Hierbei handelt es sich um ein Protein mit der genetischen Bezeichnung
Crip 1 (Cysteine-rich intestinal protein 1); dieses wird ausfihrlich in Kapitel 4.9.4
beschrieben. Nach Gruppierung der identifizierten Proteine gemaf ihrer Funktion und/oder
Lokalisation im Kardiomyozyt (s. Abb. 4.37 B) konnten wiederum viele zytoskelettale
Proteine und Bestandteile des Sarkomers als CRP4-abhéangig reguliert ermittelt werden. So
waren Isoformen der schweren (Myh6) und der leichten Myosinketten (Myl6) signifikant in
CRP4-KO Herzen angereichert. Darliber hinaus war a-Actinin 2, das zudem als CRP4-
Interaktionspartner identifiziert wurde (s. Abb. 4.35), vermehrt in CRP4-WT Lysaten
detektierbar. Eine Kompensation durch verstarkte a-Actinin 4-Expression im CRP4-KO ist
bei dieser nicht-muskularen Isoform zumindest in Myozyten ausgeschlossen. Mit Caveolin 3
(Cav3) war zudem ein Protein in CRP4-KO Lysaten reduziert, das mit der Entwicklung von
Kardiomyopathien assoziiert ist (Hayashi et al. 2004). Mit Ausnahme der mitochondrialen
Proteine zeigten die meisten regulierten Proteine eine verstarkte Anreicherung in CRP4-KO
Herzen. Interessanterweise waren auch Proteine reguliert, die selbst in die Synthese (Eprs,
Rps17), der Modifikation (Cct3) und Degradation (Psma4) anderer Proteine involviert sind.
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4.9.2 CRP4-abhangige Proteinregulation bei Ang ll-induzierter Hypertrophie

Die Identifikation der Interaktionsproteine (s. 4.8.1 und 4.8.2) offenbarte unterschiedliche
Bindungspartner fir CRP4 unter Basalbedingungen und nach Ang II-Dauerinfusion. Um auch
Anderungen in der kardialen Proteinexpression aufgrund der neurohumoralen Stimulation zu
identifizieren, wurden ebenfalls Lysate von CRP4-WT und CRP4-KO Herzen nach Ang lI-

Behandlung massenpektrometrisch analysiert (s. Abb. 4.38).
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Abb. 4.38: CRP4-abhangige Proteinexpression nach Ang ll-Infusion.

(A) Darstellung der massenspektrometrisch ermittelten Proteine aus Ang ll-stimulierten Herzen von
jeweils n=6 Tieren pro Genotyp. Im Streudiagramm sind die nicht differentiell regulierten Proteine
(grau) sowie signifikant im CRP4-WT (blau) und CRP4-KO (rot) angereicherten Proteine abgebildet.
(B) Lokalisations- bzw. funktionsorientierte Gruppierung aller CRP4-abhangig regulierter kardialer
Proteine (Blauer Rahmen: Anreicherung in CRP4-WT Herzen; Roter Rahmen: Anreicherung in CRP4-
KO Herzen). In der Abbildung wurden die offiziellen internationalen Bezeichnungen der Proteine
verwendet. Myh6: Myosin heavy chain 6; Myl6: Myosin light chain 6; Myl3: Myosin light chain 3; Crip1:
Cysteine-rich intestinal protein 1; Des: Desmin; Ola1: Obg-like ATPase 1; Vim: Vimentin;, Sptani:
Spectrin  alpha,  non-erythrocyticc ~ Ywhah:  Brain  protein 14-3-3-eta, Tyrosine  3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, eta polypeptide; SerpinH1: Serine
(or cysteine) peptidase inhibitor clade H member 1, collagen-binding protein 2, Colligin 2; Ifih4: Inter
alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4, Plasma kallikrein-sensitive glycoprotein 120; Rps26: Ribosomal
protein S26; Sirts5: Sirtuin 5; Cox6a2: Cytochrome c¢ oxidase subunit Vla polypeptide 2; Cox7a2l:
Cytochrome c oxidase subunit Vlla polypeptide 2-like; Atpif1: ATPase inhibitory factor 1; Aldhba1:
Aldehyde dehydrogenase family 5 member A1; Grhpr: Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate
reductase; Timm8a1: Translocase of inner mitochondrial membrane 8A1; Fundc2: FUN14 domain
containing 2; Brp44: Brain protein 44; Slc4a1: Solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1;
Glul: Glutamate-ammonia ligase, glutamine synthetase; Gsta4: Glutathione S-transferase, alpha 4;
Gpx3: Glutathione peroxidase 3; Txnl1: Thioredoxin-like 1.

Tatsachlich waren nur Isoformen der leichten (Myl6) und der schweren Myosinketten (Myh6),
sowie das Protein Crip1 (s. 4.9.4) sowohl unter unstimulierten (s. 4.9.1) als auch unter
hypertropher Ang Il-Stimulation reguliert. Im Vergleich zu den Basalbedingungen (s. Abb.
4.37) waren deutliche Unterschiede in der genotyp-spezifischen Abundanz signifikant
regulierter Proteine des Zytoskeletts erkennbar (s. Abb. 4.38). Mit Desmin (Des) und
Vimentin (Vim) lagen hier zwei strukturgebende, zytoskelettale Proteine signifikant reduziert
in CRP4-KO Herzen vor. Nur wenige Faktoren, die in die Prozessierung und Modifikation von
Proteinen involviert sind (Sirt5, Rps26), waren unter den Ang ll-stimulierten Bedingungen
differenziert exprimiert. Im Gegensatz hierzu zeigte sich eine signifikante Anreicherung von
Faktoren des Umbaus der Extrazellularmatrix (SerpinH1, Itih4) im CRP4-WT Herzlysat.
Ebenso lagen Proteine, die in den Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies involviert sind
(Gstad, Gpx3), reguliert vor. Wahrscheinlich als Adaptation an veranderte energetische
Anforderungen bei hypertrophem Herzwachstum (Sebastiani et al. 2007, Rosca et al. 2013)
waren mitochondriale Proteine, beispielsweise Untereinheiten der Cytochrom C-Oxidasen
der Atmungskette (Cox6a2, Cox7aZ2l), in beiden Genotypen vermehrt reguliert (s. Abb. 4.38
B). Sadmtliche LC-MS/MS-detektierte Proteine sind im Anhang aufgefuhrt (s. Tab. 7.2).

4.9.3 Boxplot-Analyse von CRP4-abhangig regulierten Proteinen

Alle Proteine, die unter Basalbedingungen (s. 4.8.1) sowie nach Ang lI-Dauerinfusion (s.
4.8.2) in CRP4-WT und CRP4-KO Herzen detektierbar waren, wurden im Anschluss einer
Boxplot-Analyse zugefuhrt. Auf diese Weise lassen sich stark regulierte Proteine von der
Gesamtmasse aller kardialen Proteine unterscheiden und darstellen, die CRP4-abhangig
entsprechend abundanter in Herzlysaten von CRP4-WT bzw. CRP4-KO Herzen vorlagen
und deren Expressionsanderung aufgrund einer bedeutenden Anreicherung wahrscheinlich
eine biologische Relevanz haben koénnte. Auferdem ist diese Darstellung (s. Abb. 4.39)
geeignet, um die Expressionsunterschiede zwischen den Genotypen unter basalen und Ang
lI-stimulierten Konditionen direkt zu vergleichen.
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Abb. 4.39: Boxplot-Analyse des CRP4-Proteoms * Ang Il

Die massenspektrometrisch untersuchten kardialen Proteine von CRP4-WT und CRP4-KO Herzen +
Ang Il wurden zusatzlich einer Boxplot-Analyse zugefiihrt. Diese logarithmische Auswertung vergleicht
die Expressionsunterschiede zwischen CRP4-WT und CRP4-KO Lysaten und dient der Visualisierung
jener Proteine, die aufgrund der CRP4-Deletion stark dysreguliert vorlagen (blau: signifikant
angereichert im CRP4-WT, entsprechend reduziert in CRP4-KO Herzen, rot: Proteine, die verstarkt im
CRP4-KO hochreguliert waren). Nahere Erlduterungen im Text. Ndufb3: NADH-ubiquinone
oxidoreductase 1 beta subcomplex 3; Cct3: Chaperonin containing T-complex polypeptide 1, subunit
3; Cav3: Caveolin 3; Bag3: BCL2-associated athanogene 3; Cox6aZ2: Cytochrome c oxidase subunit
Vla polypeptide 2; Sptani: Spectrin alpha, non-erythrocytic 1; Actn2: Alpha-2-actinin; Rpl7a:
Ribosomal protein L7A; Eprs: Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase; Slc8a1: Sodium-calcium exchanger 1,
NCX1; Eeflb: Eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2; Slmap: Sarcolemmal associated
protein; Anxa1: Annexin A1; Lcp1: Lymphocyte cytosolic protein; Crip1: Cysteine-rich intestinal protein
1, Ywhah: Brain protein 14-3-3-eta, Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, eta polypeptide; Sirt5: Sirtuin 5; Des: Desmin; Vim: Vimentin; Aldh5a1: Aldehyde
dehydrogenase family 5 member A1; Brp44: Brain protein 44; Cox7aZ2l: Cytochrome c oxidase subunit
Vlila polypeptide 2-like; Txnl1: Thioredoxin-like 1; Gsta4: Glutathione S-transferase; Ola1: Obg-like
ATPase 1; Fundc2: FUN14 domain containing. Die Box-Plot Analyse wurde freundlicherweise von Dr.
Mohamed-ali Jarboui (Proteom-Forschungszentrum fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums
Tabingen) mit Hilfe der BoxPlotR-Software (Spitzer et al. 2014) erstellt.

Ein Grofdteil der detektierten Proteine, die nicht CRP4-abhangig reguliert vorlagen, reihen
sich um den Median, dargestellt durch die schwarze Linie, welche die Box in oberes und
unteres Quartil trennt. Proteine, die nicht mehr in den Quartilen liegen, aber noch innerhalb
der Whisker (Begrenzungslinien aulerhalb der Box, ,Antennen®), reprasentieren Proteine,
die sich starker vom Median unterscheiden, in diesem Fall verstarkt im CRP4-WT (oben,
positive Werte) bzw. im CRP4-KO Herz (unten, negative Werte) angereichert waren. Alle
Proteine auflerhalb dieser Antennen stellen in dieser Darstellung LC-MS/MS-identifizierte
Proteine dar, die entweder verstarkt in CRP4-WT und dementsprechend massiv reduziert in
CRP4-KO Herzen vorlagen (blau hervorgehoben) oder aufgrund der CRP4-Deletion noch
abundanter in CRP4-KO Herzen exprimiert wurden. Diese sind im Diagramm rot unterlegt.
Die Boxplot-Analyse dient primar der Orientierung und Abschatzung, welche Proteine
aufgrund der CRP4-Ablation am starksten reguliert vorzufinden sind und sich daher fir
weitere Untersuchungen empfehlen. Auch in dieser Darstellung war Crip1 das abundanteste
Protein in CRP4-KO Herzen und wurde deshalb im Folgenden weiter untersucht.

4.9.4 Crip1 kompensiert den Verlust von CRP4

In der vergleichenden Proteomanalyse wurde mit Crip1 sowohl unter physiologischen
Bedingungen (s. Abb. 4.37) als auch nach 7-tagiger Ang lI-Dauerinfusion (s. Abb. 4.38) ein
Protein identifiziert, das massiv in Herzlysaten von CRP4-KO Mausen angereichert vorlag.
Diese starke Hochregulation des Crip1-Proteins impliziert eine Kompensation des
Funktionsverlustes von CRP4 mdglicherweise Uber genetische Mechanismen.
Interessanterweise kodieren die 445 exonischen Crip1-Basenpaare fiir ein ca. 8,5 kDa
schweres Protein, dessen Aminosauresequenz zu 67% mit CRP4 Ubereinstimmt. Damit
erreicht Crip1 nur ein Drittel des Molekulargewichts von CRP4 und besitzt demzufolge nur
eine LIM-Doméne (s. Abb. 4.40 A). In den wenigen Verodffentlichungen zur Funktion von
Crip1 wird es gemal seiner Erstbeschreibung im Gastrointestinaltrakt als Cysteine-rich
intestinal protein 1 bezeichnet (Birkenmeier and Gordon 1986). Interessanterweise befindet
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sich der Genlocus von Crip1 in der Maus direkt in Nachbarschaft zu der Crip2/CRP4
codierenden Region auf Chromosom 12 (s. Abb. 4.40 B).
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Abb. 4.40: Sequenzanalyse und Lokalisation von Crip1 und Crip2/CRP4.

(A) Ein Vergleich der Abfolge der Aminosauren von Crip2/CRP4 und Crip1/Cysteine-rich intestinal
protein 1 ergibt eine Sequenzidentitat von 67%. Die Ubereinstimmungen in der Aminosaurensequenz
von Crip2 und Crip1 sind schwarz unterlegt. Crip1 besteht aus insgesamt 77 Aminosauren, die zwei
Zinkfinger bzw. eine LIM-Domane ausbilden. Crip1 besitzt somit auch nicht die RKTS-Sequenz als
putative Phosphorylierungsstelle der cGKI. (A) Schematische Darstellung der Genloci von Crip2 und
Crip1 und deren direkte Nachbarschaft auf Chromosom 12.

Obwohl es in der Literatur nur wenige Informationen zu Crip1 gibt, war erfreulicherweise ein
kommerzieller Antikdrper gegen Crip1 verfiigbar. Expressionsanalysen mittels Western Blot
(s. Abb. 4.41 A, B) bestatigen eine massive Uberexpression von Crip1 in CRP4-defizienten
Herzen (CRP4-WT 0,382 + 0,036; CRP4-KO 1,761 + 0,075). Die bereits mehr als vierfach
erhohten Proteinlevel waren durch die Ang Il-Behandlung allerdings nicht weiter steigerbar
(CRP4-WT 0,334 + 0,013; CRP4-KO 1,804 + 0,121). Quantitative Untersuchungen zur Crip1-
MRNA konnten die Expressionsunterschiede bestatigen (s. Abb. 4.41 C). Geringe Mengen
der auf HPRT normierten Crip1-mRNA wurden im CRP4-WT (9,698 + 0,689) detektiert. In
CRP4-HET Herzen lieR sich eine mehr als 15-fach héhere Crip1-Expression (155,013 +
10,895) sowie ein deutlicher CRP4-Gendosiseffekt feststellen, denn in Herzlysaten von
CRP4-KO Mausen waren die Crip1 mRNA-Spiegel nochmals deutlich abundanter (270,836 +
32,700). Die Applikation von Ang Il bewirkte nur in CRP4-WT Herzen eine signifikante
Expressionssteigerung (16,472 + 2,955), wohingegen die Crip1 mRNA in CRP4-HET (96,715
+ 9,176) und CRP4-KO Herzen (193,883 + 33,231) teilweise signifikant abnahm (s. Abb.
4.41 C). Da LIM-Domanen Protein-Protein-Interaktionen sowie die Bildung von Multimeren
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steuern, wurde auch eine direkte Interaktion von Crip1 mit CRP4 mittels Co-
Immunprazipitation untersucht (s. Abb. 4.41 D). Représentative Western Blots der
Immunprazipitate zeigen jedoch, dass Crip1 weder unter basalen noch unter Ang II-
stimulierten Konditionen in dem durch CRP4-Immunprazipitation angereicherten kardialen
CRP4-Interaktom nachweisbar war.
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Abb. 4.41: Die Deletion von CRP4 fiihrt zur kardialen Uberexpression von Crip1.

(A) Reprasentativer Western Blot zur Darstellung der Crip1-Uberexpression in CRP4-defizienten
Herzen + Ang Il. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase) bestatigt eine gleichmalige
Ladungsverteilung. (B) Statistische Quantifizierung der erhaltenen Proteinbanden von insgesamt n=9-
12 Tieren pro Genotyp und Kondition von insgesamt 5 unabhangigen Einzelexperimenten. (C)
Quantitative mMRNA-Analyse der Crip1-Transkripte nach Normalisierung auf HPRT von n=9-12 Herzen
von CRP4-WT, CRP4-HET und CRP4-KO Mausen. Es zeigt sich erneut (vgl. Abb. 4.14 und Abb.
4.17) der CRP4-Gendosiseffekt in den CRP4-HET Proben. Die mit Rauten markierten, in der Mitte der
Saulen beginnenden Balken schlieRen signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen und der
entsprechenden Behandlung ein (*p<0,05; ***p<0,001; #p<0,01; ###p<0,001). (D) Mittels Co-
Immunprazipitation konnte in Herzlysaten + Ang Il keine Interaktion zwischen CRP4 und Crip1
beobachtet werden.
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Aufgrund der starken Induktion von Crip1 auf Protein- und mRNA-Ebene in CRP4-KO
Herzen und der Tatsache, dass Crip1 direkt nach Crip2/CRP4 auf Chromosom 12 lokalisiert
ist, wurden die Protein-Expressionsanalysen auf weitere Organe ausgeweitet (s. Abb. 4.42).
Tatsachlich konnten die massiv angereicherten kardialen Crip1-Proteinmengen in keinem
anderen untersuchten Gewebe bestatigt werden. In der Lunge scheint die Crip1-Expression
in CRP4-KO Lysaten sogar etwas geringer auszufallen. Des Weiteren wurden abundante
Mengen von Crip1 in der Aorta ermittelt. Auch dieses Expressionsmuster war genotyp-
unabhangig in CRP4-WT und CRP4-KO Gewebeproben zu beobachten (s. Abb. 4.42). Die
massive Uberexpression von Crip1 in CRP4-defizienten Herzen scheint somit auf den
Herzmuskel begrenzt zu sein.
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Abb. 4.42: Gewebespezifische Analyse der Crip1-Expression.

Ein reprasentativer Immunoblot zeigt die Crip1- und CRP4-Proteinexpression in Herz, Lunge, Aorta
und Niere von CRP4-WT und CRP4-KO Mausen. Der Nachweis von GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-dehydrogenase) bestatigt die gleichmaRige Proteinladungsverteilung. Die massive
Uberexpression von Crip1 war nur in CRP4-KO Herzlysaten, jedoch nicht in den anderen
untersuchten Organen zu beobachten. Die CRP4-KO Proben waren erwartungsgemafl CRP4-negativ.
Einzig fur die Lungenlysate ergab die Detektion eine unspezifische Proteinbande mit einem
vergleichbaren Molekulargewicht.

4.9.5 Expressionsanalyse der homologen Proteine CRP1-CRP3 in CRP4-WT
und CRP4-KO Herzlysaten

Die herzspezifische Uberexpression von Crip1 (s. 4.9.4) sowie die hohe Sequenzhomologie
von CRP4 und Crip1 deuten auf eine Kompensation der CRP4-Defizienz durch Crip1 hin. Es
erscheint damit mdglich, dass der kardiale Phanotyp der CRP4-KO Mause im Ang II-
Infusionsmodell (s. 4.4.3 und 4.6) ohne diese Regulation sogar noch deutlicher ausfallen
wirde. Aufgrund dieser Befunde wurden die Expressionsuntersuchungen auf weitere
Mitglieder (CRP1-3) der Cystein-reichen LIM-Proteinfamilie ausgeweitet (s. Abb. 4.43).
Insbesondere fir CRP3/MLP existieren bereits umfangreiche Daten zu dessen Bedeutung
bei dilatativen und hypertrophen Herzerkrankungen (Arber et al. 1997, Knoll et al. 2002).
Aulerdem ist bekannt, dass CRP1 und CRP2 in einem experimentellen Restenose-Modell
bei der Ausbildung einer Neointima flreinander kompensieren (Lilly et al. 2010).
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Generell lieen sich im Myokard der CRP4-WT und CRP4-KO Tiere annahernd identische
CRP1 und CRP2 mRNA-Expressionslevel feststellen (s. Abb. 4.43 A, B). Die geringe basale
CRP1 und CRP2 Expression war durch die 7-tdgige Ang ll-Infusion signifikant, jedoch
unabhangig vom CRP4-Genotyp steigerbar. Auch die Expressionsanalyse von CRP3/MLP
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen unbehandelten CRP4-WT und CRP4-KO
Herzen (s. Abb. 4.43 C). Die Ang lI-Stimulation fihrte in allen Genotypen zu einer Reduktion
des CRP3/MLP mRNA-Gehalts, der sich jedoch nur innerhalb der Gruppe der CRP4-HET
signifikant darstellte. Reprasentative CRP3/MLP Western Blots (s. Abb. 4.43 D) sowie die
Proteomanalyse (s. Anhang, Tab. 7.2) bestatigten diese Untersuchungen zur CRP3/MLP
MRNA-Quantifizierung.
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Abb. 4.43: CRP1-CRP3 kompensieren nicht fiir den Verlust von CRP4.

Quantitative mRNA-Analysen von (A) CRP1, (B) CRP2 und (C) CRP3/MLP in n=9-12 Herzen pro
Genotyp + Ang Il nach Normierung auf HPRT (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) zeigten keine
Kompensation der CRP4-Ablation durch diese Mitglieder der Cystein-reichen LIM-Proteinfamilie. (D)
Western Blot-Analyse von CRP3/MLP = Ang Il in CRP4-WT und CRP4-KO Herzlysaten. Weitere
Details im Text.
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4.10 Echokardiographische Untersuchung der Herzfunktion

Die Echokardiographie ist eine wichtige nichtinvasive Methode in der kardialen Diagnostik.
Mit Hilfe dieser ultraschall-basierten Untersuchung kdénnen GroRRenbestimmungen der
Herzkammern und Vorhéfe sowie der Wanddicken vorgenommen werden. Zusétzlich ist es
mdglich, Funktionsparameter zu erfassen. Durch die Bestimmung der Kontraktilitat und der
Auswurfleistung lassen sich beispielsweise direkt Erkenntnisse zur Pumpfunktion des
Herzens gewinnen. Die massenspektrometrische Analyse des CRP4-Interaktoms hat
gezeigt, dass CRP4 mit Proteinen des kontraktilen Apparates, der Z-Scheibe und des
Zytoskeletts interagiert (s. 4.8). Fiur eine Vielzahl dieser Proteine sind Fehlfuntionen, bzw.
Mutationen beschrieben, die in unterschiedlichen Ausprdgungen kardialer Myopathien
munden (Seidman and Seidman 2011). Dementsprechend wurde mittels echo-
kardiographischer Messungen ermittelt, ob das Fehlen von CRP4 die Herzfunktion
beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden Messungen auf Basalniveau, nach akuter Stimulation
mit dem nicht-selektiven B-Sympathomimetikum Isoprenalin (ISO) sowie in hypertrophen
Herzen nach Ang lI-Dauerinfusion bzw. in aMHC-AT;R"*/CRP4-doppeltransgenen Tieren (s.
3.1.2) durchgefihrt. Unter volatiler Isofluran-Narkose wurden in drei verschiedenen
Lagerungspositionen jeweils Langs-und Querachse vermessen (s. 3.3.5 fir eine detaillierte
Beschreibung der Datenakquise).

4.10.1 Herzfunktion von CRP4-WT und CRP4-KO Tieren

Echokardiographische Aufnahmen der Herzachsen im sogenannten M-Mode werden
ublicherweise verwendet, um die Kammerdimensionen zu vermessen und die Herzfunktion
zu evaluieren (s. 3.3.5). Abb. 4.44 zeigt reprasentative M-Mode Aufnahmen der Langsachse
von CRP4-WT und CRP4-KO Herzen unter physiologischen Bedingungen. Zur besseren
Darstellung der Wanddicken ist das Interventrikulare Septum (IVS), das beide Herzkammern
voneinander trennt, blau markiert, die linksventrikuldren Hinterwande (LVHW) sind grin
hervorgehoben. Dieses Farbschema gilt sowohl fir die Systole als auch fir die Diastole von
CRP4-WT und CRP4-KO Mausen. Analog hierzu sind die endsystolischen (LVESD) und
enddiastolischen Ventrikeldurchmesser (LVEDD) rot eingezeichnet. Bei identischer
Pulsfrequenz (300 Schlage/min) fallt eine reduzierte systolische Verstarkung des IVS (blau)
sowie der LVHW (grun) in den CRP4-KO Herzen auf (Abb. 4.44). In diesem Modus zeigte
sich aufgrund der veradnderten Wandamplituden auch ein vergroflerter endsystolischer
Ventrikeldurchmesser (rot) fur das CRP4-defiziente Myokard. Folglich fallt auch die Differenz
zwischen den Kammerdimensionen in Systole und Diastole als MalR fiur die Kontraktion
geringer aus. Bezuglich der Kammerdimensionen konnten keine signifikanten Unterschiede
fur die Werte des LVESD und LVEDD zwischen den untersuchten CRP4-WT und CRP4-KO
Tieren ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Die endsystolischen (LVESD) und
enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) der linken Ventrikel sind aber grundlegende
Parameter fir die Berechnung der Verkirzungsfraktion (%FS, Fractional Shortening) und der
Auswurffraktion (%EF, Ejection Fraction, s. Abb. 4.45 und Kapitel 3.3.5). Diese GroRRen
stellen klinisch relevante Parameter zur Evaluierung der Herzfunktion dar.
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Abb. 4.44: M-Mode Aufnahmen linksventrikularer Herzparameter unter Basalbedingungen.
Reprasentative Ausschnitte von M-Mode Aufnahmen des linken Ventrikels in der Langsachse bei
einem Puls von 300 Schldgen/min zeigen eine deutlich verminderte septale Kraftentwicklung in der
Systole (IVSS) und einen vergrolRerten ventrikularen systolischen Durchmesser (LVESD) im CRP4-
KO Herz. Die Wandstarken der Hinterwadnde (LVHW) zeigen dieselbe Tendenz. (IVSD:
Interventrikuldare Septumsdicke in der Diastole; IVSS: Interventrikuldre Septumsdicke in der Systole;
LVESD: Linksventrikulérer endsystolischer Durchmesser; LVEDD: Linksventrikuldrer enddiastolischer
Durchmesser; LVHWD: Linksventrikulare Hinterwandsdicke in der Diastole; LVHWS: Linksventrikulare
Hinterwandsdicke in der Systole).

Zunachst wurden anhand der M-Mode Aufnahmen die Verkiirzungsfraktion (%FS) und die
Auswurffraktion (%EF) als wichtigste Determinanten der kardialen Pumpfunktion in
unbehandelten, mannlichen Tieren bestimmt (s. Abb. 4.45).

A 35 B 65 -
%k
*%
60 -
30 -
< < 551
X X
Tl 25 . Rl
(2] L
e w 50
20 -
45 -
15 - 40 A
WT KO WT KO

Abb. 4.45: Eingeschrankte Herzfunktion in CRP4-defizienten Tieren.

Verminderte (A) Verkurzungsfraktion (%FS, Fractional Shortening) und (B) Auswurffraktion (%EF,
Ejection Fraction) in 10-15 Wochen alten mannlichen CRP4-KO Tieren (n=12) im Vergleich zu CRP4-
WT Tieren (n=7) unter physiologischen Bedingungen (**p<0,01).
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Bereits unter Basalbedingungen zeigten die CRP4-defizienten Tiere eine eingeschrankte
Herzfunktion. Sowohl die Verklrzungsfraktion (%FS 25,89 + 0,98%) als auch die
Auswurffraktion (%EF 51,11 + 1,55%) waren in den CRP4-KO Mausen signifikant reduziert
(s. Abb. 4.45). Die entsprechenden Werte fir die CRP4-WT Wurfgeschwistertiere sind mit
30,93 * 1,23% (%FS), bzw. 58,83 * 1,86% (%EF) im Normbereich fir den Sv129-
Hintergrund der hier untersuchten Mauslinie einzuordnen.

Als wichtige Parameter der kardialen Geometrie wurden im Folgenden das interventrikulare
Septum (IVS), sowie die linksventrikuldre Hinterwand (LVHW) vermessen (s. Abb. 4.46). Fur
die Septumsdicke in der Diastole konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen
(CRP4-WT 0,875 + 0,024 mm; CRP4-KO 0,822 + 0,021 mm) festgestellt werden (s. Abb.
4.46 A). Die genauere Betrachtung der systolischen Verdickung des Septum ergab dagegen
signifikant geringere Werte fir CRP4-defiziente Tiere (CRP4-KO 1,097 £+ 0,023 mm; CRP4-
WT 1,246 + 0,029 mm, s. Abb. 4.46 B). Auch die Differenz zwischen maximaler Verdickung
des IVS in der Systole und der maximalen Erschlaffung in der Diastole (s. Abb. 4.46 C) als
weiterer Funktionsparameter der tatsachlichen Kraftentwicklung bestatigte die Stérung der
Pumpfunktion in den CRP4-KO Mausen (CRP4-WT 0,370 £ 0,017 mm; KO 0,267 + 0,013
mm). Prozentual betrachtet betrug die Verdickung des IVS in den CRP4-WT Herzen 42,51 +
2,19%, in CRP4-KO Herzen dagegen nur 32,81 + 2,07% (s. Abb. 4.46 D).
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Abb. 4.46: Verminderte systolische Kraftentwicklung in CRP4-KO Herzen.

Dargestellt sind die Durchschnittswerte der echokardiographisch ermittelten diastolischen und
systolischen (A, B) Septums- und (E, F) linksventrikularen Hinterwandsdicken in n=7 CRP4-WT und
n=12 CRP4-KO Tieren. Auerdem sind die absoluten (C, G) und prozentualen (D, H) Differenzen in
den Wanddicken zwischen Systole und Diastole im interventrikuldaren Septum (IVS) und der
linksventrikularen Hinterwand (LVHW) bei langsaxialer Vermessung gezeigt (**p<0,01; ***p<0,001).
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Diese Unterschiede zwischen den Genotypen waren vor allem fiur das interventrikulare
Septum sehr prominent. Die Vermessung der linken Hinterwdnde ergab wiederum keine
Unterschiede fir die Dimension der diastolischen Werte (s. Abb. 4.46 E). Die systolische
Hinterwandsverdickung zeigte eine Tendenz zu gréReren Werten in den CRP4-WT Herzen
(s. Abb. 4.46 F), woraus sich die signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen fur die
diastolische und systolische Wertdifferenz ableiten lassen (ALVHW: CRP4-WT 0,347 *
0,024; CRP4-KO 0,246 + 0,019, s. Abb. 4.46 G; ALVHWY%: CRP4-WT 44,69 = 1,82%;
CRP4-KO 32,18 + 2,81%, s. Abb. 4.46 H).

4.10.2 Beurteilung der Kontraktilitit von CRP4-WT und CRP4-KO Herzen nach
akuter Stimulation mit Isoprenalin

Die echokardiographisch erhobenen Resultate implizieren, dass die Deletion von CRP4 zu
einer eingeschrankten Kontraktionsfahigkeit fuhrt (s. 4.10.1). Die zunachst nur unter
Basalbedingungen durchgefiihrten Untersuchungen wurden in einem Folgeexperiment unter
Stimulationsbedingungen mit Isoprenalin (ISO) ausgeweitet. ISO ist ein Noradrenalin-Derivat
und Agonist an kardialen Bi-Adrenozeptoren und wirkt am Herzen dadurch positiv inotrop
und positiv chronotrop. Mit einer Latenzzeit von 2 Minuten nach Injektion des
Sympathomimetikums (0,1 mg/kg) war erwartungsgemal ein deutlicher Anstieg der
Kontraktion und Herzfrequenz ersichtlich. Reprasentative M-Mode Aufnahmen von CRP4-
WT und CRP4-KO Herzen mit identischer Frequenz zum Zeitpunkt der maximal erreichten
Inotropie durch ISO sind in Abb. 4.47 dargestellt.

Abb. 4.47: M-Mode Aufnahmen nach Injektion von Isoprenalin (0,1 mg/kg).

Reprasentative linksventrikuldare M-Mode Aufnahmen der Langsachse von CRP4-WT und CRP4-KO
Mausen zeigen im Herzfrequenzbereich von 450 Schlagen/min keine Unterschiede in der durch ISO
stimulierten Kontraktilitat (LVEDD: Linksventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser; LVESD:
Linksventrikularer endsystolischer Durchmesser).
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Die Anpassung der Kontraktilitdt sowie der Herzfrequenz an die ISO-Stimulations-
bedingungen zeigte im CRP4-KO Myokard keine Auffalligkeiten und scheint damit im
Gegensatz zur Regulation der entsprechenden Parameter unter Basalbedingungen (s.
4.10.1) von der CRP4-Ablation unbeeinflusst. Auch nach exakter Vermessung der
systolischen und diastolischen Kammerdimensionen lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede in der maximalen Kontraktionskraft zwischen den Genotypen nach der ISO-
Injektion feststellen (s. Abb. 4.48). Die durch ISO stimulierte Verklrzungsfraktion (%FS:
CRP4-WT 63,21 + 2,72%; CRP4-KO 59,44 * 1,29%, s. Abb. 448 A), sowie die
Auswurffraktion (%EF: CRP4-WT 91,67 + 1,46%; CRP4-KO 89,68 + 0,94%, s. Abb. 4.48 B)
erreichten nahezu identische Niveaus in den Genotypen. Auch fiir die akuten Anderungen in
der Geometrie der Kammerwande konnten nach ISO-Injektion keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen CRP4-WT und CRP4-KO Herzen in der Systole ermittelt werden
(IVS: CRP4-WT 1,835 + 0,073 mm; CRP4-KO 1,742 £ 0,075 mm, s. Abb. 4.48 D; LVHW: WT
1,666 £ 0,152 mm; KO 1,581 £ 0,061 mm, s. Abb. 4.48 F). In den diastolischen Wanddicken
waren ebenfalls keine genotyp-spezifischen Unterschiede nach ISO-Injektion erkennbar (s.
Abb. 4.48 C, E).
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Abb. 4.48: Akute Kontraktilitatssteigerung durch ISO in beiden Genotypen.

Dargestellt sind die Mittelwerte vor und nach akuter Injektion von ISO von CRP4-WT (n=6) und CRP4-
KO-Tieren (n=11). In beiden Genotypen ist eine starke Zunahme (A) der Kontraktilitdt (%FS) und (B)
der Auswurffraktion (%EF) erkennbar. Die signifikant unterschiedlichen Ausgangswerte entsprechen
den Basalmessungen aus Abb. 4.45 und Abb. 4.46 (**p<0,01). Die Bestimmung der Septumsdicke in
(C) Diastole und (D) Systole, sowie die (E) diastolische und (F) systolische Hinterwandsdicke ergaben
nach ISO-Injektion keine Unterschiede (FS: Fractional Shortening; EF: Ejection Fraction; IVS:
interventrikulares Septum; LVHW: linksventrikulare Hinterwand).
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4.10.3 Bestimmung der Herzstruktur und Herzfunktion nach Ang II-
Dauerinfusion

Die Deletion von CRP4 scheint demnach die akute Anpassung der Herzleistung auf einen
sympathomimetischen Stimulus wie Isoprenalin nicht zu beeintrachtigen (s. Abb. 4.48). Auch
fur die Anderung der funktionalen Herzparameter zeigten sich nach Ang ll-Infusion keine
Unterschiede zwischen den Genotypen (s. Abb. 4.49). Generell war nach der 7-tdgigen Ang
lI-Infusion ein deutlicher Anstieg der Verklrzungsfraktion (%FS: CRP4-WT 50,62 + 3,04%;
CRP4-KO 49,53 £ 2,33%, s. Abb. 4.49 A) und der Auswurffraktion (%EF: CRP4-WT 82,51 +
3,11%; CRP4-KO 82,07 + 2,35%, s. Abb. 4.49 B) in CRP4-WT und CRP4-KO Mausen
erkennbar. Aufgrund der lang anhaltenden Druckbelastung durch das Neurohormon Ang Il
hatten reduzierte Werte fir die Auswurf- und Verkirzungsfraktion im Vergleich zu den
Basalmessungen als erste Anzeichen einer Dekompensation gewertet werden konnen.
Offensichtlich sind aber beide Genotypen unter diesen chronischen Belastungsbedingungen
in der Lage, den Blutfluss und die Versorgung der Endorgane durch eine erhdhte
Pumpfunktion zumindest kurzfristig aufrechtzuerhalten.
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Abb. 4.49: Echokardiographische Messungen nach 7-tdagiger Ang ll-Infusion.

Dargestellt sind die Mittelwerte von CRP4-WT (n=8) und CRP4-KO Tieren (n=12) vor und nach 7-
tagiger Infusion von Ang Il. Die signifikant unterschiedlichen Ausgangswerte entsprechen den
Basalmessungen aus Abb. 4.45 und Abb. 4.46 (**p<0,01). In beiden Genotypen ist eine starke
Zunahme (A) der Kontraktilitdt (%FS) und (B) der Auswurffraktion (%EF) erkennbar. Die Bestimmung
der Septumsdicke in (C) Diastole und (D) Systole, sowie die (E) diastolische und (F) systolische
Hinterwandsdicke ergaben nach Ang lI-Stimulaiton keine Unterschiede (FS: Fractional Shortening;
EF: Ejection Fraction; IVS: interventrikulares Septum; LVHW: linksventrikulare Hinterwand).
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Die Vermessung der Wandstrukturen der hypertrophen linken Ventrikel zeigten in der
Diastole in CRP4-KO Herzen starkere Verdickungen des interventrikularen Septums (CRP4-
KO 1,586 + 0,057 mm; CRP4-WT 1,514 + 0,090 mm, s. Abb. 4.49 C) und der linken
Hinterwand (CRP4-KO 1,861 + 0,076 mm; CRP4-WT 1,778 + 0,113 mm, s. Abb. 4.49 E) im
Vergleich zum CRP4-WT Herz. Diese Tendenz erreichte allerdings keine statistische
Signifikanz. Des Weiteren waren keine genotyp-spezifischen Unterschiede bezlglich der
Entwicklung der Kontraktionskraft nach 7-tagiger neurohumoraler Stimulation zu beobachten.
Die systolische Verdickung des Interventrikularen Septums (CRP4-WT 2,098 + 0,107 mm;
CRP4-KO 2,102 £ 0,056 mm, s. Abb. 4.49 D) und der linken Hinterwand (CRP4-WT 2,162 +
0,111 mm; CRP4-KO 2,145 £ 0,071 mm, s. Abb. 4.49 F) ergaben annahrend dieselben
Werte fur CRP4-WT und CRP4-KO Herzen.

Interessanterweise wurden bei naherer Betrachtung der Ultraschallaufnahmen strukturelle
Unterschiede zwischen den Herzen der Ang lI-behandelten Tiere beider Genotypen deutlich
(s. Abb. 4.50). Herzen von CRP4-WT Tieren zeigten ein gleichmaRiges, hypertrophes
Wachstum des Septums und der Hinterwand. Die linksventrikularen Wandverdickungen in
CRP4-KO Herzen waren dagegen asymmetrisch und prasentierten sich im Ultraschall als
Kammerobstruktion und Muskelwulst im Bereich des Aortenbulbus (rote Pfeilspitzen). In der
apikalen Region der CRP4-KO Herzen konnte dagegen kaum eine Zunahme der Wanddicke
ermittelt werden, vielmehr waren die Ventrikelwande im Bereich des Apex dilatiert.

Abb. 4.50: B-Mode Aufnahmen der Langsachse von Herzen Ang ll-behandelter Tiere.

Wahrend Ang Il zu einer gleichmaRigen hypertrophen Verdickung der Kammerwande in Herzen von
CRP4-WT Tieren fihrte, zeigte sich in CRP4-defizienten Herzen ein ungleichmafliges Wachstum des
linken Ventrikels. Im Bereich der Aorta ascendes war eine deutliche Kammerobstruktion, sowie ein
asymmetrischer Muskelwulst der Hinterwand und des Septums zu erkennen (rote Pfeilspitzen).

Nach Durchsicht aller B-Mode Aufnahmen der echokardiographisch untersuchten CRP4-WT
und CRP4-KO Herzen war bei 66,6% aller CRP4-defizienten Tiere diese Obstruktion im
Bereich des Aortenbulbus erkennbar. 75% der CRP4-KO Herzen zeigten zuséatzlich eine
apikale Dilatation. Im Gegensatz dazu war der obstruktive Phanotyp nur bei 12,5% der
CRP4-WT Herzen erkennbar, weitere 37% zeigten dilatierte Kammerwande im Bereich des
Apex (eine ausfihrliche Beschreibung dieses Sachverhalts findet sich im Anhang, s. Tab.
7.3). Die Auswertung der echokardiographischen Untersuchung basiert gewdhnlich auf der
Vermessung der Ventrikelwande und der Kammerdimensionen in der Mitte des Herzens. Der
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intensivierte Schallimpuls zur Generierung der M-Mode Aufnahmen wird wahrend der
Messung im Bereich des groRten Ventrikeldurchmessers fixiert (s. 3.3.5). Aufgrund dieser
Kriterien wurde das lokal begrenzte hypertroph-obstruktive Remodeling der CRP4-KO
Herzen echokardiographisch moglicherweise nicht adaquat widergespiegelt.

Die echokardiographischen Messungen nach 7-tdgiger Ang II-Stimulation verdeutlichten
Uberdies, dass sich CRP4-WT und CRP4-KO Tiere zu diesem Zeitpunkt noch in einem
kompensatorischen Stadium befanden, d.h. der durch kardiale Remodelingprozesse
gezeichnete Herzmuskel war noch in der Lage, die Pumpfunktion ohne Anzeichen einer
Dekompensation aufrecht zu erhalten (s. Abb. 4.49). Um die Rolle von CRP4 bei einer
kontinuierlichen und intensivierten Ang lI-Signaltransduktion Gber einen langen Zeitraum zu
untersuchen, wurde die CRP4-Mauslinie in aMHC-AT,R"%*-Tiere eingekreuzt (s. 3.1.2). Von
besonderem Interesse war der Beitrag von CRP4 in der Entwicklung des Myokard-
wachstums in diesem genetischen Hypertrophiemodell sowie Untersuchungen zur
Herzfunktion dieser doppeltransgenen Tiere (s. 4.11).

4.11 Charakterisierung der oMHC-AT,R"¥*-transgenen CRP4-WT
und CRP4-KO Mauslinie

Zunachst wurden Untersuchungen zur Entwicklung der Myokardhypertrophie in CRP4-WT
und CRP4-KO Tieren mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des AT:R
durchgefihrt. Die Analyse der Doppelmutanten zeigte unabhangig vom CRP4-
Expressionsstatus, dass das progressive Herzwachstum in diesen Tieren deutlich verzogert
ist. Ursachlich hierfir ist wahrscheinlich der heterogene genetische Hintergrund der aMHC-
AT,RY*/CRP4-WT bzw. aMHC-AT R"¥*/CRP4-KO Mause (75% Sv129, sowie 25% C57/BI6).
Die zu Beginn der Arbeit untersuchte aMHC-ATR¥*-Mauslinie (s. Abb. 4.2) basiert auf
einem reinen C57/BI6-Hintergrund. aMHC-AT;R"¥*-Mause entwickeln schon im Alter von 120
Tagen eine starke Hypertrophie (Paradis et al. 2000), wahrend die doppeltransgenen Tiere
zu diesem Zeitpunkt keine Myokardhypertrophie oder sonstige strukturelle oder funktionelle
Auffalligkeiten im Echokardiogramm zeigten (Daten nicht gezeigt). Die kardiale Hypertrophie
in den Doppelmutanten manifestierte sich erst in einem Alter von durchschnittlich 400 Tagen.
Aus diesem Grund wurden fir reprasentative Herzhypertrophie-Versuche und die
Untersuchung der Herzfunktion der aMHC-AT:R'Y*/CRP4-WT bzw. aMHC-AT;R'*/CRP4-
KO Mause nur Tiere dieses Alters verwendet.

