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1.Einleitung

1. Einleitung

1.1. Klinischer Hintergrund

Herzinsuffizienz ist der haufigste Grund zur Aufnahme in stationdre Behandlung und
die haufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen. Sie resultiert aus
verschiedenen, z.B. ischamischen, hypertonischen oder toxischen Ursachen.
Doxorubicin ist ein wichtiges antineoplastisches Medikament, dass durch eine sehr
hohe Wirksamkeit in der Behandlung solider (z.B. Mammakarzinom, Leberkarzinom)
und hamatopoetischer Tumore (z.B. akute myeloische und lymphatische Leukamie,
multiples Myelom) charakterisiert ist. Seine Anwendung wird leider wegen
kardiotoxischen Nebeneffekten, die sich nicht effektiv mittels pharmazeutischen
Intervention vorbeugen lassen, limitiert.* Die kardiotoxische Wirkung von Doxorubicin ist
u.a. durch die Apoptose von Kardiomyozyten gekennzeichnet? Der Verlust von
Herzmuskelzellen fahrt zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie mit einer
verminderten Pumpfunktion.>* Durch die pharmakologische Therapie (beispielsweise
mit ACE-Inhibitoren und Betablockern) kénnten Mortalitat und Morbiditat von Patienten
mit Herzinsuffizienz reduziert werden. Diese Prévalenz bleibt aber unveréndert grol3.
Die derzeitige pharmakologische Therapie ist eher symptomatisch basiert als kausal,

deshalb kann die Progression der Erkrankung nur unzureichend antagonisiert werden.

1.1.1. Herzinsuffizienz - die Rolle der Apoptose

Kardiomyozyten sind enddifferenzierte, postmitotische Zellen, die die Fahigkeit zur
Teilung weitgehend verloren haben. Das adulte Myokard ist deswegen nicht in der
Lage den Verlust von Herzmuskelzellen (z.B. durch Herzinfarkt) durch Proliferation zu
kompensieren. Eine Leistungssteigerung des geschadigten Herzmuskels kann durch
Hypertrophie der erhaltenen Kardiomyozyten erzielt werden.” Eine Vielzahl von
Untersuchungen der letzten Jahre haben die Bedeutung des kontrollierten Zelltodes
(Apoptose) fur diverse kardiovaskulare Erkrankungen aufgezeigt (Tabelle 1.1.).
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Krankheit

Dilatative Kardiomyopathie

Ischamische Kardiomyopathie
Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathie
Arrythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie
Akuter Herzinfarkt

Atherosklerose

Myokarditis

Praexzitations-Syndrom

Tab. 1.1. Kardiovaskulare Krankheiten, bei denen die Pathogenese der Apoptose eine

wesentliche Rolle spielt. °

1.2. Apoptose

Der Begriff Apoptose wurde von Kerr im Jahre 1972 eingefuhrt. Er beschreibt einen
evolutionar konservierten Prozess des programmierten Zelltodes. Die Apoptose ist ein
genetisch reguliertes, energieabhangiges Zelltod-Programm, dass eine einzelne Zelle
betrifft.” Der apoptotische Zelluntergang ist morphologisch durch Schrumpfen des
Zytoplasmas, Kondensierung und Fragmentierung des nuklearen Chromatins und
nachfolgende Zellfragmentierung in membranumschlossene Abschnirungen (apoptotic
bodies, apoptotische Korperchen) gekennzeichnet. Sie werden anschlielend von den
Makrophagen und benachbarten Zellen phagozytiert, ohne eine inflammatorische
Reaktion auszulésen.®

Der apoptotische Zelltod spielt eine wesentliche Rolle in fundamentalen biologischen
Prozessen, wie Wachstum, Differenzierung, Inflammation und Immunabwehr. Defekte
Apoptosemechanismen, die sowohl zum Anstieg als auch zur Hemmung der Apoptose
fuhren, liegen einer Vielzahl von Erkrankungen zugrunde. Ein dbermaliger
apoptotischer Zelluntergang ist in der Pathogenese von neurodegenerativen
Krankheiten (Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose) sowie
ischamischen  Syndromen  (Herzinfarkt, Schlaganfall und postischamischer
Reperfusionschaden) involviert.®®° Anderseits kann eine ineffektive oder eine fehlende
apoptotische Elimination entarteter, autoreaktiver oder infizierter Zellen zur Entstehung

von Neoplasien, Autoimmunkrankheiten und persistierender Infektionen fuhren.
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Im Gegensatz zur Apoptose steht die Nekrose. Hierbei handelt es sich um einen
weitgehend passiven Prozess, der ablauft, wenn die geschadigte Zelle nicht mehr fahig
ist, auf kontrollierte Weise zu sterben. Nekrotischer Zelltod ist gekennzeichnet durch
rapide Zellschwellung, Membranruptur und daraus resultierende Freisetzung von
lytischen Enzymen.** Beide Formen des Zelltodes bewirken im Myokard verschiedene
Folgen. Die Konsequenz der Nekrose von Herzmuskelzellen ist eine entziindliche
Reaktion, Proliferation von GefaRen und Fibroblastenaktivierung. Diese Prozesse
fuhren letztendlich zur Narbenbildung. Auf der anderen Seite verursacht die Apoptose
keine Fibrosierung, die apoptotischen Korperchen werden eliminiert, ohne eine
nachweisbare Anderung in der Morphologie des Herzgewebes auszulésen.'? Die
einzelnen apoptotischen Kardiomyozyten sind gleichmalig Uber das Herzgewebe
verteilt. Daraus resultiert die Umstrukturierung der Zellen im Ventrikel, die zur Abnahme
der Wanddicke und VergréRBerung des Ventrikelvolumens (Dilatation) fiihrt.** Eine
diffuse Anordnung der apoptotischen Kardiomyozyten hat einen starkeren Einfluss auf

die Hamodynamik des Herzens im Vergleich zur segmentalen Verteilung.**

1.2.1. Caspasen

Die Apoptosesignale fihren unmittelbar zur Aktivierung von Caspasen (Cystein aspartic
acid proteases) - den ausfihrenden Faktoren des programmierten Zelltodes. Diese
intrazellularen Zystein-abhangigen Proteasen spalten spezifisch Proteine hinter einem
Aspartatrest. Die einzelnen Caspasen sind (ber eine proteolytische Kaskade
miteinander verbunden. Die aktivierte Protease triggert eine zur Apoptose fihrende
Signalkette. Beim Menschen wurden mehr als 12 verschiedene Caspasen beschrieben.
Die sogenannten Initiator-Caspasen, wie Caspase-2, -8, und -9 werden frih in der
Signaltransduktionskette durch Dimerisation aktiviert. Die Effektor-Caspasen wie z. B.
die Caspasen-3, -6 und —7 werden durch eine proteolytische Abspaltung der Pro-
Doméane von einem inaktiven Pro-Enzym aktiviert. Sie spalten lebensnotwendige
Substrate und filhren dadurch zum zellularen Riickgang.'! Die Fragmentierung der
chromosomalen DNA initiiert die Aktivierung der Caspase-3-abhangigen DNase | (CAD
- Caspase-activated DNase) und die Spaltung von DNA fragmentierenden Faktor (DFF
— DNA Fragmentation Factor). Gleichzeitig wird die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
gespaltet, und damit DNA-Reparaturmechanismen verhindert.
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Zu Substraten von Caspasen im Herz gehoren u.a. a-Aktin, a-Aktinin, schwere-o/p-
Myosin Kette (o/p-MHC - myosin heavy chain), leichte Myosin Kette-1/2 (MLC-1/2 -
myosin light chain), Tropomyosin und Troponin. Die Spaltung von Myofilamenten fihrt
zur Dysfunktion von Kardiomyozyten und zur Verminderung der systolischen
Herzfunktion selbst dann, wenn sie der Apoptose entkommen sind.* Im Myokardinfarkt-
Tiermodell reduziert die Hemmung der Caspasen-Aktivierung die InfarktgroRe sowie
Anzahl von apoptotischen Kardiomyozyten und geht mit der Aufrechterhaltung der

hamodynamischen Herzfunktion einher.*®

1.2.2. Apoptotische Todessignalwege

Die Apoptose wird Uber zwei Hauptsignaltransduktionswege vermittelt, tber den
“intrinsischen” (mitochondrialen) Weg und Uber den “extrinischen” (Todesrezeptor-)
Weg. Die Todessignale verursachen eine Stérung der mitochondrialen Physiologie. Die
Offnung von MPTP (Mitochondrial Permeability Transition Pore) fiihrt zur Freisetzung
von Cytochrom c, AIF (Apoptosis Inducing Faktor, Apoptose induzierender Faktor),
Endonuklease G (endo G), Smac (second mitochondrial activator of apoptosis) aus dem
Raum zwischen innerer und aul3erer Mitochondrienmembran. Dieses Ereignis treibt die
Apoptose an. Das freigesetzte Cytochrome c¢ assoziiert mit dem zytosolischen Protein
Apaf-1 (apoptotic protease-activating Faktor 1, Apoptose Aktivierungsfaktor) und bildet
zusammen mit Pro-Caspase-9 das sogenannte Apoptosom. Pro-Caspase-9 wird
autokatalytisch aktiviert und die Effektor-Caspase-Signalkaskade wird eingeleitet. Diese
Sequenz verfugt tUber multiple Kontrollmechanismen, bei denen u.a. IAP-Proteine
(Inhibitor of Apoptosis) und anti-apoptotische BCL-2 Familienmitglieder eine wichtige
Rolle spielen.” Dieser Weg wird hauptséchlich in Kardiomyozyten durch Stimuli wie
Hypoxie, Ischamie-Reperfusion und oxidativen Stress aktiviert.'®

Der extrinische Weg lauft Uber membran-gebundene Todesrezeptoren [u.a.
Tumornekrosefaktor-Rezeptor o (TNFR), Fas-Rezeptor (APO-1/CD95)], die durch
Ligandenbindung an die extrazellulare Doméne aktiviert werden. Die Aktivierung dieser
Rezeptoren steuert die Rekrutierung von Adaptorproteinen wie FADD (Fas-associated
death domain, Fas-assoziierte Todesdomane). Uber diese Molekiile bindet die Initiator-
Caspase-8 an den Rezeptor via die intrazellulare Todesdoméne - DD (Death Domain).

Auf diesem Weg entsteht der sogenannte DISC (death-inducing signaling complex,
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Tod-induzierender Signalkomplex) - ein zytosolischer Komplex aus FADD und
Caspase-8. Die Caspase-8 wird an diesem Komplex aktiviert und transloziert, dann
gelangt sie ins Zytoplasma, wo sie Effektor-Caspasen durch die proteolytische Spaltung
aktiviert.?° Diese Signalkaskade kann sowohl auf Ebene der Adapter, z.B. durch
FLIPs (short variant of Fas-linked inhibitory protein) oder SOD-Proteine (Silencer of
Death Domain) als auch auf der Caspasen-Ebene z.B. durch FLIPI (long variant of
FLIP) inhibiert werden.?%2

Mitochondrien Todesrezeptor

DNA-Schaden Fas-Ligand

Bax }— Bcl-2 —1 CD9%

Cytochrome ¢

— SOD

f‘ FLIPs

Apaf-1 Caspase-9
FADD
APOPTOSOM l
i‘ IAP Caspase-8 i‘ FLIPI
Caspase-3 l

l Caspase-3

Apoptose

Apoptose

Abb. 1.1. Mitochondrial- und Todesrezeptorvermittelte Todessignalwege (bearbeitet)?®

Fas-Ligand wird stark in adulten Kardiomyozyten exprimiert und seine Expression steigt
als Antwort auf pathologische Stimulation. In diesem Sinne zeigte sich sFas (soluble
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Fas) im Serum bei Patienten mit Herzversagen deutlich erhoht (Abb. 1.1).%42°