4.11.1 Kardiale Hypertrophie in aMHC-ATR""*/CRP4-doppeltransgenen Tieren

Die Herzgewichte der 400 Tage alten aMHC-AT;R'“*/CRP4-WT bzw. aMHC-AT;R'*/CRP4-
KO Mause waren erwartungsgemal signifikant erhdht gegenuber gleichaltrigen aMHC-
AT,R**ICRP4-WT bzw. aMHC-AT;R**/CRP4-KO Kontrolltieren (s. Abb. 4.51 A). AuRerdem
lag das Gewicht der Herzen von aMHC-AT;R"9*/CRP4-KO Tieren mit 197,25 + 7,47 mg
leicht, aber nicht signifikant Gber dem der aMHC-AT,R"¥*/CRP4-WT Herzen (183,69 + 7,39
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mg). Durch die Normierung der Herzgewichte auf die Kdérpergewichte (s. Abb. 4.51 B)
nivellierte sich diese Tendenz (aMHC-ATRY*/CRP4-WT 554 + 0,16 mg/g; aMHC-
AT,RY*/CRP4-KO 5,59 + 0,20 mg/g), was insbesondere auf signifikante Korpergewichts-
unterschiede zwischen 400 Tage alten aMHC-AT;R"*/CRP4-WT und aMHC-AT;R"*/CRP4-
KO Tieren zurtickzuflihren war (s. Abb. 4.51 C). Aus diesem Grund wurde die Lange der
Tibia als gewichtsunabhangiger Parameter zur Normierung des Herzgewichts verwendet (s.
Abb. 4.51 D). Auch hier zeigte sich erwartungsgemal ein signifikanter Anstieg des
Verhaltnisses des Herzgewichts zur Tibialdnge (HG/TL) zwischen aMHC-AT;R%* und
aMHC-ATR** Tieren unabhingig vom Vorhandensein von CRP4. Bei der Normierung auf
die Tibialdnge wurde fiir die Herzen von aMHC-AT;R¥*/CRP4-KO Tieren ein erhohtes
HypertrophieausmaR (10,78 + 0,41 mg/mm) im Vergleich zu aMHC-AT:RY*/CRP4-WT
Wourfgeschwistertieren (10,00 + 0,37 mg/mm) ermittelt. Im Gegensatz zum Ang II-
Infusionsmodell (s. 4.4.3) stellten sich die Unterschiede hinsichtlich des Myokardwachstums
zwischen CRP4-WT und CRP4-KO Mausen in dem genetischen Modell mit kardio-
myozytenspezifischer Uberexpression des AT4R nur als Tendenz dar (s. Abb. 4.51 D).
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Abb. 4.51: HypertrophieausmaRB in aMHC-AT1Rtgl"/CRP4-doppeItransgenen Tieren.

Dargestellt sind die Mittelwerte (A) der Herzgewichte, (B) des Verhaltnisses des Herzgewichts (HG)
zum Korpergewicht (KG), (C) des Korpergewichts sowie (D) des Verhaltnisses des Herzgewichts (HG)
zur Tibialdnge (TL) von 400 Tage alten mannlichen aMHC-ATRY*/CRP4-WT (n=9) und aMHC-
AT/RY*/CRP4-KO (n=19) Tieren. Alle Parameter des kardialen Remodelings wurden auch in
gleichaltrigen aMHC-AT{R**/CRP4-WT (n=2) und aMHC-AT;R**/CRP4-KO (n=3) Wurfgeschwister-
Kontrolltieren bestimmt (*p<0,05). Nahere Erlauterungen im Text.
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4.11.2 Echokardiographische Untersuchung der aMHC-AT R'¥*/CRP4-WT und
aMHC-AT;R'¥*/CRP4-KO Tiere

Die echokardiographischen Untersuchungen wurden ebenfalls an Herzen von 400 Tage
alten aMHC-AT;RY9*/CRP4-WT und aMHC-AT;R%*/CRP4-KO Tieren durchgefiihrt. Die
generell verschlechterte Herzfunktion von aMHC-AT,RY"-Tieren wurde bereits im Rahmen
der Charakterisierung dieser Mauslinie beschrieben (s. 4.2.3). Da auch CRP4-KO Mause
unter physiologischen Bedingungen, d.h. ohne intensivierte Ang |l-Signaltransduktion bereits
eine beeintrachtigte Herzfunktion offenbarten (s. 4.10.1), war in diesem Zusammenhang
besonders interessant, ob sich das Fehlen von CRP4 in dem genetischen Modell mit
kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des AT;R noch starker auswirkt. Abb. 4.52 zeigt
reprasentative M-Mode Aufnahme der Langsachse von oMHC-AT;R9*/CRP4-WT und
aMHC-ATR¥*/CRP4-KO Tieren. Zur Hervorhebung der Wand- und Kammerdimensionen
wurde das IVS blau, die LVHW grin und die Ventrikeldurchmesser rot dargestellt. Bei
identischer Herzfrequenz von 300 Schlagen/min waren bei aMHC-ATR"Y*/CRP4-KO Tieren
deutlich verminderte Kontraktionen zu erkennen. Zudem sind der vergroRerte
Kammerdurchmesser und die ausgediinnten Ventrikelwande der aMHC-AT;R'%*/CRP4-KO
Herzen in der Diastole sowie in der Systole als Hinweise auf einen dilatativen Phanotyp zu
werten (s. Abb. 4.52).

Abb. 4.52: M-Mode Aufnahmen von aMHC-AT1Rt9’+lCRP4-doppeImutanten Herzen.
Reprasentative Ausschnitte von M-Mode Aufnahmen des linken Ventrikels von 400 Tage alten aMHC-
AT:RY"/CRP4-WT und oaMHC-AT:RY*/CRP4-KO Tieren bei einer Herzfrequenz von 300
Schlagen/min. Insbesondere aMHC-AT{R'Y*/CRP4-KO Mause zeigen einen dilatativen Phanotyp,
gekennzeichnet durch deutlich verringerte Wandstarken (blau, griin) und insgesamt vergréRerten
Kammerdimensionen (rot) in Systole und Diastole (IVSD: Interventrikulare Septumsdicke in der
Diastole; IVSS: Interventrikuldre Septumsdicke in der Systole; LVESD: Linksventrikularer
endsystolischer Durchmesser; LVEDD: Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser; LVHWD:
Linksventrikulare Hinterwandsdicke in der Diastole; LVHWS: Linksventrikulare Hinterwandsdicke in
der Systole; WT: aMHC-AT;R"9*/CRP4-WT; KO: aMHC-AT;R"9*/CRP4-KO).
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Die stark verminderte Kontraktionsfahigkeit der aMHC-ATR"*/CRP4-KO Herzen kann nach
Berechnung der Verkirzungsfraktion und der Auswurffraktion bestatigt werden (s. Abb.
4.53). Analog zu den echokardiographischen Befunden unter Basalbedingungen in der
CRP4-Mauslinie (s. 4.10.1) waren ebenfalls signifikante Kontraktilitadtsunterschiede zwischen
aMHC-ATR¥*/CRP4-WT bzw. aMHC-ATR“*/CRP4-KO Mausen erkennbar. Die Werte fiir
die Verkiirzungs- (%FS: aMHC-ATR"Y*/CRP4-WT 24,94 + 2,89%; aMHC-AT;R"Y*/CRP4-KO
16,91 + 1,79%, s. Abb. 4.53 A) und die Auswurffraktion (%EF: aMHC-AT;R'*/CRP4-WT
48,51 + 4,68%; aMHC-AT{R“*/CRP4-KO 34,63 + 3,47%, s. Abb. 4.53 B) divergierten nach
Uberexpression des AT4R in Kardiomyozyten zahlenmaRig sogar noch weiter auseinander.
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Abb. 4.53: Eingeschrankte Kontraktilitat in aMHC-AT,R'*/CRP4-KO Herzen.
Echokardiographische Ermittlung der (A) Verkirzungsfraktion (%FS, Fractional Shortening) und (B)
Auswurffraktion (%EF, Ejection Fraction) von 400 Tage alten mannlichen aMHC-ATRY*/CRP4-WT
(n=7) und aMHC-AT{R9*/CRP4-KO (n=10) Tieren in der Langsachse zeigen eine signifikante
Verschlechterung der Pumpfunktion fur CRP4-defiziente Herzen (*p<0,05).

Anhand der echokardiographischen Untersuchungen der CRP4-Mauslinie unter
physiologischen Bedingungen (s. 4.10.1) konnte bereits beobachtet werden, dass CRP4-KO
Tiere aufgrund der verringerten Verdickung ihrer Ventrikelwdnde nicht in der Lage waren,
genugend Kontraktionskraft aufzubauen. Hierbei war vor allem das Septum betroffen (s.
Abb. 4.46). Um die moglichen Ursachen fir die reduzierte Kontraktilitdt der aMHC-
AT,RY9*/CRP4-KO Herzen zu bestimmen, wurden nachfolgend ebenfalls die systolischen
und diastolischen Wandstarken des Septums und der linksventrikularen Hinterwand der
Doppelmutanten vermessen (s. Abb. 4.54). Analog der Messungen unter Basalbedinungen
(s. Abb. 4.46), lieRen sich auch in dem genetischen Hypertrophiemodell anhand der
diastolischen Wandstirken des Septums (aMHC-AT;R9*/CRP4-WT 0,980 + 0,014 mm;
aMHC-AT,R¥*/CRP4-KO 0,871 + 0,043 mm, s. Abb. 4.54 A) und der linken Hinterwand
(aMHC-AT,R¥*/CRP4-WT 0,899 + 0,037 mm; aMHC-AT,R"9*/CRP4-KO 0,821 + 0,038 mm,
s. Abb. 4.54 E) keine Unterschiede zwischen den Genotypen feststellen. Die Deletion von
CRP4 flhrte zwar zu tendenziell niedrigeren diastolischen Wanddicken, jedoch ohne das
statistische Signifikanzniveau zu erreichen. Deutliche Unterschiede zwischen den Genotypen
zeigten sich allerdings fiir die Wandstarken in der Systole (IVS: aMHC-ATR9*/CRP4-WT
1,398 + 0,040 mm; aMHC-AT;R*/CRP4-KO 1,090 + 0,069 mm, s. Abb. 4.54 C; LVHW:
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aMHC-ATRY*/CRP4-WT 1,169 £ 0,049 mm; aMHC-AT{R'Y"/CRP4-KO 0,995 + 0,053 mm,
s. Abb. 454 F). Dass auch in diesem Hypertrophiemodell die Unterschiede im IVS
ausgepragter sind, zeigt die Differenz zwischen maximaler Verdickung in der Systole und
maximaler Erschlaffung in der Diastole (AIVS: aMHC-AT,R¥*/CRP4-WT 0,418 + 0,047 mm;
aMHC-AT{R¥*/CRP4-KO 0,219 + 0,029 mm, s. Abb. 4.54 C; ALVHW: aMHC-ATR"*/CRP4-
WT 0,27 + 0,03 mm; aMHC-AT{R¥*/CRP4-KO 0,174 + 0,02 mm, s. Abb. 4.54 G). Auch die
prozentuale Darstellung der IVS- und LVHW-Verdickung bestétigt den Kontraktilitdtsdefekt
der CRP4-defizienten aMHC-AT{R"Y*-Herzen (AIVS%: aMHC-AT,RY*/CRP4-WT 42,98 +
5,27%; oaMHC-ATRY*/CRP4-KO 24,21 + 2,39%, s. Abb. 4.54 D; ALVHW%: oMHC-
AT,RY*/CRP4-WT 30,23 * 3,59%; aMHC-AT{R“*/CRP4-KO 20,91 + 2,18%, s. Abb. 4.54 H).
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Abb. 4.54: Verminderte systolische Wandstarken der aMHC-AT,R'*/CRP4-KO Herzen.
Dargestellt sind die Durchschnittswerte der echokardiographisch ermittelten linksventrikularen
diastolischen und systolischen (A, B) Septums- und (E, F) Hinterwandsstarken in Herzen von n=7
aMHC-AT;R¥*/CRP4-WT und n=10 aMHC-AT;R"%*/CRP4-KO Tieren, sowie die absoluten (C, G) und
(D, H) prozentualen Differenzen in der Wandstarke zwischen Systole und Diastole im inter-
ventrikularen Septum (IVS) und der linken Hinterwand (LVHW) bei langsaxialer Vermessung (*p<0,05;
**p<0,01). Weitere Erlduterungen im Text.

Die Wichtigkeit von CRP4 fur die Pumpfunktion des Herzens wird somit auch mit diesem
genetischen Modell veranschaulicht: die Kombination aus amplifizierter Ang II-
Signaltransduktion und zusatzlicher CRP4-Deletion resultierte in einer drastisch reduzierten
myokardialen Kontraktilitdt. Das Ausmald der kardialen Hypertrophie in 400 Tage alten
aMHC-AT,R"¥*-Doppelmutanten war generell nicht so stark ausgepragt wie im Ang II-
Infusionsmodell (s. Abb. 4.51). Die hier klar vergroRerten Kammerdimensionen werden
dennoch als ein deutliches Anzeichen bereits dilatierter Herzmuskel gewertet und waren
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insbesondere in aMHC-AT;R"*/CRP4-KO Herzen sehr deutlich erkennbar (s. Abb. 4.52).
Die verringerten Wandstarken der Ventrikel vor allem in der Systole bestatigen die Dilatation.

4.11.3 Kontraktilititsmessungen im aMHC-AT;R""*/CRP4-Modell nach ISO

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass die CRP4-Ablation zu einem Defekt
der basalen Pumpfunktion von aMHC-ATR" (s. Abb. 4.53) sowie nicht-transgenen CRP4-
KO (s. Abb. 4.45) Herzen fuhrt. Die durch ISO stimulierte Herzfunktion im CRP4-Mausmodell
war dagegen von der CRP4-Defizienz nicht betroffen (s. Abb. 4.48). Nachfolgend sollte nun
ermittelt werden, inwiefern die sympathomimetische Stimulation der aMHC-AT,RY*-Herzen
mdglicherweise CRP4-abhangig ist. Abb. 4.55 zeigt reprasentative M-Mode Aufnahmen von
aMHC-AT,R"Y*/CRP4-WT und aMHC-ATR"*/CRP4-KO Herzen ca. 2 min nach Injektion von
ISO (0,1 mg/kg) zum Zeitpunkt der hdchsten Kontraktilitat.

Abb. 4.55: M-Mode Aufnahmen von aMHC-ATR'¥*/CRP4-Herzen nach ISO-Injektion.
Repréasentative linksventrikulare M-Mode Aufnahmen der Langsachse von aMHC-ATRY*/CRP4-WT
und oMHC-ATRY*/CRP4-KO Tieren nach ISO-Injektion bei einer Herzfrequenz von 450
Schlagen/min verdeutlichen die deutlich eingeschrankte Kontraktilitdt der doppeltransgenen CRP4-KO
Herzen. (IVSD: Interventrikuldre Septumsdicke in der Diastole; IVSS: Interventrikulare Septumsdicke
in der Systole; LVESD: Linksventrikularer endsystolischer Durchmesser; LVEDD: Linksventrikularer
enddiastolischer Durchmesser; LVHWD: Linksventrikuldre Hinterwandsdicke in der Diastole; LVHWS:
Linksventrikuldre Hinterwandsdicke in der Systole; WT: aMHC—AT1Rt9/+/CRP4—WT; KO: aMHC-
AT,RY"/CRP4-KO).

Die Injektion von ISO fuhrte erwartungsgemaf zu einer gesteigerten kardialen Kontraktilitat
(s. Abb. 4.55), erreichte aber nicht annahrend das Niveau der Tiere ohne AT R-Transgen (s.
Abb. 4.47). Des Weiteren verdeutlichen die M-Mode Aufnahmen, dass die ISO-induzierte
Kontraktilitat in aMHC-AT{R¥*-Herzen mit CRP4-Ablation stark verringert ist (s. Abb. 4.55).
Die aMHC-AT{R"*/CRP4-KO Tiere sind also nicht mehr in der Lage, ihre Kontraktionskraft
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zu steigern, um das Niveau der aMHC-AT,RY*/CRP4-WT Tiere zu erreichen. In
vorgegangenen Versuchen mit CRP4-WT und CRP4-KO Tieren ohne AT{R-Transgen
nivellierten sich vormals signifikante Unterschiede unter physiologischen Bedingungen nach
der ISO-Injektion (s. Abb. 4.48). Dass die Anpassung der Kontraktilitit von aMHC-
AT R"/CRP4-KO Herzen an das Niveau der aMHC-AT,R"¥*/CRP4-WT Herzen durch die
langanhaltende intensivierte Ang II/AT R-Signaltransduktion nicht mehr mdglich ist, belegt
eindeutig, dass sich die Deletion von CRP4 in diesem genetischen Langzeitmodell nachteilig
auf die Kontraktionsfahigkeit und die Herzleistung auswirkt, bzw. der Verlust von CRP4 in
Kombination mit der AT,R-Uberexpression die Herzfunktion so weit verschlechtert, dass
aMHC-ATRY*/CRP4-KO Herzen kaum mehr in der Lage sind, auf den sympatho-
mimetischen Stimulus zu reagieren. Die signifikant verschlechterte Kontraktilitat der aMHC-
AT,RY*/CRP4-KO-Herzen blieb somit auch nach der ISO-Injektion bestehen, wie an der
Verkiirzungsfraktion (%FS: aMHC-ATR¥*/CRP4-KO 35,89 * 2,30%; aMHC-AT,R"Y*/CRP4-
WT 43,46 + 2,36%, s. Abb. 4.56 A) und der Auswurffraktion (%EF: aMHC-AT;R'*/CRP4-KO
65,00 % 3,19%; aMHC-ATRY"/CRP4-WT 74,54 + 2,74%, s. Abb. 4.56 B) deutlich wurde.
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Abb. 4.56: Echokardiographie der aMHC-AT1Rt9’+-DoppeImutanten nach ISO-Injektion.
Dargestellt sind die echokardiographisch erhaltenen Mittelwerte vor und nach akuter Injektion von ISO
von mannlichen aMHC-AT,RY*/CRP4-WT (n=7) und aMHC-ATR9*/CRP4-KO Tieren (n=9). 1SO
fuhrte in beiden Genotypen nur zu einem moderaten Anstieg (A) der Kontraktilitat (%FS) und (B) der
Auswurffraktion (%EF). Diese Parameter waren in aMHC-ATRY*/CRP4-KO Herzen signifikant
verschlechtert. Die Bestimmung der Septumsdicke (IVS) in (C) Diastole und (D) Systole, sowie die (E)
diastolische und (F) systolische Hinterwandsdicke (LVHW) nach ISO ergaben teilweise signifikant
reduzierte Wandstarken der aMHC-AT;R%*/CRP4-KO-Herzen (*p<0,05; *p<0,01). Die signifikant
unterschiedlichen Ausgangswerte entsprechen den Basalmessungen der Doppelmutanten aus Abb.
4.53 und Abb. 4.54 (*p<0,05; **p<0,01; FS: Fractional Shortening; EF: Ejection Fraction).

161



Ergebnisse

Durch die Darstellung der Kammerwanddimensionen wird der dilatative Phanotyp der
aMHC-ATR¥*/CRP4-KO Herzen ersichtlich. Die diastolischen Wandstérken zeigten sich bei
CRP4-Defizienz nach der I1SO-Applikation deutlich vermindert (IVS: aMHC-AT;R"*/CRP4-
KO 1,056 + 0,03 mm; aMHC-ATR'*/CRP4-WT 1,181 + 0,044 mm, s. Abb. 4.56 C; LVHW:
aMHC-ATR¥*/CRP4-KO 0,960 + 0,064 mm; aMHC-AT,RY*/CRP4-WT 1,151 + 0,105 mm,
s. Abb. 4.56 E). Ebenso blieben die bereits basal vorhandenen Unterschiede (s. Abb. 4.46)
in der systolischen Septumsdicke sowie der linksventrikularen Hinterwandsverdickung nach
ISO zwischen den Genotypen bestehen (IVS: aMHC-AT;R'Y*/CRP4-KO 1,483 + 0,072 mm;
aMHC-ATR¥*/CRP4-WT 1,803 + 0,031 mm, s. Abb. 4.56 D; LVHW: aMHC-AT;R"*/CRP4-
KO 1,441 + 0,079 mm; aMHC-AT,R"*/CRP4-WT 1,676 + 0,107 mm, s. Abb. 4.56 F).

Mit Hilfe der echokardiographischen Messungen konnte in zwei unterschiedlichen
Hypertrophiemodellen die Wichtigkeit von kardialem CRP4 dargelegt werden. Im
genetischen Hypertrophiemodell mit der myozytenspezifischen Uberexpression des AT{R
fuhrte die zusatzliche Deletion von CRP4 zu einer weiteren Verschlechterung der
Herzfunktion (s. 4.11.3). Im Ang ll-Infusionsmodell wurde deutlich, dass der Verlust von
CRP4 in einem asymmetrischen, obstruktiven Wachstum der Ventrikelwande resultiert (s.
4.10.3). Die Wichtigkeit von CRP4 als gegenregulatorischer Faktor bei Ang ll-induzierter
kardialer Hypertrophie wurde bereits zu Beginn der Arbeit gezeigt, denn CRP4-defiziente
Tiere (CRP4-KO und CRP4-HET) entwickelten unter Ang ll-Dauerinfusion eine massive
kardiale Hypertrophie, die gekennzeichnet war durch vergréRerte Myozyten und einer
starken Akkumulation von extrazellularen Matrixproteinen (s. 4.4.3 und 4.6). Dieses
Myokardwachstum wurde nicht vom Verlust von CRP4 im Gefal3system beeinflusst (s. 4.5).
Des Weiteren waren CRP4-KO Tiere in der Lage, ein physiologisches Ausdauertraining zu
absolvieren (s. 4.4.2). Dennoch zeigten CRP4-defiziente Tiere bereits unter physiologischen
Bedingungen Anzeichen einer verschlechterten Herzfunktion (s. 4.10.1). Dieser Befund ist
vermutlich auf spezifische Interaktionspartner von CRP4 im Kardiomyozyt zurlickzufihren.
CRP4 bindet an eine Vielzahl zytoskelettaler und kontraktiler Proteine, der Verlust von CRP4
fuhrt demnach zu Stérungen im Ablauf der Herzkontraktion (s. 4.8). DarUber hinaus ist CRP4
auch im Herz ein Substrat der cGKI (s. 4.7.5) und vermittelt mdglicherweise protektive cGKI-
Effekte bei Ang ll-induzierten kardialen Umbauprozessen. Der Verlust von CRP4 fiihrte zu
Veranderungen der cGKI-Aktivitdt sowie zu Verschiebungen im Expressionsmuster von
Komponenten des cGMP/cGKI-Signalwegs (s. 4.7). Eine Analyse des CRP4-Proteoms *
Ang Il hat dariber hinaus ergeben, dass eine Vielzahl weiterer Proteine CRP4-abhangig
reguliert sind (s. 4.9.1 und 4.9.2). Mit Crip 1 wurde durch die vergleichende Proteomanalyse
ein weiteres LIM-Protein identifiziert, das den Verlust von CRP4 kompensiert und die CRP4-
defizienten Tiere mdglicherweise vor einer weiteren Verschlechterung des kardialen
Phanotyps bewahrt (s. 4.9.4).
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5 Diskussion

Kardiale Hypertrophie entsteht durch eine Uberbelastung des Arbeitsmyokards durch
Bluthochdruck, neurohumorale Stimulation oder Mutationen, die zu Fehlbildungen
sarkomerischer Proteine fuhren (Frey et al. 2004). Kurzfristig ist die Herzmuskelhypertrophie
als Anpassungsmechanismus an die veranderten hamodynamischen Verhaltnisse zu
verstehen. Persistierende pathologische Stimuli (s.0.) férdern die strukturellen
Veranderungen und damit den Ubergang der Herzhypertrophie zur Herzinsuffizienz (Lorell
and Carabello 2000). Damit ist die Herzmuskelhypertrophie eine wichtige Determinante der
kardialen Morbiditat und Mortalitat. Therapieoptionen, die mit unterschiedlichen Modulatoren
der Signaltransduktion bei kardialer Hypertrophie interferieren und damit die Entstehung oder
Progredienz dieses Krankheitsbildes beeinflussen, sind noch unzureichend charakterisiert.
Insbesondere fehlen Ansatze, die auf die Stimulation gegenregulatorischer, d.h. protektiver
Systeme abzielen (Lip 2001). In diesem Kontext ist eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems als eine entscheidende GréRe des pathologischen kardialen
Remodelings zu verstehen (Booz and Baker 1996), wahrend der cGMP/cGKI-Signalweg eine
wichtige gegenregulatorische Determinante der myokardialen Umbauprozesse darstellt
(Hammond and Balligand 2012, Patrucco et al. 2014). Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit
wurde die Relevanz des cGMP/cGKI-Signalwegs und des kardialen cGKI-Effektorproteins
CRP4 fir die Entwicklung und Progression einer hypertrophen Herzerkrankung unter
systemischer, bzw. kardiomyozytenspezifischer Stimulation des Ang I[I/AT R-Signalwegs
untersucht.

5.1 Untersuchungen an Mausen mit myozytenspezifischer
Uberexpression des AT.R

5.1.1 Kardialer Phinotyp der aMHC-AT;R'¥*-Mause

Angiotensin Il ist eine wichtige Determinante des GefaRwiderstands und der
Blutdruckregulation. Neben der direkten vasokonstriktorischen Wirkung auf samtliche
GefalRe induziert Ang Il Uber renale Effekte zudem eine Erhéhung des Blutvolumens
(Fyhrquist et al. 1995). Im Zusammenspiel mit Aldosteron, das wiederum durch erhéhte Ang
II-Spiegel aus der Nebennierenrinde freigesetzt wird, forciert Ang Il die Na*-Rickresorption
und somit auch die Wasserretention (Williams and Williams 2003). Ebenso exprimieren
zahlreiche Zelltypen des Herzens, insbesondere Kardiomyozyten und kardiale Fibroblasten
Ang ll-Rezeptoren, Uber die bei erhdhter RAAS-Aktivitat Hypertrophie und Fibrosierung
direkt induziert werden (Crawford et al. 1994, Guo et al. 2001). Sowohl eine Erhéhung der
Nachlast durch Ang Il Uber renovaskulare Effekte, als auch die direkte Beeinflussung
verschiedener kardialer Zelltypen flihren zu einer krankhaften Herzmuskelhypertrophie (Kim
and Iwao 2000). Diese pleiotropen Wirkungen erschweren in einem praklinischen
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Hypertrophiemodell nach Dauerinfusion des Neurohormons Ang Il eine exakte Zuordnung
der pro-hypertrophen und pro-fibrotischen Effekte von Ang Il zu einem definierten kardialen
Zelltyp. Aktuelle Befunde deuten darauf hin, dass dem cGMP/cGKI-Signalweg eine
protektive Funktion vor allem bei Ang ll-induziertem kardialem Remodeling zukommt: Die
Analyse genetisch veranderter Mause mit spezifischer Ablation der cGKI in Kardiomyozyten
(Frantz et al. 2013), bzw. in samtlichen nicht-glattmuskularen Zellen (Patrucco et al. 2014)
impliziert, dass dem cGMP/cGKI-Signalweg insbesondere eine grof’e Bedeutung bei der
Gegenregulation pro-fibrotischer Effekte von Ang Il in Herzmuskelzellen zuteil wird. Da auch
die cGKIl in zahlreichen Herzzelltypen exprimiert wird, eine Kommunikation dieser Zellen bei
der hypertrophen Umgestaltung des Myokards wahrscheinlich ist, und zudem cGMP/cGKI in
vaskularen Muskelzellen und der Niere mit dem Angll/AT,R-Signalweg interagieren konnte,
wurden diese Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunachst auf ein
Mausmodell mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des humanen AT{R erweitert
(Paradis et al. 2000). In diesem genetischen Herzhypertrophiemodell sind die
Wachstumseffekte primar auf die direkte Aktivierung des Ang II/AT4R-Signalwegs in
Kardiomyozyten zurickzufihren. Pleiotrope Effekte durch exogen zugefihrtes Ang Il auf
andere Herzzelltypen sind ebenso ausgeschlossen wie der Einfluss des Blutdrucks, denn
aMHC-AT,R¥*-Mause sind normoton und prasentieren sich erwartungsgemaR mit einer
normalen Herzfrequenz (Paradis et al. 2000). In dem hier verwendeten aMHC-AT,R""*-
Herzhypertrophiemodell fihrt die Rezeptoriiberexpression in den transgenen Mausen wie
erwunscht zu einer Hypertrophie, verbunden mit einer Kammerdilatation und massiver
Akkumulation von fibrotischen Einlagerungen (s. 4.1.1). Dennoch erreichen die aMHC-
AT R“"_Tiere das Erwachsenenalter (das durchschnittiche Uberleben betrigt 140 Tage)
und stehen somit auch fir funktionelle Experimente zur Verfigung. Die zusatzliche Zufuhr
von exogenem Ang |l toleriert diese Mauslinie jedoch nicht (Paradis et al. 2000). Bereits bei
der Erstbeschreibung durch Paradis et al. zeigten sich die kardialen Umbauprozesse (in
Gegenwart von endogenem Ang Il) sensitiv gegenlber dem spezifischen AT R-Antagonisten
Losartan (Paradis et al. 2000). Interessanterweise fiihrt die Uberexpression des humanen
AT R-Subtyps in diesem Hypertrophiemodell damit zu einem vergleichsweise robusten
Phanotyp, der sich auch in dem langeren Uberleben der Tiere zeigt. In einer alternativen
Mauslinie mit kardiomyozytarer Uberexpression des murinen ATR starben die transgenen
Nachkommen dagegen schon wenige Tage nach ihrer Geburt (Hein et al. 1997). Die in
dieser Arbeit verwendeten Tiere der aMHC-AT;R“*-Mauslinie besitzen aufgrund ihres
genetischen Hintergrunds nur ein Renin-Gen, wodurch die gesamte RAAS-Aktivitat etwas
niedriger zu sein scheint als bei Tieren mit zwei Renin-Genen, die einen leicht erhdhten
Blutdruck und folglich auch gréRere Nebeneffekte, und eine insgesamt hdhere Mortalitat
aufweisen (Mazzolai et al. 1998). Die Protease Renin markiert den Beginn der Kaskade zur
Synthese von Ang Il (s. 1.1.5). Endogen erhéhte Renin und folglich Ang II-Spiegel kénnten
vor allem Uber renovaskulidre Effekte somit auch im aMHC-ATRY*-Modell zu einer
Verschlechterung des kardialen Phanotyps beitragen. Interessanterweise beobachteten
Yasuda et al. in friheren Experimenten mit der auch in dieser Arbeit verwendeten aMHC-
AT,R9"-Mauslinie bereits eine spontane, konstitutive Rezeptoraktivitit. Durch eine
zusatzliche genetische Manipulation der aMHC-ATR¥*-Tiere in Form von Deletion der Ang
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[I-Vorstufe Angiotensinogen bilden diese Tiere kein endogenes Ang I, entwickeln aber
dennoch dieselbe kardiale Symptomatik (Ventrikeldilatation, Fibrosierung) wie aMHC-
AT,RY9"-Mause, die durch die Gabe von Candesartan, einem inversen Agonist am AT:R
gemildert werden konnte (Yasuda et al. 2012). Dass also allein die konstitutive Aktivitat des
AT4R ausreicht, pathophysiologisches Herzmuskelwachstum zu induzieren, ermdglicht eine
neue Therapieoption bei hypertrophen Herzerkrankungen mit inversen Agonisten, welche an
spontan aktive Rezeptoren binden und deren Aktivitat herabsetzen (de Ligt et al. 2000).
Tatsachlich konnte der kardiale Phénotyp in diesen Angiotensinogen-KO/aMHC-ATR""*-
Tieren nicht gemildert werden, wenn Candesarten chemisch verandert vorlag und seine
invers-agonistische Wirkung verloren hatte (Yasuda et al. 2012). Die progressiv verlaufende
Herzmuskelhypertrophie der aMHC-AT:RY*-Tiere kdnnte auch auf einer zusatzlichen
autokrinen Aktivierung des RAAS beruhen. Je starker das Herz an GrélRe zunimmt, desto
groBer wird der mechanische Scherstress, welcher wiederum die Freisetzung von
Angiotensin Il aus dem Kardiomyozyten induziert, was in einem in sich verstarkenden
Mechanismus zu einer weiteren Stimulation der Uberexprimierten AT.R flhren kénnte
(Sadoshima et al. 1993).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zunachst bereits beschriebene und auch offensichtliche
phanotypische Auspragungen der pathologischen kardialen Umbauprozesse bestatigt
werden (s. Abb. 4.2). Die bereits in der Literatur dokumentierte progressive Hypertrophie des
Myokards (Paradis et al. 2000) war nach 120 Tagen sichtbar. Ursachlich hierfir waren stark
vergrofierte Myozyten und eine massive Einlagerung von Extrazellularmatrix im Interstitium
(s. Abb. 4.4). Auch die ca. 350-fache AT;R-Uberexpression konnte mittels qRT-PCR
eindeutig den Kardiomyozyten zugeordnet werden (s. Abb. 4.1). Durch Vermessen der
Kardiomyozytenquerschnittsflache in Gewebefeinschnitten, sowie durch Bestimmung der
ZellgroRe isolierter Kardiomyozyten lield sich das Ausmal der Zellhypertrophie der aMHC-
ATR“"_Tiere im Vergleich zu deren WT-Wurfgeschwistertieren als signifikant bestatigen (s.
Abb. 4.4 B, C). Letztlich ergaben sich keine laborspezifischen Abweichungen fur die
publizierte aMHC-AT;R%*-Mauslinie; das Model schien damit fiir weitere Hypertrophie-
Untersuchungen gut geeignet. Auch auf molekularer Ebene konnte die progressiv
verlaufende Hypertrophie anhand des verringerten mRNA-Gehalts der SERCA2 bestatigt
werden (s. Abb. 4.8 E). Haufig ist die Herzhypertrophie durch Veradnderungen im Verhaltnis
der adulten und fetalen a- bzw. B-Isoform der schweren Myosinkette gekennzeichnet (Krenz
and Robbins 2004). Die eigenen Ergebnisse zeigen einen leichten Rickgang der a-Isoform
im aMHC-ATR"%*-Modell und kaum Anderungen fiir die MHC B-Isoform (s. Abb. 4.8 C, D).
Dies ist moglicherweise Uber die Eigenheiten des hier untersuchten genetischen
Hypertrophiemodells erklarbar. Die kardiomyozytenspezifische Uberexpression des AT:R
besteht seit dem Embryonalstadium, da der aMHC-Promotor, der die Uberexpression des
humanen AT4R kontrolliert, an Tag 7,5-8 des Embryonalstadiums aktiviert wird (Lyons et al.
1990). Auf diese Weise ist es vermutlich zu einer Adaptation bei der Zusammensetzung der
kontraktilen Elemente im aMHC-ATR¥*-Mausmodell gekommen.

Da krankhaft vergroRerte Kardiomyozyten die optimale Kontraktionsfahigkeit sowie die
elektromechanische Kopplung der Zellen untereinander beeinflussen und die Integritat des
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Herzmuskels generell durch die massive Fibrosierung (s. Abb. 4.4 D) behindert sein kdnnte,
wurden echokardiographische Untersuchungen zur Bestimmung der Herzfunktion von
aMHC-ATR¥*-Tieren durchgefiihrt. Eine Repolarisationsstérung der aMHC-AT;R"%*-Herzen
verbunden mit Arrhythmien war bereits bekannt (Rivard et al. 2008). Die
Ultraschallmessungen bestatigten auch die stark eingeschrankte Herzfunktion der 120 Tage
alten aMHC-AT R'*-Tiere (s. Abb. 4.11). Zu diesem Zeitpunkt prasentierten sich die aMHC-
AT.R9*-Mause mit dinnen Ventrikelwdnden und einem grollen Kammervolumen als
Kennzeichen einer deutlichen Myokarddilatation (s Abb. 4.3). Diese typischen Anderungen in
der Herzgeometrie entwickeln sich normalerweise aufgrund einer chronischen
Volumenbelastung des Herzens und markieren den Ubergang zum letztlichen Herzversagen
(Katz et al. 2013). Im Vergleich dazu lieRen sich in 60 Tage alten aMHC-AT,R"9*-Méause eher
verdickte Kammerwande beobachten (Daten nicht gezeigt).

Obwohl der verstarkte Ang II/AT{R-Signalweg in den transgenen Mausen prinzipiell auf
Kardiomyozyten beschrankt ist, bezeugen auch die Sirius-Rot Farbungen an Feinschnitten
des Herzens die massive Fibrosierung (s. Abb. 4.4 D). Da die Myozyten unter dieser
dauerhaften hypertrophen Stimulation nicht zur Regeneration fahig sind, kénnten hier
apoptotische oder nekrotisch beschadigte Muskelzellen durch Fibroblasten bzw.
Extrazellularmatrix ersetzt worden sein. Wahrscheinlich ist aber auch ein intensiver Crosstalk
zwischen Kardiomyozyten und Fibroblasten (Kakkar and Lee 2010): Es ist bekannt, dass
kardiomyozytare Zytokine Fibroblasten aktivieren kdnnen (Takeda and Manabe 2011).
Tatsachlich kdnnten erhéhte Mengen von CTGF (Connective Tissue Growth Factor) mRNA
in den Herzlysaten der aMHC-ATRY"-Tiere ein direkter Hinweis fiir die Kommunikation von
Kardiomyozyten mit Fibroblasten sein (Abb. 4.4 F). CTGF ist bei kardialer Hypertrophie
hochreguliert, was u.a. Gber Ang Il und eine nachgeschaltete Aktivierung der Proteinkinase C
vermittelt wird. Im Zusammenspiel mit TGF-B (Transforming Growth Factor-B) kann CTGF
Uber langere Zeitrdume fibrotische Umgestaltungen des Myokards induzieren (Mori et al.
1999, Perbal 2004, Brigstock 2010). Diese beinhalten beispielsweise die Transformation von
Fibroblasten in Myofibroblasten, welche einen intermediaren Zelltyp zwischen Fibroblast und
glatter Muskelzelle darstellen und grofle Mengen an Extrazellularmatrix produzieren (Hinz et
al. 2001). Identifizieren lassen sich Myofibroblasten u.a. Uber die Expression
glattmuskelspezifischer Aktinstrukturen wie o-SMA (Santiago et al. 2010). Die a-SMA-
Expression war ebenfalls in den transgenen Tieren signifikant erhéht, was eine Akkumulation
von Myofibroblasten im Myokard des aMHC-ATR"¥*-Hypertrophiemodells bestatigt (s. Abb.
4.4 E). mRNA-Transkripte kardialer Kollagen-Typen wurden in Herzen transgener Tiere
tendenziell vermehrt detektiert (s. Abb. 4.9 C, D). In diesem genetischen Hypertrophiemodell
entsteht die Fibrosierung des Herzmuskels wahrscheinlich durch eine kontinuierliche
Kollagensynthese Uber einen langen Zeitraum. Demnach war ein massiver Anstieg der
Kollagen-Transkripte wie sie bei Infusionsmodellen beobachtet werden (Westermann et al.
2012), in denen Fibroblasten/Myofibroblasten durch die exogene Zufuhr von pro-fibrotischen
Stimuli direkt betroffen sind, nicht zu erwarten.

Interessanterweise wurden in den oaMHC-AT,RY*-Herzen auch Veranderungen im
Expressionsstatus von Faktoren des Turnovers der Extrazellularmatrix detektiert (s. Abb.
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4.10). Die kardiale ECM kann als ein komplexes Netzwerk betrachtet werden, das in
gesunden Herzen funktionsunterstutzend ist und einem standigen, kontrollierten Auf- und
Abbau unterliegt. Dieser wird vorrangig von Matrixmetalloproteasen (MMPs) und deren
gewebespezifischer Inhibitoren, den TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) reguliert
(Miner and Miller 2006). Hypertrophe Umbauprozesse verandern auch Expression und
Aktivitat dieser Enzyme (Ahmed et al. 2006), was wiederum zu einem grof3en Teil durch
Myofibroblasten reguliert wird (Berk et al. 2007). Bei Expressionsuntersuchungen von
Faktoren des ECM-Umbaus wurden in Herzlysaten von aMHC-AT;R'*-Mausen signifikant
verringerte mMRNA-Mengen fir MMP9 detektiert (s. Abb. 4.10 A). Im Zusammenspiel mit
weiteren kardialen MMPs ist MMP9 insbesondere fir die finale Degradation von
Kollagenfragmenten zusténdig, die bereits von anderen MMPs zu kleineren Bruchsticken
abgebaut wurden (Nagase et al. 2006). Moglicherweise tragt die verringerte MMP9-
Expression und die daraus reduzierte Degradation dieser kleinen Kollagenfragmente zur
Akkumulation der Extrazelluldrmatrix in aMHC-AT;R"*-Tieren bei. In Herzen von aMHC-
AT R“*_Tieren wurden dariiber hinaus signifikant erhéhte mRNA-Mengen von TIMP1, einem
Inhibitor diverser MMPs, der auch mit MMP9 komplexieren kann (Visse and Nagase 2003),
detektiert (s. Abb. 4.10 B). Dieser Befund stimmt mit der Literatur Uberein: Erhdhte TIMP1-
Spiegel wurden bereits bei linksventrikularer Hypertrophie und Herzinsuffizienz beschrieben
(Laviades et al. 1998). Einhergehend mit verringerten MMP9-Spiegeln kénnte eine TIMP1-
induzierte Hemmung diverser MMPs im aMHC-AT{R¥*-Mausmodell zur beobachteten
Myokardfibrosierung (s Abb. 4.4) beitragen. Um dieser Vermutung nachzugehen, sollten
kiinftige Untersuchungen der aMHC-AT;R"*-Tiere die Bestimmung der Proteinmengen von
Faktoren des ECM-Umbaus, sowie die Messung der Aktivitat unterschiedlicher MMPs und
TIMPs beinhalten. Eine pharmakologische Modulation der Aktivitat von MMPs bzw. TIMPs
bei kardialer Fibrosierung ware ein interessanter Therapieansatz, jedoch muss das komplexe
Zusammenwirken, mogliche Kompensationsmechanismen und die Balance zwischen MMPs
und TIMPs insbesondere bei hypertrophen Herzerkrankungen zum besseren Verstandnis
insgesamt weiter erforscht werden (Spinale et al. 2000, Pauschinger et al. 2002, Chiao et al.
2012).