1.2.3. Bcl-2-Familie

Bcl-2 Genfamilienmitglieder (von B-cell ymphoma) fungieren als Hauptregulatoren der
Apoptose. Sie bestehen aus zwei Gruppen: Apoptose-blockierende Faktoren: Bcl-2,
Bcl-xL und Aktivatoren des Apoptoseprogramms: Bax und Bak. Sie sind hauptsachlich
in der &auf3eren Mitochondrienmembran, aber auch in der Kernmembran und im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Sie regulieren den mitochondrialen Signalweg
durch die Kontrolle der Integritat der mitochondrialen Membran und die Freisetzung von
proapoptotischen intermembrantésen Proteinen. Diese Proteinfamilie  enthalt
unterschiedliche Kombinationen konservierter BH-Doméanen (Bcl-2 Homologie, BH 1-4),
die Homo- und Heterodimere bilden. Die antiapoptotischen Eigenschaften von Bcl-2
beruhen auf vielen Mechanismen. Die Expression von Bcl-2 verhindert die
Ausschittung von proapototischen Moleklilen aus Mitochondrien. Bcl-2 Ubt eine
inhibitorische Wirkung auf proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie und AlF aus und
zeigt ebenfalls eine direkte antioxidative Wirkung.?®?® Die Uberexpression von Bcl-2 in
Kardiomyozyten schutzt die Zelle vor Apoptose und reduziert dadurch die Infarkt-Grof3e
im Tiermodell.?*® Der Apoptose-aktivierende Effekt von Bax wird auf Interaktionen mit
Bcl-2 und auf Porenbildung im Bereich der &auf3eren mitochondrialen Membran
zurtckgefuhrt, wodurch die Physiologie von Mitochondrien beeintrachtigt wird. Eine
erhohte Membrandurchlassigkeit fir Wasserstoff- und Calcium-lonen resultiert in einem
Zusammenbruch des Membranpotentials und fuhrt anschlieBend zur Ausschuittung von
proapoptotischen Proteinen. Das Verhdltnis von antiapoptotischem Bcl-2 zu
proapoptotischem Bax kann entscheidend fiir das Zelliiberleben sein.*

1.3. Zellzyklus

Unter Zellzyklus versteht man die Ganzheit aller biochemischen Prozesse die wahrend
der Teilung einer Zelle stattfinden. Er ist ein exakt koordiniert komplexer Vorgang, der
nach einem universalen Programm ablauft. Der somatische Zellzyklus besteht aus vier
voneinander abgrenzbaren Phasen: G;, S, G2, M. Im Intervall zwischen Mitose und S-

Phase (G;-Phase) erhéht die Zelle die Biosyntheserate und tritt in die Vorbereitung fur
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die DNA-Synthese. Wahrend der S-Phase kommt es zur exakten Replikation des
Genoms. In der G,-Phase wird der Spindelapparat aufgebaut. AnschieRend wahrend
der Mitose (M-Phase) findet die Verteilung der Chromosomen und die Segregation in

zwei neue Tochterzellen statt.*!

1.3.1 Zellzyklusregulation

Die Kontrolle der Progression der Zelle durch die Zellzyklusphasen erfolgt zu
bestimmten Zeitpunkten, den sogenannten Restriktionspunkten. Diese kommen an der
Gi1/S-Phasengrenze, in der S-Phase und wahrend der G,- und M-Phase vor. Diese
Kontrollpunkte erlauben die Passage durch den Zellzyklus beim Vorliegen bestimmter,
externer Wachstumssignale.*

Die Zellzyklusregulation beruht auf komplexen Interaktionen zwischen verschiedenen
Faktoren des Zellzyklus. Das Regulationssystem umfasst Cykline, Cyklin-abhéngige-
Kinasen (CDK - Cyclin Dependent Kinase), CDK-Inhibitoren, die Retinoblastoma (Rb)-
Genfamilie (pRb, p107 und p130) und Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. Die
sequentielle Aktivierung von CDKs - einer konservierten Familie von Serin/Threonin-
Proteinkinasen und die anschlielende Phosphorylierung spezifischer Substratproteine
koordiniert die Progression des Zellzyklus.** Die enzymatische Aktivitat der CDKs wird
auf verschiedenen Ebenen reguliert: Synthese, subzellulare Lokalisation und
Anlagerung der Cykline, inhibitorische oder aktivierende Phosphorylierung der
Untereinheiten, Assoziation mit CDK-Inhibitoren.*3* Die Bindung der Cykline aktiviert
CDKs. Die Konzentration der CDKs bleibt im Verlauf des Zellzyklus relativ konstant,
dagegen zeigen die Cykline einen zellzyklusphasenabhangigen Expressionsspiegel.
Die Akkumulation und die abrupte ubiquitin-regulierte Degradation der spezifischen
Cykline sind entscheidend fir das Fortschreiten der Zelle durch die Phasen des
Zellzyklus. Dieser Vorgang - Aktivierung einer CDK durch ein spezifisches Cyklin -
ereignet sich in allen Phasen des Zellzyklus. In der G;-Phase sind die Cykline D1-3 und
CDK4, -6 aktiv, der G;/S-Phaselbergang wird von Cyklin A, E und CDK2 kontrolliert.
Fur die G,-Phase und Mitose spielen die Cykline A, E und cdc 2 (cell division cycle 2;
Zellteilung-Zyklus 2) eine zentrale Rolle.***® Die Cyklin/CDK-Komplexe werden durch
zwei Inhibitor-Familien, die INK4-Familie und die CIP/KIP-Familie beeinflusst.>” Beide
Gruppen unterscheiden sich strukturell und interagieren mit Cyklinen und CDKs auf
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INK4, INK4b INK4 INK4d
67 pl5 8", p19

verschiedene Weise. Die INK4-Proteine (pl , pl , pl , pl
spezifisch inhibitorisch auf CDK4 und CDK6. Die CIP/KIP-Proteine (p21<**, p27<F*,
p57KIP2
Komplexe, einschlie3lich Cyklin D/CDK4 oder Cyklin D/CDK®6, Cyklin E/CDK2 wahrend
der G;-Phase und Cyklin A/CDK2 wahrend des Gi/S-Ubergangs und wéahrend der
gesamten S-Phase (Abb.1.2.).%® Cyklin/CDK-Komplexe phosphorylieren hauptséchlich

) wirken

) haben ein breiteres Wirkungsspektrum, sie binden an viele Cyklin/CDK-

Pocket-Proteine der Rb-Familie (pRB, pl107, pl30), die als transkriptionelle
Repressoren negativ den Fortschritt der G;- und S-Phase regulieren. Ihre Aktivitat wird
durch den Phospholylierungsstatus reguliert. Im hypophosphorylierten Zustand
translozieren die Cyklin/CDK-Komplexe in den Zellkern und inhibieren
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie durch die reversible Bindung. Demzufolge
hemmen sie spezifisch die Promotoraktivierung zellzyklus-regulierender Gene (z.B.
Histone, PCNA-Proliferating Nuclear Antigen, Difolatreduktase, Ribonuklotidreduktase).
Ein Ubergang von der Gi- in die S-Phase ist nur bei hyperphosphorylierten Rb-

Proteinen maoglich, die inaktiv im Zytoplasma festgehalten werden.3%°
pl5/p16 p21
CKI p18/p19 p27/p57
cdk Cdkd/6 Cdk2 Cdk2 Cdc2 Cdc2
Cyklih Cyklin D1/2/3 Cyklin E Cyklin A Cyklin A Cyklin E

R Voo

O e T sPhase G2 Wiose |

Abb. 1.2. Die Regulation des Zellzyklus

Das Fortschreiten durch Zellzyklusphasen wird Uber sequentielle Aktivierung von CDKs
koordiniert. lhre Aktivitat wird u.a. durch die Synthese und Bindung von spezifischen
regulatorischen Subunits (Cykline) und CDK-Inhibitoren reguliert.**
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1.3.2. Die Rolle von p21 in der Zellzyklusregulation

Die Zellen in der ruhenden Gp-Phase sind charakterisiert durch eine niedrige p21-
Expression und einen hohen p27-Spiegel, der den Eintritt in den Zellzyklus hemmt.
Nach mitogener Stimulation wird der Spiegel von p27 herunterreguliert und p21 wird als
negativer Feedbackmechanismus wahrend der G;-Phase hochreguliert. Obwohl p21 als
CDK-Inhibitor bezeichnet wird, ist seine Regulatorfunktion im Zellzyklus nicht eindeutig.
Zusammen mit p27 beeinflusst es die Cyklin/CDK-Komplexe sowohl negativ als auch
positiv.

Die CIP/KIP-Familie der Zellzyklusinhibitoren bindet Uber eine spezifische separate
Doméne im N-terminalen Fragment sowohl an Cykline als auch an CDK.* Die Bindung
an Cykline/CDK-Komplexe ist allein nicht ausreichend um inhibitorische Aktivitat
auszuuben. Das Onkoprotein E7 vom Humanen Papilloma Virus 16 (HPV-16) bindet an
p21 im C-terminalen Fragment. Die Assoziation mit E7 entzieht p21 die Eigenschaft die
Cyklin/CDK Aktivitdt zu hemmen, ohne die Verknipfung mit Cyklin/CDK-Komplexen zu
stéren.*® Eine Punktmutation von Aminosaure 94 macht die Inhibierung von CDK durch
p21 unmoglich, obwohl die Bindung an den Cyklin/CDK-Komplex unversehrt bleibt.**
CIPs fungieren vorwiegend als CDK2-Inhibitoren. Es wurde aber auch gezeigt, dass
p21 und p27 Interaktionen zwischen CDK4/6 und Cyklin D hauptséchlich durch
Stabilisation des Komplexes fordern. Demzufolge werden CIP-Inhibitoren durch die
Akkumulation von D-Cyklinen in der frihen G;-Phase sequestriert und die
enzymatische CDK2/Cyklin E Aktivitat wird hochreguliert. Diese Interaktionen
erleichtern den G1/S Ubergang und deuten auf eine andere, nicht katalytische Funktion

von CyklinD/CDK-Komplexen bei der Zellzyklusregulation hin.3¢4>4°

p21 kann
Zellzyklusprogression auch Uber PCNA, einen Replikation- und Reparaturfaktor,
regulieren. PCNA ist eine Untereinheit der DNA-Polymerase 3, die die DNA-Polymerase
mit der DNA verankert. Diese Verbindung ist unabdingbar fir die DNA-Synthese in der
S-Phase. p21 kann durch die Bindungsstelle am C-Terminus mit PCNA interagieren
und die DNA-Synthese durch die DNA-Polymerase & blockieren. Der Zellzyklus wird in
Folge in der S-Phase arretiert.*’ Die Reparaturfunktion von PCNA wird aber nicht durch

diese Interaktionen beeintrachtigt.*®
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1.4. Zellzyklus und Apoptose

Das Gleichgewicht zwischen der Zellteilung und der Apoptose wird fur die
Aufrechterhaltung der Gewebehomoostase streng reguliert. Zahlreiche Ahnlichkeiten
zwischen dem Zellzyklus und der Apoptose deuten auf eine Verbindung der beiden
Prozesse hin. Extremen Meinungen folgend ist die Apoptose sogar eine Variante des
gestorten Zellzyklus. Die rapide Aktivierung von CDK2 geht in vielen experimentellen
Systemen, auch in kultivierten Kardiomyozyten anfangs mit programmiertem Zelltod
einher.*® Die Zellzyklusprogression stimulierende Signale kénnen auch Zelltodsignale

aktivieren.

APOPTOTISCHE STIMULI

l

pl6 —{ CYCLIN D — CDK 4/6 CYCLINA-CDK 2 ~‘ p21

l l

Go > frihe G; <« > spéte G
ppRb + E2F1 E—— proaopoptotische Gene
DEREPRESSION
APOPTOSE

Abb. 1.3. Zellzyklus und Apoptose
Zellzyklusregulierende Faktoren spielen eine essentielle Rolle bei der Durchfiihrung vom

programmierten Zelluntergang.

Die Uberexpression von positiven Zellzyklusregulatoren wie E2F-1,>° Cyklin D1,>*

2 cdc25-Phosphatase (cell division cycle 25)°° kann auch zum

Protoonkogen c-myc,®
programmierten Zelltod fuhren. Wie beim Gi1/S Ubergang ist die transkriptionelle

Aktivitdat von E2F auch beim Eintritt in die Apoptose erforderlich. Falls keine
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entsprechende Aktivierungsbedingungen existieren, l6st E2F nicht die G,/S-Transition,
sondern Apoptose aus (Abb.1.3).>*

Die Zelle kann ausschlieRlich durch die Koordination von Uberlebenssignalen (z.B. IGF-
1 — Insulin-likegrowth factor 1, insulindhnlicher Wachstumsfaktor) oder wenn sie im
entsprechenden Zeitpunkt des Zellzyklus arretiert wird vor Apoptose gerettet
werden.’®*®> DemgemaéR fungieren die Zellzyklus-Inhibitoren, vor allem p21, ebenfalls
als antiapoptotische Faktoren.

Zusammenfassend sind der programmierte Zelltod und der Zellzyklus eng verbundene

Prozesse, die sich in einem fein regulierten Gleichgewicht befinden.

1.4.1. Die Rolle von p21 in der Apoptose

Die Funktion von p21 im programmierten Zelltod wurde in vielen Studien untersucht.
Zellen mit herunterregulierter Expression von p21°PYWAFL hzw. die p21¢""*)-defiziente
Zellen sind durch eine gesteigerte Anfalligkeit fir Apoptose im Vergleich zu
Wildtypzellen gekennzeichnet.*® Die antiapoptotische Wirkung von p21¢'"*WAFL ist nicht
nur verbunden mit der F&higkeit Zellzyklusarrest auszulésen, sondern auch mit
Interaktionen mit vielen proapoptotischen Faktoren. Die zellzyklusinhibierende Wirkung
von p21 ist abhangig von der nuklearen Lokalisation, dagegen wird die antiapoptotische
Funktion auch zytoplasmatisch ausgetibt.”’

Die Expression von p21 wird unter anderem vom p53 Tumorsuppressor reguliert, einem
wichtigen Regulator der Apoptose und des Zellzyklus. P53 fungiert als “Wachter des
Genoms"” und wird z.B. nach DNA-Schadigung aktiviert, was zum Zellzyklusarrest oder
zur Apoptose fuhrt. Die DNA-Schaden fuhren zur posttranslational-regulierten
Ansammlung von p53 und durch erhéhte Expression von p21 zum G;-Arrest.”® Dieser
Vorgang kann als Feedback-Mechanismus fur p53 Aktivierung und Antwort auf
genotoxischen Stress angesehen werden.>® Bei einer ungentigenden Expression von
p21 schreitet der Zellzyklusarrest weiter zum apoptotischen Zelltod voran (Abb.1.4).%°
p21 kann die Zelle ebenfalls vor der durch oxidativen Stress induzierten Apoptose
bewahren.®* Dieser Zellzyklusregulator ist auch ein Substrat fir Caspase-3, die seine
Kernlokalisationssequenz abspaltet. AnschlieRend wird p21 ins Zytoplasma transloziert
und die Aktivitat von CDK2 wird infolgedessen hochreguliert.?4%

Dieses Ereignis ist die Vorbedingung fur Apoptose. CDK2-Aktivitat kann erforderlich fur

11
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Kernchromatinkondensation, Schrumpfen der Zelle und Auflosung der Zellkontakte
sein.®* Auf der anderen Seite ist p21 fahig an die inaktive Pro-Caspase-3 im

Zytoplasma zu binden und seine proteolytische Aktivierung zu hemmen.®

DNA-
SCHADEN

OXIDATIVER | —>> ®I=> APOPTOSE
STRESS
\ -

Abb. 1.4. Die p53-p21 Achse

Die p53 Aktivierung infolge von DNA-Schaden und oxidativem Stress induziert den
Programmierten Zelltod. Die p53-anhangige transkriptionelle Aktivierung von p21 fungiert als
Feedback-Mechanismus und fihrt bei genlgender Expression zum Zellzyklusarrest anstatt

von Apoptose.

p21 kann sowohl Caspase-8 inhibieren wie auch c-IAP1 (inhibitor of apoposis protein 1,
Apoptose-inhibierendes Protein 1), einen direkten Caspase-3-Inhibitor, stabilisieren.®®
Uberdies kann der zytoplasmatische p21 Komplex an ASK1 (Apoptosis Signalregulating
Kinase 1, Apoptose-stimulierende Kinase 1) binden und dadurch stressaktivierte MAP-
Kinasekaskaden (mitogen-activated protein, mitogenaktivierte Protein) inhibieren
(Abb.1.5).°” Der p21-vermittelte antiapoptotische Mechanismus ist sehr vielseitig und
weiterhin nicht vollstdndig aufgeklart. Er ist vor allem mit einem erhdhten
Expressionsniveau verbunden. P21 scheint ein kritischer Regulator sowohl fir den

Zellzyklus als auch fur die Apoptose zu sein.
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CPRO—CASPASE—B )

_ . Comrn D
ﬁ C ASK-1 )

Zytoplasma

Kern

] - S

Abb. 1.5. Die antiapoptotische Funktion von p21
p21l interagiert mit vielen Faktoren, die im apoptotischen Prozess involviert sind. Gleichzeitig

stellt p21 das Substrat fir Caspase-3, einen Effektor der Apoptose dar.

1.5.Doxorubicin und Apoptose

Doxorubicin ist ein wichtiges antineoplastisches Medikament, das sich durch eine hohe
Wirksamkeit bei der Behandlung solider Tumoren (z.B. Mammakarzinom,
Leberkarzinom) sowie von Blutkrebs (z.B. akute myeloische und lymphatische
Leukdmie, multiples Myelom) auszeichnet. Seine Anwendung ist aufgrund
kardiotoxischer Nebeneffekte, die sich nicht effektiv mittels Pharmakotherapie
verhindern lassen, limitiert. Der kardiotoxische Effekt von Doxorubicin ist u.a. durch
Apoptose von Kardiomyozyten gekennzeichnet.? Doxorubicin ist ein potenter
Apoptoseinduktor, der den programmierten Zelltod durch p53-abhangige und p53-
unabhangige Mechanismen induziert. Die Mitochondrien stellen das Hauptziel des
Doxorubicin-induzierten Herzschadens dar. Doxorubicin triggert die Freisetzung von
mitochondrialem Cytochrome c, welches nachfolgend zu einer Aktivierung der
Caspasenkaskade fiihrt.?®® Der Verlust von Herzmuskelzellen fiihrt letztendlich zur

Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie mit verminderter Pumpfunktion.

13
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1.6. Transduktion von TAT —Fusionsproteinen

Die Zellmembran stellt fur Proteine unter physiologischen Bedingungen eine
impermeable Barriere dar. 1988 wurde die Eigenschaft des HIV TAT-Proteins
nachgewissen, die Zellmembran direkt zu passieren.’®’* Die chemische Kopplung des
TAT-Proteins an heterologes Protein, wie p-Galaktosidase, ermdglicht nach Zugabe
zum Zellkulturmedium einen direkten Transport vom Fusionsprotein in die Zellen.”
Diese Eigenschaften der TAT-Fusionsproteine wurden auch in vivo nach
intraperitonealer Injektion in die Maus nachgewiesen.”® Die histologische Analyse zeigte
eine gleichmaliig verteilte pB-Galaktosidase-Aktivitdt in allen Organen, einschlief3lich
Myokard und Gehirn.” Die Untersuchungen von vielen TAT-Proteinen zeigte, dass eine
basische Region zwischen Aminosauren 47-57 fur eine effektive Internalisierung
ausreichend ist. Sie wird als Protein-Transduktions-Domane (PTD, protein transduction
domain) bezeichnet. Die Aufnahme von TAT-Proteinen st zeit- und
konzentrationsabhangig. Der exakte Mechanismus der Proteintransduktion ist noch
nicht vollig geklart. Die ersten Untersuchungen zeigen eine direkte, schnelle Penetration
durch die Zellmembran in temperatur-, rezeptor- und energieunabhangiger Weise."
Die neusten Ergebnisse von Wadia deuten auf Makropinozytose als
Transduktionsmechanismus hin.” Die Bindung an die TAT-Sequenz macht nicht nur
die Transduktion von Proteinen moglich, sondern auch Liposomen, Lambda-Phagen
und Nanopartikel kdnnen auf diese Weise in die Zelle transportiert werden.”®’""® Die
Fahigkeit der PTD-Fusionsproteine zur Modulation der Zellbiologie wurde mit Erfolg in
verschiedenen Tiermodellen getestet. So wurden u.a. TAT-p27 im Krebsmodell sowie
TAT-Bcl-xL im Schlaganfallmodell getestet.””® Andere PTD liegen in Antennapedia
(Antp) Protein von Drosophila und VP22 Protein von Herpes simplex Virus (HSV)
vor.81'82

Die Transduktion von TAT-Fusionproteinen liefert eine neue Mdglichkeit fur die
Modifikation der Zellfunktion und kdnnte deswegen einen zukinftigen Zugang zur

Behandlung vieler Krankheiten darstellen.
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1.7. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Effekt der TAT-p21 Proteintransduktion am in
vivo Modell der Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie der Maus zu untersuchen.

Darlber hinaus war es von groRem Interesse, weitere Einsichten in den Prozess der

Apoptose von Kardiomyozyten zu erlangen.
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2.Materialien

2.1. TAT-Fusionsproteine

In den Experimenten wurden zwei TAT-p21-Fusionproteine verwendet: TAT-Wild-Typ-
p21 (TAT-p21) und als Kontroll-Protein TAT-p21AC. Dem TAT-p21AC-Protein wurden

64 C-terminale Aminoséuren, darunter die Bindungsstellen fir PCNA und Cykline sowie

die Kernlokalisationssequenz (NLS- nuclear localization signal), entfernt.

Um die CDK-Aktivitat zu inhibieren, ist die Bindung von TAT-p21 sowohl an Cyklin als

auch an CDK unerlasslich. Die Mutation einzelner Aminosauren des C-Terminus kann

trotz unversehrter Bindung an den CDK/Cyklin-Komplex die Inhibierung von CDK durch

p21 unmoglich machen (42,44). Die Deletion der 64 C-terminalen Aminosauren entzieht
dem Mutanten seine Eigenschaft als CDK-Inhibitor (Abb.2.1).

Procaspase-3

Cyc 1

TAT-p21
N His-Tag TAT
TAT-p21-AC
N | His-Tag || TAT

Procaspase-3

Cyc 1

PCNA
Cyc 2
Cdk NLS ye
164
Cdk C

90

Abb. 2.1. Domanenstruktur von TAT-p21 und TAT-p21AC

11 Aminosauren der Protein-Transduktions-Doméne (PTD) sowie ein His-Tag gehen dem N-
Terminus des p2l1 voraus. Dem Kontroll-TAT-p21 (TAT-p21AC) fehlt der C-Terminus,
einschlieBlich der Bindungsstellen fir PCNA und Cyklin sowie der Kernlokalisationssequenz

(NLS- nuclear localization signal).
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Die TAT-p21-Fusionproteine wurden von Dr. Junfeng An und Dr. Ludger Hauck der AG
von Harsdorf/Dietz (MDC, Berlin) zur Verfiigung gestellt.

Die Klonierung der cDNA-TAT-p21 erfolgte durch Insertion von p21 open reading frame
(ORF, offener Leserrahmen) in das pTAT-HA-Plasmid (erhalten von S. Dowdy von
Howard Hughes Medical Institute, La Jolla, California, USA). Die p21-ORF-DNA wurde
in die MCS (multiple cloning site) des pTAT-HA-Vektors nach Verdau mittels Xhol
herinkloniert. Anschlielend wurden die TAT-p21 und TAT-p21AC Plasmide in E.coli
BL21(DE3) pLysS (Promega) transformiert und mittels FPLC Equipment (AKTA,
Amersham) isoliert und aufgereinigt. Die erhaltenen TAT-p21-Fusionproteine wurden
1:10 mit Glycerin verdinnt, aliquotiert und in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die

Lagerung erfolgte bei —80°C.%3

2.2. Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Acrylamid Merck
Ammoniumpresulfat Roth
BCA™ Pt Assay Reagent A und B Pierce

Bromophenolblau
Caspase Glow 3/7 Tests
Chloroform

dNTP’s

DNase |

DTT

Ethanol

ETDA

Glycin

Heparin (Liguemin®)
HEPES

Hoechst

Ketamin (10 %)

Isopropanol

Sigma, Deisenhofen
Promega

Merck

Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH, Freiburg
Promega

GERBU

Merck

Merck

Roth

Hoffman La Roche
Calbiochem

Molecular Probes
Ratiopharm

Merck
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Chemikalien Hersteller
Molekulargewichtmarker Fermentas
N’N’-bis-methylen-acrylamid Roth
Paraformaldehyd Sigma
PBS (ohne Ca *?und Mg *?) Dulbecco
PMSF Sigma
Ponceau S Solution Sigma
Proteaseinhibitoren ( Complete ®) Roche
QuantiTect SYBR Green Qiagen
SDS Sigma
Stripping Buffer (Restore™ Western Blot) Pierce
Sucrose Sigma
SuperScript ™ Ill Reverse Transcriptase Invitrogen
Western-Blotting-Detektionslosung Amersham
Tissuetek Sakura
Triton X 100 Roth
Trizma-base Sigma
Trizma-HCI Sigma
TUNEL-Kit Roche
TWEEN ® 20 Roth

Urea Calbiochem
Western-Blot-Detrektionsreagenz Cell Signaling
Xylazin ( Rompun) Bayer
Xylen Sigma

2.3. Losungen und Puffer

Z Puffer=

HEPES

dest. Wasser

pH 8,0 einstellen

NacCl

Urea

Add. dest. Wasser bis zu
300 ml

1.428 g
150 ml

1.755 g
144 g
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+Die Proteaseinhibitoren und DTT wurden kurz vor Anwendung zugegeben.