5.1.2 Hochregulation des cGMP/cGKI-Signalwegs in aMHC-ATR'%*-Tieren

Ein intaktes und funktionsfahiges cGMP/cGKI-Signalsystem wird in sdmtlichen Organen des
Koérpers fur eine einwandfreie Zellfunktion bendétigt (Pfeifer et al. 1998, Hofmann and
Wegener 2013). Speziell im Myokard ist die cGKI unter physiologischen Bedingungen an der
exakten Abstimmung der Herzmuskelkontraktion beteiligt (Wegener et al. 2002) und kann
dariber hinaus in hypertrophen Herzen Ang ll-induzierten Gewebeumbauprozessen
entgegenwirken (Frantz et al. 2013). Die natriuretischen Peptide ANP und BNP sind wichtige
Komponenten des fetalen Genprogramms, die im Zuge des hypertrophen Herzwachstums -
u.a. nach Ang lI-Stimulation - im Sinne eines Adaptationsmechanismus verstarkt gebildet
werden (Volpe et al. 2014). So war auch in den Herzen der aMHC-ATR"*-Tiere eine starke
Hochregulation von ANP und BNP erkennbar (s. Abb. 4.8 A, B). Daruber hinaus wurde im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass sowohl die Konzentration an kardialem cGMP als auch

167



Diskussion

die cGKI-Proteinmenge sowie die cGKI-mRNA Spiegel in aMHC-AT,R"9"-Herzen signifikant
erhdht waren (Abb. 4.5 A-D). Diese Befunde implizieren eine kompensatorische
Hochregulation dieses Signalwegs in Herzmuskelzellen und verdeutlichen erneut die
Wichtigkeit des cGMP/cGKI-Systems bei einer intensivierten kardiomyozytéren Ang II-
Signaltransduktion. Eine Vielzahl von Studien zeigten bereits die enge Verknipfung des
protektiven cGKI- und des Hypertrophie-promovierenden Angiotensin Il-Signalwegs (Li et al.
2002, Booz 2005, Kilic et al. 2007, Tokudome et al. 2008, Klaiber et al. 2010). So fihrte die
kardiomyozytenspezifische Ablation der cGKI bei hypertropher Ang Il-Stimulation zu einem
den aMHC-ATR¥*-Herzen analogen Phanotyp mit dilatierten, funktionseingeschrankten
Herzen und massiver Myokardfibrosierung (Frantz et al. 2013). Gegenregulatorische
Mechanismen, die durch eine erhdhte cGKI-Expression im Kardiomyozyten (wie z.B. in
aMHC-ATR%*-Herzen) mdglicherweise verstarkt ablaufen, greifen beispielsweise
modulierend in den myozytaren Ca?*-Haushalt ein. Ca®" ist ein wichtiges Signalmolekiil, das
Uber Aktivierung der CaMKIl und CnA zu einer Induktion des fetalen Genprogrammes fiihrt
(s. Abb. 1.3, Hammond and Balligand 2012). Insbesondere bei neurohumoraler Stimulation
hemmt die cGKI den Ang ll-induzierten Ca*-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum durch
TRPC6 und TRPC3-Kanale, was wiederum indirekt die Aktivitdt von CnA reduziert
(Koitabashi et al. 2010, Domes et al. 2014). DarlUber hinaus forciert die cGKI Uber eine
Aktivitatssteigerung von RGS2 und RGS4 und die daurch beschleunigte Hydrolyse von GTP
zu GDP eine Abschaltung der Gqq-abhangigen hypertrophen Ang II-Stimulation (Tokudome
et al. 2008, Klaiber et al. 2010). Die cGKl-abhangige Phosphorylierung der RGS-Proteine
fuhrt in diesem Zusammenhang zu einer Translokation dieser Proteine an die
Myozytenmembran (Takimoto et al. 2009). Fir RGS2 wurde zudem kirzlich in
Zellkultursystemen gezeigt, dass dessen Phosphorylierung durch die cGKI nach Stimulation
mit ANP noch verstarkt werden konnte (Klaiber et al. 2010). Da die GC-A, der Rezeptor flir
ANP und BNP in hypertrophen Herzen meist desensitisiert vorliegt (Flora and Potter 2010),
misste die Relevanz dieses Effekts in vivo verifiziert werden, und moglicherweise auf
alternative cGMP-erh6hende Substanzen zurtickgegriffen werden. So stellen z.B. Antikérper,
die phosphoryliertes RGS2 detektieren eine Mdglichkeit dar, die Aktivitat der cGKI bei
verstarkter Ang ll-Signaltransduktion zu evaluieren. Im Rahmen der Versuche an aMHC-
AT,R9"-Tieren wurde zur Bestimmung der Kinase-Aktivitidt zundchst die cGKl-abhingige
Serin-239 Phosphorylierung des ubiquitaren cGKI-Substrats VASP untersucht (Smolenski et
al. 1998). Tatsachlich konnte eine verstirkte VASP-Phosphorylierung in aMHC-AT,R""*-
Herzen gemessen werden, diese erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (s. Abb. 4.5
E, F). Moglicherweise ist eine Interaktion der cGKI mit VASP in hypertroph-umgestalteten
Herzen vernachlassigbar. Phosphospezifische Antikdrper gegen weitere cGKI-Substrate wie
Phospholamban, Troponin | oder RGS-Proteine stellen Alternativen zur Messung der
tatsachlichen Kinaseaktivitat in aMHC-AT;R"Y*-Herzen dar. Eine weitere Maglichkeit sind
direkte cGKI-Aktivitdtsmessungen mit kommerziell erhéltlichen Kit-Systemen.

Das Ausmal bzw. inwieweit die Hochregulation eines funktionsfahigen cGMP/cGKI-Systems
die aMHC-AT,R"Y*-Tiere vor einer noch schwerwiegenderen kardialen Symptomatik schitzt,
kénnte anhand doppeltransgener aMHC-AT{R¥*/cGKI-KO Mausen abgeschatzt werden.
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Diese wiirden idealerweise durch Verpaarung der oMHC-AT;RY*-Tiere mit
kardiomyozytenspezifischen cGKI-KO Tieren generiert werden. Auf diese Weise liel3e sich
ein Phanotyp analysieren, der sich ausnahmslos auf den Kardiomyozyt beschrankt,
eventuelle parakrine Effekte durch Fibroblasten/Myofibroblasten wie sie in Infusionsmodellen
zu erwarten sind, waren somit ausgeschlossen. Prinzipiell ist durch die zusatzliche Deletion
der cGKI mit einer Verschlimmerung der kardialen Symptomatik der aMHC-AT{R"¥*-Tiere
und einer verklrzten Lebenserwartung zu rechnen. Ferner kdnnte untersucht werden, wie
sich die Hypertrophie auf Zellebene in diesen Doppelmutanten verhalt, denn bisher standen
meist antifibrotische Wirkungen der cGKI im Vordergrund (Patrucco et al. 2014). Durch den
Verlust der cGKI waren auBerdem erhdhte myozytare Ca**-Spiegel in aMHC-AT,R"Y*/cGKI-
KO Mausen zu erwarten. Durch eine vergleichende Genexpressionsanalyse kénnte dartber
hinaus die Rolle der cGKI an der Induktion bzw. Regulation des fetalen Genprogramms
ermittelt werden.

5.1.3 PDEs regulieren die myozytaren cGMP-Spiegel in aMHC-AT;R'¥*-Mausen

Die Bestimmung der kardialen cGMP-Spiegel von aMHC-ATR%*-M&usen und deren WT-
Wurfgeschwistertiere ergab signifikant hdhere cGMP-Konzentrationen in Gesamtherzlysaten
von aMHC-AT;R9"-Tieren (s. Abb. 4.5 D). Eine kompensatorisch gesteigerte
kardiomyozytare cGMP-Generierung aufgrund der amplifizierten Ang Il-Signaltransduktion
wird in diesem Zusammenhang als wahrscheinlich angesehen. Um die erhéhten cGMP-
Spiegel explizit auf den Kardiomyozyten eingrenzen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit mittels FRET-Messungen (Forster-Resonanzenergietransfer) der cGMP-Gehalt in
isolierten, lebenden Kardiomyozyten der aMHC-ATR"¥*-Mauslinie bestimmt. Hierfiir wurden
aMHC-ATRt®* transgenen Tiere mit Reporterméusen verpaart, die den zytosolischen red
cGES-DE5-Biosensor tragen (Gotz et al. 2014). Die FRET-Signale bestatigten die erhéhten
cGMP-Spiegel im Gesamtherzlysat der transgenen Tieren nun spezifisch im Kardiomyozyt
(s. Abb. Abb. 4.12 A). Daruber hinaus implizierten die FRET-Messungen eine Beteiligung
von PDEs, die den Abbau von cGMP katalysieren (s. Abb. 4.12 B): Durch Zugabe des
unspezifischen PDE-Hemmstoffes IBMX konnten die cGMP-Spiegel vor allem in WT-
Kardiomyozyten weiter erhoht werden und erreichten anndhrend das Niveau der aMHC-
AT1R9"-Myozyten. Ein zusatzlicher IBMX-induzierter Anstieg der cGMP-Spiegel in
Kardiomyozyten aus aMHC-AT1R"%*-Herzen war dagegen nur schwach ausgepréagt (s. Abb.
4.12 B). Ein weiterer Versuchsansatz beinhaltete die Stimulation der Kardiomyozyten mit
IBMX ohne CNP-Prastimulation, was einen steilen Anstieg der cGMP-Konzentration in
Kardiomyozyten aus WT-Tieren zur Folge hatte, wahrend fiir die cGMP-Spiegel von aMHC-
AT1R"9*-Myozyten nur ein moderater Anstieg zu verzeichnen war (Abb. 4.12 C, D). Diese
Befunde deuteten darauf hin, dass verschiedene PDEs in hypertrophen Herzen der aMHC-
AT1R"Y"-Tiere bereits unter Basalbedingungen annahrend maximal gehemmt sind bzw.
deren Expressionsmuster verandert war. Tatsachlich ergaben Expressions-untersuchungen
von cGMP-hydrolysierenden PDEs in Gesamtherzlysaten signifikant verringerte PDE1C-
mRNA Mengen (s. Abb. 4.13 D). Diese duale, Ca**/CaM regulierte PDE hydrolysiert cGMP
und cAMP mit anndhrend derselben Aktivitat (Vandeput et al. 2007). Kirzlich durchgefuhrte
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Aktivitdtsmessungen ergaben jedoch keine signifikanten Unterschiede bezuglich der PDE1C-
Hydrolyseaktivitat fiir cGMP in Gesamtherzlysaten von aMHC-AT1RY¥"-Tieren und deren
WT-Wurfgeschwister (Straubinger et al. 2015). Diese Messungen bestatigten aber, dass
cGMP-hydrolysierende Esterasen der PDE1-Familie einen groRen Anteil zur gesamten
kardialen cGMP-Hydrolyseaktivitat beitragen (Lukowski et al. 2010). Da die PDE1C aufgrund
ihrer dualen Aktivitdt als wichtiges Bindeglied zwischen cGMP und cAMP-abhangigen
Signalwegen angesehen wird, stellt die Hemmung der PDE1C eine kinftige therapeutische
Option zur Behandlung hypertropher Herzerkrankungen dar (Miller et al. 2009). Hohe
Mengen PDE1C-mRNA konnten darUber hinaus in Herzmuskelzellen (nicht aber in
Fibroblasten, s. Anhang, Abb. 7.3 C) detektiert werden. Die funktionale Untersuchung der
myozytdren PDE1C I&sst sich kinftig anhand einer kirzlich generierten PDE1C-KO
Mauslinie evaluieren (Cygnar and Zhao 2009). Die Analyse der mRNA-Transkriptmengen
der ebenfalls dualen Esterasen PDE2A (durch cGMP-stimuliert, cAMP-selektiv) und PDE3A
(durch cGMP-gehemmt, cAMP-selektiv) ergab ebenfalls verringerte Expressionslevel dieser
PDEs in aMHC-AT1R"Y9"-Myozyten, diese erreichten aber nicht das Signifikanzniveau (s.
Abb. 413 A, B).

Zusammengenommen bestatigen die ELISA- (s. Abb. 4.5 D) und die FRET-Messungen (s.
Abb. 4.12) sowie die Untersuchungen zur Expression und Aktivitdt der PDEs damit eine
Anpassung des cGMP-Signalwegs an die chronische AT R-Uberexpression. Die Befunde zu
den dualen PDEs im aMHC-AT1R"%*-Modell (s. 0.) deuten darauf hin, dass eine chronische
Ang II/AT4R-Aktivitdt in Herzmuskelzellen das dynamische Gleichgewicht zwischen den
intrazelluldren Botenstoffen cGMP und cAMP verschiebt. Der Crosstalk von cGMP und
cAMP in Herzmuskelzellen ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (Mongillo et al.
2006, Gotz et al. 2014) und wird primar Uber die cGMP-/cAMP-regulierten PDEs realisiert
(Fischmeister et al. 2006, Conti et al. 2014). Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten
Anderungen des kardialen cGMPs kénnten letztlich auch auf eine Modulation von
cAMP/PKA-abhangigen Prozessen zurickzufiihren sein (Zaccolo and Movsesian 2007). Es
muss zukunftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben, inwieweit der cAMP/PKA-Signalweg
an der Auspriagung des progressiven Krankheitsbildes der aMHC-AT1R"*-Tiere beteiligt ist.
Die Aktivitdt und Lokalisation der cGMP-/cAMP-regulierten PDEs bestimmt darliber hinaus
die intrazellulare Kompartimentierung von cAMP-/cGMP-Signalen in Herzmuskelzellen
(Castro et al. 2006, Stangherlin et al. 2011). Bei hypertrophen Herzerkrankungen werden
pathophysiologisch relevante Veranderungen der so entstehenden cGMP- bzw. cAMP-Pools
intensiv diskutiert (Nikolaev et al. 2010, Perera et al. 2015). Es ist aktuell aber unklar,
inwiefern die Uberexpression des AT:R Einfluss auf die Kompartimentierung von cGMP
(oder cAMP) hat. Kirzlich generierte FRET-Sensoren, die an bestimmten
Zellkompartimenten der Herzmuskelzellen verankert sind, kénnten hier Aufschluss bringen.
Signale von Sensoren an Caveolin-reichen Doméanen der Zellmembran (Wachten et al.
2010) wurden auf NO-induziertes cGMP deuten, welches zum sogenannten ,globlalen
cGMP* beitragt (Mineo and Shaul 2012). FRET-Sensoren, die an Phospholamban gekoppelt
sind, koénnten zur Visualisierung von endogenem cGMP in der Umgebung des
Sarkoplasmatischen Retikulums dienen, welches primar durch membranstandige
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Guanylatzyklasen generiert wurde (Castro et al. 2006, Piggott et al. 2006). Diese Sensoren
wurden bisher zur Messung von cAMP-Signalen realisiert (Sprenger et al. 2015). Letztlich
sind die erhdhten cGMP-Spiegel im aMHC-AT1R¥*-Modell wahrscheinlich als Resultat eines
komplexen und dynamischen Zusammenwirkens von Rezeptoren, Generatoren und PDEs
anzusehen.

5.1.4 Die hypertrophen Umbauprozesse im aMHC-AT.R"*-Mausmodell sind
Sildenafil-insensitiv

Die Hochregulation des gewdhnlich protektiven cGMP/cGKI-Systems impliziert einen
positiven Einfluss des Signalwegs auf den schweren und progressiven Herzphanotyp im
aMHC-ATR¥*-Tiermodell. In diesem Zusammenhang zeigte auch eine Hemmung der
cGMP-abbauenden PDES5 durch SIL in unterschiedlichen Herzhypertrophiemodellen einen
positiven Einfluss auf das kardiale Remodeling (Takimoto et al. 2005, Nishida et al. 2010,
Westermann et al. 2012). Diese Effekte, insbesondere die an den SIL-Wirkungen tatsachlich
beteiligten Zelltypen, werden jedoch sehr kontrovers diskutiert (Lukowski et al. 2010). Nach
Aortenkonstriktion und damit verbundener Nachlasterhbhung sowie nach chronischer
Infusion von Ang Il wurden beispielsweise positive Effekte von SIL bezlglich einer Milderung
der Hypertrophie und Fibrose ermittelt (Takimoto et al. 2005, Westermann et al. 2012).
Andere Gruppen postulierten dagegen vor allem antifibrotische Eigenschaften von SIL im
Ang ll-Dauerinfusionsmodell (Patrucco et al. 2014) und bei experimentell induzierter
Rechtsherzinsuffizienz (Borgdorff et al. 2014). Obwohl bis dato die Expression der PDES5 in
Kardiomyozyten noch nicht endguiltig geklart ist, wurden die cGMP-abhangigen Effekte nach
PDE5-Hemmung mittels SIL primar als Effekte von cGMP und cGKIl in Kardiomyozyten
selbst verstanden (Kass 2012, Takimoto 2012). Fur das krankhafte Herzmuskelwachstum
nach chronischer Stimulation der kardialen B1-Adrenozeptoren konnte eine Beteiligung der
kardiomyozytaren cGKIl jedoch generell ausgeschlossen werden (Lukowski et al. 2010). Dies
lasst sich durch die grundsatzlich unterschiedlichen Signaltransduktionswege im
Kardiomyozyt erklaren (s. Abb. 1.3): Agonisten an Gs-gekoppelten B4-Adrenozeptoren wie
Isoprenalin induzieren ihre pro-hypertrophe Wirkung primar Uber cAMP/PKA-abhangige
Signalwege, die (iber die Erhdhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration weitere
Mechanismen, z.B. die Transkription fetaler Gene, induzieren (Chowdhury et al. 2013). Die
hypertrophe Stimulation durch das Neurohormon Ang Il wird Uber Gyq-gekoppelte AT4R
vermittelt und beinhaltet neben der Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Speicherformen
vor allem die Aktivierung einer Vielzahl intrazellularer Proteinkinasen (PKC, MAPK,
AKT/PKB, JAK) und der ,kleinen“ G-Proteine (s. Abb. 1.3, Heineke and Molkentin 2006). Des
Weiteren werden im Ang llI-Infusionsmodell oder nach transversaler Aortenkonstriktion eine
Vielzahl kardialer Zellen beeinflusst, insbesondere ist die Anzahl an Myofibroblasten in
hypertrophen Herzen stark erhéht (Lukowski et al. 2014). Diese exprimieren samtliche
Bestandteile des cGMP/cGKI-Signalwegs und dartber hinaus (im Gegensatz zum
Kardiomyozyt) hohe Mengen an PDES und kénnten auf diese Weise die ausgepragten
antifibrotischen SIL-Effekte vermitteln (Patrucco et al. 2014). Die aMHC-AT1R"*-Mause mit
der spezifischen myozytaren Uberexpression des AT;:R bieten daher die einzigartige
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Méglichkeit, die Wirkung von SIL auf den nur im Kardiomyozyten amplifizierten Signalweg
und damit unabhangig von pleiotropen Effekten des Neurohormons Ang Il zu studieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein etabliertes Protokoll zur Verabreichung von SIL (ber das
Trinkwasser adaptiert (Adamo et al. 2010). Die Plasmaspiegel von SIL betragen durch diese
Behandlung 70 nM und liegen damit deutlich oberhalb der ICs, (10 nM) von SIL fur die
Hemmung der PDE5 (Adamo et al. 2010). Wie in Abb. 4.6 gezeigt, fuhrte diese Behandlung
zu einem Anstieg der cGMP-Spiegel in Gesamtherzlysaten und Aorten, was vermuten I&sst,
dass der cGMP/cGKI-Signalweg in den Herzen der aMHC-AT1R¥*-Mé&use per se noch nicht
maximal aktiviert war. Dennoch zeigte SIL keinerlei positiven Effekte auf das normierte oder
absolute Herzgewicht (s. Abb. 4.7 A, B), die myozytare Hypertrophie (s. Abb. 4.7 C, D) oder
das Ausmald der kardialen Fibrosierung (s. Abb. 4.9 A, B). Ebenso wenig wurden auf
molekularer Ebene Anderungen in der Expression von Hypertrophie- (ANP, BNP, aMHC,
BMHC, SERCA2) oder Fibrosemarker (Col1A1, Col1A2) durch SIL induziert (s. Abb. 4.8 A-E
und Abb. 4.9 C, D). Dies steht im Widerspruch mit einigen Studien, die in hypertroph-
umgestalteten Herzen eine SlL-abhangige Genregulation beobachteten (Zhang et al. 2008,
Koitabashi et al. 2010, Zhang et al. 2010). Eine Ausnahme waren die unter SIL-Therapie
reduzierten mRNA-Spiegel fiir Calcineurin (CnA; Abb. 4.8 F). Uber eine verminderte
Expression der Phosphatase CnA unter SIL wurde bereits berichtet (Nagayama et al. 2009).
CnA ist ein pro-hypertropher Faktor, der Uber NFAT-Transkriptionsfaktoren Ca2+-abhéngig
die Expression Hypertrophie-assoziierter Gene induziert (Molkentin et al. 1998). Da jedoch
keine SlL-bedingte Verbesserung des Phanotyps der aMHC-AT1R'9*-Mause ermittelt
werden konnte (s. o.) wurde diese verringerte Expression unter SIL-Therapie als
vernachlassigbar betrachtet und auf CnA-Aktivitdtsmessungen verzichtet.

Interessanterweise fuhrte die SIL-Behandlung bereits nach 7 Tagen zu einem Anstieg des
kardiovaskularen cGMPs (s. Abb. 4.6), wohingegen ein Uber 60 Tage fortgesetztes SIL-
Therapieregime keinen erkennbaren Einfluss auf die molekularen und histologischen
Parameter des Remodelings ausibte (s. 4.2.1 und 4.2.2). Einige Arbeitsgruppen postulierten
fur die primare Zielstruktur PDE5 eine immunhistologisch starke Anreicherung an den Z-
Scheiben muriner Kardiomyozyten (Nagayama et al. 2008, Zhang et al. 2008, Pokreisz et al.
2009). Lukowski et al. konnten diese Befunde mittels Immunoblot und Aktivitdtsmessungen
der PDEs (in Gegenwart und Abwesenheit von SIL) jedoch nicht bestatigen (Lukowski et al.
2010). Diese diskrepanten Ergebnisse lassen sich letztlich nur durch Untersuchungen an
PDE5-KO Mausen aufklaren, sobald diese verfligbar sind. Die unter basalen Bedingungen
im adulten Herzmuskel detektierbare PDES-Menge ist wahrscheinlich eher gering, eine
verstarkte Expression bei hypertrophem Wachstum, nach Myokardinfarkt oder in
insuffizienten Herzen erscheint dagegen vorstellbar (Cremers et al. 2003, Das et al. 2005,
Takimoto et al. 2005, Lin et al. 2006). Auch speziesbedingte Unterschiede im kardialen
PDE5-Expressionsmuster sind bei der Interpretation der Effekte von SIL zu beriicksichtigen
(Degen et al. 2015). Zumindest in dem hier untersuchten aMHC-AT1R"¥*-Hypertrophiemodell
zeigte sich das progressive Herzmuskelwachstum SiL-insensititv. Dementsprechend waren
die PDE5-mRNA Mengen in den Kardiomyozyten der aMHC-AT1R"%*-Mause - im Vergleich
zur cGKI-Expression - gering bzw. kaum oberhalb der Nachweisgrenze fir die quantitative
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RT-PCR-Methode (s. Anhang, Abb. 7.3 A, B). Diese kaum zu quantifizierende PDE5-mRNA
Expression stellt moglicherweise auch praparationsbedingte Verunreinigungen durch
Fibroblasten und Thrombozyten dar. Tatsachlich war die Expression der PDES in isolierten
Fibroblasten entsprechend hoch, was wiederum mit friheren Studien zur PDE5-
Proteinexpression in  Myofibroblasten  Ubereinstimmt (Lukowski et al. 2010).
Zusammengefasst determinieren diese Befunde eher kardiale (Myo-) Fibroblasten als
Hauptort des SlL-induzierten cGMP-Anstiegs. Da die PDES5 als priméare Zielstruktur von SIL
in den Kardiomyozyten der aMHC-AT1RY"-Tiere eine eher untergeordnete Rolle zu spielen
scheint, Gberrascht es nicht, dass das 60-tagige SIL-Therapieregime keine glnstigen Effekte
bezlglich des kardialen Remodelings zeigte. Auch der antifibrotische Effekt einer PDE5-
Hemmung (Patrucco et al. 2014) lieR sich in dem aMHC-AT1R"“*-Modell nicht beobachten.
Bei der Interpretation dieses Befundes ist zu bericksichtigen, dass die Fibrose in den
transgenen AT R-Uberexprimierenden Herzen als ein sekundarer Effekt zu verstehen ist, der
aufgrund des Defektes in Kardiomyozyten entsteht. Offensichtlich bedirfen die
antifibrotischen Effekte von SIL und PDES5 einer direkten Stimulation der (Myo-) Fibroblasten
durch Ang Il (Westermann et al. 2012, Patrucco et al. 2014). Die antifibrotische Wirkung von
SIL wird mit den an aMHC-AT1R"9*-M&usen erhobenen Ergebnissen keinesfalls in Frage
gestellt, sondern bestatigt vielmehr frihere Vermutungen, dass nicht Kardiomyozyten,
sondern (Myo-) Fibroblasten den primaren Wirkort des PDE5-Hemmstoffes SIL darstellen.
Echokardiographische Messungen der Herzfunktion zeigten fir aMHC-AT1RY*-Tiere im
Vergleich zu WT-Wurfgeschwistern bereits im Alter von 120 Tagen eine massiv
verschlechterte Pumpfunktion sowie Anzeichen einer Dekompensation (s. Abb. 4.7). Die
chronische SIL-Gabe hatte dabei keinen Einfluss auf wichtige Funktionsparameter wie die
Verkirzungs- und Auswurffraktion (s. Abb. 4.7 B, C). Der 60. Lebenstag der Mduse wurde
als Zeitpunkt fur den Behandlungsbeginn bestimmt, da die Gabe von Losartan in diesem
Alter bekanntermaRen die Remodelingprozesse im aMHC-AT1R9*-Mausmodell positiv
beeinflusst (Paradis et al. 2000). Um zu prifen, ob frihzeitige Defekte der chronischen
AT,R-Uberexpression SlL-sensitiv sind, wurde eine kleine Kohorte (n=8 aMHC-AT1RY9"-
M&use) bereits kurz nach dem Absetzen, d.h. im Alter von 40 Tagen, der SIL-Behandlung
zugefihrt. Auch dieses friihzeitig beginnende und 80 Tage andauernde Behandlungsregime
hatte keinen positiven Effekt auf das Hypertrophieausmaly (Daten nicht gezeigt). Letztlich
belegen diese Befunde, dass eine im Kardiomyozyt durch Ang IlI/AT{R ausgeldste
Herzhypertrophie nicht auf eine PDE5-Hemmung durch SIL anspricht.

In diesem Zusammenhang enttduschten aktuell auch zwei Phase IlI-Studien (RELAX und
SIDAMI), in denen die Wirkung von SIL zur Therapie der Herzinsuffizienz untersucht wurde
(Andersen et al. 2013, Redfield et al. 2013). In diese Studien waren unterschiedliche
Schweregrade und Auspragungen der Herzinsuffizienz eingeschlossen, z.B. auch Patienten
nach Myokardinfarkt oder mit angeborenen Herzfehlern. Es ist davon auszugehen, dass die
eingeschrankte Herzfunktion der Betroffenen im Wesentlichen durch die Myozytenfunktion
bestimmt wurde. Von dem Hintergrund der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten in
dem aMHC-AT1R9*-Mausmodell (s. 4.2) scheint daher eine Stratifizierung zukiinftiger
klinischer Studien mit SIL sinnvoll. Insbesondere sollte die interstitielle Myokardfibrosierung
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als wichtiges Einschlusskriterium flr das Patientenkollektiv gewahlt werden, da bei kritischer
Betrachtung der Literatur SIL auch in Tiermodellen eher antifibrotische als antihypertrophe
Effekte zeigte (Westermann et al. 2012, Patrucco et al. 2014). Eine beachtliche Zahl
praklinischer Studien hatte das Vorhandensein der PDES5 in Kardiomyozyten bereits zuvor in
Frage gestellt (Wallis et al. 1999, Corbin et al. 2003, Lukowski et al. 2010, Patrucco et al.
2014). Autoren der RELAX-Studie berichteten kirzlich selbst, das gesunde Herzen der
Spezies Mensch, Kaninchen und Maus PDE5-negativ sind (Degen et al. 2015). Insgesamt
verdeutlichen die missglickten SIL-Studien, dass zunachst Ubereinstimmende Resultate in
Zellsystemen und Tiermodellen vorliegen und begrindete Zweifel an neuen
Therapieoptionen ausgerdumt werden sollten, bevor breit angelegte multizentrische Studien
mit einer Vielzahl schwerkranker Patienten forciert werden, denn den Patienten wird so eine
moglicherweise wirksamere Therapie vorenthalten.

5.1.5 Alternative Ansatze zur cGMP-basierten Verbesserung der progressiven
Remodelingprozesse im aMHC-AT1 R'9*-Mausmodell

Interessanterweise betrachtet dieselbe Arbeitsgruppe, die vor rund zehn Jahren mit ihrer
Arbeit bezlglich der Reversibilitat kardialer Hypertrophie durch SIL (Takimoto et al. 2005) die
Grundlage fur die RELAX und SIDAMI-Studien geschaffen hatte, nun die PDE9 als
hauptverantwortliche PDE fir den myozytaren cGMP-Anstieg in hypertrophen Herzen. Die in
der Vergangenheit erhobenen Ergebnisse von Takimoto et al. wurden in dieser Arbeit sogar
teilweise widerlegt (Lee et al. 2015). Im Vergleich mit anderen cGMP-hydrolysierenden PDEs
besitzt die PDE9 die hdchste Affinitdt fir cGMP (Fisher et al. 1998), ist aber
interessanterweise insensitiv gegentber IBMX (Keravis and Lugnier 2012). Die Stimulation
von Kardiomyozyten aus aMHC-AT1R9"-und WT-Kontrolltieren mit IBMX ergab einen
starken cGMP-Anstieg nur in WT-Myozyten (s. Abb. 4.12 C, D), was ein generell verandertes
PDE Expressions- und Aktivitatsmuster in transgenen Herzen implizierte (s. 5.1.3). Lee et al.
detektierten erhdhte PDE9-Mengen in hypertrophen Herzen (Lee et al. 2015). Ob eine
veranderte Expression und Aktivitdit der PDE9 auch in aMHC-AT1R9*-Herzen zu den
erhéhten cGMP-Spiegeln beitragt, und eine Hemmung der PDE9 (Hutson et al. 2011) zu
einer Verbesserung der kardialen Symptomatik fiihren kann, sollte im Anschluss an diese
Arbeit untersucht werden. Um zu evaluieren, welche PDE(s) ursachlich fur die erhdhten
cGMP-Spiegel in hypertrophen aMHC-AT1R"9*-Herzen sind, kénnten FRET-Messungen mit
isoform-spezifischen PDE-Hemmstoffen durchgeflhrt werden. Durch Messungen der cGMP-
Hydrolyseaktivitat in Gesamtherzlysaten von aMHC-AT1R"*- und WT-Tieren konnte kiirzlich
noch einmal bestéatigt werden, dass die PDE5 nur wenig zur Generierung von kardialem
cGMP beitragt. Eine nennenswerte Hemmung der PDEs ergaben sich erst bei SIL-
Konzentrationen von 1000 nM (Straubinger et al. 2015), die in in vivo-Versuchen aber nicht
realisierbar sind. In diesem Konzentrationsbereich ist dariber hinaus eine Hemmung der
PDE1C durch SIL wahrscheinlich (Vandeput et al. 2009).

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zur kompensatorischen Hochregulation des
cGMP/cGKI-Signalwegs (s. 4.1.2) aufgrund der amplifizierten Ang Il-Signaltransduktion
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bestatigten nochmal die Wichtigkeit dieses gegenregulatorischen Systems bei hypertrophen
Herzerkrankungen. Aus diesem Grund erscheint ein therapeutischer Ansatz einer
zusatzlichen Erhéhung der cGMP-Spiegel sinnvoll, der jedoch mit SIL nicht realisierbar ist (s.
5.1.4). Aufgrund des intensiven Crosstalks, der komplexen Distribution und Aktivitat kardialer
PDEs, insbesondere bei hypertrophen Herzerkrankungen, ware anstelle der Hemmung des
cGMP-Abbaus vielmehr die Stimulation der cGMP-Generierung eine Alternative. Mit
Cinaciguat kénnte beispielsweise eine Stimulation der I8slichen Guanylatzyklase in aMHC-
AT1R"9"-Herzen erfolgen (Tamargo et al. 2010). Nach erfolgreichen tierexperimentellen
Studien befindet sich dieser Aktivator der sGC bereits in klinischer Prifung zur Therapie der
akuten, dekompensierten Herzinsuffizienz (Hingorany and Frishman 2011). In
Zellkultursystemen zeigte Cinaciguat dariiber hinaus einen antihypertrophen Effekt (Irvine et
al. 2012). Da Cinaciguat unabhangig von NO und dem Oxidationsstatus der sGC (s. 1.2.6)
eine cGMP-Erhéhung induziert, kdnnte dieser Wirkstoff auch angewendet werden, um
Symptome einer Dekompensation der aMHC-AT1RY"-Tiere durch die zusatzliche cGMP-
Erhéhung zu mildern. Im Gegensatz zur PDE5 wird die sGC in Kardiomyozyten exprimiert
(Fraccarollo et al. 2014), wobei eine Uberpriifung dieser Befunde im aMHC-AT1R"*-
Mausmodell noch aussteht. Seit kurzem steht aul3erdem ein Mausmodell mit gefloxtem sGC-
Gen zur Verfugung (Groneberg et al. 2010). In diesem Zusammenhang ware der
resultierende  kardiale  Phanotyp aus aMHC-AT1RY"-Tieren mit zusétzlicher
kardiomyozytenspezifischer sGC-Ablation interessant. Man koénnte auf diese Weise
ermitteln, inwieweit die sGC an den kompensatorisch erhéhten cGMP-Spiegeln bei
intensivierter Ang II-Signaltransduktion beteiligt ist. Die partikulare GC-A, der Rezeptor fir
ANP und BNP, liegt in hypertrophen Zustanden oft desensitisiert vor (Klaiber et al. 2011).
Inwieweit die GC-A noch zur cGMP-Generierung in den hypertrophen aMHC-AT1R"9*-
Herzen in der Lage ist, kdnnte ebenfalls durch Doppelmutanten (aMHC-AT1R"*"-Tiere mit
myozytenspezifischer GC-A-Deletion, Kuhn 2003) erértert werden, insbesondere unter dem
Gesichtspunkt, dass auch in aMHC-AT1R¥*-Herzen die mRNA-Mengen von ANP und BNP
kompensatorisch erhéht waren und so zur Rezeptordesensitisierung beitragen kénnen (s.
Abb. 4.8 A, B). Dass eine pharmakologische Modulation des RAAS und der Plasmaspiegel
der natriuretischen Peptide einen sinnvollen therapeutischen Ansatz darstellt, zeigt eine
aktuelle Studie zur Blockade des RAAS in Kombination mit einer Neprilysin-Inhibition.
Neprilysin bzw. neutrale Endopeptidase (NEP) ist eine membranstandige, zinkabhangige
Metalloprotease, die unter anderem auch fir den Abbau der natriuretischen Peptide
verantwortlich ist (Potter 2011). Zur Reduktion von Hypertrophie und Fibrose sowohl im
Tiermodell nach Myokardinfarkt als auch in klinischen Zulassungsstudien zur Behandlung
der Herzinsuffizienz war die Kombinationstherapie der jeweiligen Monotherapie Uberlegen
(McMurray et al. 2014, von Lueder et al. 2015). Die Effizienz dieser Therapie bei
intensivierter Ang Il-Signaltransduktion im Kardiomyozyt kdnnte ebenfalls anhand des
aMHC-AT1Rtg”-Hypertrophiemodells evaluiert werden. Da BNP nur in geringerem Ausmalf
durch Neprilysin abgebaut wird, resultiert eine NEP-Hemmung insbesondere in einem
Anstieg von ANP und CNP (Potter 2011). Im Gegensatz zu GC-A wurde fiur GC-B noch
keine Desensitisierung beschrieben (Rosenkranz et al. 2003). Eine Stimulation dieses
Rezeptorsubtyps mit CNP stoppte im Mausmodell kardiale Umbauprozesse sowohl nach
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Ang ll-Infusion als auch nach experimentell induziertem Myokardinfarkt (Hobbs et al. 2004,
lzumiya et al. 2012). Moéglicherweise profitiert die duale RAAS- und Neprilysin-Inhibition
uberwiegend von erhéhten CNP-Spiegeln.

5.2 Kardialer Phanotyp CRP4-defizienter Mause

5.2.1 Expression und mogliche Funktionen von kardialem CRP4

Die Untersuchung zur Relevanz des kardialen Cystein-reichen LIM-Proteins 4 fir die
Entwicklung und Progression von hypertrophen Herzerkrankungen war aus mindestens zwei
Griunden von groRem Interesse und daher Gegenstand dieser Arbeit. (1) CRP4 wurde im
enterischen Nervensystem (Huber et al. 2000), in vaskularen Glattmuskelzellen (Zhang et al.
2007) sowie in Spinalganglien des Rickenmarks (Schmidtko et al. 2008) als neues cGKI-
Substrat identifiziert. cGMP und cGKI gelten als wichtige Komponenten endogener
Schutzmechanismen bei kardialen Umbauprozessen, jedoch sind die molekularen
Mechanismen und Interaktionspartner bisher kaum bekannt (Hofmann and Wegener 2013).
(2) CRP4 besitzt eine hohe Homologie zu seinem Schwesterprotein CRP3/MLP. Mutationen
im CRP3/MLP-Gen sind fir die Entwicklung von familidren Kardiomyopathien
ausschlaggebend (Geier et al. 2003).

Bislang verflgbare Studien zu kardialem CRP4 konzentrierten sich vor allem auf mRNA- und
Protein-Expressionsuntersuchungen wahrend der Embryonalentwicklung mit konstant hohen
Mengen in den Herzanlagen (Yu et al. 2002, Wei et al. 2011). Dies ist insofern nicht
verwunderlich, da viele LIM-Proteine essentiell fir die Embryogenese sind (Bach 2000, Cai
et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Western Blot und
immunhistochemischen Farbungen die Expression von CRP4 in Gesamtherzlysaten bzw.
Gewebefeinschnitten von adulten Mausen bestéatigt (s. Abb. 4.14 A, B). Diese
Detektionsmethoden schlieRen auch andere Zelltypen wie kardiale Fibroblasten,
Endothelzellen und Glattmuskelzellen mit ein. Durch Isolation und Separation der
Kardiomyozyten und nachfolgende Immunfluoreszenzfarbungen konnte die exakte
Lokalisation von CRP4 an den Z-Scheiben und der Kardiomyozytenmembran gezeigt
werden (s. Abb. 4.14 C). Interessanterweise lasst sich auch CRP3/MLP im gesunden
Myokard vermehrt an Z-Scheiben detektieren (Knoll et al. 2002). Es wird vermutet, dass
CRP3/MLP an diesen Zellstrukturen als Mechanosensor fungiert und nach hypertrophen
Stimuli in den Zellkern transloziert, um transkriptionelle Vorgange zu modulieren (Boateng et
al. 2009, Gunkel et al. 2009). Da CRP4 ebenfalls ein nukledres Translokationssignal (NLS)
besitzt (Huber et al. 2000), ist eine Translokation von CRP4 in den Zellkern unter ahnlichen
Bedingungen zumindest vorstellbar. Um diese Vermutung zu untersuchen, mussten primare
Kardiomyozyten mit unterschiedlichen Hypertrophie-induzierenden  Faktoren wie
beispielsweise Ang Il, ET |, Phenylephrin und/oder Isoprenalin inkubiert werden. Diese
Versuche sollten auch Aufschluss Uber die moglicherweise von CRP4 modulierten
Rezeptorsignalwege liefern. In diesem Zusammenhang waére auch die Durchfuhrung
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sogenannter Strefch-Assays interessant (Calaghan and White 1999): Hierbei werden
Ublicherweise neonatale Kardiomyozyten fiir wenige Tage auf einer Silikon-Membran
kultiviert und biaxialer Dehnung bei unterschiedlichen Frequenzen ausgesetzt. Bei diesem
etablierten System zur experimentellen Simulation einer mechanischen Belastung des
Herzens, die sich typischerweise bei Hochdruck-Patienten im Laufe der Zeit entwickelt,
kommt auch dem Ang II-Signalweg eine groRe Bedeutung zu (Frank et al. 2008). Diese
waren geeignet, um die Funktion von CRP4 bei erhéhter biomechanischer Belastung zu
Uberprifen.

CRP3/MLP liegt nur im Zellkern als Monomer vor. Im Zytoplasma, bzw. an den Z-Scheiben
bildet CRP3/MLP Uber den C-Terminus zum Grofteil Dimere oder Mulitmere, die nach
hypertrophen Stimuli im Kern akkumulieren. Auch bei Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz wurden diese Beobachtungen bereits gemacht (Boateng et al. 2007).
Zusammenhange zwischen CRP4 und Herzerkrankungen beim Menschen sind in der
Literatur bisher nicht beschrieben. Bislang gibt es auch keine Daten zur Multimerenbildung
von CRP4 im gesunden oder hypertroph veranderten Myokard. Auch diese Untersuchungen
missen Gegenstand kinftiger Experimente sein.

5.2.2 Rolle von CRP4 in unterschiedlichen Hypertrophiemodellen

Auch wenn die Sequenzidentitat und Lokalisation fir CRP4 und CRP3/MLP vergleichbare
Funktionen vermuten lassen, gibt es bedeutsame Unterschiede zwischen diesen Vertretern
der LIM-Proteinfamilie. Beispielsweise entwickeln CRP4-defiziente Tiere keinen
offensichtlichen Herzphanotyp, wahrend CRP3/MLP-KO Mause schon 3-4 Tage postnatal
Anzeichen einer Ventrikeldilatation, verbunden mit massiv gestorter Zytoarchitektur sowie
einem Integritatsverlust des gesamten Gewebeverbundes zeigen (Arber et al. 1997). Auch
bei genauer Betrachtung ausgewachsener CRP4-KO Mause wurde deutlich, dass die CRP4-
Deletion keinen Einfluss auf die KérpergréRe und das Kérpergewicht austibt.

Zunachst sollte eine mdglich Rolle von CRP4 bei der Entwicklung einer physiologischen
Myokardhypertrophie untersucht werden. Ein korperliches Training, bestehend aus
Schwimmeinheiten von 5-90 min Uber einen Zeitraum von 4 Wochen, fihrte in CRP4-WT
und CRP4-KO Mé&usen wie erwartet zu einem physiologischen Herzwachstum (s. Abb. 4.15
A), wobei das Ausmald der Adaptation in CRP4-defizienten Tieren weniger stark ausgepragt
war (s. Abb. 4.15 A). Eine Normierung der Herzgewichte auf das Korpergewicht (s. Abb. 4.15
B) und die prozentuale Darstellung (s. Abb. 4.15 C) der relativen Zunahme des
physiologischen Herzwachstums im Bezug zum Korpergewicht verglichen mit nicht-
schwimmenden Tieren ergab eine Nivellierung der Gewichtszunahmen der Herzen zwischen
den Genotypen; die prozentualen Werte (s. Abb. 4.15 C) entsprachen den Literaturangaben
fur dieses Protokoll (Kaplan et al. 1994). Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass CRP4
fur die Entstehung einer physiologischen Herzhypertrophie als Anpassung an die erhdhten
Anforderungen im Schwimmtraining eine eher untergeordnete Rolle spielt.
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Die Induktion des pathophysiologischen Herzwachstums erfolgte zunachst durch eine 7-
tagige Infusion von Ang II. Ein protektiver Einfluss der cGKIl auf die kardialen
Umbauprozesse wurde bereits in einem identischen Ang ll-Infusionsmodell beschrieben
(Patrucco et al. 2014). Auch in dieser Arbeit konnte ein deutlicher Anstieg der Herzmasse in
allen untersuchten Genotypen beobachtet werden (s. Abb. 4.16 A). Bei genauerer
Betrachtung fiel auf, dass sowohl die absoluten als auch die auf das Korpergewicht
normierten Herzgewichte (s. Abb. 4.16 A, B) in CRP4-KO und CRP4-HET Tieren signifikant
erhdht waren. Da simultan durchgefihrte telemetrische Blutdruckmessungen keine
Unterschiede im Ang ll-induzierten Anstieg der systolischen und diastolischen Dricke
zwischen CRP4-WT und CRP4-KO Tieren aufzeigten (s. Abb. 4.21), konnten
hamodynamisch-bedingte Unterschiede als Ursache fur das verstarkte Herzwachstum durch
die globale Deletion von CRP4 ausgeschlossen werden. Auch in der prozentualen
Darstellung der auf das Kdrpergewicht normierten Herzmassen zeigte sich die massive
kardiale Hypertrophie der CRP4-defizienten Tiere (s. Abb. 4.16 C). Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass bereits die Ausschaltung von einem CRP4-Allel zu einem deutlichen
Herzhypertrophiephanotyp fihrte (s. Abb. 4.16 A-C). Obwohl in CRP4-HET Herzen anhand
reduzierter Protein- und mMRNA-Mengen ein Gendosiseffekt zu beobachten war (s. Abb. 4.14
A), zeigen diese Experimente, dass neben dem Fehlen bereits unzureichende CRP4-Spiegel
im pathophysiologischen Kontext einer Ang lI-Dauerinfusion unzureichend sind. Um dem
massiven hypertrophen Wachstum entgegenzuwirken, sind offensichtlich ausreichend hohe
Konzentrationen an endogenem CRP4 notwendig. Auch in den hypertrophen Herzen der
CRP4-WT Tiere wurde eine geringe, aber signifikante Abnahme des CRP4-Proteingehalts
beobachtet (s. Abb. 4.17 A, B). Diese moderat erniedrigten Expressionsspiegel implizieren,
dass eine chronische Aktivierung pro-hypertropher Signalkaskaden Einfluss auf protektive
Faktoren wie CRP4 hat, und mdglicherweise die Uberwindung basal hoher CRP4-
Konzentrationen ein Kennzeichen des Ang II-Hypertrophiemodells ist. Fir das CRP4-
Schwesterprotein CRP3/MLP wurden sowohl Expressionssteigerungen (Grzeskowiak et al.
2003, Kostek et al. 2007) als auch verminderte Proteinspiegel in hypertrophen und
insuffizienten Herzen beschrieben (Ecarnot-Laubriet et al. 2000, Zolk et al. 2000).