Polyacrylamidgel: 12%ig 15%ig
dest. Wasser 335ml 23,5ml
Trenngel: 1,5 M Tris-Hcl, pH 8,8 25,0 ml 25,0 ml
10 % SDS 1,0 ml 1,0 ml
Acrylamid/bis-Losung 40,0 ml 50,0 ml
10% Ammoniumpresulfat 500 pl 500 pl
TEMED 50 pl 50 pl
Sammelgel  dest. Wasser 12,2 ml
0,5 M Tris-Hcl, pH 8,8 5,0ml
10 % SDS 0,2 ml
Acrylamid/bis-L6sung 2,6 mi
10% Ammoniumpresulfat 100 pl
TEMED 20 pl

Die Amoniumpersulfat-Losung wurde frisch angesetzt. Nach Zugabe von TEMED
wurden die Gele gegossen und mit Methanol lberschichtet. Nachdem das Trenngel
auspolymerisiert war, wurde Methanol entfernt und das Sammelgel tber das Trenngel

gegossen. Anschliel3end wurden die Kadmme eingesetzt.

Hypotonischer HEPES 24 mM
Puffers MgCl 5mM
EGTA 1 mM

* Die Proteaseinhibitoren und DTT wurden kurz vor Anwendung zugegeben.

SDS-Probenpuffer Tris-HCI 187.5 mM
DTT 150 mM
SDS 6 %
Glycerin 30 %
Bromophenolblau 0.03%

19



2. Materialien

10 x Laufpuffer

Transferpuffer

10 x TBS

(wurde autoklaviert)

TBS plus (100 ml)

DABCO (10 ml)

2.4. Antikorper

Tris basisch
HEPES
SDS

Glycin
TRIS-basisch
SDS
Methanol

Tris basisch
pH 7,6 einstellen
NacCl

TBS
10% TRITON X 100
Ziegeserum

Tween 20

DABCO
Tris-HCI (1 M)
MilliQ

Glycerin (99 %)

1219
238 ¢g
10 g

2.93 ¢
5.81 g
0.375¢g

20 %

24.2 g
80g¢g

92 ml
5ml
3 ml

0,5 ml

0,233 g
200 pl
800 pl

9 ml

Antikdrper

Hersteller

Sarkomerische MHC (MF20)

Aktin (sc-7210),
p21 (C-19);
Anti-His

sekundare meerrettichperoxidase gekoppelte

Antikdrper anti- Maus- 1gG

University of lowa, Hybridoma Bank

Santa Cruz

Santa Cruz

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences
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Antikdrper

Hersteller

sekundare meerrettichperoxidase gekoppelte Amersham Biosciences

Antikdrper anti- Kanninchen- I1gG
Bcl-2 (C-2)
Bax (B-9)

Santa Cruz
Santa Cruz

2.5. Verwendete Gerate und Programme

Gerat

Hersteller

Autocade®Software
Autoradiographiefilm (Hyperfilm™ECL™)
Butterfly-Nadel

Deckglaser (12mm Durchmesser)
Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® 3
Cell)

Elektophoresezubehdor

EndNote

Entwicklungsgerat (CURIX 60)
Filterpapier

Heizblock (DRI-Block® DB2A)
Homogenisator (Ulttra-Turrax® T 25 basic)
ImageJ

Inkubator

Incubator shaker

Kryostat (1720)

Mikroskope

Nadeln (Sterican®)

Objekttrager (SuperFrost®Plus)
Operationsbesteck

iCycler

PCR plates, 96-well

Pipetten

STATISTICA

Autodesk

Amersham Life Science,
BECTON DICKINSON
Marienfeld GmbH & Co.KG
BIO-RAD

Biometra

Thompson Reuters

AGFA

Whatman

Techne

IKA® - Werke

Public Domain http://rsb.info.nih.gov./ij/
Heraeus Instruments GmbH, Wiesloch
New Brunswick scientific GmbH

Leica

Olympus, BX 60 und 1X 70

B. Braun Meisungen AG

Menzel GmbH & Co KG

NeolLab

Biorad

Abgene, Surrey, UK

Eppendorf AG

StatSoft
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Gerat

Hersteller

Sterile Filter, Cellulose Nitrat Membranen
Tischzentrifuge (0,5 bis 2 ml) (Biofuge fresco)
Vortex

Wage (Basic Typ BA 310S und BA 4100)
Wasserbader

Zentrifugen

Nalgene, Hamburg

Heraeus Instruments GmbH

Vortex Genie 2, Bender und Hobein AG,
Sartorius

Kottermann, Germany

Super T21, RC-2B, Sorvall GmbH,
Avanti J20, Beckmann Coulter GmbH,
5417C, Eppendorf AG,
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3. Methoden

3.1. Ubersicht der Arbeitsmethoden

Fur die Beurteilung der kardiotoxischen Wirkung von Doxorubicin und Testung des
Effekts der TAT-p21-Fusionsproteine TAT-p21 Wildtyp und seiner um den C-Terminus
deletierten Mutante TAT-p21AC wurden entsprechende Analysen durchgefuhrt.

INJEKTIONEN

(DOX, TAT-p21, TAT-p21..C) - l

HERZENTNAHME
p T
)
1)
HISTOLOGIE
T e AT PROTEIN ISOLIERUNG
Masson-Trichrom Farbung, ¥ (RS (Caspasen- 3/ -7 Aktivitat Messung,
Hoechst-Farbung ) & ;' Y Bcl-2/Bax-Ratio im Westernblot)
3 —_—

RNA ISOLIERUNG
(ANP mRNA-Expression in RT-PCR)

Abb. 3.1. Ubersicht der Arbeitsmethoden

Die Kardiotoxische Wirkung von Doxorubicin (DOX) und die schiitzenden Eigenschaften der
TAT-Fusionsproteine (TAT-p21, TAT-p21AC) gegen den Doxorubicin-induzierten Herzschaden
wurden nach einem festgelegten Schema durchgefiihrt. Nach dem Versuchsablauf wurden die
Tiere schmerzfrei getdtet und die Herzen entnommen. Die Apoptoseparameter (TUNEL-
Farbung, Caspasen-3/-7 Aktivitdt, Bcl-2/Bax Ratio im Westernblot) und die kardiale
Genaktivierung in Form der mRNA Expression von Atrialem Natriuretischen Peptid (ANP) in

der Real-Time PCR wurden bestimmt.
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Die Apoptose von Kardiomyozyten wurde mittels TUNEL-Assay, Bestimmung der Bcl-
2/Bax Ratio im Westernblot und der Messung der Caspasen-3/-7 Aktivitat beurteilt.

Das Ausmal} der induzierten Herzinsuffizienz wurde wéhrend des Experimentes durch
die Echokardiographie, Bestimmung der Genaktivierung von Atrialem Natriuretischen
Peptid (ANP) mittels Real-Time PCR wund durch die metrischen Parameter
(Herzgewicht/Korpergewicht Ratio, Herzgewicht/Fibulalange Ratio) bestimmt. Die

ausfuhrliche Darstellung der angewendeten Methoden erfolgt in den folgenden Kapiteln.

3.2. Versuchsablauf

Die Versuche wurden in 2 Phasen geteilt. Zuerst wurden die Doxorubicin-induzierte
Apoptose von Kardiomyozyten und die antiapoptotische Wirkung von TAT-p21-
Proteinen in acht Wochen alten mannlichen Ma&ausen (20-25g KG) untersucht.
Anschliel3end wurde der Einfluss von TAT-Fusionprotein auf Entstehung/Verhinderung
einer Herzinsuffizienz geprift. Die Doxorubicin wurde in allen Experimenten

ausschlief3lich einmalig intraperitoneal appliziert (20mg/kg Kg).

3.2.1. Beurteilung der Apoptose

Zuerst erfolgte die Bestimmung des zeitlichen Ablaufs der Doxorubicin induzierten
Apoptose mittels TUNEL-Analyse. Doxorubicin wurde einmalig (20mg/kg KG)
intraperitoneal appliziert. Zum Zeitpunkt der hochsten Apoptoserate von
Herzmuskelzellen wurde im folgenden Experiment die antiapoptotische Wirksamkeit
verschiedener Dosen von TAT-p21 getestet. Dieser Versuch ermoglichte die
Bestimmung der Wirkungsdosis von TAT-p21, die in den nachfolgenden Versuchen
verwendet wurde. Aufbauend auf den vorgeschriebenen Experimenten wurde der Effekt
von TAT-p21 hinsichtlich des Einflusses von TAT-p21 auf die durch Doxorubicin-
induzierte Kardiomyozytenapoptose untersucht.

Es wurden insgesamt 5 Gruppen gebildet. Dabei wurde die Kontrollgruppe mit
physiologischer Kochsalzlésung (NaCl/NaCl-Gruppe) behandelt, eine Gruppe mit einem
gewichtsadaptierten Volumen der Kochsalzlésung und Doxorubicin (NaCl/Dox-Gruppe),
eine mit Doxorubicin und TAT-p21 (TAT-p21/Dox-Gruppe) und eine weitere mit einer
trunkierten, nicht-funktionellen Mutante: TAT-p21AC und Doxorubicin (TAT-p21AC/Dox-
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Gruppe). Um den Einfluss von TAT-p21 auf die Apoptoserate bei unbehandelten Tieren
zu untersuchen, wurde eine Gruppe von Tieren mit TAT-p21 und mit Kochsalzlésung
anstatt Doxorubicin behandelt (TAT-p21/NaCl-Gruppe).

Die erste Gabe von TAT-Fusionsproteine erfolgte in allen Experimenten ca. 15 Minuten
vor der Gabe von Doxorubicin bzw. Kochsalzlésung in der Kontroll-Gruppen
(NaCl/NaCl-Gruppe, TAT-p21/NaCl-Gruppe) verabreicht. Je nach Bestimmung des
Zeitpunktes der hochsten Apoptoserate wurden die TAT-Fusionsproteine bzw. das
gewichtsadaptierte Volumen von Kochsalzlésung in der NaCl/Dox-Gruppe und in der
NaCl/NaCl-Gruppe in 24-stundigen Abstanden injiziert. Die letzte Applikation erfolgt 24
Stunden vor dem geplanten Versuchsende.

Die Apoptose-Beurteilung erfolgte mittels TUNEL-Farbung, durch Bestimmung der Bcl-

2/Bax Ratio im Westernblot und Aktivitdtsbestimmung der Caspase-3 und -7.

3.2.2 Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathie

Aufbauend auf den Vorversuchen wurde der Effekt von TAT-p21 hinsichtlich der
Entstehung/Verhinderung einer Herzinsuffizienz untersucht. Die Doxorubicin-induzierte
Kardiomyopathie ist ein gut etabliertes Tiermodell. Innerhalb der ersten 4-6 Tage kommt
es bei den mit Doxorubicin (20mg/kg KG) einmalig behandelten Tieren zur Ausbildung

einer dilatativen Kardiomyopathie mit einer verminderten Pumpfunktion.3* %

Gabe von TAT-p21/ TAT-p21AC/NaCl

IR

0 24 h 48 h 72 h 96 h 120h>

Versuchbeginn Versuchende
Doxorubicin Echokardiographie
/INaCl-Gabe Herzentnahme

Abb. 3.2. Versuchsprotokoll
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Die TAT-p21 Fusionsproteine bzw. Kochsalzldsung (gleiches Volumen) wurden einmal
taglich intraperitoneal verabreicht. Es wurden insgesamt 5 Gruppen zusammengesetzt.
Dabei wurde die Kontrollgruppe mit physiologischer Kochsalzlosung (NaCl/NaCl-
Gruppe) behandelt, eine Gruppe mit 0,9% NaCl und Doxorubicin (NaCl/Dox-Gruppe),
eine mit TAT-p21 und Doxorubicin (TAT-p21/Dox-Gruppe), sowie einer genspezifischen
Kontrolle fir TAT-p21 mit einer nicht-funktionellen Mutante (TAT-p21AC/Dox-Gruppe).
Um den Einfluss von TAT-p21 auf die unbehandelten Tiere zu untersuchen, wurde eine
Gruppe von Tieren mit TAT-p21 und mit Kochsalzlésung anstatt Doxorubicin behandelt
(TAT-p21/NaCl-Gruppe). Der Grad der induzierten Herzinsuffizienz wurde wahrend des
Experimentes durch die Echokardiographie, durch die Bestimmung des Quotienten aus
Herzgewicht und Gesamtkorpergewicht sowie Herzgewicht und Fibulalange des Tieres
bestimmt. Zusatzlich wurde die kardiale ANP-Genaktivierung (Real-Time PCR)
bestimmt.

Die erste Gabe von TAT-Fusionsproteine erfolgte in allen Experimenten ca. 15 Minuten
vor der Gabe von Doxorubicin bzw. Kochsalzlésung in der Kontroll-Gruppen
(NaCl/NaCl-Gruppe, TAT-p21/NaCl-Gruppe) verabreicht. Weiter Applikationen von
TAT-Fusionsproteine bzw. einem gewichtsadaptierten Volumen von Kochsalzldsung in
der NaCl/Dox-Gruppe und in der NaCl/NaCl-Gruppe wurden in 24-stundigen Abstanden
durchgefiihrt. Die letzte Applikation erfolgte nach 96 Stunden des Versuches, 24
Stunden vor der Experimentende (Abb.3.2).

3.3. Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten ménnliche Inzuchtmause des C57BI/6NCrl Stammes mit
einem mittleren Gewicht von 20-25 g KG, die von der Fa. Charles River Deutschland
GmbH bezogen wurden (TVA: G0202/04). Uber den gesamten Versuchszeitraum
wurden die Versuchstiere in Gruppen von jeweils vier bis sechs Mausen pro Kafig in
einem normal klimatisierten Tierstall gehalten. Es herrschte ein konstanter Tag-Nacht-
Rhythmus. Als Nahrung diente pelletierte Fertignahrung. Die Trinkwasserzufuhr erfolgte
ad libidum.
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3.4. Herzentnahme

Vor Entnahme der Herzen wurden die Tiere mit einer intraperitonealen Applikation von
Ketamin/NaCl (50mg/kg KG), Xylazin/NaCl (10mg/kg KG) analgosediert. Zur Hemmung
der Blutgerinnung wurden 500 IE/kg KG Heparin intraperitoneal injiziert. Die Mause
wurden mit einem Bauchdeckenschnitt er6ffnet, um dann mit einem fortlaufenden
Schnitt durch das Zwerchfell tGber das Sternum den Brustkorb zu 6ffnen. Die
Rippenbdgen wurden mit Nadeln zur Seite gesteckt. Die Perfundierung des Herzens
erfolgte mit PBS Uber eine Schmetterlingskanile in den linken Herzventrikel. Das
AusflieRen des venosen Blutes und der Perfusionslésung erfolgte Gber einen kleinen
Schnitt in den rechten Herzvorhof. Im Anschluss an die Perfusion erfolgte
Herzentnahme und Teilung in drei Stlicke. Der fur RNA-Analysen bestimmte Herzapex
und der fur die Protein-Isolierung bestimmte Teil wurden sofort in flissigem Stickstoff
tiefgefroren und bei -80°C gelagert. Der fir die Histologie bestimmte Rest des Herzens
wurde in Paraformaldehyd-Lésung (PFA 4%) uberfihrt und fur 2 Tage bei 4°C
aufbewahrt. AnschlielRend wurde das Gewebe zur Zytoprotektion in 30%ige Succrose-
Losung Uberfuhrt.

3.5. Histologische Arbeitsmethoden

3.5.1. Herzschnittanfertigung

Die Herstellung von Kryoschnitten erfolgte am Kryostat 1720 von der Firma Leitz. Die
Temperatur des Gefrierraumes, des Messers und des Gewebehalters betrugen von -
20°C bis -25°C. Um ein Schneiden des Herzens im Kryostat zu ermdglichen, wurde das
Gewebe mit Tissue Tec® eingehdllt und im Kryostat gefroren. Das Herz wurde mit einer
Schnittdicken von 3 pym fir die Immunohistochemie und 7 um fiir die Masson -Trichrom

die Farbungen geschnitten.

3.5.2. Masson-Trichrom Farbung

Fur die Darstellung des Bindegewebes fiihrten wir eine Masson-Trichrom Farbung

durch. Die Farbung erfolgte mit einem Kit (Masson Accustain®, Sigma) nach einem
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modifizierten Produzentprotokoll. 7 um dicke Gefrierschnitte wurden erst 5 Minuten an
der Luft aufgetaut und in entioniesiertem Wasser gespilt. Danach wurden sie in der
Biebriech-Scharlach-Saurefuchsin-Losung 3 Minuten gefarbt und anschlielRend kurz in
entionisierten Wasser gespult. Die Objekttrager wurden 5 Minuten in der
Phosphowolframséaure/Phosphomolybdansaure-Arbeitslosung und dann kurz in der
Anilinblau-Lésung inkubiert. Die 2-minttige Differenzierung in der 1%igen Essigsaure
ermdglichte eine deutliche und transparente Abstufung der Farben. Die Schnitte wurden
anschlieBend in einer aufsteigenden Ethanolreihe gespult und mindestens 10 Minuten
in Xylol geklart. AbschlieBend wurden die Schnitte in Eukitt quick fixiert und mit

Glasplattchen eingedeckelt.

3.5.3. Immunohistochemie

3.5.3.1. Nachweis der Apoptose mittels TUNEL-Test

Zum Nachweis einzelner apoptotischer Zellen wurde die TUNEL-Methode (terminal
desoxynucleotidyl-transferase mediated dUTP nick end labeling) nach Hersteller-
Angaben angewandt. Hierzu verwendeten wir das Kit In Situ Cell Death Detection Kit
der Firma Roche. Mit Hilfe dieser Technik werden wahrend der Apoptose entstehende
DNA-Strangbriiche dargestellt. Die in gro3er Zahl entstehenden freien DNA-3"-OH
Enden werden mit einem Fluoreszein-markierten dUTP gekennzeichnet, welches die
Identifizierung apoptotischer Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop ermdglicht. Im
Anschluss an den TUNEL-Test wurde eine indirekte Immunfluoreszenz-Farbung mit
einem Kardiomyozyten-spezifischen primaren Antikérper (gegen sarkomerische Myosin
schwere-Kette, R-MHC) durchgefuhrt, um die apoptotischen Kardiomyozyten
identifizieren zu kénnen. Die genomische DNA wurde mit Hoechst dargestellt. Drei
diagonale Herzschnitte wurden fur jedes Tier unter dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert und als digitale Bilder abgespeichert (Openlab).

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte des Farbeprotokolls beschrieben. Nach
dem Auftauen wurden zuerst die Schnittpraparate 5 Minuten in TBS gewaschen und
dann fir 40 min in TBS plus blockiert. Die Arbeitslésung fir den TUNEL-Test wurde
entsprechend der Herstelleranweisungen vorbereitet. Nach einem kurzen Trocknen

wurden die Herzen mit der Arbeitslosung versetzt. Nach 2 Stunden Inkubationszeit bei
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37°C in einer feuchten Kammer wurden sie 5 Minuten in TBS gewaschen und
getrocknet. Danach wurden die Schnitte mit dem monoklonalen anti-R-MHC-Antikoérper
(MF20) in Verdinnung F200 in TBS plus Uber Nacht bei 4°C in Dunkelheit inkubiert.
Dem funfminttigen Waschen mit TBS folgte das Blocken mit TBS plus fur 40 Minuten.
Die Herzschnitte wurden fir 4 Stunden in Dunkelheit bei der Raumtemperatur mit einem
2. TRITC-gekoppelten Antikoérper in Verdinnung (F200) in TBS plus versetzt. Die
Schnittpraparate wurden sechsmal 5 Minuten in TBS gewaschen. Anschliel3end wurden
sie fir 10 Minuten mit Hoechst (F200) inkubiert und zweimal mit Aqua dest. abgespililt.
Zunachst wurden die Schnitte mit DABCO anti fade Reagenz versetzt und dann mit
einem Deckglas bedeckt und am Rand mit Hilfe von Nagellack abgedichtet. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C.

3.5.3.1.1. Die guantitative Analyse von TUNEL-positiven
Kardiomyozytenkernen

Fur jeden Schnitt wurde die Anzahl von TUNEL-positiven Herzmuskelzellkernen
ermittelt. Die Anzahl der TUNEL-positiven Kardiomyozytenkerne pro Schnitt wurde in

Zahl pro 100 000 Kerne umgerechnet. Daflir wurde zuerst die mittlere Herzschnittflache

(n=7) mittels Autocad® ausgemessen und die Anzahl von Kernen im mm? des
Schnittes mittels Fluorezenzmikroskopie bestimmt. Aus diesen Daten wurde die
durchschnittliche Anzahl von Kernen pro Schnitt berechnet. Die Apoptoserate eines
jeden Tieres wurde stets aus 3 Schnitten gemittelt (Abb.3.3). Um die Wirkung von TAT-
p21-Proteinen auf Doxorubicin-induzierte Apoptose von Kardiomyozyten zu beurteilen,
wurde die Reduktion der Apoptoserate errechnet. Sie wurde nach folgender Gleichung

errechnet.

(MW prose = MWiacinac)) X 100%

IleDoxlNaCI - MWNaCI/NaCI

X — Reduktion in %
MW — Mittelwert der Probe (Anzahl der apoptotischen Kardiomyozytenkerne)

MW — Mittelwert der apoptotischen Kardiomyozyten in bestimmten Gruppe
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Abb. 3.3. Die Messung der mittleren Herzschnittflache und der Anzahl von Kernen pro

mm?

Drei Schnittflachen von einem Herz (n=7) wurden mittels Autocad ausgemessen (A) und die
Durchschnitts-Schnittflache wurde bestimmt (C). Anschlielend wurde die durchschnittliche
Anzahl von Kernen pro mm? mittels eines Objektivs mit Gitter errechnet (B). Fiinf verschiedene
Bereiche von jedem Schnitt (n=5) wurden ausgewertet (D). Auf der Basis von den erreichten
Resultaten wurde die Anzahl von TUNEL-positiven Herzmuskelskernen pro Schnitt in eine Zahl
pro 100 000 Kerne umgerechnet.

3.6. Proteinbiochemische Methoden

3.6.1. Protein Isolierung

Fur die Protein Isolierung wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. Fiur die
Westenblot Analyse wurden die Proben mit Z-Puffer behandelt. Fur die Messung der
Caspasen Aktivitat wurden die Proben zum Erhalt der Enzymaktivitat mit mildem

hypotonischen Puffer behandelt. Die verwendeten Puffer enthielten Proteaseinhibitoren
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(Complete EDTA free tablets, Roche).

3.6.1.1. Proteinaufreinigung mit dem Z-Puffer

Die bei -80°C gelagerten Herzproben wurden zerhackt und zu 500-1000 pl Z-Puffer
gegeben. Das Gemisch wurde mit einem Teflon-Glas Homogenisator zerkleinert und fur
45 Minuten auf Eis inkubiert. Die Homogenisate wurden alle 10 Minuten gevortext und
danach sonifiziert. Nach der anschlieRenden Zentrifugation (15 Minuten, 13000 rpm,
4°C) wurde der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR tberfiihrt und in 50 pl

Volumina aliquotiert.

3.6.1.2. Proteinaufreinigung mit dem hypotonischen Puffer

Die tiefgekuhlten Herzproben wurden im gefrorenen Zustand mit dem Mdorser und
StoRel im flissigen Stickstoff zerrieben. Das Gewebepulver wurde in ein
Reaktionsgefal dberfuhrt. Nach Zugabe von 800 ul eines hypotonen Puffers mit
Proteaseninhibitoren wurden die Proben 5 Sekunden gevortext und anschlie3end
mittels Dounce Homogenisator homogenisiert. Nach einer 5-minitigen Inkubation auf
Eis wurde das Lysat 15 Minuten bei 4°C und 10000 rpm abzentrifugiert. Der
proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und fur die Experimente eingesetzt.

3.6.2. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinextrakten wurde mittels des
Bicinchonininsédure (BCA) Testverfahrens entsprechend der Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Proteine bilden mit Cu*? lonen in alkalischer Lésung einen Komplex (so
genannte Biuret-Reaktion). Die Cu*? lonen des Komplexes werden zu Cu® lonen
reduziert, die mit BCA einen violetten Farbkomplex bilden. Die Konzentration dieses
Farbkomplexes kann spektrometrisch bei 560 nm gemessen werden und verhélt sich
proportional zur Anzahl der Kupferionen und somit zur Proteinmenge.

Die Protein- sowie Standardbestimmung wurde jeweils dreifach durchgefuhrt. Zu 1Qul
Probe wurden pro Reaktionsgefald 200 pl BCA -Reagenz zugefugt. Die Ansatze wurden

fiur 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wurden sie fir 20 Sekunden in einem
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automatisierten Mikrotiterplatten-Lesegerat geschuttelt und die Absorption bei 560 nm
gemessen.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration der Extrakte, die fir die Beurteilung der
Caspasen-Aktivitat vorgesehen waren, wurde eine schnellere Methode angewandt.
Mittels NanoDrop™-ND-1000-Spectrophotometer wurde die Absorptionsfahigkeit der
Extrakte mit der Protein A280 Methode bei einem UV-Bereich von 280 nm nach
Hersteller-Angaben bestimmt.

Die Korrelation zwischen Absorption und Konzentration wurden automatisch durch die

Computersoftware unter Bezugnahme auf die Beer-Lambert Gleichung berechnet:

A=E*b*c
A- Absorptionsfahigkeit
E- Extinktionskoeffizient
b- Wellenlange in Zentimeter

c- Konzentration

3.6.3. Westernblot-Analyse

3.6.3.1 Probenvorbereitungen

Die bei —80°C gelagerten Proben wurden auf Eis aufgetaut. 30-50 pg Protein wurden
mit 3xSDS-Probenpuffer versetzt und fir 6 Minuten auf 100°C erhitzt. Die denaturierten

Proben wurden abgekuhlt und in die Auftragstaschen der Gele pipettiert.