In friheren Untersuchungen zur Expression von kardialem CRP4 nach experimentell
induzierter Herzmuskelhypertrophie durch TAC oder Isoprenalin wurden bislang keine
Veranderungen beziglich der CRP4-Expression aufgezeigt (Yu et al. 2002, Wei et al. 2011).
Die Aussagekraft dieser Studien ist jedoch limitiert, da keine validen Aussagen zum
tatsachlichen Ausmaly der Herzhypertrophie bekannt sind und diese Experimente generell
nicht durch Analyse der CRP4-KO Mauslinie kontrolliert wurden. Eigene praliminare Befunde
zeigten bereits, dass CRP4-KO Tiere im Isoprenalin-Infusionmodell keine gesteigerte
Myokardhypertrophie im Vergleich zu CRP4-WT Tieren entwickelten (Daten nicht gezeigt).
Im Gegensatz zum Ang ll-Infusionsmodell (s. Abb. 4.16), bei dem die kardiale Hypertrophie
durch G-gekoppelte Rezeptoren (Balakumar and Jagadeesh 2014) induziert wird, scheint
die Rolle von CRP4 bei Gqs-gekoppelter, B1-Adrenozeptor-induzierter Myokardhypertrophie
(Morisco et al. 2001) vernachlassigbar. Dieser Befund ist ahnlich der kirzlich erhobenen
Befunde fir die Rolle der cGKIl bei kardialer Hypertrophie, denn auch die Kinase vermittelt
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ihre protektiven Effekte vor allem in Ang llI-bedingten kardialen Remodelingprozessen
(Lukowski et al. 2010, Frantz et al. 2013).

Aktuell ist nicht klar, inwiefern die hier erhobenen Befunde auch auf den Menschen
Ubertragbar sind. Um diesbezlglich Klarheit zu schaffen, kénnte man sich humaner
Biobanken bedienen, die Proben von Patienten enthalten, die z.B. an Kardiomyopathien
und/oder Herzinsuffizienz erkrankt waren. Mutationen oder Deletionen im CRP4-Genlocus
mussten dann mit den hinterlegten Patientendaten verglichen werden. Da CRP4 bis dato,
zumindest als genetischer Faktor bei hypertrophen Herzerkrankungen vollig unbekannt ist,
ware es sinnvoll, CRP4 in die Genotypisierung von Kardiomyopathie-Patienten
einzuschlieBen. Unter Umstanden fihrt CRP4 auch erst im Zusammenspiel mit weiteren
Mutationen zu einer Verschlimmerung des Krankheitsbildes. Auch eine retrospektive
Untersuchung der Biobank-Daten von alteren Patienten ware denkbar: Moglicherweise
bringen fortschreitender Bluthochdruck, und dadurch erhéhter biomechanischer Stress
und/oder altersbedingte Funktionseinschrankungen des Herzens primar vorhandene CRP4-
Defekte erst verzogert zu Tage. Die Tatsache, dass bereits CRP4-HET Ma&use nach
neurohumoraler Stimulation ein massives Myokardwachstum aufwiesen, macht die
Untersuchung humaner Proben noch lohnenswerter, denn moglicherweise sind auch im
Menschen bereits Mutationen/Polymorphismen in einem CRP4-Allel kausal, d.h.
krankheitsverursachend bzw. krankheitsassoziiert.

5.2.3 Molekulare Effekte von CRP4 bei kardialer Hypertrophie und
Fibrosierung

Das pathophysiologische Wachstum des Herzmuskels beruht auf einer Vielzahl komplexer
Signalkaskaden, die engmaschig miteinander verstrickt sind und haufig ineinander greifen (s.
Abb. 1.3). Diese werden zunachst kompensatorisch induziert, um pathophysiologischen
Stimuli, beispielsweise erhéhtem Gefallwiderstand, verstarkter Sympathikusaktivitat oder
anderen neurohumoralen Belastungen, entgegenzuwirken (Heineke and Molkentin 2006).
Die komplizierte Verschaltung der Signalkaskaden im Kontext der kardialen Hypertrophie
erschwert die exakte Zuordnung eines Hypertrophie-assoziierten Proteins zu einem
definierten Signalweg. Weitaus wahrscheinlicher ist, dass viele Proteine Bestandteil
unterschiedlicher, Wachstums-promovierender Signaltransduktionswege sind. In diesem
Zusammenhang tragt auch die Kommunikation zwischen Kardiomyozyten und Fibroblasten
zu der hypertrophen Umgestaltung des Myokards bei (Kakkar and Lee 2010).

Durch Vermessen der Kardiomyozytenquerschnittsflachen in den Gewebeschnitten hyper-
tropher Herzen war es méglich, das signifikant verstarkte Herzmuskelwachstum (s. Abb.
4.16) auf zelluldrer Ebene als Folge der CRP4-Ablation zu bestatigen (s. Abb. 4.24 A, B).
Begleitende mRNA-Untersuchungen belegten die Induktion des fetalen Genprogramms in
den Kardiomyozyten, beispielsweise anhand der signifikanten Abnahme der mRNA-
Transkripte fur die SERCA2 in allen Genotypen (s. Abb. 4.24 C). CRP4-abhangige
Anderungen der erwartungsgemal verringerten Expression der adulten o-lsoform der
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schweren Myosinkette (a-MHC) im Rahmen der Ang ll-induzierten Herzhypertrophie waren
nicht erkennbar (s. Abb. 4.24 D). Die Infusion von Ang Il hatte generell keinen Einfluss auf
die Expression der fetalen B-lsoform der schweren Myosinkette (3-MHC), einem weiteren
Marker der Herzhypertrophie (Daten nicht gezeigt). Da Ang Il Uber ATi-Rezeptoren
pleiotrope Effekte auf das kardiale Remodeling austibt (Booz and Baker 1996), wurden auch
Untersuchungen zum Ausmafll der Fibrosierung in CRP4-WT und CRP4-KO Mausen
durchgeflhrt. Es ist bekannt, dass Kardiomyozyten und Fibroblasten in hypertrophen Herzen
mit Hilfe unterschiedlicher Signalmolekile (CTGF, TGF-B, FGF etc., s. Abb. 1.2) zu einer
intensiven Kommunikation befahigt sind (Fredj et al. 2005). Dies hat wechselseitige Einflisse
auf das Ausmal der Myozytenhypertrophie und Fibrose (Takeda and Manabe 2011).
Tatsachlich war im Vergleich zu Herzmuskelzellen aber nur eine geringe CRP4-mRNA
Expression auch in kardialen Fibroblasten nachweisbar (s. Anhang, Abb. 7.5 B). Zur
Detektion und Quantifizierung der unter Ang Il-Dauerinfusion akkumulierten
Interzellularsubstanz wurden Sirius-Rot gefarbte Gewebefeinschnitte untersucht. Herzen von
Ang ll-infundierten CRP4-KO Tieren zeigten im Vergleich zu CRP4-WT
Wurfgeschwistertieren eine signifikant gesteigerte Myokardfibrosierung (s. Abb. 4.25). Im
Gegensatz  zum Hypertrophieausmall (s. Abb. 4.16) ergab die Quantifizierung der
fibrotischen Areale erneut ein Gendosiseffekt fir CRP4-HET Tiere (s. Abb. 4.25). Scheinbar
reicht ein CRP4-Allel aus, um die CRP4-HET Tiere vor einer noch starkeren Fibrosierung zu
schutzen. Die Befunde zur kardialen Fibrosierung in CRP4-KO Herzen bestatigen die
signifikant hdheren Herzgewichte (s. Abb. 4.16) und implizieren neben den kardiomyozytaren
Effekten eine mdgliche Funktion von CRP4 in kardialen Fibroblasten. Inwiefern die Deletion
von CRP4 in dem hier untersuchten globalen CRP4-KO Mausmodell direkt an der
myokardialen Fibrosierung beteiligt ist, muss in weiteren Versuchen geklart werden. In
pralimindren Experimenten wurde bereits das Proliferationsverhalten frisch isolierter
Fibroblasten verfolgt (s. Anhang, Abb. 7.5 C). Hierbei konnten keine Wachstums-
unterschiede zwischen CRP4-WT und CRP4-KO Zellen detektiert werden, wodurch sich ein
Einfluss von CRP4 auf die Produktion bzw. Sekretion von extrazellularen Matrixproteinen
nicht ausschlieBen Iasst. Ergédnzend zu den histologischen Versuchen wurden im Rahmen
dieser Arbeit auch mRNA-Analysen typischer Fibrosemarker angefertigt. Nach
neurohumoraler Ang Il-Stimulation konnten erhdhte Mengen mRNA-Transkripte fir die
Kollagen-Isoformen Col1A1, und Col3A1 sowie fir Fibronektin in CRP4-KO Herzen ermittelt
werden (s. Abb. 4.26 A-C). Aufgrund der interindividuellen Schwankungen innerhalb der
Genotypen erreichten diese Unterschiede jedoch nicht das statistische Signifikanzniveau.

Natriuretische Peptide sind weitere typische Markerproteine der fetalen Reprogrammierung
und bei kardialer Hypertrophie massiv hochreguliert (Calvieri et al. 2012). In allen Genotypen
lieR sich eine Induktion von ANP und CNP bestatigen (s. Abb. 4.27 A, B). Interessanterweise
scheint CNP nur nach einem akuten hypertrophen Stimulus, wie es im Infusionsmodell der
Fall ist, hochreguliert zu sein. Die chronische Aktivierung der Ang lI-Signalkaskade der
aMHC-AT,R¥"-Tiere verursachte keine Expressionsanderungen (Daten nicht gezeigt).
Méglich wére hier eine vermehrte endotheliale Sekretion aufgrund von akut verstarktem
Scherstress (Stingo et al. 1992). CNP ist im Gegensatz zu ANP und BNP generell sehr
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schwach exprimiert und mittels gRT-PCR nur an der untersten Detektionsgrenze
nachweisbar (s. Abb. 4.27 B). Interessanterweise fiel die BNP-Expression nach 7-tagiger
Ang ll-Infusion in CRP4-HET und CRP4-KO Tieren deutlich geringer aus (s. Abb. 4.26 D).
BNP wird wie ANP im Vorhof und von hypertrophen Herzmuskelzellen der Ventrikel
freigesetzt (London 2006). Im Gegensatz zu ANP, das eine starke natriuretische und
vasodilatatorische Wirkkomponente besitzt, agiert BNP priméar als antifibrotischer Faktor
(Nishikimi et al. 2006). Mause mit einer globalen Deletion von BNP entwickeln weder
Bluthochdruck noch Anzeichen einer kardialen Hypertrophie, zeigen jedoch fibrosierte
Ventrikelareale in Verbindung mit einer Hochregulation der mRNA verschiedener
Fibrosemarker, des ACE (Angiotensin-converting enzyme) sowie UnregelmaRigkeiten in
sarkomerischen Strukturen (Ogawa et al. 2001). Eine Erhéhung der Nachlast mittels TAC
verschlimmerte die Myokardfibrosierung der BNP-defizienten Tiere nochmal deutlich,
wahrend sich das Ausmal der hypertrophen Wachstumsprozesse unabhéangig von der BNP-
Expression darstellte (Tamura et al. 2000). Es erscheint also plausibel, dass die interstitielle
Fibrosierung im CRP4-negativen Herzmuskel eine Folge der insuffizienten BNP-Mengen
nach Ang lI-Dauerinfusion darstellt.

Im Kardiomyozyt wird die Synthese von BNP transkriptionell u.a. von GATA4 Proteinen
kontrolliert (Hautala et al. 2002). GATA4 ist insbesondere an der BNP-Induktion bei
hamodynamischem Stress und Ang lI-stimulierter Signaltransduktion beteiligt (Marttila et al.
2001, Majalahti et al. 2007). In vaskularen Glattmuskelzellen wurde bereits eine Interaktion
von CRP4 mit Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie gezeigt. Hier reguliert CRP4 die
Expression glattmuskelspezifischer Gene nach Bindung von GATA6 (Zhang et al. 2007). In
neonatalen Kardiomyozytenkulturen liel3 sich interessanterweise eine Kolokalisation und ein
funktionelles Zusammenspiel von GATA4 und GATAG6 bei der Aktivierung des BNP-
Promotors ermitteln (Charron et al. 1999). Eine direkte Interaktion von kardialem CRP4 mit
GATA-Proteinen bei der Regulation der BNP-mRNA Synthese erscheint also moéglich. Ob
GATA-Transkriptionsfaktoren tatsdchlich mit CRP4 interagieren, mussen zukulnftige
Chromatin-Immunprazipitationsexperimente (ChlP) + Ang Il zeigen.

5.2.4 Kardiales CRP4 ist ein pathophysiologisch relevanter Effektor des
cGMP/cGKI-Signalwegs

Die reduzierten BNP-Spiegel in hypertrophen Herzen von CRP4-HET und CRP4-KO Tieren
(s. Abb. 4.26 D) deuten auf eine CRP4-abhangige Regulation des antifibrotischen Faktors
BNP hin. Dies war der erste Hinweis, dass eine mdgliche funktionale Verbindung von CRP4
und dem cGMP/cGKI-Signalweg auch im Herzmuskel bestehen kénnte. Eine Konsequenz
der reduzierten BNP-Spiegel wéare somit eine verminderte Hemmung kardialer (Myo-)
Fibroblasten CRP4-defizienter Tiere. Auf Myozytenebene war zunachst eine reduzierte
Aktivierung der GC-A und somit der cGMP-Generierung wahrend neurohumoraler
Stimulation denkbar. Die Bestimmung der kardialen cGMP-Konzentration nach 7-tagiger Ang
lI-Infusion ergab tatsachlich erniedrigte cGMP-Spiegel in CRP4-KO Herzen, die aber
aufgrund von Schwankungen innerhalb des Genotyps keine statistische Signifikanz
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erreichten (s. Abb. 4.28). Generell fuhrte die Ang II-Dauerinfusion zu einem Anstieg der
cGMP-Spiegel. Dieser Befund ist analog zu den erhobenen Daten fiir die aMHC-AT{R""*-
Tiere, auch die myozytenspezifische Amplifizierung des Ang IlI/AT1R-Signalweges resultierte
in erhéhten cGMP-Konzentrationen in hypertrophen Herzen (s. Abb. 4.5 D). Somit wurde im
Rahmen dieser Arbeit durch zwei unterschiedliche Ang Il-Hypertrophiemodelle eine
Erhéhung kardialer cGMP-Spiegel ermittelt, was wiederum die Wichtigkeit eines aktivierten
cGMP/cGKI-Signalwegs als gegenregulatorisches System bei Ang ll-induzierter
Herzhypertrophie belegt. Interessanterweise wurden in CRP4-KO Herzen bereits unter
physiologischen Bedingungen erniedrigte cGMP-Konzentrationen gemessen (s. Abb. 4.28).
Da sich unter unstimulierten Bedingungen jedoch keine Abweichungen beztglich der BNP-
MRNA zwischen den Genotypen feststellen lieRen (s. Abb. 4.26 D), sind andere Ursachen
fur die reduzierten cGMP-Spiegel in CRP4-KO Herzen anzunehmen. Auf transkriptioneller
Ebene wurde eine reduzierte mRNA-Expression von GC-A, dem Rezeptor fir BNP,
ausschlief3lich in unbehandelten CRP4-KO Herzen ermittelt. Mdoglicherweise ist eine
verringerte GC-A abhangige Generierung des zyklischen Nukleotids ursachlich fir die
reduzierten cGMP-Konzentrationen in unstimulierten CRP4-KO Herzen. Die reduzierte GC-A
Expression sollte deshalb mittels Western Blot-Untersuchungen verifiziert werden. In der
vergleichenden CRP4-Proteomanalyse (s. 4.9) konnten die partikularen Guanylatzyklasen
aufgrund ihrer insgesamt geringen kardialen Expressionslevel nicht nachgewiesen werden.
Jedoch wurde fur das Membranprotein Caveolin 3 (Cav3) eine massive Anreicherung in
CRP4-WT Herzen detektiert, was wiederum eine stark erniedrigte Expression im CRP4-KO
impliziert (s. Abb. 4.32). Mutationen in Caveolin 3 oder dessen Verlust sind mit einer Vielzahl
von Erbkrankheiten assoziiert, unter anderem auch mit hypertrophen Kardiomyopathien
(Hayashi et al. 2004). Neben klassischen Aufgaben wie der Organisation des Zytoskeletts,
Regulation des lonenaustauschs sowie metabolischen und kontraktilen Funktionen
(Gazzerro et al. 2010) ist Caveolin 3 auch durch Kolokalisation mit der eNOS und ;-
Adrenozeptoren fur die Modulation der NO-Synthese in den Caveolae zusténdig (Michel et
al. 1997, Williams and Lisanti 2004). Somit sind genotyp-bedingte Unterschiede in der
generierten NO-Menge nicht ausgeschlossen. Eine dadurch verminderte Aktivierung der
sGC konnte ebenso zu den erniedrigten Basalkonzentrationen von cGMP beitragen.

Erhohte intrazellulare cGMP-Spiegel kénnen mit einer verstarkten Expression der cGKI
verbunden sein (Xu et al. 2013). Eine gesteigerte cGKI-Proteinmenge war auch bereits in
den hypertrophen Herzen der aMHC-AT,R"9*-Tiere zu beobachten (s. Abb. 45 A, B).
Ubereinstimmend mit diesen Befunden flihrte die amplifizierte Ang Il-Signaltransduktion auch
nach 7-tdgiger Dauerinfusion in CRP4-WT Herzen zu einer gesteigerten Expression der
cGKIl auf Proteinebene (s. Abb. 4.29 A, B). Interessanterweise traf dies nicht fir CRP4-KO
Herzen zu. Hier war eine gegenlaufige Tendenz zu sehen: Die neurohumorale Stimulation
fuhrte zu einem Ruckgang der cGKI-Proteinexpression noch unterhalb des Basalniveaus der
unstimulierten CRP4-KO Herzen. Im Gegensatz zur chronischen AT;R-Uberstimulation im
aMHC-AT{R¥*-Mausmodell waren beziiglich der mRNA-Spiegel keine genotyp- oder
behandlungsbedingten Unterschiede zu erkennen (s. Abb. 4.29 C). Dies deutet darauf hin,
dass die cGKIl unter Ang II-Dauerinfusion auf Proteinebene maoglicherweise stabilisiert wird,
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was u. a. auch auf eine reduzierte proteasomale Degradation zurtickzufiihren sein kdnnte.
Da dieser Effekt nur in CRP4-WT Herzen zu beobachten war, impliziert dies eine weitere
funktionale Verbindung zwischen der Kinase und CRP4. Mdglicherweise sind die protektiven
Effekte der cGKI bei Ang ll-induzierter kardialer Hypertrophie CRP4-abhangig. Um die
Aktivitat der Kinase in gesunden und Ang lI-stimulierten Herzen zu Uberprifen, wurde erneut
die cGKl-abhangige Phosphorylierung des Serin-239 von VASP (Smolenski et al. 1998)
ermittelt. Auch hierbei waren unter unstimulierten Bedingungen keine Unterscheide in der
VASP-Phosphorylierung zwischen den Genotypen zu beobachten (Abb. 4.30 A, B). Eine
Steigerung der cGKI-Aktivitat nach 7-tdgiger Ang llI-Dauerinfusion konnte in CRP4-WT
Herzen ermittelt werden, wohingegen in CRP4-KO Herzen kein Anstieg der cGKI-Aktivitat zu
verzeichnen war. Dieser Befund lasst vermuten, dass die Kinase fir eine effiziente
Phosphorylierung ihrer kardialen Substrate bei intensivierter Ang Il-Stimulation auf CRP4
angewiesen ist. Moglicherweise fungiert CRP4 auch hier als Adapterprotein zur exakten
sterischen Ausrichtung der Kinase zu seinen Zielproteinen. Diese Vermutung setzt eine
direkte Interaktion der cGKI und CRP4 voraus, was auch mittels Co-Immunprazipitation
bestatigt werden konnte. Diese Interaktion konnte mittels der IP nur unter Ang Il-stimulierten
Bedingungen detektiert werden (s. Abb. 4.31).

Zhang et al. zeigten anhand von Interaktionsstudien in Glattmuskelzellen, dass CRP4 bei der
Bindung der cGKI Uber seine Zinkfingerstrukturen gleichzeitig von der Kinase phosphoryliert
wird, was eine Voraussetzung fur die Anlagerung weiterer Interaktionsproteine war (Zhang et
al. 2007). Mit Hilfe von Antikérpern, die u. a. phosphorylierte Serin-Reste detektieren, konnte
ausschlief3lich in Lysaten Ang ll-behandelter CRP4-WT Tiere Signale auf einer Héhe von 23
kDa detektiert werden, was dem erwarteten Molekulargewicht von CRP4 entspricht (s. Abb.
4.30 D). Ubereinstimmend hierzu erbrachte eine akute Stimulation von Herzgewebe mit dem
membrangangigen cGMP-Analogon 8Br-cGMP ebenso nur Signale in CRP4-WT Herzen.
Schwéachere Banden waren darlber hinaus auch in unstimulieten CRP-WT Lysaten zu
detektieren. Dies deutet auf eine mdgliche basale Phosphorylierung von CRP4 durch die
cGKI hin (s. Abb. 4.30 C), auch wenn die Darstellung einer Prazipitation von CRP4 und cGKI
unter physiologischen Bedingungen mittels Co-IP nicht méglich war (s. Abb. 4.31). Um diese
Signale eindeutig CRP4 zuzuordnen sind weitere Versuche notig, beispielsweise mit
phosphospezifischen CRP4-Antikérpern. Insgesamt deuten die Phosphorylierungsversuche
darauf hin, dass fir eine effiziente cGKl-abhangige Phosphorylierung kardialer Zielproteine
eine Interaktion der Kinase mit CRP4 bzw. die Phosphorylierung von CRP4 selbst nétig ist.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Befunde bestatigen erneut die Bedeutsamkeit des
cGMP/cGKI-Signalwegs als endogenens, gegenregulatorisches System bei neurohumoral-
induzierter Myokardhypertrophie. Zusatzlich ist mit CPR4 ein wichtiger Vermittler dieser
protektiven Effekte identifiziert worden. Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse
bezuglich der Verbindung von cGKI und CRP4 im Kardiomyozyt sind nachfolgend in einem
Hypothesenschaubild zusammengefasst (s. Abb. 5.1). Wahrscheinlich ist hierbei, dass CRP4
unter Ang |ll-stimulierten Bedingungen aufgrund der erhdhten cGKI-Aktivitat verstarkt
phosphoryliert wird. Phosphoryliertes CRP4 vermittelt einerseits die Bindung weiterer cGKI-
Substrate und tragt zur Stabilisierung der Kinase bei. Dariber hinaus ist CRP4 in
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phosphoryliertem Zustand in der Lage, in den Zellkern zu translozieren und durch die
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie unter anderem die Transkription von

BNP zu induzieren. BNP als zentraler antifibrotischer Faktor wirkt hemmend auf die
Proliferation und Aktivitat kardialer (Myo-) Fibroblasten. Gleichzeitig werden in CRP4-WT
Herzen durch die BNP-abhangige Stimulation der GC-A die beschriebenen Mechanismen im

Sinne einer positiven Signalverstarkung aufrechterhalten. CRP4 besitzt hierbei eine zentrale,
modulierende Funktion (s. Abb. 5.1).
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Abb. 5.1: Interaktion von CRP4 und cGMP/cGKI in hypertrophen Herzmuskelzellen.

Unter chronischer Ang lI-Stimulation wird der cGMP/cGKI-Signalweg kompensatorisch hochreguliert.
Eine Aktivierung der cGKI fuhrt zur Phosphorylierung von kardialen Zielproteinen u.a von CRP4
Phosphoryliertes CRP4 transloziert mdglicherweise und

induziert
cGMP/cGKI-Signalwegs in Kardiomyozyten Gber GC-A und wirkt antifibrotisch, sowie antiproliferativ

in den Nukleus uber
Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie die Synthese von BNP. BNP reguliert die Aktivitat des

auf (Myo-) Fibroblasten. AT{R: Angiotensin |l Rezeptor Subtyp1; Ang II: Angiotensin Il; BNP: Brain
natriuretic peptid; GTP: Guanosin-5-triphosphat; cGMP: zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat;

CRP4: Cystein-reiches Protein 4; GC-A: partikuldre Guanylatzyklase Typ A; cGKIl: cGMP-abhangige
Proteinkinase Typ |; Ca®": Calcium; ECM: Extrazellularmatrix. Weitere Erlduterungen im Text.
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5.2.5 Identifizierung von neuen CRP4-Interaktionspartnern im gesunden und
hypertrophen Herzen

Um weitere kardiale Bindungspartner von CRP4 zu identifizieren, wurden Co-
Immunprazipitationen angefertigt und die Interaktoren massenspektrometrisch analysiert.
Ziel war es, uUber die ermittelten Partnerproteine Aufschluss Uber die molekulare Bedeutung
von CRP4 im gesunden und hypertrophen Myokard zu erhalten. Auch diese Experimente
wurden mit Herzproben von CRP4-WT und CRP4-KO Mé&usen durchgefuhrt. Dieser Ansatz
erlaubt die Generierung hinreichend verlasslicher Daten, da limitierende Faktoren der Co-IP
Technik, insbesondere die haufig unspezifisch prazipitierten Proteine, auf diese Weise leicht
erkennbar waren.

Die massenspektrometrische Analyse der Co-IP Lysate demonstriert die grof’e Dynamik des
CRP4-Interaktoms (s. Abb. 4.32 und Abb. 4.33). Kein CRP4-Interaktionsprotein war sowohl
unter basalen als auch unter Ang ll-stimulierten Bedingungen identifizierbar. Primar wurden
kardiomyozytare Proteine des Zytoskeletts und Bestandteile des Sarkomers als CRP4-
Interaktoren in den Prazipitaten identifiziert (s. Abb. 4.32). Diese Ergebnisse bestatigen die
Untersuchungen zur (sub-) zellularen Lokalisation von CRP4 (s. Abb. 4.14 C) und zu
kardialen LIM-Proteinen generell (Knoll et al. 2002, Li et al. 2012). Des Weiteren wurden
durch die Co-IPs auch andere Adapterproteine sowie einige mitochondriale Proteine als
mogliche CRP4-Interaktoren identifiziert (s. Abb. 4.32). CRP4 selbst ist in kardialen
Mitochondrien jedoch nicht nachweisbar (s. Anhang, Abb. 7.6). Es scheint daher mdglich,
dass die Interaktion von CRP4 mit mitochondrialen Proteinen erst im aufgeschlossenen
Herzlysat stattfindet. Nach vollstdndigem Aufschluss der Zellen und Organellen kénnen auch
Proteine aus unterschiedlichen Kompartimenten interagieren. Diese Interaktionen sind
biologisch wahrscheinlich irrelevant und nach kompletter Zelllyse haufig zu beobachten
(personliche Kommunikation mit Dr. Karsten Boldt, Proteom-Forschungszentrum fir
Augenheilkunde des Universitatsklinikums Tubingen). Insgesamt erwies sich die
Kombination von Co-IP und LC-MS/MS als sehr valide Methode, denn alle putativen
Bindungspartner, die zusatzlich einer Western Blot Analyse zugefihrt wurden, konnten
verifiziert werden (s. Abb. 4.34 bis Abb. 4.36).

Mit Vinculin (Vcl) und Moesin (Msn, s. Abb. 4.34) wurden zunachst zwei Proteine untersucht,
die sich in ihrer subzellularen Lokalisaton sehr ahnlich sind. Beide sind als Strukturproteine
anzusehen, die Querverbindungen der Myozytenmembran mit dem Zytoskelett ermoglichen
und der Zellkommunikation dienen (Louvet-Vallee 2000). Moesin bildet mit seinen
Homologen Ezrin und Radixin eine Proteinfamilie, der aufgrund der Vermittlung von
Migrationsvorgangen eine Rolle in der Tumorgenese zuteil wird (Clucas and Valderrama
2014). In einer Vielzahl anderer Zellen wurden eine Funktion bei der Aktivierung von
Integrinen sowie Interaktionen mit der Rho-Kinase ermittelt (Tang et al. 2007, Janostiak et al.
2014). Falls Moesin in Kardiomyozyten ahnliche Aufgaben erflllt, kbnnte CRP4 durch eine
direkte Interaktion mit Moesin an der Zellkommunikation durch Integrinkomplexe beteiligt
sein und deren Phosphorylierungsaktionen in fokalen Adhasionskomplexen eventuell durch
Bindung der Rho-Kinase forcieren. Vinculin ist ebenso in fokalen Adhasionen an deren
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Stabilisierung und an der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt. Die Verbindungen
Vinculins reichen aulBerdem bis zur Z-Scheibe und zum kontraktilen Apparat, sodass
Vinculin als ein essentieller Vermittler der Kontraktion Uber Costamer-Strukturen bis zur
Zellmembran betrachtet wird (Janostiak et al. 2014). CRP4 geht unter Ang II-stimulierten
Konditionen eine starke Verbindung mit Vinculin ein, die vermutlich ndétig ist, um die Integritat
der Zelle und ihre Funktion aufrecht zu erhalten. Dies wird umso deutlicher, da Mause mit
einer kardiomyozytenspezifischen Ablation von Vinculin im Alter von ungefahr drei Monaten
an plétzlichem Herztod versterben, eine globale Deletion von Vinculin fihrt sogar zum Tod
im Embryonalstadium (Zemljic-Harpf et al. 2007). Des Weiteren wurde Uber Mutationen
berichtet, die Uber erniedrigte Vinculin-Proteinspiegel zur Auspragung von hypertrophen
Kardiomyopathien beitragen (Vasile et al. 2006).

Mit dem Myosin-Bindeprotein C3 (Mybpc3) konnte in hypertrophen Herzen ein CRP4-
Interaktionspartner ermittelt werden, der ein zentrales Bindeglied in der gesamten Herzarbeit
darstellt. Mybpc3 bindet an Titin sowie an dicke und dunne Filamente und reguliert sowohl
Geschwindigkeit als auch die Kontraktionskraft (Mamidi et al. 2014). Bisher sind tuber 200
Mutationen in diesem Schllsselprotein beschrieben, die in unterschiedlichen Formen und
Auspragungen von Kardiomyopathien minden (Harris et al. 2011). Mybpc3 wird von vielen
Kinasen in verschiedenen Proteinregionen phosphoryliert und ist u.a. ein Substrat der PKA,
der PKC und der CaMKII. Es ist nicht auszuschlieRen, dass diese Modifikation durch CRP4
vermittelt wird. Eine Mybpc3-Hypophosphorylierung fihrt generell zu dessen Degradation
und wird mit einem Fortschreiten der Kardiomyopathie-Symptomatik in Verbindung gebracht
(Barefield and Sadayappan 2010). Der trimere Troponin-Komplex, bestehend aus Troponin |,
T, und C ist ein ebenso wichtiger Bestandteil des kontraktilen Apparates. Mutationen in allen
drei Troponin-Untereinheiten sind mit hypertropher oder dilatativer Kardiomyopathie
assoziiert (Willott et al. 2010). CRP4 interagiert unter Basalbedingungen mit Troponin |
(Tnnl3, s. Abb. 4.36). Troponin | blockiert in der Relaxationsphase zusammen mit
Tropomyosin die Bindestelle des Myosinkdpfchens und unterbindet auf diese Weise eine
Kontraktion. Erst nach Bindung von Ca?* an Troponin C gibt Troponin | die Bindestelle frei,
Troponin T forciert dann die exakte Ausrichtung von Tropomyosin an Aktin und moduliert die
Kontraktion (Katrukha 2013). Interessanterweise stimuliert die Ang I[I-Behandlung einen
Austausch der Troponin-Isoformen im CRP4-Interaktom, CRP4 bindet unter hypertrophen
Bedingungen an Troponin T (s. Abb. 4.33). Troponin | ist der einzige unter
Basalbedingungen mittels LC-MS/MS-identifizierte CRP4-Interaktionspartner, der gleichzeitig
auch ein beschriebenes Substrat der cGKI ist. Die cGKI phosphoryliert Tnl an derselben
Stelle wie die PKA, jedoch mit einer um den Faktor 100 reduzierten Geschwindigkeit. Diese
Phosphorylierung reduziert letztlich die Sensitivitat der Myofilamente gegeniiber Ca®, was
vor allem in der Relaxationsphase wichtig ist (Layland et al. 2005). Troponin T dient hierbei
mdglicherweise der Verankerung der cGKI und unterstitzt die Tnl-Phosphorylierung ohne
selber phosphoryliert zu werden (Yuasa et al. 1999). Sollte CRP4 die cGKl-abhangige
Phosphorylierung von Troponin | modulieren, ware eine verkurzte diastolische
Relaxationsphase der CRP4-defizienten Herzen vorstellbar. Ob ein ternarer
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Interaktionskomplex aus CRP4, cGKI und Tnl existiert, misste in CRP4 Co-IPs mittels
phosphospezifischer Antikdrper gegen Serin-23/24 von Troponin | untersucht werden.

Interaktionen mit a-Actinin 2 (Actn2), das sowohl in Fokaladhasionen, als auch in Z-
Scheiben-Strukturen ein wichtiges Ankerprotein darstellt, wurden bereits fiir viele Vertreter
der LIM-Proteine beschrieben (Weiskirchen and Gunther 2003). Auch die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrte Analyse des CRP4-Interaktoms bestétigte die direkte Interaktion von
CRP4 mit a-Actinin 2 in gesunden und hypertrophen Herzen (s. Abb. 4.35). Diese
Verbindung impliziert, dass CRP4 ebenfalls eine Strukturkomponente der Z-Scheibe, dem
zentralen Verankerungsort der kontraktilen Proteine, ist. Dabei fungiert CRP4
mdglicherweise als sogenannter Stretch-Sensor, der die Umwandlung mechanischer in
biochemische Signale vermittelt. Da a-Actinin 2 als wichtigstes Element der Z-Scheibe
angesehen wird, ist es nicht verwunderlich, dass Mutationen im humanen a-Actinin 2-Gen in
Kardiomyopathien resultieren (Chiu et al. 2010). Da a-Actinin 2 auch die Aktivitat
spannungsabhéngiger L-Typ Ca?-Kanale (LTTC), vor allem Ca,1.2 und Ca,1.3, moduliert,
kénnten a-Actinin 2-Funktionsdefizite auch zu einem schadlichen Ca?*-Overload fiihren, der
die hypertrophen Umbauprozesse und die Kontraktilitdt negativ beeinflusst (Lu et al. 2007).
CRP3/MLP (Csrp3) stellt ebenso ein wichtiges Protein der Z-Scheibe dar (Knoll et al. 2002).
Obwohl CRP3/MLP in der massenspektrometrischen Untersuchung nicht signifikant
angereichert vorlag, konnte das CRP4-Schwesterprotein im Western Blot als Interaktor nach
Ang [I-Stimulation ermittelt werden (s. Abb. 4.35). Weitere gemeinsame Interaktoren von
CRP3/MLP und CRP4 waren mit dem hier verfolgen |IP-Ansatz jedoch nicht zu ermitteln.
Proteinkinase C und Calcineurin A sowie weitere bekannte Effektoren dieser Signalwege wie
Cypher, Calsarcin, PICOT und CapZ (Knoll et al. 2002) sind CRP3/MLP-Partnerproteine an
der Z-Scheibe, aber keine Bestandteile des CRP4-Interaktoms (x Ang Il). Dass abgesehen
von a-Actinin 2 keine gemeinsamen Bindungspartner fir CRP3/MLP bzw. CRP4 ermittelt
wurden, deutet darauf hin, dass diese beiden LIM-Proteine unabhangige Hypertrophie-
Signalwege modulieren. Dies lasst eine gegenseitige Kompensation dieser LIM-Proteine
nach Funktionsverlust unwahrscheinlich erscheinen, zumal in CRP4-defizienten Herzen
weder auf mRNA- noch auf Proteinebene eine Hochregulation von CRP3/MLP zu
beobachten war (s. Abb. 4.43 C, D).

Die Interaktion von CRP4 mit Proteinen, deren Fehlfunktionen zu hypertrophen oder
dilatativen Kardiomyopathien fiihren, verdeutlicht die Wichtigkeit dieses LIM-Proteins als
Struktur- und Adapterprotein im Kardiomyozyt. Uber seine Zinkfingerdomanen ist CRP4 zu
Protein-Protein-Interaktionen befahigt und kann so beispielsweise die optimale sterische
Ausrichtung und Funktion der Partnerproteine beeinflussen. Gleichzeitige Defekte in CRP4
und den hier identifizierten Interaktionsproteinen kénnten das Krankheitsbild verstarken. So
wurde auch Uber dilatative Kardiomyopathien berichtet, die sich auf Mutationen im Vinculin
sowie Mybpc3-Gen zurlckfuhren lieBen (Wells et al. 2011). Ein &hnliches Krankheitsbild
wurde fur gemeinsam auftretende CRP3/MLP- und a-Actinin 2-Mutationen beschrieben
(Mohapatra et al. 2003). Mit der B-Isoform der schweren Myosinkette, 3-MHC (Myh7) wurde
unter Basalbedingungen ein CRP4-Interaktionsprotein identifiziert (s. Abb. 4.33), auf dessen
Fehlfunktion 40% aller hereditdren Kardiomyopathien zuriickzufiihren sind (Seidman and
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Seidman 2011). Interessanterweise konnte kirzlich mit Hilfe von Knock-In Mausmodellen flr
eine haufige Mutation von B-MHC gezeigt werden, dass diese erst einen dekompensierten
Kardiomyopathie-Phanotyp zum Vorschein brachte, wenn zusatzliche Mutationen in
demselben Gen vorlagen. Daraus lasst sich schlieBen, dass eine Vielzahl von
Kardiomyopathien maoglicherweise auf einer Haufung mehrerer Mutationen beruht, eine
exakte Genotypisierung von HCM/DCM-Patienten ist deshalb unerldsslich (Blankenburg et
al. 2014). Ob bisher noch nicht entdeckte Mutationen im CRP4-Gen bei Kardiomyopathie-
Patienten bereits bei Diagnose vorlagen und in Verbindung mit bereits bekannten
Hypertrophie-assoziierten Mutationen eventuell zu einer Progression der Erkrankung
beigetragen haben, ist unklar.

Far anndhrend alle mittels LC-MS/MS identifizierten Interaktoren war bislang kein
Zusammenhang mit dem cGMP/cGKI-Signalweg erkennbar. Wahrscheinlich handelt es sich
bei den CRP4-Bindungspartnern nicht um direkte Substrate der cGKI. Eventuell agiert CRP4
unter physiologischen sowie pathophysiologischen Bedingungen auch unabhangig von
cGMP/cGKI. Generell waren Kinasen (z.B. PKA, PKC, FAK) inklusive der cGKI nicht
Bestandteil des CRP4-Interaktoms (s. Abb. 4.32 und Abb. 4.33). Dieser Befund bestatigt die
haufig nur transiente Interaktion von Kinasen mit ihren Zielproteinen und damit auch die
Tatsache, dass Kinasen nach Co-IP von ihren eigentlichen Bindungspartnern nur selten
erfasst werden (persoénliche Kommunikation mit Dr. Karsten Boldt, Proteom-
Forschungszentrum fur Augenheilkunde des Universitatsklinikums Tubingen). Dass
Phosphorylierungsreaktionen im Kontext der CRP4-Interaktomanalyse nach hypertropher
Stimulation wichtig sind, zeigt der Nachweis der katalytischen Untereinheiten der
Proteinphosphatasen 1 und 2 (Ppp1;Ppp2) in den Co-IP Komplexen (s. Abb. 4.33). Eventuell
wird dber die PP1 (und PP2) auch ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
Phosphorylierung und Dephosphorylierung an Serin-104 von CRP4 erreicht.
Interessanterweise reguliert die cGKI Uber die Hemmung der PP1 in hypertrophen Herzen
indirekt die Aktivitat des Na*/H*-Austauschers (NHE), wodurch Uber dessen Zusammenspiel
mit dem Na‘/Ca®-Austauscher (NCX) letztlich der Ca®-Einstrom in die Myozyten
herabgesetzt wird (Balligand and Hammond 2013). Dementsprechend resultiert die
Uberexpression der PP1 in einer progressiv verlaufenden Dilatation des linken Ventrikels
(Carr et al. 2002). Moglicherweise optimiert CRP4 in diesem Zusammenhang die Interaktion
von PP1 und cGKI. Die kardiale PP1 ist dariber hinaus an zahlreichen
Dephosphorylierungsreaktionen beteiligt, die bereits gut beschriebenen PP1-Substrate
Troponin | und Mybpc3 wurden im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls als CRP4-
Interaktionsproteine identifiziert (s. Abb. 4.32 und Abb. 4.33). Die funktionale Bedeutung
dieser Interaktion bleibt rein spekulativ, jedoch impliziert die Komplexbildung eine
regulatorische Funktion von CRP4 (und evtl. cGKI) fir die Dephosphorylierungsreaktion der
kontraktilen Adapterproteine.