3.6.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Elektrophorese wurde in einem
vertikalen System der Firma Pharmacia durchgefuhrt. Als Trennmedien wurden in
Abhangigkeit vom Molekulargewicht des zu analysierenden Proteins homogene 12%
bzw. 15% Polyacrylamidgele (Mini-Protean Il System, Biorad) verwendet. Die

Elektrophorese wurde im Laufpuffer bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Zuerst erfolgte
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die Konzentration der Proteine im 4%igen Sammelgel fir 20 Minuten bei 30 mA und
danach die Separierung bei 60 mA, bis das im SDS-Probenpuffer enthaltene
Bromphenolblau den unteren Rand des Gels erreicht hatte. Das Molekulargewicht des

Proteins wurde durch den Vergleich mit dem Molekulargewichtmarker bestimmt.

3.6.3.3 Westernblot-Verfahren

Fur die Westernblot-Analysen wurden die tUber eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Vor dem Transfer wurden das Gel und die
Membran far 10 Minuten im Transferpuffer inkubiert und zwischen vier mit
Transferpuffer getrankte Filterpapiere (Whatman 3MM) gelegt. Der gesamte Blot-Stapel
wurde in die Blot-Kammer eingesetzt. Der Transfer dauerte 1 Stunde bei 70 mA je
Membran. Die Kontrolle des gleichmafigen Proteintransfers auf die Membran erfolgte
durch Farbung mit 3%iger Ponceau S-Losung fur 5 Minuten bei Raumtemperatur. Die
Membran wurde danach mit TBST vollstdndig entfarbt. Um eine unspezifische Bindung
der Antikérper an die proteinfreien Stellen der Membran zu verhindern, wurde sie mit
5% Milchpulver/TBST fur 1 Stunde auf einem Ruttler bei Raumtemperatur geblockt. Die
Membran wurde dann dreimal fir 5 Minuten mit TBST gewaschen und im Anschluss mit
einem priméaren Antikdrper (Verdinnung nach Herstellerangaben 1:500 bis 1:2000) in
5% Milchpulver/TBST bzw. 5% BSA in TBST uber Nacht bei 4°C unter langsamem
Schitteln inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Antikdrper wurde die Membran
dreimal gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran fur 1 Stunde auf einem Ruttler
bei Raumtemperatur mit einem Sekundarantikorper (1:2000 verdidnnt in
Blockierungslésung) inkubiert. Ein zweiter, mit dem Enzym Meerrettichperoxidase
gekoppelter Antikorper erkannte spezifisch Maus- oder Ratten-lgG. Zur Detektion
spezifischer Proteine auf der Nitrocellulose-Membran wurde das Chemolumineszenz-
Verfahren angewandt. Nach einem erneuten Waschen (3 x TBST, 1 x TBS fur 5
Minuten) wurde die Membran mit Western-Blotting-Detektionslésung fur 60 Sekunden
(ECL-Plus System, Amersham) inkubiert. Danach wurde die Membran in eine
Klarsichtfolie  eingeschlagen. Die durch enzymatische Reaktion emittierte
Chemolumineszenz wurde mit einem Rontgenfilm detektiert. AnschlieRend erfolgte die
Entwicklung des Films in einem automatischen Entwicklungsgerat. Anhand eines

gefarbten Molekulargewichtmarkers konnte das Signal dem detektierten Protein
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zugeordnet werden. Um eine bereits detektierte Westernblotmembran nochmals mit
den gleichen oder anderen Antikorpern zu detektieren, wurden der Erst- und
Zweitantikbrper mit einem Strippingpuffer entfernt. Sowohl vor der funfmindtigen
Inkubation in 20 ml Strippingpuffer als auch danach wurde die Membran dreimal mit

TBST gewaschen.

3.6.4. Aktivitatsbestimmung der Caspase-3 und -7

Die Caspase-Aktivitat wurde mittels des Caspase Glow 3/7 Tests (Promega) nach der
Herstelleranleitung bestimmt. Die Grundlage der Messung basiert auf der Eigenschaft
von Caspasen, bestimmte Peptidsequenzen zu erkennen und dieser C-Terminal zu
spalten. Durch proteolytische Spaltung der Tetrapeptidsequenz Asp-Glu-Val-Asp
(DEVD) des Aminoluziferin wird dieses als Substrat fur die Luciferase zuganglich.
Anhand des Umsatzes dieses lumineszierenden Substrates wird die Aktivitat der
Caspasen-3 und -7 ermittelt. Das emittierte Lumineszenzsignal ist proportional zur
Aktivitdt der Caspasen-3/-7. Fur die Versuche wurden Zelllysate aus tiefgekihlten
Herzproben verwendet. Unmittelbar nach der Proteinaufreinigung mit dem
hypotonischen Puffer (Kap. 3.6.1.2.) wurde eine Proteinbestimmung durchgefihrt. Die
Lysate wurden anschliel3end auf eine Proteinkonzentration von 100 ug/ml eingestellt.
Zur Bestimmung der Caspasen-Aktivitat wurden die Proben (50 pl) mit 50 ul
Substratldsung versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die

Luciferasemessung im Luminometer (Multilable Reader Victor?).

3.7. Molekularbiochemische Methoden

3.7.1. RNA-Isolation

Die tiefgefrorenen Proben wurden zu Trizol Lésung (1ml, Invitrogen) dazugegeben und
30 Sekunden lang mittels Ultraturax homogenisert (24000/min). Nach Zugabe von
Chloroform (0,2 ml), Durchmischung und anschliel3ender Zentrifugation (30 Minuten, 10
000 U; 4°C) ergab sich eine Phasentrennung. Die farblose Oberphase enthélt die RNA
und wurde in ein frisches Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach dem Hinzufiigen von 0.5 ml

Isopropanol wurden die Proben geschiittelt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
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und dann zentrifugiert (15 Minuten; 12000 U; 4°C). Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet wurde mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und abzentrifugiert (8 Minuten,
7500 U, 4°C). Nach Entfernung des Uberstands folgte eine 15-minutige Trocknung. Das
getrocknete Pellet wurde in 50 ul DEPC (Diethylpyrokarbonat)-Wasser 10 Minuten lang
bei 55°C gel6st, und die RNA-Konzentration bestimmt. Die RNA-Proben wurden bei -
80°C gelagert. Die isolierte RNA diente als Matrize flr cDNA, die fir die quantitative

Realtime-PCR (s.u.) eingesetzt wurde.

3.7.2. Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration der RNA-Proben wurde spektrophotometrisch tber die Absorption
bei der Wellenlange 260 nm gemessen. Der benutzte NanoDrop®-ND-1000-
Spektrophotometer wurde durch eine spezielle Software kontrolliert und die Daten
wurden auf dem Rechner gespeichert. Fir eine Messung gentigten 2 pl einer Losung.
Als Mal3 fur die Reinheit der Proben wurde das Verhdaltnis Absorption 260 nm/
Absorption 280 nm bestimmt, welches fiir RNA ca. bei 2 liegen sollte.

3.7.3. DNase Behandlung

Um eine Amplifikation genomischer Sequenzen zu vermeiden, wurde der DNA-Verdau
durchgefiihrt. Die RNA-Proben wurden mit einer L6sung aus DNase | und
Reaktionspuffer versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Zugabe
von EDTA (25 mM) folgte eine 10-mindtige Inkubation bei 65°C im Thermocycler. Nach
DNase Behandlung wurde die RNA-Konzentration erneut bestimmt.

3.7.4. cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Mit Hilfe der
"Murinen Reversen Transkriptase" wurde die mit DNase behandelte Gesamt-RNA in
cDNA umgeschrieben, die spater als Template fur die Amplifizierung eingesetzt wurde.
Das Vorgehen entsprach dem Herstellerprotokoll. Die RNA wurde mit einer Losung aus
den Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTP) von Adenin (dATP), Guanin (dGTP),
Cytosin (dCTP) und Thymidin (dTTP) und oligo dT12 pr versetzt, 5 Minuten bei 65°C
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inkubiert und danach fur eine Minute auf Eis gestellt. Die Arbeitslosung aus PCR Puffer,
DTT und DEPC-Wasser wurde hinzugefugt und 2 Minuten bei 50°C inkubiert. Nach
Zugabe von Muriner Reversen Transkriptase (SuperScript ™ Ill Reverse Transcriptase)
fand erst die 60-mindtige Inkubation bei 50°C und danach eine 15-minutige
Inaktivierung der Reaktion bei 70°C statt. Die erhaltene cDNA wurde bei -20°C
aufbewabhrt.

3.7.5. Quantitative Echtzeit-PCR

Fur die quantitative Bestimmung der Genexpression (ANP, Gapdh) wurde die real-time
quantitative PCR-Methode verwendet. Eine Amplifikation und eine gleichzeitige
Detektion von PCR-Produkten mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green 1)
ermoglichen PCR-Produkte in Echtzeit zu detektieren. Das zur Einlagerung in die
Doppelhelix befahigte SYBR Green | emittiert wahrend der Bindung Fluoreszenz. Das
Signal wird am Ende der Elongationsphase vermessen, wenn in jedem PCR-Zyklus die
maximale amplifizierte Menge an PCR-Produkt vorliegt. Die Zunahme der
Fluoreszenzdetektion ist proportional zur Menge des Amplikons. Die Denaturierung
fuhrt wieder zur Ablésung des Fluoreszenzfarbstoffs von der doppelstrangigen DNA.
Das Prinzip der Quantifizierung beruht auf der Kinetik der PCR-Reaktion, wobei es in
der exponentiellen Phase in jedem Zyklus unter optimalen Bedingungen zu einer
konstanten Verdopplung der Ausgangsmenge kommt. Fiur die Auswertung wird der
PCR-Zyklus, bei dem die erste signifikante Fluoreszenzsignalzunahme erfolgt, der
Schwellenwertzyklus, (treshold cycle, CT) verwendet. Hierzu wurde ein QuantiTect
SYBR Green-System (Qiagen) und ein iCycler (Biorad) eingesetzt (Tab.3.1 und
Tab.3.2).

Alle Proben wurden dreifach bestimmt und dann auf die Expression eines konstant
exprimierten Gens (Gapdh) bezogen. Die Berechnung des Expressionsunterschieds

(Ratio) erfolgte Uber die sogenannte AACT Methode.
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Reagenzien Volumen (ul)

1.Wasser, PCR-grade 8

2. Primer Mix Vorwarts Primer 0,75
Ruckwarts Primer 0,75

3. Celldyl (250 nM) 1

4. QuantiTect'"SYBR® Green | 12,5

5. Template cDNa 2

Gesamtvolumen 25

Tab. 3.1. Reagenzien fir PCR

Zellzykluszahl (Schritte 2-4) 40

Heil3start 95°C, 15 min
Denaturierung 95°C, 15 sec
Primerbindung 60°C 30 sec

DNA-Synthese 72°C, 20 sec

a H . nhoE

Schmelzkurve 55°C — 95 °C, in 0,5°C-Schritten, jeweils 10 sec

Tab. 3.2. RT-PCR-Reaktionsprogramm

3.8. Echokardiographie

Die Echokardiographie ist eine nichtinvasive Untersuchung des Herzens mittels
Ultraschall. Es konnen damit u.a. Ausmalfle der Wande und der Lumina sowie
Parameter der Herzfunktion bestimmt werden. Die Mause wurden mit einem Accuson
Sequoia Echogerat und einem 13-Megaherz-Schallkopf untersucht. Fir die
Durchfihrung der Ultraschalluntersuchung wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert.
Danach wurden sie in Riuckenlage gebracht, der ventrale Thoraxbereich rasiert und mit
Ultraschallgel benetzt. Es wurden 3 Messungen pro Maus im M-Mode in der parasternal

langen Achse durch einen erfahrenen Untersucher durchgefuhrt (Abb.3.4).
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BIVISUALSOMNICS

Arnd Heuser (imported)

Abb. 3.4. Echokardiographische Untersuchung

M-Mode in der parasternalen langen Achse durch den linken Ventrikel.

3.9. Statistik

Zur statistischen Berechnung wurden die Werte der Einzeltiere in obig genannte
Gruppen eingeteilt, die jeweiligen Mittelwerte (MW) und deren mittlere Standardfehler
(SEM) berechnet. Unter Zuhilfenahme des Computerprogramms Statistika® wurden
mittels Student'schem T-Test bzw. nichtparametrischem Mann-Whitney U Test
Signifikanzen ermittelt. Signifikant waren Differenzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
p<0,05.
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4. Ergebnisse

4.1. In vivo TAT-Protein Transduktion

Unsere Vorarbeiten zeigten die starkste Protein Transduktion in das murine Herz
innerhalb der ersten 2-4 Stunden nach einer intraperitonealen Gabe von TAT-Fusions-
protein. Um die Durchfihrbarkeit der TAT-p21 Protein Transduktion in vivo zu
untersuchen, injizierten wir adulten Wildtyp Mausen intraperitoneal TAT-p21, TAT-
p21AC (10 mg/kg KG) oder Kochsalzlésung. Drei Stunden spater wurden die Tiere

geopfert und die Herzen entnommen.