Beta-actin-like protein 2 (ActBl2) und das Strukturprotein Vimentin (Vim), eine intergrale
Komponente des Zytoskeletts (Eriksson et al. 2009), wurden unter Ang ll-stimulierten
Konditionen in CRP4-WT Co-IPs identifiziert (s. Abb. 4.33). ActBI2 ist eine neu entdeckte
Aktin-Isoform (Chang et al. 2006), Uber die bisher nur sehr wenig bekannt ist. Es gibt
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Berichte darlber, dass ActBI2 eine gangige Verunreinigung massenspektrometrischer
Proteinanalysen sein kdnnte (Mellacheruvu et al. 2013). Da im Rahmen dieser Arbeit eine
massive Anreicherung von ActBI2 nur nach Ang ll-Infusionsbedingungen in CRP4-WT
Proben beobachtet wurde, kénnte die Interaktion von CRP4 mit ActBI2 spezifisch und somit
biologisch relevant sein. Die Bindung von CRP4 an Clusterin (Clu; s. Abb. 4.33) kénnte mit
einer spezifischen Regulation von apoptotischen Vorgadngen im Zellkern und einer
Entsorgung von zellularen Abbauprodukten verbunden sein. Generell ist die Funktion des
Chaperons Clusterin im Herzen recht unbekannt, es kdnnte in Zustanden von erhdhtem
oxidativem Stress (z.B. durch Ang ll-Dauerinfusion) das Uberleben der Zelle positiv
beeinflussen (Park et al. 2014). Eine ahnliche Verbindung lasst sich aus der Interaktion von
CRP4 mit dem Zinkfinger-Protein TRIM72 (Tripartite motive 72) ablesen, das an
Reparaturvorgangen im Zellinneren beteiligt ist (Cai et al. 2009). Glycogenin (Gyg) und
Lipoproteinlipase (Lpl), die selektiv in unstimulierten CRP4-WT Proben angereichert waren,
implizieren eine mogliche Regulation von metabolischen Vorgangen tber CRP4 (Sugden et
al. 1993, Depre et al. 1999). Kaum in der Literatur beschrieben sind die ebenfalls als
Adapterproteine fungierenden Ndrg2 (N-Myc downstream-regulated gene) und Kbtbd5
(Kelch repeat and BTB domain containing protein 5), die ebenfalls unter physiologischen
Bedingungen an CRP4 binden (s. Abb. 4.32). Letzteres ist auch unter dem Namen
Sarcosynapsin bekannt und gehért zu den Kelch-Proteinen, die mit propellerartigen
Strukturen Verbindungen mit anderen Proteinen eingehen kénnen (Adams et al. 2000).
Lokalisiert ist Kbtbd5 an den A-Band Abschnitten der Sarkomere. Der Knockdown von
Kbtbd5 in Zebrafischen verursachte Defekte in der myozytaren Feinstruktur. Kbtbd5-
Mutationen werden auch beim Menschen mit der seltenen Nemalin-Myopathie in Verbindung
gebracht (Ravenscroft et al. 2013). Es bleibt zu Uberprifen, inwiefern die Interaktion von
CRP4 die Position oder Funktion von Kbtbd5 bei der Stabilisierung der Aktinfilamente des
Sarkomers beeinflusst. Das Adapterprotein Ywhae (14-3-3-epsilon) erkennt und bindet
hochselektiv Phosphoserin-Motive, reguliert die Aktivitat seiner Bindungspartner und ist
dariber hinaus in eine Vielzahl intrazellularer Signaltransduktionsprozesse involviert
(Vincenz and Dixit 1996, Craparo et al. 1997). Daher kdnnte der Ywhae-Nachweis in den
CRP4-WT Co-IPs auf eine direkte Phosphorylierung von CRP4 unter hypertropher Ang II-
Stimulation hinweisen. Die starkste Anreicherung in CRP4-WT Proben wurde unter
Basalbedingungen fiir das Protein Iqce (IQ motif containing protein E) ermittelt (s. Abb. 4.32).
IQ-Domanen, stellen bestimmte Aminosauresequenzen zur Bindung von Calmodulin dar und
sind oft in Myosinketten, Proteinen der Ras-Familie, spannungsabhangigen lonenkanalen
oder Phosphatasen vorzufinden (Rhoads and Friedberg 1997). Iqce ist ein Bestandteil des
Hedgehog-Signalweges in Zilien (Pusapati et al. 2014), und koénnte in anderen Organen
daher eine Rolle in der transkriptionellen Steuerung der Embryonalentwicklung inne haben.
Eine Funktionsbeschreibung von Iqce im Herzen ist bisher in der Literatur jedoch nicht zu
finden.

Insgesamt bestétigt die Interaktomstudie, dass CRP4 Uber (direkte oder indirekte) Protein-
Protein-Interaktionen vielfaltige und bisher unbekannte Funktionen bei der Regulation von
Adapter- (Kbtbd5, Ndrg2) bzw. Strukturporteinen des Sarkomers (z. B. Troponin I, Troponin
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T, a-Actinin 2, B-MHC, Mybpc3) und des Zytoskeletts (z.B. Moesin und Vinculin), zellularen
Reparaturvorgange  (Clusterin, TRIM72), oder metabolischen Prozessen (z.B.
Lipoproteinlipase, Glycogenin) im Herzen haben kénnte. Offensichtlich besteht noch weiterer
Forschungsbedarf, um die Mechanismen, die diesen Interaktionen zugrunde liegen und
damit letztlich auch die Rolle von CRP4 im Kardiomyozyt fiir hypertrophe Herzerkrankungen
aufzuklaren. Der Nachweis von Interaktionspartnern in CRP4 Co-IP Komplexen mit bislang
unbekannter Funktion im gesunden und/oder hypertrophen Myokard (z. B. Iqce, ActBI2,
Ywhae) birgt dariiber hinaus eine groe Chance fir die zukinftige ldentifikation neuer
Signalwege bei erhohter (physiologischer oder pathologischer) Belastung. Aktuell ist noch
unklar, ob und inwiefern das CRP4-Interaktom generell geeignet ist, um auch die Bedeutung
der cGMP/cGKI-gesteuerten Prozesse bei kardialen Wachstumsprozessen besser zu
verstehen. Die Anreicherung von Troponin | unter physiologischen Bedingungen und der
katalytischen Untereinheit der Proteinphosphatase 1 unter Ang lI-Stimulation in Prazipitaten
von CRP4-WT Tieren ist neben der direkten Interaktion von cGKI und CRP4 (s. Abb. 4.31)
ein weiterer sehr guter Hinweis auf eine biologisch relevante Uberschneidung der
cGMP/cGKI- sowie CRP4-abhangigen Effekte im murinen Herz.

5.2.6 Kardiale CRP4-Proteomanalyse unter patho-/physiologischen
Bedingungen

Um zu ermitteln, ob sich die Ablation von CRP4 unter biologischen oder pathologischen
Bedingungen auf die Expression und damit die Zusammensetzung des kardialen Proteoms
auswirkt, wurde das Gesamtherzlysat der Versuchstiere (CRP4-WT bzw. CRP4-KO + Ang II)
im Massenspektrometer aufgetrennt und quantifiziert. Unabhangig von der Ang II-
Behandlung wurde Crip1 (Cysteine-rich intestinal protein 1) als sehr stark reguliertes Protein
detektiert (s. Abb. 4.37, Abb. 4.38 und Abb. 4.41). In CRP4-KO Proben war generell eine
massive Crip1-Anreicherung zu beobachten, die auf eine kompensatorische Regulation im
Sinne des CRP4-Funktionsverlusts hindeutet (weitere Details hierzu s. 5.2.7). Generell
zeigen die pralimindren Untersuchungen zum CRP4-Proteom eine Vielzahl differentiell
exprimierter Proteine in den untersuchten Genotypen. Von insgesamt 568
massenspektrometrisch detektierten kardialen Proteinen waren 29 Proteine unter
Basalbedingungen und 26 Proteine unter Ang Il-Stimulation signifikant CRP4-abhangig
reguliert (s. Anhang, Tab. 7.2). Die Mehrzahl der regulierten Proteine konnte sarkomerischen
und zytoskelettalen Zellstrukturen im Kardiomyozyt zugeordnet werden (s. Abb. 4.37 und
Abb. 4.38). Insgesamt ergab ein Vergleich der Proteine unter basalen und hypertrophen
Versuchsbedingungen nur wenige Uberschneidungen (s. Abb. 4.37 und Abb. 4.38). Nach
Ang lI-Stimulation waren vor allem in CRP4-KO Lysaten viele mitochondriale Bestandteile
und Proteine zur Prozessierung von oxidativem Stress angereichert. Mdglicherweise ergibt
sich aus den verstarkten Remodelingprozessen nach CRP4-Deletion (s. Abb. 4.24 und Abb.
4.25) ein erhohter Energiebedarf fur die Aufrechterhaltung bzw. Anpassung der Zellfunktion
(s. Abb. 4.38). Erfahrungsgemafll sollten Proteine, die in der Massenspektrometrie als
reguliert identifiziert wurden, mindestens zweifach angereichert sein und sich mittels
alternativer Methoden, beispielsweise im Western Blot, reproduzieren lassen (personliche
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Kommunikation mit Dr. Karsten Boldt, Proteom-Forschungszentrum fir Augenheilkunde des
Universitatsklinikums Tubingen). Die Detailanalyse der biologischen Bedeutung dieser
Regulationen wird in jedem Fall Gegenstand weiterer Forschungsprojekte am hiesigen
Lehrstuhl (AG JProf. Dr. Robert Lukowski) sein.

Die Proteomdaten implizieren, dass auch kardiales CRP4 in Translations- bzw.
Proteinmodifikationsvorgénge involviert sein kénnte (s. Abb. 4.37 und Abb. 4.38). Bereits
unter basalen Bedingungen war mit Eprs (Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) eine Aminoacyl-
tRNA-Synthetase selektiv im CRP4-WT Herzlysat angereichert. Eprs-Proteine katalysieren
die Beladung der t-RNAs mit ihren jeweiligen Aminosauren und sind damit fir die Initiation
der Proteintranslation am Ribosom essentiell (Woese et al. 2000). Mit Rps17 (Ribosomal
protein S17) und Rpl7a (Ribosomal protein L7A) waren auch Proteinuntereinheiten der 40S-
Untereinheit bzw. 60S-Untereinheit der Ribosomen selektiv abundanter in CRP4-WT
Herzlysaten nachweisbar. Dies I&sst auf eine dynamische Veranderung der Translation in
CRP4-WT Herzen schlieRen. Diese Befunde werden gestitzt durch die selektive
Hochregulation von Psma4 (Proteasome subunit, alpha type), einer Untereinheit des
Proteasoms, in CRP4-KO Lysaten (s. Abb. 4.37). Mdglichweise spielt CRP4 somit bereits
unter Basalbedingungen eine Rolle fir den Turnover kardialer Proteine. Mitochondriale
Proteine waren unter Basalbedingungen nur im CRP4-WT Herz signifikant angereichert (s.
Abb. 4.37), was wiederum fiur eine Dysregulation metabolischer und oxidativer Prozesse im
CRP4-KO Herz spricht. Das Protein mit der Bezeichnung Ndufb3 (NADH-ubiquinone
oxidoreductase 1 beta subcomplex 3) kodiert fur eine essentielle Untereinheit von Komplex |
der Elektronentransportkette im Mitochondrium und reprasentiert das abundanteste Protein
in CRP4-WT Herzen unter Basalbedingungen Uberhaupt (s. Abb. 4.37 und Abb. 4.39). Um
die aus der CRP4-Ablation resultierenden biochemischen Defekte der Atmungskette zu
untersuchen, misste der Sauerstoff-Verbrauch (als Indikator der ATP-Produktion) von
Herzmuskelfasern, Kardiomyozyten oder isolierter Mitochondrien z. B. nach dem Clark-
Prinzip bestimmt werden (Clark et al. 1953, Frezza et al. 2007). Unter Ang ll-stimulierten
Bedingungen war mit Sirtuin 5 (Sirt5) ein weiteres, an posttranslationalen
Proteinmodifikationen beteiligtes Enzym signifikant in CRP4-WT Herzlysaten angereichert (s.
Abb. 4.38). Durch Deacetylierung sowie ADP-Ribosylierung regulieren Sirtuine Transkription,
Apoptose und Alterungsvorgange. Aus diesem Grund werden Sirtuin-Proteinen generell
positive Wirkungen beziiglich des Uberlebens von Zellen in Stresssituationen zugeschrieben,
weshalb sie auch oft als sogenannte Anti-Aging-Enzyme bezeichnet werden (Hayflick 2007;
Michan & Sinclair 2007). Sirtuin 7 fordert beispielsweise das Uberleben von Kardiomyozyten
in einem Modell der inflammatorischen Kardiomyopathie (Vakhrusheva et al. 2008).
Méglicherweise steuert CRP4 (direkt oder indirekt) die Transkription von Sirt5 oder
stabilisiert Sirt5-abhangige Proteinmodifikationen. Eine starke Anreicherung in CRP4-WT
Lysaten ergab sich auch fiir Cct3 (Chaperonin containing T-complex polypeptide 1, subunit
3, s. Abb. 4.37). Cct3 ist eine Untereinheit des 900 kDa groRen TCP-1 (chaperonin
containing TCP-1) Ringkomplexes. Die sogenannten TRiC-Proteine unterstutzen die Faltung
von translatierten Proteinen im Zytosol. Unter anderem werden in diesen Ringkomplexen
auch Aktin-Isoformen und Tubuline modifiziert (Dunn et al. 2001). Kurzlich wurde auch eine
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Verbindung zwischen der Cct-Proteinfamilie und dem cGMP/cGKI-Signalweg gefunden:
Patienten mit einer Mutation in der Cct5-Untereinheit tragen zusatzlich eine Variante der
I6slichen Guanylatzyklase, die zu einer verminderten Expression und damit verbunden zu
reduzierten cGMP-Spiegeln flihrte, was sich in einem erhéhten Myokardinfarktsrisiko aul3erte
(Erdmann et al. 2013, Lukowski et al. 2014). Ob TRiC-Proteine generell fur die translationale
Modifikation von Guanylatzyklasen verantwortlich sind und verringerte Proteinmengen dieses
Chaperonins in CRP4-KO Herzen mdglicherweise ursachlich fur geringere cGMP-Spiegel
unter physiologischen Bedingungen sind (s. Abb. 4.28), misste in weiteren Studien ermittelt
werden.

Die Deletion von CRP4 fihrt auch zu einer Dysregulation von sarkomerischen und
zytoskelettalen Proteinen. Die Expressionslevel der leichten Myosinketten (Myl6: Myosin light
chain 6, Myl3: Myosin light chain 3) zeigten sich sehr variabel zwischen den Genotypen *
Ang I, wohingegen die schwere Kette der B-Myosin-Isoform (Myh6: Myosin heavy chain 6)
im CRP4-KO Myokard konstant hochreguliert war (s. Abb. 4.37 und Abb. 4.38).
Méglicherweise indizieren die Veranderungen auf Ebene der Myosin-Isoformen im CRP4-KO
Herz kompensatorische Vorgange, um den Funktionsverlust von CRP4 bei der exakten
Koordination der Kontraktion auszugleichen. Unter basalen Bedingungen (s. Abb. 4.37)
waren im CRP4-WT nur Spectrin (Sptan1) und a-Actinin 2 (Actn2) angereichert, alle weitere
zytoskelettalen und sarkomerischen Proteine (z.B. PdLIM5: PDZ and LIM domain protein 5
und FInc: Filamin C sowie Slmap: Sarcolemmal associated protein) konnten vor allem in
CRP4-KO Herzen vermehrt detektiert werden. Die Ang llI-Dauerstimulation fiuhrte zu einer
Anreicherung der Intermediarfilamente Desmin (Des) und Vimentin (Vim) in CRP4-WT
Herzen, mdglicherweise um in hypertrophen Zustédnden die Struktur und Integritat der Zelle
zu erhalten. Desmin ist fur seine strukturgebende Funktion hinreichend bekannt, es
umspannt kontraktile Elemente und verbindet diese mit dem Zytoskelett und der Z-Scheibe
(Heling et al. 2000). Da sowohl Desmin als auch Vimentin mit Kardiomyopathien assoziiert
sind, kénnen erniedrigte Proteinlevel zu der Auspragung des kardialen CRP4-KO Phanotyps
beitragen. CRP4-KO Herzen zeigen uUberdies einen Mangel an Bag3 (BCLZ2-associated
Athanogene 3). Verklrzte Bag3-Proteine, SNPs oder weitere Mutationen in diesem
antiapoptotisch wirkenden Protein flihren zu unterschiedlichen Kardiomyopathie-Formen
(Villard et al. 2011, Citro et al. 2013). Mindestens zwei heterozygote Bag3-Mutationen sind
bereits beschrieben. Diese verursachen beispielsweise die myofibrillare Myopathie Typ 6,
eine schwere Myopathieform, die bereits im Kindesalter auftritt und sich von den Gliedmalen
uber die Atemmuskulatur bis zum Herzen ausbreitet. Mutationen des in Z-Scheiben
angereicherten Proteins fihren auflerdem zur Akkumulation unnitzer Proteine, zu einem
Integritatsverlust der Z-Scheiben und damit zur Versteifung der Muskulatur (Jaffer et al.
2012). Die Deletion dieses Proteins war dariber hinaus im murinen Organismus mit einer
rasch einsetzenden Myopathie sowie einem verfrihten Ableben verbunden (Selcen et al.
2009). Erhdhte intrazellulare Ca**-Spiegel sind im Allgemeinen nachteilig bei Myopathien
und ursachlich fir die Krankheitsprogression. In Gesamtherzlysaten von CRP4-defizienten
Herzen war eine starke Anreicherung des NCX-Austauschers (Slc8a1) zu ermitteln (s. Abb.
4.39). Dieser Antiporter transportiert Na* im Austausch mit Ca** aus der Zelle (Yeves et al.
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2010), somit sind erhdhte intrazellulare Ca?-Konzentrationen in CRP4-KO Herzen
wahrscheinlich. Der NCX-Austauscher und ist umso aktiver, je mehr Na* Uber benachbarte
Na'/H*-Austauscher (NHE) in die Zelle gelangt. Auch NHE-Austauscher sind in Zustanden
kardialer Hypertrophie oft hochreguliert (Kilic et al. 2005). Da eine direkte pharmakologische
Hemmung des NCX-Austauschers unkalkulierbare Ca®*-Spiegel zur Folge haben kann
(Hasenfuss and Schillinger 2004), scheint die Inhibierung des vorgeschalteten NHE-
Transporters ein moglicher Therapieansatz zu sein. Kurzlich erhielt der NHE-Inhibitor
Rimeporide unter dem Status eines Orphan Drugs die Zulassung zur Therapie der
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne (www.esperare.org). Interessanterweise steht die
Transkription des NCX-Austauschers unter Kontrolle von GATA4 (Akazawa and Komuro
2003), das gemeinsam mit CRP4 mdglicherweise die Genexpression steuert (s. Abb. 5.1).
Aus diesem Grund muss bei der Interpretation der Proteomdaten neben einer Stabilisierung
und posttranslationaler Modifikation auch stets die mdgliche Modulation transkriptioneller
Vorgange durch CRP4 beachtet werden. Interessante Kandidaten fir weitere Analysen
sollten daher zusatzlich quantitativen mRNA-Analysen unterzogen werden. Durch die 7-
tagige Ang Il Dauerinfusion zeigte sich in CRP4-WT Herzen auch eine Anreicherung von
Ywhah (Brain protein 14-3-3-eta), einem Protein der 14-3-3 Familie (s. Abb. 4.38).
Méglicherweise Ubt auch dieses Adapterfunktionen aus, Uber seine Rolle im Herzen ist
jedoch nichts bekannt. Mit Hilfe der Proteomanalyse wurden eine Vielzahl hdéchst
interessanter Kandidatenproteine identifiziert, deren Expression oder Stabilitdt CRP4-
abhangig reguliert wird. Weitere Untersuchung zur funktionalen Bedeutung dieser
differentiellen Expression (unter Basalbedingungen bzw. nach Ang lI-Infusion) scheinen sehr
vielversprechend und sind derzeit Gegenstand der Arbeiten am hiesigen Lehrstuhl (AG
JProf. Dr. Robert Lukowski).

5.2.7 Die Ablation von CRP4 resultiert in einer selektiven Hochregulation von
Crip1 im Myokard

Die vergleichende Proteomanalyse ergab in CRP4-defizenten Herzen eine deutliche
Hochregulation des Proteins Crip1 (Cysteine-rich intestinal protein 1; s. Abb. 4.37 und Abb.
4.38). Diese massive Anreicherung konnte mittels Western Blot und mRNA-
Expressionsanalysen bestatigt werden (s. Abb. 4.41 A-C). Bisherige Publikationen zu Crip1
beschréanken sich gemafl der Nomenklatur auf die Untersuchung zur Funktion von Crip1 im
Gastrointestinaltrakt. AuRerdem gibt es Befunde, die auf eine mdgliche Rolle von Crip1 bei
der Tumorgenese und der Immunantwort hindeuten (Birkenmeier and Gordon 1986, Cousins
and Lanningham-Foster 2000, Baumhoer et al. 2011, Ludyga et al. 2013). Da der Crip1-
Genlocus und das CRP4 codierende Crip2-Gen in direkter Nachbarschaft auf demselben
Chromosom lokalisiert sind (s. Abb. 4.40 B), musste zunachst gepriift werden inwiefern die
Knockout-Strategie durch Ausschalten von Exon 2-7 des CRP4-Gens regulatorische Crip1
DNA-Sequenzen beeinflusst und somit urséchlich fiir die Uberexpression von Crip 1 ist. Die
Crip1-Expressionslevel zeigten sich jedoch nur im CRP4-defizienten Myokard verandert, in
allen weiteren untersuchten CRP4-KO Organen (z.B. Lunge, Niere und Aorta; s. Abb. 4.42)
war keine Crip1-Regulation erkennbar. Diese Befunde deuten auf einen spezifischen
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kardialen Kompensationsmechanismus aufgrund der CRP4-Ablation hin. Interessanterweise
stimmen die Aminosauresequenzen von Crip1 und CRP4 zu 67 % Uberein, das Crip1-Protein
erreicht aber nur ein Drittel des Molekulargewichts von CRP4 und besteht dementsprechend
nur aus einer LIM-Domane mit zwei Zinkfingern (s. Abb. 4.40 B). Da Crip1 keine RKTS-
Konsensussequenz besitzt, ist zumindest die Interaktion von Crip1 mit dem cGMP/cGKI-
Signalweg unwahrscheinlich. Eine direkte Interaktion von CRP4 und Crip1 war aullerdem in
den Co-IPs nicht nachweisbar (s. Abb. 4.41 D). Zudem mussen kunftige Crip1
Interaktomuntersuchungen zeigen, inwiefern Cript und CRP4 mit denselben
Partnerproteinen interagieren kénnen. Aufgrund des deutlichen Herzphanotyps der CRP4-
KO Mause (s. 4.4.3 und 4.6) wird sehr deutlich, dass Crip1 nicht alle essentiellen Funktionen
von CRP4 unter pathophysiologischen Bedingungen kompensieren kann. Es bleibt leider
ungeklart wie sich CRP4-defiziente Mause prasentieren wirden, wenn Crip1 nicht
hochreguliert ware. In diesem Zusammenhang waren Untersuchungen an CRP4/Crip1-
doppelmutanten Mausen sicherlich lohnenswert, jedoch wurde bis dato keine Crip1-KO
Maus generiert. Der Zebrafisch stellt generell ein geeignetes Modell dar, um Muskeldefekte
zu studieren, die sich meist gut auf andere Organismen Ubertragen lassen. Hierbei kann mit
sogenannten Morpholinos, analog zu siRNA, ein Gen-Knockdown induziert werden. Der
entscheidende Vorteil besteht darin, dass Morpholinos nicht durch RNasen abgebaut werden
und somit eine ldngere Halbwertszeit aufweisen (Summerton & Weller 1997). In praliminéren
Untersuchungen in einem Kooperationsprojekt mit JProf Dr. Steffen Just (AG
Molekulargenetik, Klinik fir Innere Medizin II, Universitatsklinikum Ulm) wurde bereits ein
deutlicher Herzphanotyp von  Crip1-morpholinobehandelten  (und auch CRP4-
morpholinobehandlten) Zebrafischlarven beobachtet (Daten nicht gezeigt). Crip1 scheint in
diesem Zusammenhang neben CRP4 ein weiteres, kaum beschriebenes LIM-Protein zu
sein, dessen Verlust/Fehlfunktion moglicherweise zu  Kardiomyopathien  fihrt.
Untersuchungen hierzu sowie die generelle Funktion von Crip1 im Herz-Kreislaufsystem
sollten im Anschluss an diese Arbeit unbedingt fortgefihrt werden.

Die Expressionsanalyse wurde auch auf die gangigen Mitglieder der CRP-Familie, CRP1-3,
erweitert. Die niedrigen kardialen Expressionslevel von CRP1 und CRP2 zeigten keine
genotyp-abhangigen Unterschiede und Expressionssteigerungen nach Ang llI-Behandlung
stellten sich in CRP4-WT und CRP-KO Herzen identisch dar (Abb. 4.43 A, B).
Ubereinstimmend mit der Proteomanalyse waren ebenfalls keine genotyp- oder
behandlungsspezifischen Unterschiede zur CRP3/MLP-Expression zu beobachten (Abb.
4.43 C, D). Dass die CRP3/MLP-Spiegel unverandert waren, schlieRt eine Ubernahme von
CPR4-Funktionen per se nicht aus, denn die Gesamtmenge an CRP3/MLP im Myokard ist
extrem hoch. Jedoch konnten keine Ubereinstimmungen der Interaktionsproteine von
CRP3/MLP und CRP4 ermittelt werden (s. 5.2.5). Somit erscheint eine Kompensation des
CRP4-Verlusts durch Crip1 zum heutigen Zeitpunkt wahrscheinlicher.
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5.2.8 Verschlechterte Herzfunktion in CRP4-defizienten Tieren

Aufgrund der zelluldren Lokalisation und Interaktion von CRP4 mit zahlreichen strukturellen
sowie funktionalen Elementen des kontraktilen Apparates waren die echokardiographischen
Herzfunktionsmessungen unter basalen Bedingungen und nach Ang lI-Dauerinfusion von
grollem Interesse. Erstaunlicherweise zeigten CRP4-defiziente Tiere bereits unter
physiologischen Bedingungen eine verschlechterte Herzfunktion, die sich durch signifikant
verringerte Verkurzungs- und Auswurffraktionen manifestierte (s. Abb. 4.44 und Abb. 4.45).
Dies war der einzige Befund bei der Untersuchung des kardialen CRP4s, der flir CRP4-
defiziente Tiere unter physiologischen Bedingungen einen offensichtlichen Nachteil
erbrachte. Diesem stand die Tatsache gegenliber, dass CRP4-defiziente Tiere
unerwarteterweise hypoton sind (s. Abb. 4.19) und sich der eigentliche Kraftaufwand des
Herzens in der Systole somit geringer darstellen sollte. Mégliche Adaptationsmechanismen
des Herzens an den erniedrigten Blutdruck oder umgekehrt sind zum jetzigen Zeitpunkt nicht
auszuschlieBen. Dass die verschlechterte Herzfunktion auf eine reduzierte Kontraktionskraft
der CRP4-defizienten Herzen zurlckzufihren ist, wird bei genauerer Betrachtung der
Kammerwande deutlich. Hier fallt vor allem die Hypokinesie des CRP4-KO Septums in der
Systole auf, d.h., eine adaquate Kontraktionsamplitude bleibt aus, was letztlich auf eine
verminderte Muskelkraft schliefen lasst (Abb. 4.46). Eine reduzierte systolische
Septumsdicke deutet prinzipiell auf eine Kardiomyopathie hin, jedoch zeigten sich unter
physiologischen Bedingungen keinerlei Anzeichen einer Ventrikeldilatation. Moglicherweise
befanden sich die Tiere, die im Alter von 10-15 Wochen diesen Untersuchungen zugefuhrt
wurden, noch in einem weitestgehend asymptomatischen und damit kompensierten Zustand.
Unter diesen Bedingungen konnten eine Vielzahl von Mechanismen zur Kompensation des
CRP4-Funktionsverlusts beitragen, beispielsweise die mdgliche Kompensation durch Crip1
(s. Abb. 4.41) oder die Expression bzw. Funktion weiterer Proteine, die aufgrund der CRP4-
Deletion in CRP4-KO Herzen angereichert waren (s. Abb. 4.37). Generell scheint in diesem
Zusammenhang auch die  Untersuchung  alterer Tiere  sinnvoll.  Weitere
Funktionseinschrankungen des Herzmuskels wirden auf eine progressive Dekompensation
aufgrund der CRP4-Ablation hindeuten. Insbesondere zeigen verschiedene Formen von
Muskeldystrophien in spateren Stadien auch einen kardialen Phanotyp (Cox and Kunkel
1997). Anhand der LC-MS/MS-Analyse ist nicht ausgeschlossen, dass der Verlust von CRP4
mdglicherweise indirekt zu Symptomen flihrt, die einer Muskeldystrophie sehr ahnlich sind.
So ergab die Proteomanalyse extrem erniedrigte Proteinlevel fir Bag3 und Caveolin 3 unter
Basalbedingungen (s. Abb. 4.37). Beide sind mit Muskeldystrophien assoziiert, fir Bag3 sind
Uberdies schwere Verlaufsformen bezuglich des Herzmuskels beschrieben (Konersman et
al. 2015). Das Kelch-Protein Kbtbd5 bzw. Sarcosynapsin ist sogar ein direkter
Interaktionspartner von CRP4 (s. Abb. 4.32) und auch Mutationen in diesem Gen fuhren zu
einer Myopathie (Ravenscroft et al. 2013). In diesem Zusammenhang wéare dartber hinaus
interessant, ob sich CRP4-bedingte Defekte ebenfalls in der Skelettmuskulatur darstellen
lassen, z.B. durch einen herabgesetzten Muskeltonus von CRP4-KO Mausen.
Méglicherweise sind multiple Faktoren am kardialen CRP4-Phanotyp beteiligt. Durch den
Verlust von CRP4 fehlt dartiber hinaus auch ein Bindungspartner von Troponin |, a-Actinin 2
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und der p-Isoform der schweren Myosinkette (s. 5.2.5) bei der Regulation der
Herzmuskelkontraktion.

Durch die Injektion des Sympathomimetikums Isoprenalin (s. Abb. 4.47 und Abb. 4.48) sollte
die Adaptation der Herzfunktion auf einen akuten Stimulus hin untersucht werden. In beiden
Genotypen war eine starke Zunahme der Kontraktilitat und der Herzfrequenz zu beobachten.
Die basalen Unterschiede zwischen den CRP4-WT und CRP4-KO Mausen in der globalen
Herzfunktion (Verkurzungs- und Auswurffraktion, Wandstarken etc.) wurden durch die
Isoprenalin-Injektion egalisiert. CRP4 scheint somit flir die Adaptation an diesen akuten
Stimulus nicht essentiell zu sein. Ebenso waren keine genotyp-bedingten Unterschiede der
funktionalen Herzparameter nach 7-tadgiger Ang ll-Dauerinfusion erkennbar (s. Abb. 4.49). Im
Gegensatz zu aMHC-AT,R"*-Tieren, die eine massive Beeintrichtigung der Pumpfunktion
mit einer Dilatation des Ventrikels zeigten (s. Abb. 4.11), befanden sich CRP4-WT und
CRP4-KO Tiere nach der neurohumoralen Stimulation noch in der hypertrophen
Kompensationsphase, was sich an massiv verstarkten Wanddicken ermitteln lie® (s. Abb.
4.50). Offensichtlich ist die Adaptation der CRP4-KO Herzen an die erhéhte Nachlast jedoch
von ungunstigen histologischen und molekularen Parametern begleitet, denn Herzmasse (s.
Abb. 4.16), MyozytengrélRen (s. Abb. 4.24 A, B) sowie das Ausmal der fibrotischen
Einlagerungen (s. Abb. 4.25) waren nach 7-tdgiger Ang ll-Infusion signifikant erhéht. Eine
rapide Progression des Krankheitsbildes erscheint somit wahrscheinlich und sollte im
Anschluss an diese Arbeit beispielsweise mit einer 14-tdgigen Ang IlI-Stimulation und
anschlieRender echokardiographischer Untersuchung evaluiert werden. Dies scheint generell
ein angemessener Zeitraum fir die Induktion einer Dekompensation zu sein, denn auch
Herzen mit einer kardiomyozytenspezifischer Deletion der cGKI zeigen erst nach 14 Tagen
Ang ll-Infusion einen dilatierten Phanotyp mit signifikant reduzierter Pumpfunktion (Frantz et
al. 2013). Interessanterweise waren bereits nach 7-tdgiger Ang II-Stimulation ungleich
verdickte Wandstrukturen in CRP4-KO Herzen zu beobachten (s. Abb. 4.50 und Anhang,
Tab. 7.3). Die ungleichmalige Verdickung prasentierte sich vor allem als Muskelwulst mit
massiver Verstarkung des Septums und der linken Hinterwand am Aortenbulbus. Diese
asymmetrische Verdickung der basisnahen Ventrikelwande fiihrt sehr wahrscheinlich zu
einer starken Behinderung des Blutflusses und ist typisch fir das Krankheitsbild einer
hypertroph-obstruktiven Kardiomyopathie (HOCM). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass
verringerte Proteinmengen von Vinculin an Z-Scheiben mit diesem Krankheitsbild assoziiert
werden kénnen (Vasile et al. 2006). Die starke Bindung von Vinculin an CRP4 unter Ang II-
Stimulation (s. Abb. 4.34) impliziert ein Zusammenspiel dieser Proteine, um diesem
hypertrophen Stimulus entgegen zu treten. Wie bereits ausgefuhrt (s. 5.2.5) ist CRP4
mdglicherweise an der Verankerung von Vinculin an Z-Scheiben Strukturen beteiligt.
Demnach kénnte man in CRP4-defizienten Herzen eine geringere Vinculin-Akkumulation an
den Stretch-Sensoren postulieren, was mit verstarkten HOCM-Symptomen einhergehen
wurde.
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5.2.9 Funktionale Untersuchungen der aMHC-ATR"¥*/CRP4-doppelmutanten
Mauslinie

Um die Herzfunktion und das Ausmal der kardialen Hypertrophie bei einer kontinuierlich-
intensivierten Ang 1l-Signaltransduktion Uber einen langen Zeitraum spezifisch im
Kardiomyozyt zu untersuchen, wurden Tiere der CRP4-Mausline mit aMHC-ATR"9*-Tieren
verpaart (s. 3.1.2). Der durch diese Verpaarung resultierende Phanotyp der aMHC-
AT,RY*/CRP4-WT und aMHC-AT:R"Y9*/CRP4-KO Tiere basiert somit auf einem Mixed-
Hintergrund (75% Sv129 und 25% C57/BI6), was ein verzdgertes Einstellen der kardialen
Symptomatik zur Folge hatte. Die doppeltransgenen Tiere wurden im Alter von 400 Tagen
fur echokardiographische Untersuchungen herangezogen, erst dann manifestierte sich die
Myokardhypertrophie der doppeltransgenen Tiere gegenuber gleichaltrigen Mausen ohne
AT,R-Uberexpression. Das Ausmal der tatsdchlichen Uberexpression bzw. ob der Rezeptor
aus unbekannten bzw. unwahrscheinlichen Grinden in den Doppelmutanten vermindert
exprimiert wird, wurde bislang nicht ermittelt. Ein verzogertes Einstellen der Symptomatik
aufgrund des genetischen Hintergrundes wurde jedoch auch schon fir andere
Krankheitsmodelle beschrieben (Dixon and Dixon 2004, Puccini et al. 2013, Heiman-
Patterson et al. 2015). Ungeachtet hiervon waren die Herzgewichte von oMHC-
AT,RY*/CRP4-KO Tieren durch die zusatzliche Deletion von CRP4 erhéht (s. Abb. 4.51).
Das hierbei keine Signifikanz erreicht wurde, liegt vermutlich daran, dass die genetische
Veranderung schon in der Keimbahn vorhanden ist und sich vollig andere
Kompensationsmechanismen einstellen kénnen als nach einer akuten Infusion von Ang II.
Die signifikant erhdéhten Koérpergewichte der transgenen aMHC-ATRY*/CRP4-KO Tiere
weisen daruber hinaus auf eine systemische Belastung aufgrund der kardialen Erkrankung
hin (s. Abb. 4.51 C). Tatsachlich wurden bei der Organpraparation der doppeltransgenen
Tiere auch zumeist 6dematdse Einlagerungen bei aMHC-AT;R9*/CRP4-KO Tieren
beobachtet. Dieser Befund erforderte eine zusatzliche Normierung des Herzgewichts auf die
Tibialdnge. Die Darstellung der HG/TL-Verhaltnisse bestatigte wiederum die Tendenz der
gesteigerten kardialen Hypertrophie in aMHC-AT;R'9*/CRP4-KO Tieren (s. Abb. 4.51 D).

Die echokardiographische Untersuchung demonstrierte wiederum die generell
beeintrachtigte Pumpfunktion CRP4-defizienter Herzen. Des Weiteren wurde anhand der
doppelmutanten Tiere deutlich, dass die CRP4-Deletion unter gleichzeitig intensivierter Ang
lI-Signaltransduktion in einer drastisch reduzierten myokardialen Kontraktilitdt resultierte (s.
Abb. 4.52). So waren die tatsachlichen prozentualen Werte bezlglich Verkiirzungs- und
Auswurffraktion durch das eingebrachte AT;R-Transgen in aMHC-AT{R"*/CRP4-KO Herzen
nochmals massiv verschlechtert bzw. die Differenz von aMHC-AT;R"*/CRP4-KO zu aMHC-
AT R*/CRP4-WT war vergroRert, verglichen mit Basalmessungen an CRP4-WT und CRP4-
KO Tieren ohne amplifizierte Ang II-Signaltransduktion (s. Abb. 4.53). Dieselbe Beobachtung
konnte fur die Verdickung der Ventrikelwande in der Systole gemacht werden (s. Abb. 4.54).
Interessanterweise waren aMHC-AT{RY*/CRP4-KO Tiere in diesem genetischen
Hypertrophiemodell nach sympathomimetischer Stimulation durch Isoprenalin kaum mehr in
der Lage, ihre Kontraktilidt zu steigern (s. Abb. 4.55 und Abb. 4.56). Dieser Befund kann
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eindeutig der Uber 400 Tage erfolgten, kontinuierlichen ATR-Stimulation in
Herzmuskelzellen und den daraus resultierenden maladaptiven Veranderungen in der
Myozytenfunktion bzw. der Kontraktionsfahigkeit zugeschrieben werden, denn CRP4-KO
Tiere ohne zusatzlichen Ang Il-Stimulus waren in der Lage, nach Isoprenalin-Injektion ihre
Herzfunktion den CRP4-WT Tieren anzupassen (s. Abb. 4.47). Insgesamt belegen die
erhobenen Befunde mit doppeltransgenen oMHC-ATRY*/CRP4-WT und oMHC-
ATRY9*/CRP4-KO Mausen eindeutig, dass eine CRP4-Ablation unter langfristiger
kardiomyozytarer Ang Il-Stimulation die Herzfunktion weiter negativ beeinflusst und
bestatigen wiederum die Wichtigkeit von CRP4 in Kardiomyozyten.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Kardiale Hypertrophie ist zumeist eine Folgeerkrankung aufgrund einer Uberbelastung des
Arbeitsmyokards durch Bluthochdruck, neurohumorale Stimulation sowie
Aortenklappendefekten. In diesem Kontext ist das Renin-Angiotensin-Aldosteron System ein
entscheidender Faktor der pro-hypertrophen und pro-fibrotischen myokardialen
Gewebeumbauprozesse. Ein wichtiges endogenes System zur Gegenregulation und
Funktionserhaltung ist der cGMP/cGKI-Signalweg. Dessen Aktivierung, z.B. Uber eine
cGMP-Erhéhung durch eine Hemmung der PDE5 mit SIL, zeigte in friheren Studien vor
allem antifibrotische Effekte (Westermann et al. 2012, Patrucco et al. 2014). Jedoch herrscht
Uber die exakten kardialen Zelltypen, in denen SIL/PDE5/cGMP/cGKI diese Effekte
vermittelt, bis dato Unklarheit (Lukowski et al. 2014). Um eine mdgliche Protektion des
cGMP/cGKI-Systems bei intensivierter Ang II-Stimulation spezifisch in Herzmuskelzellen zu
untersuchen, wurden Tiere mit einer myozytaren Uberexpression des AT;R untersucht. Eine
Behandlung dieser Tiere mit dem PDES5-Hemmstoff SIL konnte weder das Ausmal} der
kardialen Hypertrophie, die Myokardfibrosierung noch die Herzfunktion entscheidend
verbessern. Dennoch waren Komponenten des cGMP/cGKI-Signalwegs aufgrund der
amplifizierten Ang ll-Signaltransduktion in Herzmuskelzellen hochreguliert, was grundsatzlich
fur die protektive Bedeutung von cGMP/cGKI unter diesen Bedingungen spricht. Dieses
Ergebnis sollte auch richtungsweisend fur weitere Studien sein. Konkret scheint eine
Stimulation des cGMP/cGKI-Signalwegs in Kardiomyozyten, beispielsweise durch
Aktivierung der cGMP-generierenden I8slichen oder partikularen Guanylatzyklasen,
zumindest im  Kontext amplifizieter Ang II/AT4R-Signaltransduktion  weiterhin
vielversprechend. Generell bestatigen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde die
erst kurzlich verdffentlichten Studienergebnisse zur Therapie der diastolischen
Herzinsuffizienz: Auch hier erbrachte eine SIL-Therapie keinerlei Vorteile gegentber einer
Placebo-Gabe (Andersen et al. 2013, Redfield et al. 2013). Insgesamt deuten diese Befunde
darauf hin, dass SIL kein geeigneter Wirkstoff zur Therapie von hypertrophen
Herzerkrankungen darstellt, deren Ursache primar im Kardiomyozyt begriindet ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde CRP4 als neues cGKI-Substrat im Herzmuskel
identifiziert. CRP4 gehort zur Klasse der LIM-Proteine, die meist als Adapterproteine
fungieren und fiir die Integritat und Stabilitat einer Zelle unbedingt bendtigt werden (Kadrmas
and Beckerle 2004). Mutationen/Fehlfunktionen kardialer LIM-Proteine, z.B. des CRP4-
Geschwisterproteins CRP3/MLP, stehen im Zusammenhang mit erblichen Formen
hypertropher und dilatativer Kardiomyopathien (Arber et al. 1997, Li et al. 2012). Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Herzhypertrophieversuche beschreiben erstmalig die
Rolle von CRP4 als Teil eines wesentlichen endogenen Schutzmechanismus bei
neurohumoral bzw. Ang ll-induzierter Myokardhypertrophie. Kardiales CRP4 wirkt hierbei als
antihypertropher sowie antifibrotischer Faktor. Auf die physiologische Umgestaltung des
Herzgewebes an hdhere Leistungsanforderungen ibt CRP4 dagegen keinen Einfluss auf.
Die Deletion von CRP4 resultierte dariiber hinaus in einer Vielzahl von Veranderungen in der
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Expression und der Funktion zentraler Komponenten des cGMP/cGKI-Signalwegs. Der
Nachweis von cGKI/CRP4-Proteinkomplexen im hypertrophen Myokard bestatigt letztlich,
dass CRP4 auch an den protektiven Wirkungen des cGMP/cGKI-Signalwegs beteiligt ist.
Darlber hinaus implizieren Untersuchungen zum kardialen Interaktom und Proteom
(Kooperation mit Dr. Karsten Boldt, Proteom-Forschungszentrum fir Augenheilkunde des
Universitatsklinikums Tudbingen) aber auch cGMP/cGKl-unabhangige Funktionen flr
kardiales CRP4. In den umfassenden Interaktions- und Expressionsstudien zeigte sich eine
direkte Verbindung von CRP4 mit einer Vielzahl von strukturellen sowie funktionellen
Proteinen des Sarkomers, des Zytoskeletts und der Z-Scheiben. Dies |asst eine essentielle
Rolle fir CRP4 in der Erhaltung der Zellintegritdt und der Mechanotransduktion vermuten.
Die verschlechterte Pumpfunktion CRP4-defizienter Tiere impliziert eine modulierende
Funktion des LIM-Proteins bei kontraktilen Vorgangen des Myokards.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten vergleichenden Proteomanalysen verdeutlichen
dariber hinaus eine Dysregulation zahlreicher zytosklettaler, sarkomerischer und
mitochondrialer Proteine nach CRP4-Deletion. Offensichtlich ist fir CRP4 auch eine
modulierende Funktion bei der Expression myozytarer Gene und der Translation bzw.
Modifikation kardialer Proteine anzunehmen. Insbesondere Crip1, ein CRP4-homologes LIM-
Protein mit hoher Sequenzidentitat, war im CRP4-Mausmodell massiv, anndhernd 5-fach
Uberexprimiert. Eine Kompensation mancher Defekte von CRP4-defizienten Herzen durch
die Crip1-Uberexpression erscheint daher plausibel. Zukiinftige Untersuchungen missen
zeigen, inwiefern die Crip1-Regulation die CRP4-KO Mause tatsachlich vor einer noch
schwerwiegenderen kardialen Symptomatik unter Stressbedingungen schutzt. Analog zu
CRP4 stellt mdglicherweise auch Crip1 einen neu entdeckten genetischen Hot Spot fir die
Entwicklung einer Kardiomyopathie dar. In diesem Zusammenhang waren Untersuchungen
an einem alternativen Tiermodell bereits sehr vielversprechend. Zebrafischlarven zeigten
nach Knockdown von Crip1 (und CRP4) einen deutlichen Herzphanotyp (Kooperation mit
JProf Dr. Steffen Just, AG Molekulargenetik, Klinik fur Innere Medizin Il, Universitatsklinikum
Ulm). Zumeist sind multiple genetische Faktoren fiir die klinische Auspragung einer
Kardiomyopathie verantwortlich (Seidman and Seidman 2011). Deshalb sollte bei der
kinftigen Diagnostizierung und Charakterisierung dieses heterogenen Krankheitsbildes auch
untersucht werden, inwiefern Mutationen in den im Rahmen dieser Arbeit neu beschriebenen
kardialen LIM-Proteinen CRP4 und Crip1 pradisponierend oder krankheitsverursachend
wirken. Das nachfolgende Schema fasst die wichtigsten Ergebnisse der Dissertationsarbeit
graphisch zusammen (s. Abb. 6.1)
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Abb. 6.1: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse der Dissertationsarbeit.

Das cGKP/cGKI-System stellt ein endogenes gegenregulatorisches System bei Ang ll-induzierter
kardialer Hypertrophie dar. Ein Therapieansatz mit dem PDE5-Hemmstoff SIL zur Erhéhung kardialer
cGMP-Spiegel zur Verbesserung der Symptomatik hypertropher Herzerkrankungen zeigt jedoch
keinen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf, wenn der initiale Hypertrophiestimulus in einer
amplifizierten Ang ll-Signaltransduktion im Kardiomyozyt begriindet ist. Kunftige Studien mit SIL
sollten auf dessen antifibrotische Effekte Uber cGMP/cGKI/PDES5 in kardialen (Myo-) Fibroblasten
abzielen. Mit CRP4 wurde ein neues cGKI-Substrat im Herzmuskel identifiziert, das insbesondere
unter Ang lI-stimulierten Bedingungen von der cGKI phosphoryliert wird. CRP4 interagiert aber auch
mit einer Vielzahl weiterer kardialer Proteine des Sarkomers, des Costamers und der Z-Scheiben und
greift unter anderem modulierend in die Gentranskription, Proteinsynthese und die Kontraktion des
Herzens ein. Mit Crip1 wurde ein weiteres LIM-Protein beschrieben, das moéglicherweise den Verlust
von kardialem CRP4 kompensiert. AT{R: Angiotensin |l Rezeptor Subtyp1; Ang Il: Angiotensin II;
BNP: Brain natriuretic peptid;, ANP: Atriales natriuretisches Peptid; GTP: Guanosin-5’-triphosphat;
cGMP: zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat; PDE: Phosphodiesterase; 5°GMP: Guanosin-5'-
monophosphat; NO: Stickstoffmonoxid; CRP4: Cystein-reiches Protein 4; Crip1: Cysteine-rich
intestinal protein 1; GC-A: partikulare Guanylatz%/klase Typ A; sGC: I6sliche Guanylatzyklase; cGKI:
cGMP-abhédngige Proteinkinase Typ |; Ca“: Calcium; ECM: Extrazellularmatrix. Weitere

Erlduterungen im Text.
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7 Anhang

7.1 Kardialer Phianotyp der aMHC-AT,R"*-Mause

7.1.1 Sildenafil-Behandlung von aMHC-AT,R"*-Tieren
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Abb. 7.1: Expressionsanalysen nach Sildenafil.

(A) Western Blot-Analyse von Herzlysaten 120 Tage alter aMHC-AT;R%*-Tiere und deren WT-
Wourfgeschwister + SIL. Die 60-tdgige SIL-Behandlung hatte keine Auswirkung auf das
Expressionsniveau der cGMP-abhangigen Proteinkinase | (cGKI). GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-dehydrogenase) diente als Ladungskontrolle; Zur Detektion der Kinase wurde der cGKlg-
Antikérper verwendet (Lukowski et al. 2010). (B) Quantifizierung der erhaltenen Proteinbanden aus
jeweils n=8 Tieren pro Genotyp und Kondition. (C) gRT-PCR Analysen ergaben keine SIL-
spezifischen Anderungen im Expressionslevel des Uberexprimierten humanen AT;R. Verwendete
Tierzahlen: Placebo-behandelt: n=5 (WT), n=9 (aMHC—AT1R‘g/+), SIL-behandelt: n=8 (WT), n=11
(aMHC—AT1Rt9/+). HPRT diente als Referenzgen (***p<0,001). (D) Durch wdchentliche Dokumentation
des Herzgewichts wahrend der 60-tdgigen Behandlung konnte ein Einfluss von SIL auf das
Koérpergewicht ausgeschlossen werden. Die Western Blot-Analyse und die Aufzeichnung der
Kérpergewichts wurden in Zusammenarbeit mit Verena Schéttle im Rahmen eines
Diplomarbeitsprojekts durchgefinhrt.
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7.1.2 Expressionanalyse partikularer Guanylatzyklasen
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Abb. 7.2: Expressionsstatus der partikularen Guanylatzyklasen.

Es konnten weder genotyp-spezifische noch SlL-induzierte Anderungen im Expressionsstatus der
partikuldren (A) Guanylatzyklase A (GC-A) und (B) der Guanylatzyklase B (GC-B) ermittelt werden.
Verwendete Tierzahlen: Placebo-behandelt: n=5 (WT), n=9 (aMHC—AT1Rt9/+), SIL-behandelt: n=8
(WT), n=11 (qMHC—AT1Rtg/+). HPRT diente als Referenzgen.

7.1.3 Zellspezifische Analyse der cGKI, PDE5 und PDE1C
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Abb. 7.3: Expression von cGKI, PDE5 und PDE1C in kardialen Myozyten und Fibroblasten.
Nach Separieren der Kardiomyozyten (KM) und kardialen Fibroblasten (KF) wurden hohe Mengen an
(A) cGKI und (B) PDES5 vor allem in kardialen Fibroblasten detektiert. Wahrend cGKI ebenso im
Kardiomyozyt exprimiert wird, war PDE5 kaum in Herzmuskelzellen detektierbar. (C) PDE1C wird
abundant in Myozyten, daflr nur in geringem Ausmal in kardialen Fibroblasten exprimiert. (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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7.2 Untersuchungen zu kardialem CRP4
7.2.1 Validierung der Co-Immunprazipitation
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Abb. 7.4: Bestidtigung der Funktionalitat der Co-IP.

(A) Coomassie-gefarbtes Acrylamid-Gel zur Bestatigung der Effektivitdt der Immunprazipitation. Im
Lysat sowie im Uberstand (IP-SN) ist die Gesamtmenge kardialer Proteine zu erkennen. Im IP-Lysat
(Co-IP) entsprechen alle Banden, die in den Waschbeads (Wasch) nicht zu sehen sind, spezifisch
gebundenen Interaktionspartnern von CRP4. Die Waschbeads indizieren unspezifische Bindungen
diverser Proteine an die Agarosebeads, sowie die schweren Ketten der IgG-CRP4-Antikérper, welche
an die Agarosebeads gekoppelt waren. (B) Schema der Glycin-Elution fir die massen-
spektrometrische Analyse. Sogar nach dem zweiten Elutionsschritt konnten weiterhin CRP4-Protein
und mogliche Interaktionspartner eluiert werden. Die Banden bei 55 kDa reprasentieren die schweren
Ketten der IgG-Antikdrper auf den Agarosebeads. (C) Reprasentativer Western Blot zur Detektion des
prazipitierten CRP4s aus Lysaten von NaCl- und Ang II-stimulierten Herzen. Fir beide Konditionen (z
Ang Il) wurde dieselbe Menge CRP4 aus den Proben prazipitiert. Somit konnten
behandlungsspezifische Unterschiede in der prazipitierten CRP4-Menge und somit eine Verfalschung
im Ausmald der Anreicherung der spezifischen Interaktoren in den LC-MS/MS-Versuchen
ausgeschlossen werden. Erwartungsgemafl wurde in CRP4-defizienten Herzen kein CRP4-Protein
nachgewiesen.
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7.2.2 Analyse des CRP4-Interaktoms

g 2 gzl P 2 2z _
@ o Qg < < <c b
o o« o= ) oxc oz ;
X X g X = X X o X g
. . . I -3 E D = =3 ED
Protein Pr ing Gen = =4 =5 = =5 =5 X
Q9DCT8 Cysteine-rich protein 2 Crip2 419,6013 4,39E-62 + 354,7046 6,96E-89 + 232070000
Q6PCQO0 1Q domain-containing protein E lgce 43,26183] 1,01E-25| + 0,6846216| 0,912416928 111640000
P26041 Moesin Msn 2,915606 0,00097112 + 0,744566| 0,857604474/ 1090700
Kelch repeat and BTB domain-containing protein
Q9D783 5 Kbtbd5 2,874174| 0,001106392] + 1,366741] 0,158362514 890920
P11152 Lipoprotein lipase Lpl 2,45735[ 0,004209099 + 1,345258| 0,171769904 3148800
Q9QYGO Protein NDRG2 Ndrg2 2,072659| 0,014900242] + 1,089845| 0,409303875 480090
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain,
Q91ZA3 mitochondrial Pcca 2,040586| 0,016569142] + 1,061237 0,44486514. 3605200
Q61838 Alpha-2-macroglobulin A2m 2,037072] 0,016763048 + 1,14934| 0,340699213 21420000
P48787 Troponin |, cardiac muscle Tnni3 2,00354| 0,018731761 + 1,288635 0,211687288 525890000
Q91783 Myosin-7 Myh7 1,94153| 0,023002624 + 0,8129401| 0,779373768 154920000
P01867 lg gamma-2B chain C region Igh-3 1,891081| 0,027184332 + 0,5936546 0,96725269 1489800
Q9CQ62 2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial Decri 1,818536| 0,034553635 + 0,7759531| 0,823514243 5668900
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-
Q9CQA3 sulfur subunit, mitochondrial Sdhb 1,808347| 0,035735827 + 1,366256] 0,158655254 6325500
Q9R062 Glycogenin-1 Gyg1 1,756279| 0,042428753| + 1,186475 0,301890394 9327600
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain Tpmi 1,693654] 0,052121405 1,437033] 0,120558939 165140000
A2AQPO Myosin-7B Myh7b 1,686386] 0,053377598 0,5718436] 0,975551526 109940000
P07724 Serum albumin Alb 1,66323| 0,057579241 1,00275 0,52178439. 5231600
P19123 Troponin C, slow skeletal and cardiac muscles  [Tnnc1 1,647003| 0,060713129 0,8428205| 0,741187593! 656730000
008528 Hexokinase-2 Hk2 1,643045| 0,061502349 1,204429] 0,284278705 1126200
Q3TZ89 Protein transport protein Sec31B Sec31b 1,637861| 0,062550992 0,8332305| 0,753652138 9213300
Q9EQP2 EH domain-containing protein 4 Ehd4 1,615847| 0,067199435 1,629187| 0,054790094 14528000
008553 Dihydropyrimidinase-related protein 2 Dpysl2 1,602087| 0,070272021 0,6105113| 0,959629781 270700
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
Q62425 subcomplex subunit 4 Ndufa4 1,601453| 0,070416819] 1,355163| 0,165474385 33237000
Fibrinogen beta chain;Fibrinopeptide
Q8KOE8 B;Fibrinogen beta chain Fgb 1,658092| 0,081027742 0,4028727 0,99922091 8475600
P42932 T-complex protein 1 subunit theta Cct8 1,552142! 0,08259796 0,7096336| 0,891296169! 481510
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-
Q9CRB9 containing protein 3, mitochondrial Chchd3 1,502275| 0,096941806 0,7167817| 0,884790319 4828000
P01592 Immunoglobulin J chain 1gj 1,49376| 0,099615339 0,9748788| 0,559908666 6444700
P17665 Cytochrome ¢ oxidase subunit 7C, mitochondrial [Cox7c 1,481359| 0,103632785 0,6503441| 0,937104648! 4330800
Q9EQKS5 Major vault protein Mvp 1,462844| 0,109914381 0,6822175| 0,914309999 716160
P61164 Alpha-centractin Actria 1,460331| 0,110794018 0,7668601| 0,833734947 2086500
Q9ESN9 C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 3 |Mapk8ip3 1,454453| 0,112876831 0,3976481 0,99933199 424770
P38647 Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9 1,443565| 0,116831587 1,229474| 0,260973825 97398000
Q02788 Collagen alpha-2(VI1) chain Col6a2 1,432316] 0,121052167 0,8020309| 0,792790652 850040
Q9Z1E4 Glycogen [starch] synthase, muscle Gys1 1,430751 0,12165065 0,8686231 0,7068476 16772000
P58252 Elongation factor 2 Eef2 1,419854| 0,125892499 0,590091| 0,968726251 267920
P04247 Myoglobin Mb 1,408554| 0,130435046 1,494017 0,09598338 13872000
Q8BFZ3 Beta-actin-like protein 2 Actbl2 1,40719f 0,130993572 9,963644 3,80E-15 + 180260000
Q5SYDO Unconventional myosin-Id Myo1d 1,400165] 0,133904031 1,2333] 0,257542799 11449000
P56393 Cytochrome ¢ oxidase subunit 7B, mitochondrial |Cox7b 1,391751] 0,137468386 0,9490386| 0,595736813 858760
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
Q76MZ3 regulatory subunit A alpha isoform Ppp2ria 1,383679] 0,140968738 1,314391| 0,192682986 836510
P35700 Peroxiredoxin-1 Prdx1 1,382385| 0,141537656 1,677035] 0,044681028 + 5606200
P01942 Hemoglobin subunit alpha Hba 1,379642| 0,142749865 1,84203] 0,021758276 + 5742900
P01029 Complement C4-B;Complement C4 beta chain  |C4b 1,378509| 0,143253352 0,8823568| 0,688185818 3547700
Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase,
Q61425 mitochondrial Hadh 1,378319| 0,143337734 1,805026( 0,025616121 + 755170
P50752 Troponin T, cardiac muscle Tnnt2 1,371645 0,14633835 1,869515( 0,019263052 + 2301900000
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha,
P50136 mitochondrial Bckdha 1,36409( 0,149803196 1,038674f 0,473937197 3241900
P02088 Hemoglobin subunit beta-1 Hbb-b1 1,359203| 0,152084083 1,307998| 0,197265502 70142000
Voltage-dependent L-type calcium channel
Q99246 subunit alpha-1D Cacnaid 1,352106] 0,155451997 0,6807105| 0,915484287 1847400
P02089 Hemoglobin subunit beta-2 Hbb-b2 1,347941| 0,157459715 1,575164 0,06875721 4156300
P97807 Fumarate hydratase, mitochondrial Fh 1,345483| 0,158655254 0,7943869| 0,802001699 3301700
P48193 Protein 4.1;Band 4.1-like protein 2 Epb41;Epb4112 1,333417| 0,164643761 1,11034 0,38481519; 1774600
P80318 T-complex protein 1 subunit gamma Cct3 1,332557 0,16507819 0,4273016| 0,998476285! 13515000
Q02105 Complement C1q subcomponent subunit C C1igc 1,328055| 0,167369197 1,119613| 0,374024744 44235000
Q9Z0X1 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial Aifm1 1,314163| 0,174617927 0,8619466| 0,715832709! 3136300
Q3V3A1 Cyclin-dependent kinase 15 Cdk15 1,28845| 0,188769387 1,513383 0,08871761 6505100
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta,
Q6P3A8 mitochondrial Bckdhb 1,279573| 0,193882458 1,051166] 0,457736822 3393000
Q8BFR5 Elongation factor Tu, mitochondrial Tufm 1,27611] 0,195910057 1,228958| 0,261439006! 17525000
QIR0OY5 Adenylate kinase isoenzyme 1 Ak1 1,275802| 0,196091064 1,271891 0,22482781 2194400
Ig mu chain C region secreted form;lg mu chain
P01872 C region membrane-bound form Igh-6 1,272234| 0,198201049 1,002322( 0,522363157 186650000
QB6URW6 Myosin-14 Myhi4 1,270766| 0,199074486 1,384617| 0,147892576 347580000
P82347 Delta-sarcoglycan Sgcd 1,262323| 0,204164568 0,9691594| 0,567809096 1027700
Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
Q8K2B3 flavoprotein subunit, mitochondrial Sdha 1,251452| 0,210882648| 1,35055| 0,168381586! 38171000
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain Ldha 1,242633| 0,216470835 1,259114] 0,235280621 2738600
Propionyl-CoA carboxylase beta chain,
Q99MN9 mitochondrial Pccb 1,238807| 0,218933961 1,617855] 0,057479958 2362900
QIWTI7 Unconventional myosin-Ic Myo1c 1,230765| 0,224188932 1,203392] 0,285275255 418990000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
Q9D6J5 subcomplex subunit 8, mitochondrial Ndufb8 1,229057| 0,225318841 0,6440006| 0,941130259 771230
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Serine/threonine-protein phosphatase PP1-
P62141 beta/alpha/gammacatalytic subunit Pppicb;ca;cc 1,228668| 0,225576405 2,725246| 0,000398034 9801300
P62631 Elongation factor 1-alpha 2 Eefla2 1,228009] 0,226014613 1,198466] 0,290044013 32497000
QICYH6 Ribosome biogenesis regulatory protein homolog |Rrs1 1,217294 0,23322998! 0,7932968| 0,803301922 423940
P62259 14-3-3 protein epsilon Ywhae 1,215447| 0,234493075 2,363964] 0,002057087 4050900
Ig gamma-1 chain C region, membrane-bound
P01869 form;lg gamma-1 chain C region secreted form  |Ighg1 1,213722| 0,235677691 0,9663291| 0,571726038 12442000
P97447 Four and a half LIM domains protein 1 Fhi1 1,210951| 0,237591231 0,94234| 0,605064244 2120700
P42125 Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial Ecit 1,207236 0,24017772 1,271454| 0,225179297 5427100
Q9DB20 ATP synthase subunit O, mitochondrial Atp50 1,204434| 0,242143538 0,5349301| 0,985989722 1282800
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha,
Q99MR8 mitochondrial Mccc1 1,204162| 0,242334678 1,531086| 0,082516086 381370!
Q8BG95 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B Ppp1ri2b 1,200491| 0,244932327 0,8369154| 0,748884242 730450
Q02013 Aquaporin-1 Agp1 1,199708| 0,245488655 1,494121| 0,095943037 21868000
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
Q6PHZ2 type |l subunit delta Camk2d 1,188144| 0,253836147 1,089078| 0,410236128 3580500
P05202 Aspartate aminotransferase, mitochondrial Got2 1,1848 0,2562929 0,7980087| 0,797657548 9719100
Q63918 Serum deprivation-response protein Sdpr 1,181513| 0,258726625 0,8554258| 0,724544925 1157700
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma
P70404 1, mitochondrial |dh3g 1,179409| 0,260294814 1,503729| 0,092274879 8961100
Q8QZT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial Acati1 1,177138| 0,261995447 1,083909| 0,416554451 1533000
P20029 78 kDa glucose-regulated protein Hspa5 1,161966| 0,273588109! 1,15553| 0,334009269! 12495000
P21956 Lactadherin Mfge8 1,160204| 0,274960785 1,398056| 0,140417629 546900
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 Rplp2 1,159218f 0,275730951 0,4722021| 0,995632476 2237000
Q02566 Myosin-6 Myh6 1,155448| 0,278692757 1,208572( 0,280322074 29327000000
070468 Myosin-binding protein C, cardiac-type Mybpc3 1,143386] 0,288338535 1,775939 0,02910324 22397000
Q99KI0 Aconitate hydratase, mitochondrial Aco2 1,142202] 0,289298562 1,06168| 0,444302979! 74322000
Q9DBR7 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A Pppiri2a 1,138793] 0,292079177 1,10462 0,39156288 239670
Q62188 Dihydropyrimidinase-related protein 3 DpyslI3 1,138646] 0,292199511 1,094906] 0,403177072 10832000
Q91VR2 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial Atp5ci 1,133718| 0,296255791 0,9996336| 0,526010184 27308000
Trifunctional enzyme subunit beta,
Q99JY0 mitochondrial;3-ketoacyl-CoA thiolase Hadhb 1,128327| 0,300744031 0,890507| 0,677014549 69055000
Succinate-semialdehyde dehydrogenase,
Q8BWFO mitochondrial Aldh5a1 1,121503] 0,306499481 0,1369565 1 660690
P62204 Calmodulin;Calmodulin-like protein 3 Calm1;CalmI3 1,111095 0,31543943; 0,8390237 0,74614409; 216970000
035682 Myeloid-associated differentiation marker Myadm 1,092174] 0,332190263 1,267817] 0,228120607 7918500
Q9JJ28 Protein flightless-1 homolog Flii 1,089962 0,33419093; 0,6395305 0,94386595 1883900
008638 Myosin-11 Myh11 1,089406] 0,334695341 1,021837| 0,496148385 1329800000
P16125 L-lactate dehydrogenase B chain Ldhb 1,088734| 0,335304699 0,9128557| 0,646116816 9552600
P09542 Myosin light chain 3 MylI3 1,083604| 0,339989744 1,092657] 0,405893193 359940000
Q9DCW4 Electron transfer flavoprotein subunit beta Etfb 1,083128| 0,340426693 0,8810083| 0,690027781 12473000
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase,
035459 mitochondrial Echi 1,077622 0,34551123; 1,843488| 0,021618431 875470
Q9CQQ7 ATP synthase subunit b, mitochondrial Atp5f1 1,06983| 0,352800492 1,350494| 0,168417617 6092300
P14869 60S acidic ribosomal protein PO Rplp0 1,068521| 0,354036013 0,646888| 0,939318809! 2298300
P62702 40S ribosomal protein S4, X isoform Rps4x 1,068261| 0,354281137 1,176557 0,31194251 735440
P50462 Cysteine and glycine-rich protein 3 Csrp3 1,062872| 0,359400937 1,282449| 0,216469297 156870000
QICPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 Mgst3 1,062464| 0,359790465 1,569773 0,07031854 2339700
Q61554 Fibrillin-1 Fbn1 1,062051| 0,360185193 1,276372| 0,221249206 5390500
B1AVZ0 Uracil phosphoribosyltransferase homolog Uprt 1,059011] 0,363101284 0,6816319| 0,914767414 82994
Q8BWT1 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial Acaa2 1,058952| 0,363157345 0,9470221| 0,598543634 49470000
Q99KD5 Protein unc-45 homolog A Unc45a 1,053797| 0,368138421 1,182291] 0,306102316 19177000
P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial |ldh2 1,050507 0,37134238 1,022977 0,49463093 22566000
Q9WUB3 Glycogen phosphorylase, muscle form Pygm 1,045633] 0,376123325 1,260755| 0,233917264 14569000
QB8CAQ8 Mitochondrial inner membrane protein Immt 1,045128| 0,376621402 1,052548| 0,455960679 105410000
P08249 Malate dehydrogenase, mitochondrial Mdh2 1,042628( 0,379092022 0,8456386| 0,737491217 45199000
POCG50 Polyubiquitin-C;Ubiquitin; Ubc;Ubb 1,042248| 0,379468796 0,9782845| 0,555214765 23379000
Very long-chain specific acyl-CoA
P50544 dehydrogenase, mitochondrial Acadvl 1,040738| 0,380967629 1,087643| 0,411984841 58278000
Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
P51174 mitochondrial Acad| 1,039786 0,38191352 0,9527833| 0,590527012 18637000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
Q9CQC7 subcomplex subunit 4 Ndufb4 1,039174f 0,382523764 0,8169903| 0,774315862 5515300
P20152 Vimentin Vim 1,033414] 0,388292099 1,843287] 0,021637662 104200000
P17751 Triosephosphate isomerase Tpil 1,031199| 0,390525358! 1,383617| 0,148462601 6441700
P68372 Tubulin beta-4B chain;Tubulin beta-4A chain Tubb4b;Tubb4a 1,027014] 0,394768216 1,397466] 0,140738631 48855000
Q3UHZ5 Leiomodin-2 Lmod2 1,019233[ 0,402736024 1,176755( 0,311739222 40028000
Q8BH95 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial Echs1 1,014495] 0,407638117 0,8850885| 0,684448662 13821000
009161 Calsequestrin-2 Casg2 1,013001f 0,409191561 0,9985952| 0,527420541 27397000
Q7TPW1 Nexilin Nexn 1,012924] 0,409272236 0,6933975| 0,905301139 16060000
P31428 Dipeptidase 1 Dpep1 1,01091| 0,411372036 1,116443 0,3776922 26799000
Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A
Q9DOK2 transferase 1, mitochondrial Oxct1 1,007702] 0,414731951 0,8166167| 0,774784093 258870
Lipoamide acyltransferase component of
branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase
P53395 complex Dbt 1,007298] 0,415156112 0,6870522| 0,910478333 23109000
Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske,
mitochondrial;Cytochrome b-c1 complex subunit
QICR68 11 Uqcrfs1 1,005512] 0,417034755 1,890175] 0,017572443 7848400
P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic Mdh1 1,00394| 0,418693254 0,5599891| 0,979370149 5763700
Calcium-binding mitochondrial carrier protein
QIQXX4 Aralar2 Slc25a13 1,002251| 0,420478731 0,9228765| 0,632180726 1085700
Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier
Q97276 protein Slc25a20 1,001496| 0,421279444 0,6683257| 0,924772342 826770
P56480 ATP synthase subunit beta, mitochondrial Atp5b 0,9968098| 0,426264441 0,9619911| 0,577738057 349840000
QIWVC3 Caveolin-2 Cav2 0,9965459| 0,426546282 0,5314296| 0,986769634 3095900
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Q9JMH9 Unconventional myosin-XVllla Myo18a 0,9880098| 0,435721743 1,274049] 0,223099245 201950000
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium
055143 ATPase 2 Atp2a2 0,9877844 0,43596562 1,08761] 0,412024841 118080000
Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit
QIWUMS5 alpha, mitochondrial Suclgl 0,9850673| 0,438911382 1,297451] 0,205019023 8003000
P23927 Alpha-crystallin B chain Cryab 0,981936] 0,442320568 1,101273] 0,395542373 50921000
P07310 Creatine kinase M-type Ckm 0,9785222| 0,446054583 0,8429881| 0,740968238 4917500
P56392 Cytochrome ¢ oxidase subunit 7A1, mitochondrial|Cox7a1 0,9733565| 0,451738734 0,3632723| 0,999781272 17478000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
Q99LC3 subcomplex subunit 10, mitochondrial Ndufa10 0,9717646| 0,453498504 1,007983| 0,514712055 9483500
P99029 Peroxiredoxin-5, mitochondrial Prdx5 0,971217] 0,454104731 1,1352] 0,356306197 3017100
Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta,
Q97219 mitochondrial Sucla2 0,9664456| 0,459406001 1,114382] 0,380089155 7658900
P21550 Beta-enolase Eno3 0,9656252| 0,460320962 0,5141569| 0,990150652 1077200
Q9J191 Alpha-actinin-2 Actn2 0,9649678 0,46105471 3,580469 9,15E-06 149870000
Q64331 Unconventional myosin-VI Myo6 0,9599816| 0,466641175 0,4167663| 0,998848256 11384000
P11499 Heat shock protein HSP 90-beta Hsp90ab1 0,9576628| 0,469251389 1,081817] 0,419126399 11968000
Q9QYB5 Gamma-adducin Add3 0,9571582| 0,469820352 0,8731125[ 0,700772223 967030
P49813 Tropomodulin-1 Tmod1 0,9570336| 0,469960883 1,375702] 0,153037948 384240000
P23242 Gap junction alpha-1 protein Gja1 0,9551734 0,47206201 1,049408| 0,460001208 20270000
P31001 Desmin Des 0,9545758| 0,472738106 0,8969671] 0,668118032 66617000
008709 Peroxiredoxin-6 Prdx6 0,9533011| 0,474181788 0,9130314 0,64587275 9410300
P47753 F-actin-capping protein subunit alpha-1 Capzail 0,9527837 0,47476839 0,671481| 0,922467473 14254000
P63038 60 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspd1 0,9514579| 0,476273355 1,21644 0,27291822 3526300
P14106 Complement C1q subcomponent subunit B C1igb 0,9483833| 0,479772614 0,9513024| 0,592586831 10186000
Q01853 Transitional endoplasmic reticulum ATPase Vep 0,9453993| 0,483181253 0,8944024| 0,671654043 1530300
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase,
Q80XNO mitochondrial Bdh1 0,942781 0,48618202 1,253853] 0,239693195 2332600
Q7TPR4 Alpha-actinin-1 Actni 0,9384955| 0,491113164, 0,978178] 0,555361443 4309800
Q8K4G5 Actin-binding LIM protein 1 Ablim1 0,9348689| 0,495304759 1,119854| 0,373746843 13181000
P46735 Unconventional myosin-1b Myo1b 0,9338387| 0,496498638 1,14185 0,34890932 53639000
P98086 Complement C1q subcomponent subunit A Clga 0,9316225| 0,499071301 1,222401| 0,267406541 7651200
Q9JKS4 LIM domain-binding protein 3 Ldb3 0,9308238 0,5 1,164577] 0,324389528 14327000
P13020 Gelsolin Gsn 0,9286076| 0,502581105 0,7761126] 0,823332589 19614000
Phospholipid hydroperoxide glutathione
070325 peroxidase, mitochondrial Gpx4 0,927153] 0,504278479 1,273596] 0,223461103 7354200
Q8R404 Protein QIL1 Qil1 0,9212466| 0,511197055 1,070906] 0,432674859 1546400
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
P14094 beta-1 Atpib1 0,9143887] 0,519281674 0,8759553| 0,696912059 793250
P97434 Myosin phosphatase Rho-interacting protein Mprip 0,9134384]  0,52040609 0,3617512] 0,999792766 1736800
P49817 Caveolin-1 Cav1 0,9127449| 0,521227429 0,8892801] 0,678700124 58152000
Q02357 Ankyrin-1 Ank1 0,9095521 0,52501528 0,5296775| 0,987147569 460910
A2AMMO Muscle-related coiled-coil protein Murc 0,9054238] 0,529929407 1,134418| 0,357181468 1925300
P14602 Heat shock protein beta-1 Hspb1 0,90295| 0,532882568 1,941829( 0,013952975 7721700
Q3U0S6 Ras-interacting protein 1 Rasip1 0,9024585] 0,533470084 0,9165739| 0,640949787 5380700
Voltage-dependent anion-selective channel
Q60930 protein 2 Vdac2 0,8971721| 0,539804637 0,948496] 0,596491978 34924000
P41216 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 Acsl1 0,8969463| 0,540075809 1,252246] 0,241053792 4266700
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
009111 subcomplex subunit 11, mitochondrial Ndufb11 0,8900124 0,54842698 1,618142] 0,057410471 3351600
Q60597 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial Ogdh 0,8888178 0,54987033 1,395087| 0,142040502 570560000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
Q9DC69 subcomplex subunit 9, mitochondrial Ndufa9 0,8874992| 0,551464866 1,785461] 0,027914243 9883700
P70248 Unconventional myosin-If Myo1f 0,8860861] 0,553175447 1,088753] 0,410631477 7242100
P68134 Actin, alpha skeletal muscle Actal 0,8852459| 0,554193389 1,305329 0,19920452 41361000000
LIM and calponin homology domains-containing
Q3UH68 protein 1 Limch1 0,8813516 0,55891904| 1,281909f 0,216890405 207100000
Q6P8J7 Creatine kinase S-type, mitochondrial Ckmt2 0,8803437| 0,560144287 1,018947 0,5 27334000
054724 Polymerase | and transcript release factor Ptrf 0,8801297| 0,560404489 0,912442| 0,646691309 23549000
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8 0,8797401| 0,560878335 1,219587] 0,269998406 69140000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
Q9D8B4 subcomplex subunit 11 Ndufai1 0,878538| 0,562341215 0,8149567| 0,776860448 4412000
Q03265 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Atp5ail 0,8766015| 0,564700285 0,9736848| 0,561556219 335040000
Q8BMS1 Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial |[Hadha 0,8765883| 0,564716266 0,9612166| 0,578812418 94754000
P67778 Prohibitin Phb 0,8738037| 0,568113528 0,9742812] 0,560733142 2587400
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein
Q91YTO 1, mitochondrial Ndufv1 0,8723981| 0,569830589 1,168464| 0,320314264 22646000
P16546 Spectrin alpha chain, brain Sptan1 0,8673315 0,576031715 1,326801] 0,184035705 292410000
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1,
P19783 mitochondrial Cox4it 0,8666434| 0,576875306 1,220692( 0,268978366 81810000
P21981 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 |[Tgm2 0,8659346| 0,577744502 1,510547| 0,089749443 28719000
P46412 Glutathione peroxidase 3 Gpx3 0,8651294| 0,578732462 0,5454806] 0,983431044 24596
QICPQ1 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C Cox6c 0,8642368| 0,579827965 0,6916285| 0,906761362 1780700
Q8VDD5 Myosin-9 Myh9 0,8631465 0,58116692 1,125859( 0,366860362 8806600000
QB8K370 Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 Acad10 0,857838| 0,587696609 1,337702] 0,176706749 2083200
P47754 F-actin-capping protein subunit alpha-2 Capza2 0,8507702] 0,596415007 0,9709991| 0,565265587 120920000
Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain Col6at 0,8480995| 0,599716096 1,365842] 0,158905202 1137100
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdh 0,8450176] 0,603529429 1,079474| 0,422015981 289890000
QIWUM4 Coronin-1C Coroic 0,8397362| 0,610073236 0,9246332| 0,629734799 11600000
Q61879 Myosin-10 Myh10 0,8378704| 0,612387592 1,250245| 0,242755436 819700000
Thioredoxin-dependent peroxide reductase,
P20108 mitochondrial Prdx3 0,8378038 0,6124702 0,6680536f 0,924969084 1416900
QIWTR5 Cadherin-13 Cdh13 0,8366006| 0,613963248 1,100607| 0,396337488 7085800
Voltage-dependent anion-selective channel
Q60931 protein 3 Vdac3 0,8363273| 0,614302501 1,151604] 0,338241752 21265000
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Q8BGH2 homolog Samm50 0,8357694| 0,614994933 0,9259858| 0,627851141 20255000

Q5EBG6 Heat shock protein beta-6 Hspb6 0,8347495| 0,616261155 1,055355( 0,452361752 4915400

Q62261 Spectrin beta chain, brain 1 Sptbn1 0,8317631| 0,619970567 1,417203| 0,130332263 221200000
Guanine nucleotide-binding protein

P62880 G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 Gnb2 0,8297485| 0.622474153) 1,220212| 0,269420702 20762000

P51881 ADP/ATP translocase 2 Slc25a5 0,8294781| 0,622810216 2,114367| 0,006408148 4209300
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain,

Q3ULD5 mitochondrial Mccc2 0,825689| 0,627521828| 1,113081f 0,381606955 547780

P47738 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh2 0,8227916| 0,631126267 1,326736[ 0,184080194 748750

P47857 6-phosphofructokinase, muscle type Pfkm 0,8223345 0,63169497| 1,298489| 0,204245107 367080

QOWTX5 S-phase kinase-associated protein 1 Skp1 0,8213547| 0,632914259 0,715816] 0,885681282 2100600

Q9D023 Brain protein 44 Brp44 0,8164993| 0,638957641 0,7188073 0,88290956 825360
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa

Q91VD9 subunit, mitochondrial Ndufs1 0,81198| 0,644583837 1,153594| 0,336092006 52218000

P47757 F-actin-capping protein subunit beta Capzb 0,8111392 0,64563057 1,108277| 0,387240951 86472000
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit

Q8VDN2 alpha-1 Atptat 0,8063716| 0,651565523] 1,221641] 0,268104325 6350000

P07758 Alpha-1-antitrypsin 1-1; 1-3; 1-2; 1-5 Serpinala;ic;ib;ie 0,8059052| 0,652145982 0,7969271 0,79895875 1624100
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur

Q91WD5 protein 2, mitochondrial Ndufs2 0,8036001| 0,655014689 1,125975 0,36672786 12390000

P11404 Fatty acid-binding protein, heart Fabp3 0,7971735| 0,663008603| 0,7366732| 0,865626546 453080
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit

P08752 alpha-2 Gnai2 0,7963061| 0,664086941 1,105754] 0,390219738 31250000
Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier

QICR62 protein Slc25a11 0,7944287| 0,666420196 0,7507408| 0,851168983 16402000

Q8CC88 Uncharacterized protein KIAA0564 homolog Kiaa0564 0,7936116| 0,667435476! 0,1200406 1 1543100
FAD synthase;Molybdenum cofactor biosynthesis

Q8R123 protein-like region;FAD synthase region Flad1 0,7901311| 0,671757796 0,5955505[ 0,966449414 35458000
Cytochrome b-c1 complex subunit 1,

Q9CZ13 mitochondrial Uqcre1 0,7883736| 0,673938861 1,031476] 0,483382308 84813000

Q9QXS1 Plectin Plec 0,7883204| 0,674004893| 0,8680632| 0,707603496 4868000

Q3UTJ2 Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 Sorbs2 0,7865536| 0,676196526 0,9009196f 0,662659272 54329000
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
component of 2-oxoglutarate dehydrogenase

Q9D2G2 complex Dist 0,7796762| 0,684715163] 1,331397| 0,180915541 187170000

Q5SUA5 Unconventional myosin-lg Myo1g 0,7774817 0,68742884 1,185744| 0,302623316 1891500

Q8BTM8 Filamin-A Flna 0,7772161| 0,687757025] 0,6985977| 0,900933552 5587900
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein

Q9D6J6 2, mitochondrial Ndufv2 0,7770609| 0,687948834| 0,9749877| 0,559758368 7111700

P62932 F-box only protein 40 Fbx040 0,7767872| 0,688287132] 0,8887304| 0,679454977 570080

P29788 Vitronectin Vin 0,7758884| 0,689397413| 1,387452| 0,146287688 5516100

P48962 ADP/ATP translocase 1 Slc25a4 0,7758257| 0,689474934| 0,892534| 0,674226698 213850000

Q3THE2 Myosin regulatory light chain 12B Myl12b 0,7752767]  0,69015296 0,8508965| 0,730556596 483080000

P25911 Tyrosine-protein kinase Lyn Lyn 0,7738358| 0,691931628| 0,6513639| 0,936441679 1593000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha

Q7TMF3 subcomplex subunit 12 Ndufa12 0,7714593| 0,694862515 1,38403| 0,148226738 5815300
Cytochrome b-c1 complex subunit 2,

Q9DB77 mitochondrial Ugcre2 0,7697499| 0,696968611 0,984234| 0,547035852 62780000

P19536 Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial [Cox5b 0,7654681| 0,702235736 1,164064| 0,324930175 15288000

Q61171 Peroxiredoxin-2 Prdx2 0,7605863| 0,708225094| 2,764368| 0,000333552 2697600

P00405 Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 Mtco2 0,7549946| 0,715062095 1,287145[ 0,212830961 86044000
Carnitine O-palmitoyltransferase 1, muscle

Q924X2 isoform Cpt1b 0,7545439| 0,715612065 1,146111 0,34422272 20293000
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase

Q9EQ20 [acylating], mitochondrial Aldh6ail 0,7523905| 0,718237051 0,5495102| 0,982368029 562750

P00158 Cytochrome b Mt-Cyb 0,7517411| 0,719027886 1,355005| 0,165573245 4429400

P12787 Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial |Cox5a 0,7491385| 0,722193127| 0,6470727| 0,939201728 13604000

Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain Fgg 0,748301| 0,723210224| 2,576375| 0,000781749 8713000
Actin, cytoplasmic 2;Actin, cytoplasmic 2, N-

P63260 terminally processed Actg1 0,7435462| 0,728971667 1,102664| 0,393886096 1677400000
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha,

Q9D6R2 mitochondrial Idh3a 0,7430159 0,72961286 1,281589( 0,217140139 2022100
Voltage-dependent anion-selective channel

Q60932 protein 1 Vdact 0,7346201 0,73972119 1,016449 0,50333845 103470000

A2ASS6 Titin Ttn 0,734463| 0,739909488| 0,8101835| 0,782792912 1722800
Serine/threonine-protein phosphatase 2A

P62715 catalytic subunit beta isoform; alpha isoform Ppp2cb;Ppp2ca 0,7343768| 0,740012812] 1,697271| 0,040958696 615820

P56135 ATP synthase subunit f, mitochondrial Atp5j2 0,7286868| 0,746813682 0,915253| 0,642785912 6606700

Q60994 Adiponectin Adipog 0,7279608| 0,747678395 0,7802699 0,81856933 610900
Cytochrome ¢ oxidase subunit 7A-related protein,

Q61387 mitochondrial Cox7a2l 0,7266563| 0,749230438 0,8522909| 0,728709417 1467500
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta

Q9CQH3 subcomplex subunit 5, mitochondrial Ndufb5 0,7265259| 0,749385476 0,8844824| 0,685278507 391690

Q9CQ54 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2 |Ndufc2 0,7251042| 0,751074137| 1,375941 0,1528981 581670
[Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase-like

Q8BGK2 protein 1 Adprhl1 0,7214155| 0,755442166 2,158101| 0,005254201 6670700
Myosin regulatory light chain 2,

P51667 ventricular/cardiac muscle isoform Myl2 0,7201975 0,75688027 1,116495 0,37763175 888050000

088342 WD repeat-containing protein 1 Wdr1 0,7187817| 0,758549159 0,8102202| 0,782747491 7434900

Q9CZU6 Citrate synthase, mitochondrial Cs 0,717769] 0,759741069| 0,8936565| 0,672681439 5028600

Q920M5 Coronin-6 Coro6 0,7146895| 0,763356087 1,5687386] 0,065335204 43354000
Calcium-binding mitochondrial carrier protein

Q8BH59 Aralar1 Slc25a12 0,7046756| 0,775007033| 1,489989] 0,097560324 5510500

Q8CI51 PDZ and LIM domain protein 5 Pdlim5 0,7038659| 0,775941753 1,077804| 0,424083441 1183100
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur

Q9DCT2 protein 3, mitochondrial Ndufs3 0,7001623| 0,780202649 1,266793 0,22895366 14344000