MF20
Hoechst

anti-His

Kochsalzlésung TAT-p21 TAT-p21AC

Abb. 4.1. Transduktion von TAT-p21 Fusionsproteinen

3 Stunden nach TAT-p21-Applikation wurden die Herzen entnommen und Herzschnitte
angefertigt. Um Kardiomyozyten darzustellen wurde eine Farbung der schweren (-Myosin
Kette (MF-20) und eine Hoechstfarbung der Kerne (Al, B1 und C1) durchgefiihrt. Zum
Nachweis des His-Tag des TAT-Proteins wurde ein anti-His-Antikorper (FITC, griin) verwendet

(A2, B2 und C2). Anschlieend wurden die Schnitte mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
Der Nachweis einer intrazellularen Lokalisation der Fusionsproteine in Kardiomyozyten
erfolgte mittels anti-His-Antikorper und wurde durch einen kardiomyozyten-spezifischen

Antikdrper (anti-B-MHC, MF20) bestétigt. Die Herzschnitte der behandelten Mause
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zeigten eine starke Fluoreszenzintensitat im gesamten Myokard (Abb. 4.1.).

4.2. Apoptosedynamik von Herzmuskelzellen nach Stimulation mit

Doxorubicin

Um die zeitliche Dynamik der Kardiomyozytenapoptose nach Doxorubicinbehandlung
quantitativ zu bestimmen, wurde adulten Mausen Doxorubicin (20mg/kg KG
intraperitoneal) als Einzeldosis verabreicht. Im Anschluss daran wurden die Herzen
(n=4/Tag) am Tag 1-5 nach Doxorubicin Applikation mittels transkardialer Perfusion mit

PBS entnommen.

HOECHST MF20+TUNEL

HOECHST MF20+TUNEL

Abb. 4.2. Detektion kardiomyozytarer Apoptose nach Doxorubicin

24 Stunden nach Gabe von Doxorubicin (20mg/kg KG intraperitoneal) wurden die Herzen
entnommen und Herzschnitte angefertigt. Zum Nachweis von apoptotischen DNA-
Strangbriichen wurde die TUNEL-Farbung (FITC, grin) verwendet (A,D). Anschliel3end
wurden eine Féarbung fir schwere 3-Myosin Kette (MF20) und eine Hoechstfarbung der Kerne
(B,E) durchgefiihrt. Um spezifisch apoptotische Kerne von Herzmuskelzellen nachweisen zu
kénnen, wurden die korrespondierenden TUNEL und MF20 (TRITC, rot) Bilder fusioniert.
Reprasentative Fotografien eines TUNEL-positiven Kardiomyozyten (A-C) und TUNEL-

positiven nicht-Kardiomyozyten (D-F) .
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Die Apoptose von Kardiomyozyten wurde mittels TUNEL-Farbung detektiert. Da das
Herz nicht ausschlieBlich aus Kardiomyozyten besteht, wurden die Schnitte gegen
schwere B-Myosin Kette gefarbt, um apoptotische Kerne spezifisch Herzmuskelzellen
zuordnen zu koénnen. Darauf basierend, wurden nur die eindeutig in Kardiomyozyten
lokalisierten apoptotischen Kerne quantifiziert. Die Kontrollgruppe bestand aus nicht mit
Doxorubicin behandelten M&ausen (Abb. 4.2.).

60 p<0,05

50
40
30 **
20

10

apoptotische Kardiomyozyten / 100 000 Kerne

Tage

Abb. 4.3. Zeitlicher Verlauf kardiomyozytarer Apoptose nach Doxorubicin
Quantifizierung TUNEL-positiver Kardiomyozyten in Herzkryoschnitten nach Behandlung mit
einer Einzeldosis von Doxorubicin (20mg/kg KG). Alle Werte stellen Mittelwerte und
Standardabweichungen von 4 Tieren (n=4) pro Gruppe dar. Der Fehlerbalken entspricht der
Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,0005 vs. Zeitpunkt 0, ** p<0,0001 vs. Zeitpunkt 0, ° p<0,01 vs. Zeitpunkt O.

Die mikroskopische Untersuchung von TUNEL-gefarbten Herzschnitten zeigte einzelne
zerstreute TUNEL-positive Kardiomyozytenkerne in der Kontrollgruppe (7,72 £0,72). Die
Behandlung mit Doxorubicin induzierte die Apoptose von Herzmuskelzellen. Die Rate
der TUNEL-positiven Kardiomyozytenkerne erreichte die hochsten Werte (44,03 +8,62)
24 Stunden nach einmaliger Applikation von Doxorubicin und war statistisch relevant
(p<0,0005). Im weiteren zeitlichen Verlauf nahm die Apoptoserate wieder ab. Der
Apoptose-Index am 2. Tag (26,62 £2,71) war weiter signifikant erhdht (p<0,0001), aber

merklich reduziert im Vergleich zum 1. Tag (p<0,05). Am 3. Tag nach Behandlung
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nahm die Apoptoserate weiter ab, blieb jedoch signifikant erhoht (16,76 +£4,70; p<0,01).
An den nachfolgenden Tagen fiel die Anzahl der apoptotischen Kardiomyozytenkerne
bis annahernd auf Ausgangswerte ab (Abb. 4.3.).

4.3. Wirkung verschiedener Dosen TAT-p21 auf die Doxorubicin-induzierte

Apoptose von Kardiomyozyten

Da eine inadaquate Medikamentendosis sowohl die Wirksamkeit einer Behandlung
erheblich limitieren als auch eventuelle Nebenwirkungen potenzieren kann, fihrten wir
eine Untersuchung zur kleinst mdglichen therapeutischen Wirkungsdosis von TAT-p21
Fusionsprotein durch. Im Vorversuch wurde der Zeitpunkt bestimmt, an dem die
Apoptoserate von Kardiomyozyten nach Behandlung mit Doxorubicin (20mg/kg KG) die
hdchsten Werte erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurde die antiapoptotische Wirksamkeit
verschiedener Dosen von TAT-p21 getestet.

Neben den Vehikel-behandelten Kontrollgruppen, die physiologische Kochsalzldsung
(0,9% NaCl) intraperitoneal erhielten, wurde jede TAT-p21 behandelte Gruppe mit
verschiedenen Dosen (5, 10, 20, 30 mg/kg KG) Fusionsprotein behandelt. Die Gabe
von TAT-Protein bzw. Kochsalzlésung in der Kontroll-Gruppe (NaCl/NaCl-Gruppe)
erfolgte 15 Minuten vor der intraperitonealen Doxorubicin Injektion. Die Wahl der
Dosierungen orientierte sich dabei sowohl an Ergebnissen anderer Forschungsarbeiten
als auch vorausgegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe.’®"®

Das Injektionsvolumen wurde gewichtsadaptiert festgelegt und durch isotone
Kochsalzlosung aufgefiillt. Die Beurteilung der antiapoptotischen Wirksamkeit der TAT-
Fusionsproteine wurde anhand einer TUNEL-Analyse durchgefuhrt.

In Ubereinstimmung zu den Ergebnissen des Vorversuchs (Abb. 4.3.) fihrte die
Doxorubicinbehandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einem 5-fachen Anstieg von
TUNEL-positiven Kardiomyozytenkernen (8,66 +1,30 vs. 42,50 +£7,99; p<0,0001; Abb.
4.4.). In allen mit TAT-p21 Fusionsprotein behandelten Gruppen fand sich eine
statistisch relevante Reduktion der Apoptoserate. Die niedrigste TAT-p21 Dosis
(5mg/kg KG) reduzierte die Anzahl der apoptotischen Kardiomyozytenkerne um 54%
(24,09 £2,57; p<0,005). Die grof3te Wirksamkeit zeigten die Dosen 10 und 20mg/kg KG.
Hier betrug die Reduktion der Apoptoserate 82% (14,5 +2,91 p<0,001) bei 10mg/kg KG
und 87% (13,05 #1,51; p<0,001) bei 20mg/kg KG TAT-p21 Fusionsprotein. Die
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kardiomyozytare Apoptoserate unterschied sich nicht signifikant zwischen den beiden
Gruppen (p>0,05) war jedoch gegenuber der nicht stimulierten Kontroligruppe
(NaCl/NaCl-Gruppe) signifikant erhoht (jeweils p<0,01). Die hochste Dosis von TAT-p21
Fusionsprotein (30mg/kg KG) zeigte eine geringer ausgepragt antiapoptotische
Wirkung. Diese unterschied sich jedoch nicht signifikant vom antiapoptotischen Effekt
mittlerer Dosen TAT-p21 Fusionsproteins (10 und 20mg/kg KG). Die Reduktion der
Apoptoserate nach Applikation von 30mg/kg KG TAT-p21 Fusionsprotein betrug 73%
(17,70 £3,35). In Analogie zu den Vorgruppen war auch in dieser Gruppe der

Apoptoseindex gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhéht (p<0,005).
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Abb. 4.4. Einfluss verschiedener Dosen TAT-p21 auf die Doxorubicin-induzierte
Apoptose von Kardiomyozyten

Die Anzahl apoptotischer Kardiomyozyten wurde mittels TUNEL-Analyse 24 Stunden nach
Doxorubicin ~ Stimulation  bestimmt. Alle Werte stellen die Mittelwerte und
Standardabweichungen von 5 Tieren (n=5) pro Gruppe dar. Der Fehlerbalken entspricht der
Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,0001 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ** p<0,001 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), °
p<0,01 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).

Als Hinweis auf einen toxischen Effekt wurde bei 2 M&ausen dieser Gruppe bei der
Herzentnahme Aszites beobachtet.
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4.4. Beurteilung der Wirkung von TAT-p21 und TAT-p21AC
Fusionsproteinen auf Doxorubicin-induzierte Kardiomyozytenapoptose in

VivOo

Aufbauend auf den Vorversuchen wurde der Effekt von TAT-p21 hinsichtlich des
Einflusses von p21 auf die Kardiomyozytenapoptose untersucht. Als genspezifische
Kontrolle fir TAT-p21 setzten wir dabei eine trunkierte Mutante ein, bei der der C-
Terminus von p21 deletiert wurde (TAT-p21AC). Auf dieser Weise wurde dem Mutanten
seine Eigenschaft der CDK-Inhibition entzogen (siehe Kapitel 2.1.).

Aufgrund der nur unwesentlich verbesserten Uberlebensrate von Herzmuskellzellen
nach Applikation von 20 gegeniber 10mg/kg KG TAT-p21 Fusionsprotein im
Vorversuch entschlossen wir uns zur Applikation von 10mg/kg KG TAT-p21
Fusionsprotein in dieser Versuchsreihe.

Entsprechend der Vorversuche erfolgte die Organentnahme 24 Stunden nach
intraperitonealer Doxorubicin-Injektion (20mg/kg KG). Der Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-
Gruppe) wurde das entsprechende Volumen von Kochsalzlésung injiziert. Um den
Einfluss von TAT-p21 auf unbehandelte Tiere zu untersuchen, wurde eine Gruppe von
Tieren mit TAT-p21 und mit Kochsalzlésung statt Doxorubicin behandelt (TAT-
p21/NaCl-Gruppe). Die intraperitoneale Injektion von TAT-p21-Protein (TAT-p21/Dox-
Gruppe, TAT-p21AC/Dox-Gruppe, TAT-p21/NaCl-Gruppe) und dem entsprechendem
Volumen von Kochsalzlésung in der Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-Gruppe) und
Doxorubicin-Gruppe (NaCl/Dox-Gruppe) erfolgte ca. 15 Minuten vor Doxorubicin
Stimulation (NaCl/Dox-Gruppe) bzw. der gewichtsadaptierten Kochsalzgabe bei den
Kontrollgruppen (NaCl/NaCl-Gruppe und TAT-p21/NaCl-Gruppe). Die Behandlung mit
Doxorubicin induzierte, ahnlich zu den vorausgegangenen Versuchen, einen Utber 5-
fachen Anstieg apoptotischer Kardiomyozytenkerne (NaCl/Dox-Gruppe: 41,75 +4,75) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-Gruppe: 8,33 +0,88; p<0,00001). Die
Behandlung mit TAT-Fusionsproteinen reduzierte signifikant die Apoptoserate. Die
Wirkung von beiden Fusionsproteinen unterschied sich erheblich. TAT-p21 reduzierte
den Apoptose-Index gegentber der mit Doxorubicin-stimulierten Kontrollgruppe um
82% (TAT-p21/Dox-Gruppe: 14,46 +2,90; p<0,00001 vs. NaCl/Dox-Gruppe). Das TAT-
p21AC Protein reduzierte die Zunahme der kardiomyozytaren Apoptose um 32% (TAT-
p21AC/Dox-Gruppe: 31,03 +3,0; p<0,005 vs. NaCl/Dox-Gruppe). Der Unterschied
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zwischen beiden TAT-Proteinen zeigte sich statistisch signifikant (TAT-p21/Dox-Gruppe
vs. TAT-p21AC/Dox-Gruppe, p<0,0001). Interessanterweise fuhrte eine Applikation von
TAT-p21 ohne Doxorubicin Stimulierung zu einer minimalen aber statistisch relevanten
Reduktion der basalen Apoptoserate (NaCl/TAT-p21-Gruppe: 6,47 +0,86; p<0,01) (Abb.
4.5).
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Abb. 4.5. Wirkung von TAT-p21 und TAT-p21AC Fusionsproteinen auf Doxorubicin-
induzierte Kardiomyozytenapoptose in vivo

Die Anzahl von apoptotischen Kardiomyozyten wurde mittels TUNEL-Analyse bestimmt. Alle
Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Tieren (n=5) pro Gruppe dar.
Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,00001 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ** p<0,005 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe),
8 p<0,01 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).