Q08857 Platelet glycoprotein 4 Cd36 0,6992432| 0,781256274 1,287377| 0,212652919 21817000
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Electron transfer flavoprotein subunit alpha,
Q99LCH mitochondrial Etfa 0,6916347] 0,789918269 0,8459957| 0,737021879 10618000
Q9CQ19 Myosin regulatory light polypeptide 9 Myl9 0,6913217] 0,790272244 1,206644| 0,282157959 36550000
Q9DOM3 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial Cyci 0,6882331| 0,793754904 0,8936524| 0,672687096 25978000
Q60605 Myosin light polypeptide 6 Myl6 0,6859385| 0,796330033 1,154607 0,33500077 567680000
Q71LX4 Talin-2 TIn2 0,6838491| 0,798665426 0,6091132 0,96030382 4523700
088441 Metaxin-2 Mtx2 0,6828345| 0,799796248 0,9783441] 0,555132689 1526800
Q9D3D9 ATP synthase subunit delta, mitochondrial Atp5d 0,6810857| 0,801740293 0,6833534] 0,913418554 4185200
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
Q8K3J1 protein 8, mitochondrial Ndufs8 0,671428| 0,812357099 0,5266751| 0,987776249 296610
P45591 Cofilin-2 Cfl2 0,6706862| 0,813163867 0,8007497| 0,794345664 7954000
P15508 Spectrin beta chain, erythrocyte Sptb 0,6696966| 0,814238322 1,154553] 0,335059248 17019000
Q80X19 Collagen alpha-1(XIV) chain Coli4at 0,6689657| 0,815030458 1,185187| 0,303182308 8727600
070433 Four and a half LIM domains protein 2 Fhi2 0,6671903] 0,816949325 1,182269 0,306125 6532600
Q61941 NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial Nnt 0,6627539 0,82171174] 0,8050584| 0,789098364 15776000
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 Eeflat 0,6436716] 0,841635454 0,9208199| 0,635043441 11629000
Q64727 Vinculin Vel 0,6425437 0,84278322 3,132192 6,44E-05 17135000
Q9ESD7 Dysferlin;Myoferlin Dysf;Myof 0,6364709] 0,848902205 0,7620967] 0,838979969 339000
Q9JM76 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 Arpc3 0,6319862| 0,853354328 0,568352| 0,976724938 741230
Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
P45952 mitochondrial Acadm 0,6319628| 0,853377427 0,9536299| 0,589349936 6618200
Q8VEMS8 Phosphate carrier protein, mitochondrial Slc25a3 0,6294748| 0,855822203 0,9483659| 0,596673085 18847000
Q1XH17 Tripartite motif-containing protein 72 Trim72 0,6253359| 0,859848871 1,891431| 0,017474505 263650000
Qowuz7 SH3 domain-binding glutamic acid-rich protein Sh3bgr 0,6248676 0,86030133 0,9174899| 0,639676074 3525300
Q38HM4 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM63 Trim63 0,6216809| 0,863362408 1,094671] 0,403460226 1014200
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
P35486 alpha, somatic form, mitochondrial Pdhat 0,6132467| 0,871314185 0,4827114] 0,994570516 104650000
Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Cltc 0,6110429 0,87335543 0,9441432] 0,602552518 103400000
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
Q8BMF4 component of pyruvate dehydrogenase complex |Dlat 0,6103697| 0,873975942 0,445073| 0,997628468 115050000
Q61234 Alpha-1-syntrophin Sntai 0,6011574 0,88232024 0,3964217| 0,999356044 880950
P52623 Uridine-cytidine kinase 1 Uck1 0,6003817] 0,883010231 0,4265795] 0,998504589 444670
P11276 Fibronectin;Anastellin Fn1 0,6002598| 0,883118462 0,7685966| 0,831803961 19886000
Natriuretic peptides A;Atrial natriuretic
factor;Auriculin-B;Auriculin-A;Atriopeptin-
P05125 1;Atriopeptin-2 Nppa 0,5828303] 0,898081948 0,6224213] 0,953573291 6250000
P52480 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 Pkm2 0,5748184] 0,904608618 1,440138] 0,119088224 6453600
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
Q9D051 beta, mitochondrial Pdhb 0,571812] 0,906999116 0,5281965| 0,987460642 124210000
008749 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial Did 0,570816] 0,907783937] 0,9208695| 0,634974426 54679000
Guanine nucleotide-binding protein
P62874 G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 Gnb1 0,5596586] 0,916331121 0,7422985 0,85993276 1187100
Q5FW52 Muscular LMNA-interacting protein Mlip 0,5502347| 0,923195767 0,5122738| 0,990474918 3523100
Q7TQ48 Sarcalumenin Srl 0,5485716] 0,924373089 1,230809| 0,259772638 3833600
Q62417 Sorbin and SH3 domain-containing protein 1 Sorbs1 0,5390807| 0,930894459 0,8150339| 0,776763959 8193000
Q8CI94 Glycogen phosphorylase, brain form Pygb 0,5288974| 0,937515563 0,8843282| 0,685489485 784440
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase
035904 catalytic subunit delta isoform Pik3cd 0,5244708] 0,940271736 0,8580949 0,72098674 174150
P08032 Spectrin alpha chain, erythrocyte Sptat 0,5119729] 0,947653883 1,367241] 0,158061203 48082000
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
Q9ERS2 subcomplex subunit 13 Ndufai3 0,4862125] 0,961019422 0,8495982 0,73227337 4155600
Q8VHX6 Filamin-C Finc 0,4823882 0,9627941 1,10141| 0,395379474 14118000
Q8Cl43 Myosin light chain 6B Myléb 0,4649681] 0,970210792 0,7477337] 0,854320245 11457000
Q922B1 O-acetyl-ADP-ribose deacetylase MACROD1 Macrod1 0,4593498| 0,972374432 1,0302] 0,485064819 21864000
Q8CGY6 Protein unc-45 homolog B Unc45b 0,4526445| 0,974814937 0,9493548| 0,595296756 1171900
Clusterin;Clusterin beta chain;Clusterin alpha
Q06890 chain Clu 0,4487425 0,97616544 2,140444] 0,005692967 4369700
P61161 Actin-related protein 2 Actr2 0,4356721| 0,980326289 0,7746813 0,82495986 1549000
P01027 Complement C3 C3 0,4006311 0,98893456 1,451303] 0,113930371 1734800
Q61147 Ceruloplasmin Cp 0,3969504] 0,989643209 1,325471 0,18494646 3926800
Q91YL3 Uridine-cytidine kinase-like 1 Uckl1 0,3852936] 0,991668545 0,1379676 1 3727700
Q99P72 Reticulon-4 Rtn4 0,3781299| 0,992757414 0,5875041] 0,969766606 6943200
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa 0,3667984| 0,994257426 0,8680716] 0,707592145 4760700
Pyruvate dehydrogenase protein X component,
Q8BKZ9 mitochondrial Pdhx 0,3650647| 0,994464341 0,391201] 0,999450469 8881300
Q9DCX2 ATP synthase subunit d, mitochondrial Atp5h 0,3533087| 0,995721708 0,7196548| 0,882117879 5649800
P11531 Dystrophin Dmd 0,3516844 0,99587651 1,006786] 0,516327149 22525000
Serine beta-lactamase-like protein LACTB,
Q9EP89 mitochondrial Lactb 0,3084527| 0,998640285 0,9857041| 0,545019303 3059700
P63368 Tubulin alpha-4A chain Tubada 0,307691 0,99866992 0,3163695| 0,999966644 44424000
P03921 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 Mtnd5 0,3047664| 0,998778948 1,034225| 0,479765427 2924400
P04919 Band 3 anion transport protein Slc4ai 0,2904127| 0,999214834 0,9636474| 0,575441483 11560000
Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 Mtch2 0,2879884| 0,999274011 0,6740536] 0,920557079 1980700
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
Q9DC70 protein 7, mitochondrial Ndufs7 0,2313006 0,99992129 0,8019236| 0,792920964 2308200
Q9JJZ2 Tubulin alpha-8 chain Tubag 0,06007956 1 0,04530992 1 9369000
P63254 Cysteine-rich protein 1 Crip1 0,05184136 1 1,519701] 0,086457257 8277900

Tab. 7.1: CRP4-Interaktom unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen.
Auflistung der Mittelwerte aller mittels LC-MS/MS detektierten Proteine in Co-IP-Lysaten von CRP4-

WT und CRP4-KO Herzen und der Signifikanzniveaus

(*p<0,05) der im CRP4-WT Lysat

angereicherten Proteine unter basalen (n=6 pro Genotyp) und Ang ll-stimulierten (n=6 pro Genotyp)
Bedingungen. Signifikant angereicherte Proteinen stellen demnach spezifische Interaktionspartner von
CRP4 dar und sind gekennzeichent (+).
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7.2.3 Vergleichende Proteomanalyse £ Ang Il
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Sx 58 |[sE| Sx = 2
Protein Proteinbezeichnung Gen gL ﬁ %_ § S 2 E 2 ;é_ Za E
Q99P72__|Reticulon-4 Rind 1,197139] 0,08068382 0.874876| 0,18968594 115580000
P97447 ___|Four and a half LIM domains protein 1 Fhi 0,9804016] 0,80268825 1,051213] 0,69490755 199830000
Q02566 |Myosin-6 Myh6 0,7201009] _ 9,34E-05] + | 0,7145188| 0,00074531 5911700000
P56135 __ |ATP synthase subunit f, mitochondrial Alp5j2 1,258218] 0,02552987 1,290479] 0,06276651 345790000
P80318___|T-complex protein 1 subunit gamma Cct3 6,057245] _ 2.49E-69] + | 0,8284773] 0,06201973 41581000
Qocazs  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta Ndufb3 6,249204|  1,09-71| + | 1,000416| 0,97008872 116200000
subcomplex subunit 3
Pagopg  |Ciochrome ¢ oxidase subunit 6A2, Cox6a2 2434088 3,78E-18| + | 0,7146354| 0,00074982 200570000
mitochondrial
P05125 __ |Natriuretic peptides A Nppa 0,9566602] 0,5889101 1144319 0,3173206 44473000
P10605 ﬁ:;t‘;pcsr:;ﬁ’catheps'”B"ghtCha'”’Catheps'”B Ctsb 0,8367389| 0,0333487 0,8841223| 0,22839547 32331000
P99024 | Tubulin beta-5 chain Tubb5 1,357869] 0,00289618 0,7769889] 0,01176118 48597000
Psigey  |Myosin regulatory light chain 2, Myl2 0,9225511| 0,33168905 0,7718349| 0,00968237 966740000
ventricular/cardiac muscle isoform
P40124 Adenylyl cyclase-associated protein 1 Cap1 0,9854211] 0,8498241 1,101235] 0,46837057 17264000
P09542 __ |Myosin light chain 3 Myl3 0,8365512] 0,03312872 0,7245703] 0,00123722 1277400000
Q06890 S:;?;e””p'“ge”” beta chain;Clusterin alpha |, 1,202618| 0,0732322 0,8462427| 0,09890151 17628000
P10126___|Elongation factor 1-alpha 1 Eefial 1,080315] 045763687 1,159788| 0,27301587 124350000
P63254 __|Cysteine-rich protein 1 Crip1 0,0460427] 1,16E291] + | 0,0519103] 1,57E-198 65657000
P10107 __ |Annexin Al Anxal 0,7086478] _ 4.18E-05| + | 0,9624349| 0,73336226 28883000
P57780 __|Alpha-actinin-4 Actnd 0,7728825] 0,00214955] + | 1,077286] 0,57026139 42688000
QOWVA4 _ |Transgelin-2 Tagin2 0,9647292| 0,65930965 0,9119494] 0,37395769 32098000
P51637 _ |Caveolin-3 Cav3 517642|  4,64E58] + | 0,9284999] 0480176 30080000
P09103__|Protein disuliide-isomerase Pahb 1,009107] 0,93938567 0,9587353| 0,70405135 130470000
Q9EQK5 __|Major vault protein Mvp 1,206384] _0,0684621 0,9071939] 0,34603919 8625000
Q8BTM8 _|Filamin-A Fina 0,9761102] _ 0.762757 0,8308878| 0,06627149 50024000
P15105 __ |Glutamine synthetase Glul 1,207075| 0,06761645 0,7094913| 0,00057272 27302000
Q8VHX6 _|Filamin-C Finc 0,7654402] _0,0014554] + | 0,8131257| 0,03973179 452140000
Q8CGC7 Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase Eprs 1,622868 2,34E-06] + 1,132471] 0,35473609 16777000
Q61233 |Plastin-2 Lopt 0,6933814] _ 1,33E-05] + 1,49003] 0,00384552 12774000
P49817 __ |Caveoln-1 Cavl 1,039664] 0,71307721 0,8607] 0,13946551 69364000
P31001 Desmin Des 0,9832435| 0,82932831 1,877169] _ 5,50E-06 23348000
QOWUA3_|6-phosphofructokinase type C Pikp 1,147888] 0,18155981 0,967447| 0,77350952 18763000
A2ASS6 __ |Titin Tin 0,8201472| 0,01801839 0,8667947| 0,15973483 25397000
Q8VDD5__ |Myosin-9 Myho 0,9085029] 0,24908007 1,154459] 0,28770778 68518000
P20152 __ |Vimentin Vim 0,9978472] _0,9674388 1,852211] _ 8,63E-06 42670000
Q922R8__|Protein disullide-isomerase A6 Pdia6 1,047944] 065611272 1,07992] 05584412 20663000
Q9Z1Q5__|Chioride intracellular channel protein 1 Clic 1,068145| 052740492 0,875522| 0,19223468 14515000
P63276 __ |40S ribosomal protein S17 Rpsi7 1,492855]  9,41E-05] + | 1,083664] 0,54189809 11592000
P12970 __|60S ribosomal protein L7a Rpl7a 106875 3,82E11] + | 0.7956182] 0,0227223 25333000
P62918 __|60S ribosomal protein L8 Rpl8 1,010862] 0,92588075 1,018134] 0,87033798 34301000
Q62188 ___ | Dihydropyrimidinase-related protein 3 Dpysi3 0,7430027| 0,00040615] + | 0,9445328| 0,59488857 59145000
P14602 __|Heat shock protein beta-1 Hspb1 0,9919815] 0,91185586 0,8745922| 0,18857327 488910000
Q62446 |Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP3 Fkbp3 0,9352483| 0,41868425 0,8289318| 0,06280466 35160000
P16546 Spectrin alpha chain, brain Sptani 2,17638 3,17E-14] + 0,614149 8,97E-07 10989000
Q9EQP2__|EH domain-containing protein 4 Ehd4 0,9901067| 0,89409893 0,9493675| 0,63137073 287720000
P26039 __ |Talin-1 Tint 0,9278769] 0,36679584 0,7776606] 0,01205825 30438000
Q9JLV1 BAG family molecular chaperone regulator 3 Bag3 3,970325 2,37E-41| + 1,033328| 0,78768773 22735000
Q9CZX8 __ |40S ribosomal protein 519 Rps19 0,8595451] 0,07042941 0,9756047] 0,83966514 34749000
035887 __|Calumenin Calu 0,9029412| 0,22043718 0,9857994] 0,92311253 27800000
P24369 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B Ppib 0,7477242]| 0,00053822| + 1,372249] 0,02140086 18429000
P40142 __|Transketolase Tkt 0,8606425] 0,07281046 1186692 0,2075327 14212000
Qepcpo  |Phosphogluconate dehydrogenase, Pgd 1,128623| 0,24181068 0,9336078| 0,51557655 22689000
decarboxylating
Q9Z2U0 __ |Proteasome subunit alpha type-7 Psma7 1,206078] 0,06883921 0,8938977| 0,27457737 25752000
P25444___|40S ribosomal protein S2 Rps2 1,142785] 0,19621664 0,8395886] _0,0835317 35765000
Q8BG05 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 Hnrnpa3 1,01851| 0,86758637 1,230321| 0,12877378 13532000
P29699 __|Alpha-2-HS-glycoprotein Ahsg 0,994043| 0,93139266 1,077131] 0,57095863 177300000
P62960 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 Ybx1 0,9969485| 0,95892681 0,9740991| 0,82739654 23675000
070468 Myosin-binding protein C, cardiac-type Mybpc3 1,299997| 0,01068976 0,8163115| 0,04372403 574100000
QOWTR5 _ |Cadherin-13 Cdh13 1,023566] 0,82965697 1,025067| 0,83224008 17808000
Q07076 |Annexin A7 Anxa? 0,8277144] 0,02404655 0,9209465| 0,43001881 16692000
P97429 __ |Annexin Ad Anxad 1.187712] 0,09503075 1,024618| 0,13736399 9405700
Q9JI91 Alpha-actinin-2 Actn2 1,099585]  1,35E-11] + | 1,158908] 0,27540154 46852000
Q9CZM2__ |60S ribosomal protein L15 Rpl15 1,23326] 0,04161058 0,7991905] _0,0255837 20019000
P59999 __|Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 Arpcd 1,03356] 0,75644665 0,9064401] 0,34172616 12249000
P35980 __ |60S ribosomal protein L18 Rpl8 0,8996834] 0,20472387 1,03125| 0,79880346 43332000
P26041 Moesin Msn 0,9945037] 0,93575969 1,196084] 0,18789272 124520000
P14211 Calreticulin Calr 1,023945| 0,82683714 1,023699] 0,83970876 141930000
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ABX935 Itih4 0,9882464| 0,87649836 1,57223] 0,00105611 10689000
Q91VI7 Ribonuclease inhibitor Rnh1 0,9460069| 0,50085709 0,9927692| 0,98021128 34087000
P35385 Heat shock protein beta-7 Hspb7 1,118489| 0,27912575 0,8578728] 0,13071922 27885000
P19324 Serpin H1 Serpinh1 0,934793| 0,4153718 1,53108] 0,00203419 11370000
P14148 60S ribosomal protein L7 Rpl7 1,143625| 0,19374337 0,8456715] 0,09750417 31231000
Q60605 Myosin light polypeptide 6 MyI6 0,7390796| 0,00031969 1,605917| 0,00061037 19622000
P27773 Protein disulfide-isomerase A3 Pdia3 1,028859| 0,79056546 1,152858| 0,29223753 141590000
P21981 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 |Tgm2 1,219125] 0,05426963 1,191506] 0,19726904 213520000
P70414 Sodium/calcium exchanger 1 Slc8ai 0,4623441 5,26E-20 0,770757| 0,00928993 12924000
P67984 60S ribosomal protein L22 Rpl22 1,037827| 0,72601332 0,8862827| 0,23813508 34495000
088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 |Hnrnpa2b1 1,07538| 0,48518834 0,8996261| 0,30415543 55193000
Q8CIB5 Fermitin family homolog 2 Fermt2 1,124768| 0,25552917 0,9605098] 0,71807255 8671800
Q00623 Apolipoprotein A-I;Truncated apolipoprotein A-I  |Apoa1 1,0304| 0,77931784 0,9428277| 0,58221266 570710000
P19123 Troponin C, slow skeletal and cardiac muscles  |Tnnct 0,8549889| 0,06118846 0,9451698| 0,59965085 183310000
035639 Annexin A3 Anxa3 0,843476] 0,04207141 1,225075| 0,13665858 25539000
P47911 60S ribosomal protein L6 Rpl6 0,9905547| 0,89834056 0,9489713] 0,62835207 43898000
P51410 60S ribosomal protein L9 Rpl9 0,9523547| 0,55259374 1,2746] 0,07636588 14172000
Q9DCN2 NADH-cytochrome b5 reductase 3 Cyb5r3 0,9753467| 0,75569642 0,9951915 1 37930000
Q8CI51 PDZ and LIM domain protein 5 Pdlim5 0,7317337] 0,00020145 0,8650224| 0,15363862 33270000
P01027 Complement C3 C3 0,9582136| 0,60223708 1,210747| 0,16028951 253650000
P14131 408 ribosomal protein S16 Rps16 1,003468| 0,98305133 0,9785156] 0,86343866 28975000
Q9CY58 Elzts;?r:mge" activator inhibitor 1 RNA-binding - fo 0,9809659| 0,8079668 0,8531464| 0,11699698 7213900
P16045 Galectin-1 Lgals1 1,012937| 0,90996843 0,9761323| 0,84396938 88447000
Q3THE2 Myosin regulatory light chain 12B Myl12b;Myl9 | 0,8763523| 0,1141934 1,217494] 0,14876897 29523000
Q64727 Vinculin Vel 1,000861| 0,99594824 1,047363| 0,71441972 143310000
P35979 60S ribosomal protein L12 Rpl12 0,8358314| 0,03229645 1,156784| 0,28122489 43649000
P62242 40S ribosomal protein S8 Rps8 0,9876048| 0,87043432 1,097915| 0,48173641 52637000
P18760 Cofilin-1 Cfl1 0,9300256| 0,38153207 1,133725] 0,35062832 160660000
P62855 408 ribosomal protein S26 Rps26 0,9428775| 0,47620864 1,628382| 0,00042117 15603000
Q99JY9 Actin-related protein 3 Actr3 1,03838| 0,72211184 1,073731] 0,5864451 24725000
P47963 60S ribosomal protein L13 Rpl13 1,106587| 0,32823189 1,046359| 0,7195471 31195000
Q9R0OP5 Destrin Dstn 1,065271| 0,54476217 1,071754| 0,59555984 60496000
P62264 408 ribosomal protein S14 Rpsi4 0,9523067| 0,55219487 0,7451052] 0,00322215 34582000
P12382 6-phosphofructokinase, liver type Pkl 0,9414892| 0,46546427 1,115563] 0,41351951 19992000
P62754 40S ribosomal protein S6 Rps6 1,007802| 0,94945835 1,172327| 0,24073402 36188000
P08113 Endoplasmin Hsp90b1 0,9229391| 0,33417727 1,019628| 0,86208034 170680000
P23927 Alpha-crystallin B chain Cryab 1,160284| 0,14958775 0,8562191] 0,12579108 701160000
P07356 Annexin A2 Anxa2 0,982172| 0,81926812 1,029078| 0,81048751 259260000
070400 PDZ and LIM domain protein 1 Pdlim1 1,18933] 0,09242439 1,397897| 0,0149555 16030000
Q9D8E6 60S ribosomal protein L4 Rpl4 0,9957284| 0,94736626 0,9163562] 0,4008982 18508000
QePsag  |XOxOisovalerate dehydrogenase subunitbeta, 1o 4 1,059341| 0,58159847 0,9912124| 0,9674726 35387000
mitochondrial
Q9ROP3 S-formylglutathione hydrolase Esd 0,8921115] 0,17119343 1,039149] 0,75691105 40236000
Q9D8NO Elongation factor 1-gamma Eeflg 0,9057066| 0,23439126 0,9220585] 0,43723123 64074000
P62270 40S ribosomal protein S18 Rps18 1,035961| 0,73925757 0,9800816] 0,87625182 40109000
P61979 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Hnrnpk 1,02779] 0,79840366 0,9112836| 0,36997616 45701000
P14206 40S ribosomal protein SA Rpsa 1,051577] 0,63185115 0,9864073| 0,92809673 54923000
P68254 14-3-3 protein theta 'Ywhag 0,8087994| 0,01139401 1,183537| 0,21448951 25780000
Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Clic 0,904989| 0,23071574 1,114235| 0,41840856 143260000
Qequip  |Transforming protein RhoA;Rho-related GTP- o o pp o | o 8727238 0,10335599 1,011018| 0,91003664 48709000
binding protein RhoC
Q4KML4 Costars family protein ABRACL Abracl 0,9598289| 0,61621447 1,488741| 0,00392205 15471000
Q9D1A2 Cytosolic non-specific dipeptidase Cndp2 0,9566199] 0,58856595 1,203945| 0,17264551 10531000
P29391 Ferritin light chain 1;Ferritin light chain 2 Ftl1;Ftl2 1,021843 0,842517 1,09044| 0,51273604 84833000
A2AUCY Kbtbd10 1,056224| 0,60150818 1,103433] 0,45965501 27394000
Q6ZWN5 408 ribosomal protein S9 Rps9 0,9882786]| 0,87680323 1,256893| 0,09452775 29908000
P68040 Sﬁ;":’e nucleotide-binding protein subunit beta- {, \ 0,8880172|  0,154765 1,077073| 0,57122311 91976000
P63325 40S ribosomal protein S10 Rps10 0,8475752| 0,0482283 1,001155| 0,96587143 13693000
Q9WV35 Probable C->U-editing enzyme APOBEC-2 Apobec2 1,331532| 0,00531925 0,8400031 0,0844323 18152000
P37804 Transgelin Tagin 0,9933005] 0,92435529 0,9418998] 0,57535803 22013000
Q9R1P0O Proteasome subunit alpha type-4 Psma4 0,7757167| 0,0024833 1,124982] 0,3799828 17709000
P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha Hsp90aa1 1,070783| 0,51176668 1,075761| 0,57717036 84123000
070251 Elongation factor 1-beta Eefib 0,7338278| 0,00023021 1,047062| 0,71595455 26647000
P61358 60S ribosomal protein L27 Rpl27 0,9573212| 0,59456705 0,9903598] 0,9604914 40589000
P60335 Poly(rC)-binding protein 1 Pcbp1 1,075365| 0,48527308 0,9130013] 0,38029612 34624000
P02089 Hemoglobin subunit beta-2 Hbb-b2 1,307716f 0,00903921 0,9564149] 0,68582967 2509800000
Q3UTJ2 Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 Sorbs2 0,8459063| 0,04563942 0,9157463| 0,39710964 31691000
Q61147 Ceruloplasmin Cp 1,006997| 0,9556852 1,157784| 0,27847072 48871000
P27546 Microtubule-associated protein 4 Map4 0,9452865| 0,49513103 0,9855611| 0,92115851 79291000
QICWJ9 Bifunctional purine biosynthesis protein PURH Atic 1,264152| 0,02264952 1,049132| 0,70542087 10399000
Q92111 Serotransferrin Tf 1,034902| 0,74681779 1,162004 0,26708 1809600000
P62141 Serine/threonine-protein phosphatase PP1- Pppich:Ppp1d  1,191267| 0,08938363 1,010605| 0,91235722 38840000
beta/gamma catalytic subunit
Q9JJZ2 Tubulin alpha-8 chain Tubas 1,029372]| 0,78681753 1,07231] 0,59298493 27819000
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Anhang

Q8CDN6 Thioredoxin-like protein 1 Txnl1 1,18824| 0,09417425 0,6610351 3,12E-05 13651000
P14869 60S acidic ribosomal protein PO Rplp0 0,9423506| 0,47211649 1,044972| 0,72666908 33415000
Q05816 Fatty acid-binding protein, epidermal Fabp5 0,9019501| 0,21557405 1,046099| 0,72088072 27208000
P62908 40S ribosomal protein S3 Rps3 0,9173227| 0,29923327 1,089399| 0,5171488 101830000
Qocavs 1438 protein bet/alpha;14-3-3 protein Ywhab 1,082825| 0,44401235 0,950131| 0,63720062 42917000
beta/alpha, N-terminally processed
P14115 60S ribosomal protein L27a Rpl27a 1,099915] 0,3583294 1,263109| 0,08776375 26252000
P57776 Elongation factor 1-delta Eefld 0,9366704| 0,42912092 1,105408| 0,45191827 80951000
P97351 40S ribosomal protein S3a Rps3a 0,8857493]| 0,14616585 0,9709951| 0,80217992 26835000
Q9R062 Glycogenin-1 Gyg1 1,053468| 0,61940531 0,910149] 0,36324549 49157000
P70168 Importin subunit beta-1 Kpnb1 1,029803]| 0,78366771 0,8939858| 0,27501849 5076300
P48036 Annexin A5 Anxab5 1,033343| 0,75801234 1,08018] 0,55728479 185900000
Q1XH17 Tripartite motif-containing protein 72 Trim72 1,251473] 0,02920297 0,8681653| 0,16456462 53286000
P17182 Alpha-enolase Eno1 0,9414114| 0,46486632 0,9569771] 0,69023236 340290000
Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 Arhgdia 0,966181| 0,67226382 0,9188693| 0,41670963 140390000
P68510 14-3-3 protein eta Ywhah 0,8891428| 0,1591645 4,468379 5,57E-27 33953000
P63101 14-3-3 protein zeta/delta Ywhaz 1,007491 0,9518654 0,8954955| 0,2826413 145700000
P58252 Elongation factor 2 Eef2 1,010177] 0,9311486 0,9332629| 0,51315069 369590000
088342 WD repeat-containing protein 1 Wdr1 1,012727] 0,91157894 1,159367| 0,27415532 176310000
peiogs  |ADP-ribosylation factor 3;ADP-ribosylation factor |, (3. a1 ara|  1,069221| 0,5209907 1,000949| 0,96704691 51513000
1;ADP-ribosylation factor 2
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 Rplp2 0,9863415| 0,85850492 1,028868| 0,81161917 93945000
P21614 Vitamin D-binding protein Gc 0,8489263| 0,0504094 0,8896483| 0,25383569 10754000
P46412 Glutathione peroxidase 3 Gpx3 1,133855] 0,2241008 1,556563| 0,00135808 14975000
Q9D819 Inorganic pyrophosphatase Ppai 1,063202]| 0,55745992 1,019137| 0,86479236 45213000
Qskogg  |Fibrinogen beta chain;Fibrinopeptide Fgb 1,028087| 0,79622399 1,086326| 0,53032326 116790000
B;Fibrinogen beta chain
P63323 40S ribosomal protein S12 Rpsi2 0,8815199| 0,1310592 1,217498| 0,14876169 16564000
P10630 Eukaryotic initiation factor 4A-Il Eif4a2 1,040056| 0,71033568 1,062235| 0,64056695 49127000
Q60864 Stress-induced-phosphoprotein 1 Stip1 0,8918771| 0,17022076 1,008437| 0,92456413 29029000
P63028 Translationally-controlled tumor protein Tptl 1,108755] 0,31884963 0,9972604| 0,98813372 79777000
P68372 Tubulin beta-4B chain;Tubulin beta-4A chain Tubb4b;Tubbq 1,051991]| 0,6291142 0,9333762| 0,51394674 723120000
Q61838 Alpha-2-macroglobulin A2m 1,268696| 0,02064693 1,241225| 0,11361598 493710000
Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 Pgam1 0,9888413]| 0,88212425 1,034607| 0,78087937 117410000
P62082 408 ribosomal protein S7 Rps7 0,9902897| 0,89583191 1,180128| 0,22221711 22045000
Q99L47 Hsc70-interacting protein St13 1,070801] 0,51165743 1,229147| 0,13050465 15499000
P17710 Hexokinase-1 Hk1 0,8881825| 0,15540576 0,913785] 0,38505613 200670000
088492 Perilipin-4 Plin4 0,9349027| 0,41616852 0,7543228] 0,0047939 34390000
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia 0,93121 0,3897932 1,259492| 0,0916464 347800000
P11499 Heat shock protein HSP 90-beta Hsp90ab1 0,9815758| 0,81367941 0,9441314| 0,59189532 1005200000
P20029 78 kDa glucose-regulated protein Hspa5 0,9933887| 0,92519137 0,9890155| 0,94947786 625230000
P62827 GTP-binding nuclear protein Ran Ran;Rasl2-9 0,9908464 0,901103 1,003839| 0,95059398 81722000
P97825 ;'j;;?:f"’g'ca' and neurological expressed 1 Hn1 0,9423326|  0,471977 1,13131| 0,35856732 19306000
P14824 Annexin A6 Anxa6 1,001103] 0,99823671 1,062653| 0,63855081 386030000
P62281 408 ribosomal protein S11 Rps11 1,081366] 0,45189886 1,281282| 0,07035482 16816000
P70349 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 Hint1 0,9675084| 0,68417623 1,185958| 0,20913583 63252000
Q5EBG6 Heat shock protein beta-6 Hspb6 1,187028| 0,09615227 1,010183| 0,91472576 256480000
P62702 408 ribosomal protein S4, X isoform Rps4x 1,030626| 0,77767226 1,090183| 0,51382234 33697000
P51885 Lumican Lum 1,197062] 0,08079303 1,186219| 0,20856381 15611000
Q9JHU4 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 Dync1hi 0,9355853] 0,4211452 1,042922| 0,73724713 46165000
Q60854 Serpin B6 Serpinb6 1,027242]| 0,80243267 1,059697| 0,65287352 81654000
P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2 Serpinaib 1,088137] 0,41605405 1,498206| 0,00339234 158010000
Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain Fgg 0,9956862| 0,94696691 1,186753| 0,20740068 102760000
Q8VDM4 EGS proteasome non-ATPase regulatory subunit |5\ 0,9529116| 0,55723766 1,200299| 0,17958659 7418600
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain Tpm1 0,9197381| 0,31397687 1,021563| 0,85142035 1861000000
Q9QYB1 Chloride intracellular channel protein 4 Clic4 1,245554| 0,03281157 0,9015399| 0,31444757 60921000
Q91X72 Hemopexin Hpx 1,214609| 0,05897327 1,360882| 0,02500915 200340000
Q04447 Creatine kinase B-type Ckb 0,8243179| 0,02115985 1,125137| 0,37944846 37164000
P62821 Ras-related protein Rab-1A Rab1A 1,094087] 0,38615607 0,9076427| 0,34862208 54345000
P42932 T-complex protein 1 subunit theta Cct8 1,055566| 0,60575318 1,486192| 0,00407765 32216000
P07724 Serum albumin Alb 1,038332| 0,72244648 1,053374| 0,68407248 13808000000
Q99J39 Malonyl-CoA decarboxylase, mitochondrial Mlycd 1,218625| 0,0547741 1,022717| 0,84508832 20676000
P01942 Hemoglobin subunit alpha Hba 1,102881] 0,34471696 1,239654| 0,11570091 13813000000
P63158 High mobility group protein B1 Hmgb1 0,9708366] 0,71431322 0,9495593| 0,63283321 105660000
P46638 gz;rﬁited protein Rab-11B;Ras-related protein o1 pant| 0,9861029| 085625427 1,010628| 0,91222591 39714000
Q91VT4 Carbonyl reductase family member 4 Cbr4 0,9862269] 0,85742338 0,745911| 0,00333862 20424000
Q9R1P4 Proteasome subunit alpha type-1 Psmai 0,983186| 0,8287884 0,9880593| 0,94164138 16331000
Qowuzz SH3 domain-binding glutamic acid-rich protein  |Sh3bgr 0,8423585| 0,04050842 0,7926154| 0,02052774 17835000
P63242 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1/5A2 |Eif5a;Eif5a2 | 0,9081261| 0,24706697 1,223315| 0,13939296 40256000
P68368 Tubulin alpha-4A chain Tuba4a 0,9097142| 0,25562437 0,9482875| 0,62315514 394090000
Q3URD3 Sarcolemmal membrane-associated protein Slmap 0,6964167 1,68E-05 1,130084| 0,36264745 22595000
P62204 Calmodulin;Calmodulin-like protein 3 Calm1;Calmi3] 1,038467| 0,72149651 0,8809093| 0,21439965 102040000
Q912J5 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase Ugp2 1,096902| 0,37253877 0,9694625| 0,7897733 86612000
P35564 Calnexin Canx 1,033816] 0,75461067 0,9342886] 0,52038013 93322000
Q9CZ30 Obg-like ATPase 1 Olai 0,8332759| 0,02947944 0,5525935 2,12E-09 10320000
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Anhang

P56399 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 Usp5 1,064625 0,548705 1,078554| 0,56455023 23318000
Q61316 |Heat shock 70 kDa protein 4 Hspas 0,9401736] 0,45539476 1,040357] 0,75059126 88444000
Q01853 Transitional endoplasmic reticulum ATPase Vep 0,9531502| 0,55923282 1,116242] 0,41103679 289760000
Q9EQH3 Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Vps35 0,9490986| 0,52577412 1,002542| 0,95796817 27830000
P63017___|Heat shock cognate 71 kDa protein Hspas 0,9471873| 0,51030556 0,9518933| 0,65072486 820240000
porogz ||+ protein gamma;14-3-3 protein gamma, N- |\, o o 1,027283| 0,80213699 0,9881218| 0,94215343 174910000
terminally processed
Oogs77  |Kininogen-1:Kininogen-1 heavy ) KngT 1,11711|  0,2845181 1,444379| 0,00763689 52115000
chain;Bradykinin;Kininogen-1 light chain
P50247 __|Adenosylhomocysteinase ‘Ahcy 1.112859] 0,30162901 0,9675866] 0,77463393 23102000
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain Ldha 0,9245446] 0,34459034 1,001101] 0,96617734 777270000
P50752___|Troponin T, cardiac muscle Tnnt2 0,9896225| 0,88951543 1,133982| 0,34979264 759090000
P62259 __ |14-3-3 protein epsilon Ywhae 1,084163| 0,43685488 1,0094] 0,91913435 348680000
P52480 __|Pyruvate kinase isozymes M1/M2 Pkm2 1,063805] 0,55373915 0,9031456] 0,32324012 1573500000
P50462 __ |Cysteine and glycine-rich protein 3 Csp3 1,036222| 0,73739764 0,9906012] 0,96246837 1584600000
Q7emza  [Serine/threonine-protein phosphatase 2A 85 kDa o ) 0,9907458| 0,90015072 1,022863| 0,84428798 45542000
regulatory subunit A alpha isoform
P13634___|Carbonic anhydrase 1 Cal 1,19894] 0,07816434 1,200812| 0,17859697 32268000
P34884 Macrophage migration inhibitory factor Mif 1,254262| 0,02762974 0,9075953| 0,34834853 70314000
P24270 __ |Catalase Cat 1,064842] 0,54738062 1,120374] 0,39613999 42823000
P48787 __|Troponin I, cardiac muscle Tonia 0,9698383| _0,7052343 1,090344] 0,51314203 541160000
Q8JZQ2 ___|AFG3-like protein 2 Ag312 1,270408| 0,01993541 1,372856] 0,02122266 24640000
070325 EQ:’:SQ;!Z"’ hydroperoxide glutathione Gpx4 1,061979| 0,56504066 0,0784849| 0,86318764 36185000
Q9IDBP5__|UMP-CMP kinase Cmpkd 1,071593] _0,5070191 0,9427634] _ 0581737 13811000
P32020 Non-specific lipid-transfer protein Scp2 1,208173] 0,06629204 0,8654339| 0,15503898 47813000
Q02053 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Ubat 0,9800155| 0,79907972 1,090431| 0,51277132 80950000
Q61598 |Rab GDP dissociation inhibitor beta Gdi2 1,001048] 0,99771645 1,181278] 0,21958478 116270000
088685 26S protease regulatory subunit 6A Psmc3 0,8726591| 0,10316996 1,0908] 0,51121373 14229000
035143 __|ATPase inhibitor, mitochondrial Atpit1 1,13298| 0,22699052 0,7377043| 0,00230897 47345000
Qoposg  [Histidine triad nucleotide-binding protein 2, Hint2 1,363082| 0,00256123 0,9217492| 0,43521945 46088000
mitochondrial
Qopecy  [AMP-dependent protein kinase type -alpha 1o o o 0,9984063| 0,07273217 1,282645| 0,0691817 27028000
regulatory subunit
Q9D6US __ |Protein FAM162A Fami62a 1,08625| 0,42584669 0,9630223| 0,73804292 58663000
Q9QUR6__|Prolyl endopeptidase Prep 0,9202746] 0,31731051 1,061457] 0,64432625 18049000
pros70  |Nascent polypeplide-associated complex subunit |\ . 0,9182804| 0,30502776 0,8859622| 0,23667377 191390000
alpha, muscle-specific form
Q6ZWV3 f?os_lri:’:wma' protein L10:60S ribosomal protein | 1o 2oi101 | 0,9563704| 058643661 1,092081| 0,5058237 10287000
Qsriz7  |Saccharopine dehydrogenase-like Scepdh 1,283675| 0,01513455 0,7523435| 0,00440906 25604000
oxidoreductase
Q99LX0__|Protein DJ-1 Park? 1,067529] 0,53109338 0,9606866] 0,71947331 197400000
P62631 Elongation factor 1-alpha 2 Eefla2 1,041016] 0,70362915 1,044552| 0,72882855 1052600000
Q9Z2W0 _ |Aspartyl aminopeptidase Dnpep 1,019294] 0,86167163 0,9157035] 0,39684449 21236000
Q9Z1E4___|Glycogen [starch] synthase, muscle Gysi 1,096216] 0,37582508 1,062614] 0,63874028 38580000
P09411 Phosphoglycerate kinase 1 Pgki 1,062389] _ 0,562491 1,05566] 0,67270189 1242900000
P00920___|Carbonic anhydrase 2 Ca2 1,299902| 0,01071156 1,365439] 0,02350025 92804000
QID1X0__ |Nucleolar protein 3 Nol3 1,489297| 0,00010365 0,8168055] _ 0,044371 22869000
P49813 __|Tropomodulin-1 Tmodl 1,132614] 0,22820768 0,936786| 0,53816586 8977800
P05064 __|Fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa 0,9800171] 0,79909476 1,043735] 0,73304203 2424500000
po775g  |AlPha-t-antitrypsin 1-1;Apha-1-antitrypsin 1= {o 0oo 100 1 05801| 058432786 1,198404| 0,18328366 648420000
3;Alpha-1-antitrypsin 1-5
P61089 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N Ube2n 1,080887] 0,45450767 1,092078| 0,50583519 54398000
P04919 __ |Band 3 anion transport protein Sicdal 1,151565] 0,17155064 1,626422] _0,0004351 33824000
Q60994 |Adiponectin Adipog 1,157777] 0,15565364 0,0977562] 0,98529365 45184000
P18242 __ |Cathepsin D Cisd 0,9095547] 0,25475607 0,0086547] 0,35448573 122970000
008553 | Dihydropyrimidinase-related protein 2 Dpysi2 0,9757668] 0,75957932 0,0858413] 0,92345564 56989000
P55264 ___|Adenosine kinase Adk 0,8957129] 0,18662508 1,0277] 0,81793798 70498000
P61971 Nuclear transport factor 2 Nutf2 0,9418486] 0,46823471 1,022296] 0,84739356 29760000
P10639 | Thioredoxin Txn 1,067446] 0,53159186 0,0854445] 0,92020203 706590000
Q01768 |Nucleoside diphosphate kinase B Nme2 1,042906] 0,69050728 0,0192518] 0,41914448 812700000
P02088___|Hemoglobin subunit beta-1 Hob-b1 1,176561] 0,11474951 1,385289| 0,01785701 18778000000
Q99LY9 gé?e?ndsehydroge”ase [ubiquinone] iron-sulfur 1 os 1,032788| 0,76201107 0,9100044| 0,36239229 149400000
Oassagy  |Acidic leucine-rich nucear phosphoprotein 32 {55, 0,9822099| 0,81962428 1,184127| 0,21317447 20957000
family member A
Q9R0Q7 _ |Prostaglandin E synthase 3 Piges3 0,9732741] 0,73660739 0,0858963] 0,92390675 41508000
P06745 __ |Glucose-6-phosphate isomerase Gpi 0,9898958] 0,89210264 0,0604845] 0,71787235 547370000
Q9CPY7 _|Cytosol aminopeptidase Lap3 0,9138355] 0,27871042 0,9824591] _0,8957267 19537000
P45591 Cofiin-2 Ci2 0,9753778 0,75598384 1,166984] 0,25410131 51523000
Q99LP6 GrpE protein homolog 1, mitochondrial Grpell 1,1058] 0,33168476 1,010659| 0,91204838 36917000
008528 |Hexokinase-2 Hk2 0,9971422] 0,96076182 1,058679| 0,65784504 200780000
054724 Polymerase | and transcript release factor Ptrf 0,9084475| 0,24878355 0,9039098| 0,32747488 176500000
Pstgeo | eroXisomal multifunctional enzyme type 23(3R)- |y 47,4 1,209517| 0,06470117 0,942336 0,57857624 27134000
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
Q8KIM6__|Dynamin-1-like protein Dnmil 0,9471512] 0,51001521 1,020624] 0,85658893 29544000
P35700 __|Peroxiredoxin-1 Prax1 1,031073| 0,77442241 0,0958382] 0,99628829 513540000
A2AMMO Muscle-related coiled-coil protein Murc 1,014699| 0,8965121 0,9635386| 0,74216312 33794000
Q8CI94 Glycogen phosphorylase, brain form Pygb 1,032662| 0,76291956 0,9699959| 0,79408709 339910000
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P63001 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 Rac1;Rac3;R4d 1,059261| 0,58210622 1,014956] 0,88799911 42030000
QopiLg  |Ceiled-coikhelix-cailed-cail-helix domain- Chchd2 0,9206374| 0,31957627 1,041314| 0,74560012 60750000
containing protein 2, mitochondrial
Q923D2 _|Flavin reductase (NADPH) Bivib 1.172476] 012278405 1.144322] 0,31731051 48620000
P06728 __|Apolipoprotein A-IV ‘Apoad 0,9689669] 0,69733696 1,049025| 0,70595959 22439000
P11404___|Fatly acid-binding protein, heart Fabp3 1,04797| 0,65593913 1,015188| 0,88670625 3460400000
070250 __|Phosphoglycerate mutase 2 Pgam2 1,03849] 0,72133097 0,9983494] 0,98189853 713340000
Q7ssos  |Methionine-R-sulfoxide reductase B2, Msrb2 0,9601324| 0,61885332 1,04143| 0,74499513 11645000
mitochondrial
P23953 __|Carboxylesterase 1C Ceslc 1,320882] 0,00675852 1.159799| 0,27298496 95262000
Q9JKS4 __|LIM domain-binding protein 3 Ldo3 0,8941609] 0,17986078 0,8379515] 0,08004621 327460000
Q8CHP8 Phosphoglycolate phosphatase Pgp 0,9221072| 0,32885573 1,237934| 0,11802092 18790000
QIDAK9 |14 kDa phosphohistidine phosphatase Phpt1 1,11935] 0,27579518 0,8837701] 0,22683302 23314000
Qozips  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa7 1,028397| 0,79395124 0,8319492| 0,06821429 161290000
subcomplex subunit 7
P01867 __ |lg gamma-2B chain C region lgh-3 1,200246] 0,07638188 0,9657512| 0,75987497 7223200
P80313 __|T-complex protein 1 subunit eta Cet7 1,106536] 0,32845552 1,11893] 0,40130156 21575000
009131 __|Glutathione S-transferase omega-1 GstoT 0,9630649] 0,64456129 1,103433] _0,4596569 133580000
Q64433 _|10 kDa heat shock protein, mitochondrial HspeT 0,9965189| 0,95485655 1,042486| 0,73950781 296260000
P38060  |Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial |Hmgcl 0,9572421| 0,59388957 0,9191662| 0,41859907 23942000
Q11011 Puromycin-sensitive aminopeptidase Npepps 1,04517| 0,67494585 1,016299] 0,88052465 28524000
QID1G3 E‘;g‘s:g;g:teme N-palmitoyliransferase HHAT- ., 1,003257| 0,98469066 0,9003844| 0,30820868 26293000
Q9CPUO__|Lactoylgiutathione lyase Glot 0,9243354] 0,34322323 1,11705] 0,40809388 41877000
Q91WS0  [CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1 [Cisd1 1,045725| 0,67116002 0,8813532 0,2162985 228020000
QB8BH95___|Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial Echst 1,083014] 0,44299554 0,8849554] 0,23212011 487800000
P18572 __ |Basigin Bsg 1,028111] 0,04588108 1,05265| 0,68769133 104000000
P97823 __|Acyl-protein thioesterase 1 Lyplat 1,032341] 0,76523755 0,9975806] 0,98629956 36107000
P07309 __ |Transthyretin Ttr 0,8293965| 0,02559365 1,354516] 0,02726627 700100000
P23242___|Gap junction alpha-1 protein Gjal 1,060573| 0,57383391 0,885353] _0,2339116 44284000
Q8BH64 __|EH domain-containing protein 2 Ehd2 0,9544116] 0,56982646 0,9140582] 0,38672327 51711000
peoggo  |Guanine nucleotide-binding protein Gnb2;Gnb4 | 1,079838| 0,46025501 1,102922| 0,46166954 27046000

G(l)/G(S)/G(T) subunit beta-2

P29758 Ornithine aminotransferase, mitochondrial Oat 0,9133736| 0,27605978 0,9053646| 0,33562547 47002000

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha

Q9CQZz5 . Ndufa6 1,075459| 0,48474041 0,8794782| 0,20835304 198740000
subcomplex subunit 6
QOWVK4 __|EH domain-containing protein 1 Endi 1,050274] 0,64049957 0,9343901] 0,52109757 33578000
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdh 1,070544| 0,51316995 1,080769| 0,55466239 3704500000
P17751 Triosephosphate isomerase Tpit 1,037315] 0,72963937 1,013752| 0,89472138 1062900000
Q9CRDO OCIA domain-containing protein 1 Ociad1 0,9920736] 0,91272841 1,017287| 0,87503421 29792000
QepHze  |Caldlum/calmodulin-dependent protein kinase | o 1,043169| 0,68868948 0,9569701| 0,6901772 20894000
type |l subunit delta
P32261 Antithrombin- 11 Serpincl 1,06883] 0,52331285 1,397389] 0,01506349 17898000
Q9CQ60 __|6-phosphogluconolactonase Pgls 0,9676698] 0,68562909 1,111482] 0,42867197 32766000
P07310 __|Creatine kinase M-type Ckm 1,011952| 0,91751691 0,9396913| 0,55917246 2614800000
Q99LB2  [Dehydrogenase/reductase SDR family member 4 [Dhrs4 0,9927235| 0,91888716 0,9326349| 0,50874638 98950000
P28665 __|Murinoglobulin-1 Mug1 1,024999] _ 0,819009 1,245064] 0.10865599 175760000
P07759 __ |Serine protease inhibitor A3K Serpinask 1,159714] 0.,15094855 1,508256] 0,00290484 516140000
P53986 Monocarboxylate transporter 1 Slc16ai 0,8565478| 0,06423567 1,353141| 0,02777787 25277000
Ossesg  |CCmplement component 1 Q subcomponent- o, o 1,03343| 0,75738676 0,8590454| 0,13429713 81052000
binding protein, mitochondrial
Qocrag  |Coiled-coilhelix-cailed-coik-helix domain- Chchd3 0,9376647| 0,43649726 0,9804503| 0,87927104 220650000
containing protein 3, mitochondrial
Q9CQ69 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Uqcrq 0,9552281| 0,57672776 0,8686395| 0,16625922 293130000
P05201 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic Got1 0,9993492| 0,98165567 0,9795865| 0,87219958 1762900000
P26443 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial Glud1 1,034064| 0,75282278 1,001011] 0,96669403 137550000
POCG50 __|Polyubiquitin-C;Ubiquitin Ubc;Rps27a 1,05189] 0,62977916 0,8864902| 0,23908464 154550000
P14094 Eggim/pmass'“m'transmmng ATPase subunit |, .\, 1,050394| 0,63970105 0,9859803| 0,92459539 135510000
088441 |Metaxin-2 Mix2 1,029201] 0,78806348 0,9625844] 0,7345528 29881000
Q61171 |Peroxiredoxin-2 Prdx2 1,04521] 0,67466962 0,9771176] 0,85201319 393580000
P28474 __|Alcohol dehydrogenase class-3 Adn5 0,9728425| 0,73264652 1.178226] 0,2266244 61847000
E9Q401 __ |Ryanodine receptor 2 Ryr2 0,9609354] 062585651 0,9333647] 0,51386628 146790000
Q9WUB3  |Glycogen phosphorylase, muscle form Pygm 1,075839| 0,48258298 0,9374672| 0,54306142 1470900000
035129 __ |Prohibitin-2 Phb2 1,080618] 0,45597801 1,035712] 0,77501771 171360000
P56375 __ |Acylphosphatase-2 Acyp2 1,002481] 0,99072323 1,076976] 0,57165852 45912000
Q9DOF9 _ |Phosphoglucomutase-1 Pgmi 1,018585| 0,86702181 0,9684883] 0,78190402 412830000
Q60930 zS;iZ?ne'zdepe"dema"'O”'Se'ec“"e channel Vdac2 1,037828| 0,72600994 0,9935352| 0,08647341 625950000
Q8BFR5 _ |Elongation factor Tu, mitochondrial Tufm 1,057201] 0,59522554 0,9647839] 0,75212066 668420000
P21550 __|Beta-enolase Eno3 1,126801] 0,24822071 0,9201642] 0,42498158 1285000000
P09528 __|Ferritin heavy chain Fthi 1,140709] 0,20244195 0,9647925] 0,75218939 124740000
Q7TQ48 _ |Sarcalumenin Srl 0,975284] 075511724 0,9623005] 0,73229272 818730000
P04117 __ |Fatly acid-binding protein, adipocyte Fabp4 1,029442| 0,78630543 1,020972| 0,85467107 1357600000
psi174  |-ong-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, ) . 0,0840723| 0,83712212 0,0243604| 0,4523527 3269000000
mitochondrial
P38647 __ |Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9 0,9196126] 0,31320078 0,9855798 0,92131198 584620000
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Q9JHI5 Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Ivd 1,006274| 0,96127997 0,9917767| 0,97209165 68994000

Qopokz  |Succiny-CoA3-ketoacid-coenzyme A Oxct 1,047105| 0,66177878 1,025796| 0,82827348 743690000
transferase 1, mitochondrial

055143 ii:f;’s;azm'de”d"plasm'c retioulum caleium o 5 0,9530303| 0,55823036 0,9056751| 0,33738034 5244700000

QIWTP7  |GTP:AMP phosphotransferase, mitochondrial Ak3 1,181912| 0,10489573 1,065543| 0,62471855 25153000

Q91VR2___|ATP synthase subunit gamma, mitochondrial _|Atp5c1 1,045969] 0,66949662 1,076623] 0573258 1813300000

P51881___ |ADP/ATP translocase 2 Sic25a5 0,9646943| 0,65899901 0,9831568| 0,90144556 307320000

Q9CQQ7__|ATP synthase subunit b, mitochondrial Atp5fi 1,074756] 048874699 0,9241666] 0,45106957 832560000

Q9DOM3 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial Cyci 1,089688]| 0,40811498 0,9566247| 0,6874718 1125800000

088844 [Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic  |idh1 1,099236| 0,36149931 1,122205| 0,38966557 59623000

009161 _|Calsequestrin-2 Casq2 1,031147] 0,77388575 0,9734826| 0,82237953 438300000

Q8VCT4__ |Carboxylesterase 1D Cesid 1,380149] 0,00170294 0,9819077| 0,89120865 8358300

Q78IK4__ |Apolipoprotein O-like Apool 0,8739762| 0,10700517 0,9929879| 0,98199903 50038000

psoso3  |\VADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur |y o 0,9702439| 0,70891948 0,8979377| 0,29524517 212040000
protein 6, mitochondrial

Q8VDN2 :I‘:)dh':f/pmass'“m'"anSpO"'"g ATPase subunit |, 14 1,084574| 0,43467541 0,9689385| 0,78553867 541520000

Q2425  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufad 1,057809| 0,59133892 0,8810827| 0,21513981 1310200000
subcomplex subunit 4

P34914 __ |Epoxide hydrolase 2 Ephx2 1,109411] 0,31605409 1,066858] 0,61847983 150780000

pogozg  |CYtochrome b-c1 complex subunit 6, Ugerh 0,9681106| 0,68960121 0,9737861| 0,82484898 365690000
mitochondrial

Ossgs7  [Mitochondrial import inner membrane Timm44 1,004419| 0,97566432 0,908754| 0,35506415 17020000
translocase subunit TIM44

qopcys  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufas 1,018934| 0,86438415 0,9493734| 0,6314157 352790000
subcomplex subunit 8

P09671 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial Sod2 0,9635034] 0,64843648 0,9878954] 0,94029723 826970000

Q61207 __|Sulfated glycoprotein 1 Psap 1,047766] 0,65731398 0,97846] _0,8629839 13335000

Q9CZU6 _ |Citrate synthase, mitochondrial Cs 1,035746] 0,74078961 0,0749129] 0,83402552 2263100000

P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic Mdh1 1,059123]| 0,58297815 1,031581] 0,79702795 3287900000

Qoskry  |Feplidyl-prolyl cis-trans isomerase F, Ppif 1,036012| 0,73889662 0,9390054| 0,55418305 111820000
mitochondrial

Q8CAQ8 Mitochondrial inner membrane protein Immt 0,9838597| 0,83512146 0,9201645| 0,4249831 778160000

P08249___|Malate dehydrogenase, mitochondrial Mdh2 1,019723| 0,85843382 0,9287392| 0,48180869 5310800000

qocppg  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa5 1,000621| 0,93542676 0,8916636| 0,26354461 215030000
subcomplex subunit 5

P05202 Aspartate aminotransferase, mitochondrial Got2 0,9922389| 0,91429511 0,9340979] 0,51903237 3413900000

P45376 __ |Aldose reductase Akribi 1,025093] 0,81830908 0,9925469] _ 0,978393 419500000

P67778 __ |Prohibitin Phb 0,9929079] _0,9206343 1,086519] 0,52948631 216130000

QI9CQNT1 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial Trapi 0,9161549] 0,29225964 1,18825| 0,20416556 29659000

Q91253 Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase |Grhpr 0,8260069| 0,02255669 0,723977| 0,00120161 20893000

P63038 60 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspd1 1,020641| 0,85153611 1,001734| 0,96257305 906260000

QOET78 __ |Junctophilin-2 Jph2 0,8168157] 0,01580085 0,8877869] 0,24507252 22899000

pro1s7  |Glutathione S-transferase P 1;Glutathione S- 1 500 | 1,048161| 0,65465241 0,9690139| 0,78614819 134210000
transferase P 2
Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like,

Q99NB1 . ! Acss1 1,023736| 0,82838686 0,9091129| 0,35715916 318950000
mitochondrial

Qowums  [Succiny-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit fo g 0,9529005| 0,55714553 0,9635262| 0,74206413 593260000
alpha, mitochondrial

Q9CZR8__|Elongation factor Ts, mitochondrial Tsim 0,938053| 043939515 1.115493] 041377744 23495000

QopB77  |Cylochrome b-ct complex subunit 2, Uqere2 0,9911931| 0,90438637 0,9122859| 0,37597913 2351400000
mitochondrial

Qocoas  |Succinate dehydrogenase [ubiquinone]iron- — fe 1,019851| 0,85746994 0,9210454| 0,43065812 509040000
sulfur subunit, mitochondrial

qopctz  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur . o 1,003981| 0,97905994 0,9093861| 0,35875821 377200000
protein 3, mitochondrial

Q8BMF3 NADP-dependent malic enzyme, mitochondrial  |Me3 1,1021| 0,3482686 0,8657528| 0,15613072 24206000

Q9CQ92__ |Mitochondrial fission 1 protein Fist 0,9396409] 0,45134862 0,9568325] 0,68909872 70443000

Ossgss  |Eranched-chain-amino-acid aminotransferase, g 0,9859499| 0,85481039 0,9454256| 0,60156675 237710000
mitochondrial

P59017 __ |Bcl-2-like protein 13 Bol2113 1,103201] 034327185 1,037955] 0,76317674 18924000

Qozalg  [Succiny-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, |, o) 0,9519612| 0,54932257 1,002064| 0,96068854 999940000
mitochondrial

Q9D023 __ |Brain protein 44 Brpa4 0,9923077] 0,91494632 0,8910835] 0,26072633 143000000

Q8BGK2 g::t’;?r:”fDP'”bosylarg'”'"el hydrolase-like Adprhit 0,9669979| 0,67958662 1,043059| 0,7365422 155860000

008749 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial Dld 1,039594| 0,71356805 0,9181821] 0,41235463 1028800000

Q924M7 Mannose-6-phosphate isomerase Mpi 0,9538381| 0,5650001 1,098908| 0,47771462 32653000

Qsmang  |Citrate lyase subunit beta-like protein, Clybl 1,068557| 0524944 1,011003| 0,91011698 50202000
mitochondrial

Q9DCT8 __ |Cysteine-rich protein 2 Crip2 74,77598 0 70,39784] 2,50E-204 799910000

QosLtg  [>Nvdroxyisobutyrate dehydrogenase, Hibadh 0,9764157| 0,7655858 1,132277| 0,35537465 68794000
mitochondrial

P19536 Cytochrome ¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial |Cox5b 0,9712687| 0,71825212 0,8981026| 0,29610878 608700000
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Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske,

Q9CR68 mitochondrial;Cytochrome b-c1 complex subunit |Uqcrfs1 1,017864| 0,87246661 0,903996( 0,32795451 612540000
11

qopcro  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur . ¢ 0,9391882| 0,44792383 0,9389145| 0,55352371 126340000
protein 7, mitochondrial
Phosphatidylethanolamine-binding protein

P70296 1;Hippocampal cholinergic neurostimulating Pebp1 1,074263| 0,49156967 0,9647841| 0,75212255 419470000
peptide

Q64105 | Sepiapterin reductase Spr 1,031842] 0,76885015 1.051642] 0,69274853 58736000

P42125 Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial Ecit 1,002235| 0,99264092 0,972468| 0,81413126 666470000

Q9JKB1 IL_J;'S:'“” carboxyl-terminal hydrolase isozyme {13y | 0,053537| 056247248 0,9630103| 0,73794741 15405000

Qskops  [Duccinate dehydrogenase [ubiquinone] Sdha 1,024751| 0,8208473 0,9736895| 0,82406274 2014500000
flavoprotein subunit, mitochondrial

Q8VEMB _ |Phosphate carrier protein, mitochondrial Sic25a3 0,9777715] 0,77816786 0,9784203| 0,86265978 1258400000

Q9R0Y5 __|Adenylate kinase isoenzyme 1 Ak1 1,02254] 0,83731099 0,9546993| 0,67244434 742290000

qocqrs  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa2 1,014341| 0,89923871 1,092224| 0,50522553 152320000
subcomplex subunit 2

Qotvpy  |NAPH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa Ndufs1 1,01226| 0,91515376 0,9396669| 0,55899438 1823900000
subunit, mitochondrial

P47857 6-phosphofructokinase, muscle type Pfkm 1,045689| 0,67140222 1,020328| 0,85822114 411020000

qecacy  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta Ndufb4 0,9591448| 0,61028067 0,9053779| 0,33570046 326440000
subcomplex subunit 4

Q9D855 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 Ugcrb 0,9616898| 0,6324611 1,024224| 0,83684007 457540000

Qoz1g7  |Flectron transfer flavoprotein-ubiguinone Etfdh 0,9690987| 0,69853029 0,8757372| 0,1930891 1259400000
oxidoreductase, mitochondrial

QopeRe  ['Socilrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, - 1,002444| 0,99101173 0,9273425| 0,47231693 1342300000
mitochondrial

Q2TPA8  |Hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 2 |Hsdi2 0,9714401| 0,71981591 0,9623059| 0,7323354 98972000

Qskayr  |NVADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-suffur . o 0,9589219| 0,6083516 1,011243| 0,90877203 85871000
protein 8, mitochondrial

qatc7e  |Fumanyiacetoacstate hydrolase domain- Fahd2 1,470996| 0,00016925| + | 1,028459| 0,81382959 10651000
containing protein 2A

Q9DCW4 [Electron transfer flavoprotein subunit beta Etfb 1,057292| 0,59464133 1,107371| 0,44431472 2540400000

P16125 L lactate dehydrogenase B chain Ldhb 1,057862] 0,59100023 0,929374] 0,48615206 2303800000

pasags  |FYruvate dehydrogenase Ef component subunit | 1,046534| 0,66565125 0,879545| 0,20863255 1248200000
alpha, somatic form, mitochondrial

Q8BIlJ6 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial lars2 0,9748408| 0,75102617 1,004256| 0,94822761 57882000

Q03265 __|ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Atp5ai 1,002921] 0,98730201 0,9330678] 0,51178028 13156000000

qosLcs  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa10 0,9538584| 0,56517087 0,9176021| 0,40869708 612780000
subcomplex subunit 10, mitochondrial

QIDCX2___|ATP synthase subunit d, mitochondrial Atp5h 1,035861] 0,7399703 0,9923176] 0,9765169 2062800000

QICPQT__|Cytochrome c oxidase subunit 6C Cox6e 1,123905] 0,25867882 0,7908986] 0,01935465 778620000

ossasg  |PeMA(3.S)-Delta(2.4)-dienoyl-CoAisomerase, g\ , 1,038294| 07227156 0,9020656| 0,31731051 392810000
mitochondrial

055126 __|Protein NipSnap homolog 2 Gbas 0,9935272] 0,92650369 0,8486626] 0,10498795 529160000

P52825 Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial |Cpt2 1,047289| 0,66053718 0,9215392| 0,43385602 268040000

Q9Z0X1__|Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial Aifm1 1,049793] 0,64370507 0,9188572] 0,41663312 188720000

Q08857 __|Platelet glycoprotein 4 Cd36 1,00129 1 0,8530135] 0,11662705 249860000

Q791V5___|Mitochondrial carrier homolog 2 Mtch2 0,952646] 0,55502127 1,016954] 0,87688539 84199000

Q924X2 gz;g'rtr':e O-paimitoyltransferase 1, muscle Cptib 0,9256627| 0,35195235 0,9273044| 0,47205892 704710000

008709 __|Peroxiredoxin-6 Prax6 1,055645] 0,60524046 1,108639] 0,43944933 257650000

Q60597 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial Ogdh 0,9944799| 0,93553371 0,9361748]| 0,53378906 2047800000

Q9QYGO _ |Protein NDRG2 Ndrg2 1,011408] 0,9216893 0,8730178] 0,18248263 202380000

P48962 __|ADP/ATP translocase 1 Sic25a4 0,9922582] 0,91447754 0,9990008] _0,9781721 8082300000

Qopcee  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa9 0,9226326| 0,33221071 0,9744047| 0,82988492 475460000
subcomplex subunit 9, mitochondrial

Q78ZA7 __ |Nucleosome assembly protein 1-like 4 Napil4 0,8320806] 0,02823333 1,062265| 0,64042031 25052000

Qocqet  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa3 0,9137057| 0,27796393 1,089231| 0,51786339 134180000
subcomplex subunit 3

QoEQzo  [Methyimalonate-semialdehyde dehydrogenase ) q. 4 1,075407| 0,48503517 0,9493139| 0,63096177 372240000
[acylating], mitochondrial

QocaqHs  |NVADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta Ndufb5 0,9716164| 0,72142578 0,9357082| 0,53045834 216880000
subcomplex subunit 5, mitochondrial

Q60932 :sjliig:;dependem anion-selective channel Vdact 0,9785791| 0,78568184 1,005295| 0,94233053 1783400000

QePBes  |-eucine-rich PPR motif-containing protein, Lrpprc 0,9965288| 0,95495086 1,065389| 0,6254533 128560000
mitochondrial

P10518 __|Delta-aminolevulinic acid dehydratase Alad 1,205069] 0,07009636 1,186674] 0,20757289 25490000

Q9DBG5 _ |Perilipin-3 Plin3 1,145932| 0,18707201 0,9006466] 0,30961778 26411000

Q8CGK3 Lon protease homolog, mitochondrial Lonp1 0,9891946| 0,88546686 0,9110211] 0,36841248 73697000

QsBMFs  |Phvdrolipoyllysine-residue acetyliransferase 5, 1,001466| 0,99863013 1,014987| 0,88782435 654730000
component of pyruvate dehydrogenase complex
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase

Q9D2G2 component of 2-oxoglutarate dehydrogenase Dist 0,9453652| 0,49575492 1,075352| 0,57903031 556220000
complex
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Anhang

P97807 __ |Fumarate hydratase, mitochondrial Fh 1,036593] 0,73476273 0,9485238] 0,62494888 1202300000

P10649 __ |Glutathione S-transferase Mu 1 Gstmi 1,004576] 0,07071678 0,8393319] 0,08297745 278100000

Q60931 :)’r‘:)'i?:'sdepe”dem anion-selective channel Vdac3 0,9069658| 0,24093367 0,9943072| 0,99278023 352310000

Q97276 g"r';‘t’;:"”d"a' carnitine/acylcarnitine carrier Slc25a20 0,9583738| 0,60361807 1,078023| 0,56693934 150840000

Qoczis |Cytochrome b-ct complex subunit 1, Ugeret 0,973749| 0,74097082 1,022443| 0,84658915 2803100000
mitochondrial

Qopcse  |VADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta Ndufb10 0,9657694| 0,66858239 0,9352363| 0,52709927 257300000
subcomplex subunit 10

P15626 | Glutathione S-transferase Mu 2 Gstm2 1,051826] 0,63020274 0,9630311] 0,7381128 243500000

Q91VM9 Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial Ppa2 1,125516{ 0,25282048 1,088443| 0,52122561 76435000

QsBkzg  |Pyruvate dehydrogenase protein X component, o 0,9957688| 0,94774922 0,9900075| 0,95760607 156500000
mitochondrial

Qeqymg  |Acyrooenzyme A thioesterase 2, Acot2Acot! | 1,022205| 0,83981374 0,9339022| 0,51765128 206340000
mitochondrial;Acyl-coenzyme A thioesterase 1

Q9CQ54  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2 [Ndufc2 1,14053| 0,20298529 0,9529655| 0,65899811 153930000

P41216 ___|Long-chain-fatty-acid—CoA ligase 1 Acsit 0,9385191] 0,44288698 1,060714] 0,64792731 1345800000

pootog || Mioredoxin-dependent peroxide reductase, Prdx3 1,007736 0,94997227 1,030608| 0,80224916 494480000
mitochondrial

Psosas | /ery long-chain specific acyl-CoA Acadvl 0,9566242| 0,58860312 1,049162| 0,70526613 2382900000
dehydrogenase, mitochondrial

P04247 __ |Myoglobin Mb 1,185976] 0,0978971 0,9699582| 0,79378228 6659600000

QscHTo  |Petta-i-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, | 4.1 1,071846| 0,50554264 0,9332305| 0,51292286 106690000
mitochondrial

qrtmps  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 aipha Ndufai2 0,9975964| 0,96506361 0,9766855| 0,84848475 300740000
subcomplex subunit 12

P03911 NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 4 Mtnd4 1,087539| 0,41914146 1,119075] 0,40078128 58753000

QOWUR2_|Enoyl-CoA delta isomerase 2, mitochondrial Eci2 0,9763336] 0,76482554 1,043646] 0,73350208 69854000

Qetag7  |CYtochrome ¢ oxidase subunit 7A-related Cox7a2l 0,9286269| 0,37190219 0,6261289|  2,40E-08 + 47942000
protein, mitochondrial

Q9DCM2 Glutathione S-transferase kappa 1 Gstk1 1,052979| 0,62261067 1,066817] 0,61867387 69086000

Qoizag  |Propiony-CoA carboxylase alpha chain, Pcca 0,9834834| 0,83158317 0,9440799| 0,59151169 139290000
mitochondrial

P47934 __ |Carmitine O-acetyliransferase Crat 1,05562] 0,60540157 0,9822198] _ 0,893766 322030000

035215 D-dopachrome decarboxylase Ddt 1,078105| 0,46984674 1,040987| 0,7473046 42105000
Dynamin-like 120 kDa protein,

P58281 mitochondrial;Dynamin-like 120 kDa protein, Opat 0,9918635| 0,91073767 1,016055| 0,88187761 79049000
form S1

P7o404  |'SOCitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma |, o 0,9463823| 0,50385351 1,012734| 0,90041059 680450000
1, mitochondrial

QotyTo  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein |\« 1 0,9341461( 0,41068907 0,9799751| 0,87538037 1009900000
1, mitochondrial

QIDB20 _|ATP synthase subunit O, mitochondrial Atp50 0,9626162] _0,6406042 1,118786] 0,40181929 1275700000

Q63918 Serum deprivation-response protein Sdpr 1,154231| 0,16457522 0,9353479| 0,52789278 15977000

008756 __|3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 Hsd17b10 | 0,9542457] 0,56842866 1,037567] 0,76522118 129820000

Q99KI0_|Aconitate hydratase, mitochondrial Aco2 1,003077] 0,98609215 1,084391] 0,53872338 9922800000

P99029 __|Peroxiredoxin-5, mitochondrial Prdx5 0,9656875] 0,66785133 1,106802] 0,44651108 607530000

Q8BH59 2?;7::;“’1""‘1'”9 mitochondrial carrier protein gy 5,15 0,955725| 0,58094328 1,016208| 0,88102637 453840000

Q9CPQ8__ |ATP synthase subunit g, mitochondrial Atp5| 0,889464] 0,16043638 0,9390109] 0,55422288 340620000

Qoiwps  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur |\ > 0,9111902| 0,26374623 1,041956| 0,74226215 640440000
protein 2, mitochondrial

Qopost  |Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit 1o 1,074109| 0,49245169 1,035453( 0,77639083 1199700000
beta, mitochondrial

pig7gs  |Cylochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, Coxdit 0,9123843| 0,27043638 0,9197876| 0,42256742 2161700000
mitochondrial

QBBWT1_|3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial Acaa? 1,08788] 041737677 0,9936109] 0,98709157 3068900000

Q61941 NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial Nnt 0,9572569] 0,59401625 0,9436905| 0,58861435 1437100000

P00405 __|Cytochrome c oxidase subunit 2 Mtco2 1,118691] 0,27834193 0,9532349] 0,66108205 950370000

Q9z2ls Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunitbeta, | 0 0,908561| 0,24939154 0,9520215| 0,65171238 146950000
mitochondrial

QoppLy  |Shorvbranched chain specific acyl-CoA Acadsb 0,8912872| 0,1677912 1,128624| 0,36754906 74386000
dehydrogenase, mitochondrial

QogJyo  |TMifunctional enzyme subunit beta, Hadhb 0,9902777| 0,89571791 0,907462| 0,34758072 2265600000
mitochondrial;3-ketoacyl-CoA thiolase

P97478  |Ubiquinone biosynthesis protein COQ7 homolog |Coq7 0,8228272| 0,01998798 1,072601| 0,59164325 20213000

Q8BGH2 :g;';%;”d assembly machinery component 50 {o. e 0,9672228| 0,68160756 0,9841581| 0,9096543 211320000

P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial [ldh2 0,9938166| 0,92924701 0,8870325| 0,24157729 5814900000

QOWTP6 _ |Adenylate kinase 2, mitochondrial Ak2 0,9251163] _0,3483435 1,138462] 033543285 40223000

Q8R1l1 Cytochrome b-c1 complex subunit 9 Uqcr10 0,9035113| 0,22326726 1,00666| 0,93460312 371390000

Q9D172 _ |EST protein homolog, mitochondrial D10Jhusle | 0,9350051] 0,41691312 0,8469515] 0,10065621 729620000

QI9CQR4 Acyl-coenzyme A thioesterase 13 Acot13 1,020849| 0,84997055 0,9910867| 0,96644398 266260000

Qocxzi  |\VADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-suifur ]y ¢ 4 0,8998668| 0,20558799 1,037804| 0,76397528 297830000
protein 4, mitochondrial
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Q8QZT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial Acat1 0,9515311| 0,54575555 0,9971788| 0,98860124 988110000

Qocas  |\VADPH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta Ndufb9 0,9925554| 0,91729429 1,015621| 0,88429486 225000000
subcomplex subunit 9

Qoersz  |VADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufai3 1,075289| 0,48570639 0,9416769| 0,57371602 268090000
subcomplex subunit 13

Q9QXX4 if;lc;';"'b'”d'”g mitochondrial carrier protein  fq o515 1,017346|  0,876391 1,012569| 0,90133437 144450000

Qopess  |\VADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein |y 0,9131055| 0,27452897 1,042123| 0,74139468 368200000
2, mitochondrial

Qopsgs  |NVAPH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha Ndufa11 1,017567| 0,87471881 1,028894| 0,81148146 166370000
subcomplex subunit 11

P12787 Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial |Cox5a 0,9965916| 0,95554551 0,9514734| 0,64749389 1241300000

QoomNg  |PropionykCoA carboxylase beta chain, Pccb 1,086681| 04235978 0,9242301|  0,45149 97632000
mitochondrial

Q8QzS1  [3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial|Hibch 0,9944973| 0,93569868 1,047959| 0,71137791 91974000

Q8R404 __|Protein QIL1 Qill 0,8598247| 0,07103008 0,9966962] 0,99136692 39135000

P03921 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 Mind5 0,9642611] 0,65515005 1,197035] 0,18599264 129860000

Q8K4Z3 __|NAD(P)H-hydrate epimerase Apoaibp 1,020295] 0,85413126 0,8414272| 0,08758302 21346000

Qoampg | Methvicrotonoyl-CoA carboxylase subunit apha, |, 4 1,13491| 0,22065463 1,164588| 0,26028221 125470000
mitochondrial

QosLcs  |Flectron transfer flavoprotein subunit apha, Etfa 0,982741| 0,82460853 0,9834898| 0,90417493 2283600000
mitochondrial

Q8BZF8 Phosphoglucomutase-like protein 5 Pgm5 1,178339] 0,11139147 0,8821546] 0,2197549 14588000

Qskizo  |VPiauinone biosynthesis protein COQ9, Coq9 0,9379059| 0,43829605 0,9275963| 0,47403511 233300000
mitochondrial

Q9CR21 Acyl carrier protein, mitochondrial Ndufab1 1,129497| 0,23877853 0,9633892| 0,74097023 103440000

qsBmgy | !fifunctional enzyme subunit alpha, Hadha 0,9385297| 0,44296663 0,9886736| 0,94667642 3667700000
mitochondrial

QazNs  [Aoy-CoA dehydrogenase family member 9, Acad9 0,8916123| 0,16912716 1,101827|  0,46601 27282000
mitochondrial

Qozzlo  |-ETM1 and EF-hand domain-containing protein |, ..., 1,001734| 0,99653726 1,089491| 0,51675803 78347000
1, mitochondrial

Q8CG76 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2 Akr7a2 0,9409613| 0,4614108 0,9350009| 0,52542657 24233000

P47738 __|Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh2 0,9264882| 0,35744502 0,9497042] 0,63393915 262110000

P00397 __|Cytochrome c oxidase subunit 1 Mtcof 0,8868787| 0,15040427 0,9274555] 0,47308164 249420000

Q9DCV4 Regulator of microtubule dynamics protein 1 Fam82b 0,7909873| 0,00520098 1,399433] 0,01463367 21467000

Q9CQ62 _ |2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial Decrl 0,9568303] 0,59036388 0,9277216] 0,47488439 514550000

qscims  |P-2hydroxyglutarate dehydrogenase, D2hgdh 0,9081108| 0,24698535 0,8919571| 0,26497812 14141000
mitochondrial

pasgsp  |Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, |, 0,9951354| 0,9417468 0,9741552| 0,82785318 1962500000
mitochondrial

Qocre1  |\VADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta Ndufb7 0,9417651| 0,46758996 0,9801524| 0,87683199 195450000
subcomplex subunit 7

Q6P8J7 Creatine kinase S-type, mitochondrial Ckmt2 0,8978459| 0,19620518 1,039485| 0,75514862 3074700000

Qo7at7  [Shortchain spedific acyl-CoA dehydrogenase, |, o 0,9895138| 0,88848654 1,078602| 0,5643384 623870000
mitochondrial

P56480 | ATP synthase subunit beta, mitochondrial Atp5b 1.015272| 089214444 1.114718| 0,41662651 12888000000

Q06185 |ATP synthase subunit e, mitochondrial Atp5i 0,9215649] 0,32541381 1,020314] 0,85829341 512200000

Qoczeo  [Succinate dehydrogenase cytochrome b560 Sdhe 1,080472| 0,45677627 0,9075358| 0,34800572 110200000
subunit, mitochondrial
Lipoamide acyltransferase component of

P53395 branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase |Dbt 1,107022| 0,32633223 1,147519] 0,30773901 24250000
complex

Q92281 |0-acetyl-ADP-ribose deacetylase MAGROD1  |Macrod1 1,049749| 0,64400283 1,031675| 0,7965246 166670000

P24472 __|Glutathione S-transferase Ad Gstas 1,138135] 0,21037341 0,5572679] _ 3,58E-09 37870000

P50171 Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8 Hsd17b8 0,8130106] 0,01355572 0,9570692| 0,69095381 37210000

Q9CR62 'F‘)"rgi’;:"”d”a' 2-oxoglutarate/malate carrier Slc25a11 1,004789| 0,97278861 1,030607| 0,80225301 460430000

pgsogs  |!Sochorismatase domain-containing protein 24, ;o o, 1,025198| 0,8175325 1,175714| 0,23254861 13858000
mitochondrial

P03888 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 Mtnd1 0,9488793| 0,52398887 1,073825| 0,5860124 67823000

Q9D7B6 Isobutyryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Acad8 0,8393238| 0,0365009 0,9897608| 0,95558459 27633000

P28650 Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 Adssl1 0,9384857| 0,44263648 0,8628554| 0,14641089 25596000

psotge  |X-Oxoisovalerate dehydrogenase subunitalpha, g 4o 1,061473| 0,56819451 1,17776| 0,22771425 44166000
mitochondrial

Qopeys  |NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta Ndufbs 0,9597825| 0,61581104 1,065241| 0,62615559 337290000
subcomplex subunit 8, mitochondrial

Q9D6K8 __|FUN14 domain-containing protein 2 Fundc2 0,9228724] 0,33374909 0,5504171] _ 1,66E-09 15879000

oogtq1  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta Ndufb11 0,9856769| 0,85223591 0,997677| 0,9857476 190080000
subcomplex subunit 11, mitochondrial

P17563 site;:;”'b'”d'”g protein 1;Selenium-binding 1o\ /0 1,112557| 0,30287494 0,9902138| 0,95929583 162490000

qauiuz  |NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta Ndufb6 0,9129192| 0,27346766 1,18792| 0,20487365 71632000
subcomplex subunit 6

Q9aJLZ3 Methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial  |Auh 0,962276| 0,63760937 1,074237| 0,58412293 78760000
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Qowvaz  [Mitochondrial import inner membrane Timmsat 0,9667698| 0,67753972 1,529243| 0,00209376 13938000
translocase subunit Tim8 A

QICPV4 Glyoxalase domain-containing protein 4 Glod4 1,051322| 0,63353969 1,27369| 0,07721936 25790000

Q9DCz4__|Apolipoprotein O Apoo 0,7710378] _0,0019544 1.184479] 0,21239264 69711000
| - i i -

P01865 g gamma-2A chain C region, membrane-bound |, 4 0n0 | 0. 9039287 0,34057404 2,041205|  2,68E-07 73909000
form;lg gamma-2A chain C region, A allele

P16332___|Methyimalonyl-CoA mutase, mitochondrial Mut 0,9636497] 0,64973134 1,070417] 0,60176975 60879000

qauLps  |Methylorotonoyl-CoA carboxylase beta chain, |y, 0,9863316| 0,85841212 1,154639| 0,28720314 29421000
mitochondrial

Qetaps  |Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, Hadh 1,104831| 0,33597292 1,13861| 0,33496503 411800000
mitochondrial

Q8BW75 Amine oxidase [flavin-containing] B Maob 0,9078655] 0,24568079 1,09278| 0,50289921 30985000

Q71RI9 Kynurenine--oxoglutarate transaminase 3 Ccbl2 1,00067| 0,99414706 0,8324362| 0,0691203 21800000

QsBwro  |Succinate-semialdehyde dehydrogenase, Aldh5at 0,8977282| 0,19566808 1,774378|  3,45E-05 40840000
mitochondrial

P56391 __|Cytochrome c oxidase subunit 681 Cox6b1 0,8981217] 0,19746829 0,8518403] 0,11339894 521740000

Q9JHW2__|Omega-amidase NIT2 Nit2 0,9037433] 0,02442583 0,904769] 0,33227461 17494000

QsBGCs  |Ancbinding alcohol dehydrogenase domain- |, 0,9973029| 0,96228448 0,9734466| 0,82208668 24006000
containing protein 2

asBkao  |\VADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein |y, 5 1,223177| 0,05033293 1,306154| 0,05149842 16786000
3, mitochondrial

Q99KQ4 Nicotinamide phosphoribosyltransferase Nampt 0,9510854 0,542071 1,065139| 0,62664184 50722000

QICRB8 _|Mitochondrial fission process protein 1 Mtfp1 1,109116] 0,31731051 1,052157] 0,69016288 45935000

QoJkaz  [[Pyruvate dehydrogenase [lipoamide]] kinase |5, 1,057907| 0,5007134 1,04306| 0,73653357 44503000
isozyme 2, mitochondrial

Qskece  |NVAD-dependent protein deacylase sirtuin-S, Sirts 1,205581| 0,06945545 2,295864|  2,14E-09 21598000
mitochondrial

Qeogss  |Chaperone activity of bet complex-like, Adck3 1,027335| 0,80175364 0,9542565| 0,66900279 84197000
mitochondrial

Qsoxng  |P-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, Bdh1 1,013679| 0,90429667 1,224937| 0,13687087 165220000
mitochondrial

Q8ROF8 | Acylpyruvase FAHDT, mitochondrial Fahdi 1,170348] 0,12715006 0,8590817] 0,13440921 28417000

Q8K370  |Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 |Acad10 0,9628083| 0,64229737 1,141889| 0,32474327 48953000

QICPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 Mgst3 0,8824117] 0,13414548 0,9568247| 0,68903755 39245000

P63030 __ |Brain protein 44-like protein Brpadl 0,9273741] 0,36339405 1,697524] 0,00013117 700670000

P97450 ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial Atp5j 1,39092| 0,00131043 1,036759| 0,76947968 187640000

Tab. 7.2: CRP4-Proteom unter Basalbedingungen und nach 7-tdgiger Ang llI-Dauerinfusion.

Auflistung der Mittelwerte aller mittels LC-MS/MS detektierten Proteine in Gesamtherzlysaten von
CRP4-WT und CRP4-KO Herzen und der Signifikanzniveaus (*p<0,05) der entsprechend im CRP4-
WT (Werte > 0), bzw. CRP4-KO (Werte < 0) Lysat angereicherten Proteine unter basalen (n=6 pro
Genotyp) und Ang ll-stimulierten (n=6 pro Genotyp) Bedingungen. Signifikant in CRP4-WT oder
CRP4-KO Herzen angereicherte Proteinen reprasentieren somit CRP4-abhangig regulierte Proteine
und sind entsprechend gekennzeichent (+).
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7.2.4 Analyse der HOCM-Symptomatik der CRP4-KO Tiere

Proband gleichmaBiges hypertroph- Anzeichen einer
hypertrophes obstruktives apikalen Dilatation
Wachstum Wachstum

WT 7194
WT 7191
WT 7170
WT 7311
WT 7298 X X
WT 7324
WT 7131
WT 7056
KO 7189
KO 7193
KO 7155
KO 7058
KO 7065
KO 7299
KO 7167
KO 7319
KO 7108
KO 7283
KO 7284 X

KO 7148 X

Tab. 7.3: Beurteilung der HOCM-Symptomatik.

Bei der echokardiographischen Untersuchung prasentierten sich vor allem CRP4-KO Herzen nach
Ang lI-Dauerinfusion mit einer Verdickung der basisnahen Ventrikelwande, ein typischer Indikator fur
das Krankheitsbild einer hypertroph-obstruktiven Kardiomyopathie (HOCM). Die Apex-nahen
Regionen zeigten hierbei Anzeichen einer Dilatation (s. Abb. 4.50). Aus diesem Grund wurden alle
echokardiographisch erhaltenen B-Mode Aufnahmen dieser Tiere auf Anzeichen eines bulbusnahen
Muskelwulst und einer apikalen Dilatation untersucht und zusammengefasst.

X X X X

X X XX X X
X | X

X X X X X X X
XX X X X X X X
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7.2.5 CRP4-Expression in kardialen Fibroblasten

A Prap #1 Prap #2 Prap #3 VSMC
Antikorper KO WT KO WT KO WT KO WT M kDa

B

12 1
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Abb. 7.5: Expressionsanalyse von CRP4 in kardialen Fibroblasten.

(A) Western Blot-Analyse von kultivierten Fibroblasten aus jeweils n=3 Einzelpraparationen von
CRP4-WT und CRP4-KO Herzen, die nach Erreichen einer 90%igen Konfluenz lysiert wurden. Als
Positivkontrolle dienten Lysate von Glattmuskelzellen (VSMC, Huber et al. 2000). Erwartungsgeman
waren keine Signale in Proteinlysaten von CRP4-KO Fibroblasten detektierbar. GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase) diente als Ladungskontrolle. (B) mRNA-Analysen der
CRP4-Expression nach Isolation von Kardiomyozyten (KM) und kardialen Fibroblasten (KF) nach
Normierung auf HPRT zeigen eine um den Faktor 5 verstarkte Expression von CRP4 im Kardiomyozyt
(***p<0,001). (C) In prélimindren Versuchen zum Proliferationsverhalten frisch isolierter kardialer
Fibroblasten konnten keine Unterschiede zwischen CRP4-WT (blau) und CRP4-KO (rot) beobachtet
werden. Grundlage dieses Versuchs war eine Impedanzmessung mit Hilfe des xCELLigence-Systems
(Roche).
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7.2.6 CRP4 wird nicht in Mitochondrien exprimiert

WT KO
kDa M M HL VM HL Antikorper
55 :.W HSP 60

Abb. 7.6: CRP4 ist in Mitochondrien nicht detektierbar.

Reprasentativer Western Blot von isolierten Mitochondrien aus Gesamtherzen von je n=3 CRP4-WT
und CRP4-KO Mausen. CRP4 war in den mitochondrialen Fraktionen nicht detektierbar (mittlerer
Blot). HSP 60 (oberer Blot) und Cox4 (unterer Blot) wurden als Marker fir Mitochondrien verwendet.
Erwartungsgemal wurde CRP4 nur im Gesamtherzlysat von CRP4-WT Mausen detektiert (VM:
Ventrikulare Mitochondrien; HL: Gesamtherzlysat). Der Versuch wurde freundlicherweise von
Angelina Kniess durchgefiihrt und zur Verfigung gestellt.
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