4.5. Effekt der TAT-p21 Protein Transduktion auf Doxorubicin-induzierte
Aktivierung der Caspasen-3 /-7

Als weiteres MelR3system fiur die Beurteilung der Apoptose von Herzmuskelzellen wurde
die Caspase-Aktivitdt der Caspasen-3 und -7 untersucht. Entsprechend der
Vorversuche wurde die Messung 24-Stunden nach Doxorubicin Gabe, zum Zeitpunkt

45



4. Ergebnisse

der grof3ten TUNEL-Positivitat von Kardiomyozyten, durchgefihrt. Die Induktion der
Herzmuskelzell-Apoptose mittels Doxorubicin ging mit einem signifikanten Anstieg der
Caspase-3/-7-Aktivitat einher.
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Abb. 4.6. Caspase-3 /-7-Aktivitaten 24 Stunden nach Stimulation mit Doxorubicin und
TAT-p21 Protein Transduktion

Die Caspase-Aktivitaten wurden 24 Stunden nach Stimulation mit Doxorubicin und
vorausgegangener Behandlung mit Kochsalz oder TAT-Fusionsprotein bestimmt. Alle Werte
stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 4 Tieren (n=4) pro Gruppe dar. Der
Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,0001 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ** p<0,001 vs. Doxorubicin-Gruppe (NaCl/Dox-
Gruppe).

Die Caspase-Aktivitat stieg nach Doxorubicin  Behandlung im Vergleich zur
Kontrollgruppe mehr als zweifach an (Dox/NaCl-Gruppe: 914,95 +42,02 RLU;
NaCl/NaCl-Gruppe: 375,50 +95,07 RLU, p<0,0001). Die Applikation sowohl von TAT-
p21l als auch TAT-p21AC reduzierte signifikant die Zunahme der Aktivitat beider
Caspasen nach Doxorubicin-Gabe (TAT-p21/Dox-Gruppe: 554,43 +103,84 RLU, TAT-
p21AC/Dox-Gruppe: 524,02 £119,87 RLU; jeweils p<0,001). Es zeigten sich keine

statistisch relevanten Unterschiede zwischen den beiden TAT-Gruppen (p>0,05). In
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beiden Fallen wurde die Steigerung der Caspase-Aktivitat nicht vollig aufgehoben. Der
Unterschied zur Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-Gruppe) zeigte sich nicht signifikant (jeweils
p>0,05). Die alleinige Gabe von TAT-p21 ohne nachfolgende Apoptose-Induktion mit
Doxorubicin verursachte keine signifikante Veranderung der Caspase-3 /-7-Aktivitaten
(TAT-p21/NaCl-Gruppe: 266,07 +65,39 RLU; NaCl/NaCl-Gruppe: 375,50 £95,07 RLU;
p>0,05) (Abb. 4.6.).

4.6. Relative Bcl-2/Bax Ratio

Die Bcl-2-Familie besteht aus anti- und proapoptotischen Mitgliedern. Das Verhéltnis
der antiapoptotischen Familienmitglieder, wie z.B. Bcl-2, zu den pro-apoptotischen, wie
z.B. Bax, determiniert das Uberleben der Zelle. Um die Regulation der Bcl-2
Familienmitglieder Bcl-2 und Bax im Rahmen TAT-p21-vermittelter Apoptoseinhibition
nach Doxorubicin Stimulation genauer zu analysieren, wurden diese mittels Westernblot
detektiert.

NacCl/ NacCl/ TAT-p21/ TAT-p21AC/ TAT-p21/
NacCl/ Dox Dox Dox NacCl
BCI-Z —— ety | — —— —

Bax - - i — -

Tubulin [ S e

Abb. 4.7. Western Blot der Bcl-2 und Bax Regulation nach Doxorubicin Stimulation.

Die Herzen wurden lysiert und die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Zellulosemembran transferiert. Als 1. Antikérper wurden anti-Bcl-2, anti-Bax und als
Ladungskontrolle ein anti-Tubulin Antikérper verwendet. Reprasentativer Westernblot von

insgesamt 4 Blots.
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Fur die Detektion beider Proteine wurde die gleiche Westernblot-Membran verwendet.
Nach der Bcl-2 Detektion erfolgte das Strippping der Membran und der Nachweis von
Bax (Abb. 4.7.). Um eine quantitative Aussage treffen zu kdnnen, wurden die Banden
densitometrisch mittels ImageJ-Programm ausgewertet und aus den Ergebnissen die
Bcl-2/Bax Ratio errechnet.

Die Doxorubicin Behandlung fihrte bei allen Gruppen zu einer statistisch signifikanten
Veranderung der relativen Bcl-2/Bax Ratio. Das Verhéltnis stieg nach Doxorubicin
Stimulation beinahe zweifach an [0,323 +0,051 in der Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-
Gruppe); 0,602 +0,215 in der Doxorubicin-Gruppe (Dox/NaCl-Gruppe); p<0,05].

Das Verhéltnis von Bcl-2 zu Bax stieg gleichermal3en in den Gruppen an, die sowohl
mit TAT-Fusionoproteinen als auch mit Doxorubicin behandelt wurden. Die Bcl-2/Bax
Ratio betrug 0,611 +0,223 in der TAT-p21-Gruppe (TAT/Dox-p21-Gruppe) und 0,661
10,170 in der TAT-p21AC-Gruppe (TAT-p21AC/Dox-Gruppe). Die alleinige Applikation
von TAT-p21 (TAT-p21/NaCl-Gruppe) fuhrte ebenfalls zu einem relevanten Anstieg des
Bcl-2/Bax Verhéltnisses (0,536 +0,129; p<0,05 vs. NaCl/NaCl-Gruppe) (Abb. 4.8.).

1,2

1,0

0.8

I

0,6

0,4

relative Bcl-2/Bax-Ratio

0,2

0,0
NaCl/NaCl NaCl/Dox TAT-p21/Dox TAT-p21AC/Dox TAT-p21/NacCl

Abb. 4.8. Densitometrische Auswertung der Bcl-2/Bax Ratio
Die Werte sind als Mittelwerte +SEM von n=4 verschiedenen Blots dargestellt.

* p<0,05 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).
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4.7. Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathie

Bei der Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie handelt es sich um ein gut etabliertes
Tiermodell. Nach einmaliger intraperitonealer Gabe von Doxorubicin (20 mg/kg KG) ist
in der Literatur die Entstehung einer dilatativen Kardiomyopathie mit eingeschrankter
linksventrikularer Pumpfunktion innerhalb von 4-6 Tagen beschrieben.

Um den Doxorubicin-induzierten Herzschaden und eine eventuell protektive Wirkung
von TAT-p21 genauer zu analysieren, wurden 5 Versuchsgruppen gebildet. Dabei
wurde die Kontrollgruppe mit Kochsalzlosung (NaCl/NaCl-Gruppe) behandelt, eine
Gruppe mit Kochsalzlésung und Doxorubicin (NaCl/Dox-Gruppe), eine mit TAT-p21 und
Doxorubicin (TAT-p21/Dox-Gruppe) und eine weitere mit TAT-p21AC und Doxorubicin
und (TAT-p21AC/Dox-Gruppe). Um den Einfluss von TAT-p21 auf die unbehandelten
Tiere zu untersuchen, wurde eine Gruppe von Tieren mit TAT-p21 und mit
Kochsalzlésung statt Doxorubicin behandelt (TAT-p21/NaCl-Gruppe).

Zu Anfang des Experimentes (Zeitpunkt: O h) wurden die TAT-Fusionproteine oder
Kochsalzlosung in der NaCl/NaCl-Gruppe und NaCl/Dox-Gruppe intraperitoneal
appliziert. Nach 15 Minuten erfolgte einmalig die Doxorubicin- oder Kochsalzgabe in
den Kontrollgruppen (NaCl/NaCl-Gruppe; TAT-p21/NaCl-Gruppe). In 24-Stunden
Abstédnden wurden TAT-Fusionproteine oder Kochsalzlosung in der Doxorubicin-
Gruppe (NaCl/Dox-Gruppe) verabreicht. 24 Stunden nach der letzen Gabe von TAT-
p21-Fusionprotein (Zeitpunkt: 96 h) oder Kochsalzldsung in der NaCl/NaCl-Gruppe und
NaCl/Dox-Gruppe wurden die echokardiographische Analyse, Gewichtskontrollen,
Herzentnahme mit Gewichtsbestimmung sowie die Messung der Fibulaldnge
durchgefuihrt. Des Weiteren wurde der Apex des Herzens fur die Bestimmung der
linksventrikularen ANP mRNA-Expression abgenommen.

4.7.1. Gewichtsdynamik

In allen 5 Versuchsgruppen wurden die Tiere taglich gewogen. Zu Beginn des Versuchs
war das Koérpergewicht in allen 5 Gruppen statistisch nicht signifikant unterschiedlich
(jeweils p>0,05) und betrug von 21,84 +£1,83g in der TAT-p21/NaCl-Gruppe bis 22,90
+1,83g in der NaCl/NaCl-Gruppe. In der Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-Gruppe) zeigte sich
am 5. Tag eine nicht signifikante Gewichtszunahme (NaCl/NaCl-Gruppe: 23,18 1,769
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am 5. Tag; p>0,05) (Abb. 4.9; Tab. 4.1.).

In allen mit Doxorubicin (20mg/kg KG) behandelten Gruppen kam es zu einem deutlich
signifikanten Gewichtsverlust, der durchschnittlich ca. 15% des Ausgangsgewichtes
betrug. Unter den Gruppen, die mit Doxorubicin behandelt wurden, zeigten sich keine
signifikanten Korpergewichtsunterschiede am letzten Tag des Experiments (NaCl/Dox-
Gruppe: 18,82 +0,84g; TAT-p21/Dox-Gruppe: 19,46 +1,059; TAT-p21AC/Dox: 19,20
+0,51g; p jeweils >0,05) (Abb. 4.9.; Tab. 4.1.).

Die ausschlie3lich mit TAT-p21 behandelte Mause (TAT-p21/NaCl-Gruppe) zeigten
ebenfalls eine signifikante Gewichtsreduktion am letzten Versuchstag (21,84 +1,83g am
0.Tag vs. 21,04+1,49 am 5.Tag; p<0,05). Das Gewicht in dieser Gruppe war am Ende
des Versuches signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,05) (Abb. 4.9.;
Tab. 4.1.).

Gewichtsdynamik (Ausgangsgewicht vs. Endgewicht)
28

26 + NaCl/NaCl NaCl/Dox TAT-p21/Dox  TAT-p21AC/Dox TAT-p21/NaCl

1T T T T

e T #
(@))]
$ 20 * 8
@)

18

16

0

0.Tag 5.Tag 0.Tag 5.Tag 0.Tag 5.Tag 0.Tag 5.Tag 0.Tag 5.Tag

Abb. 4.9. Gewichtsdynamik

Ausgangskorpergewicht und Gewicht am Ende des Versuches wurden fir die einzelnen
Gruppen in Paaren dargestellt. Die statistische Relevanz der Gewichtsdynamik wurde in jeder
Gruppe bestimmt (Anfangsgewicht vs. Endgewicht). Alle Werte stellen die Mittelwerte und
Standardabweichungen von 5-7 Tieren (n=5-7) pro Gruppe dar. Der Fehlerbalken entspricht
der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,005, ** p<0,05, ° p<0,001, * p<0,05.
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4.7.2. Herzgewicht

Am 5. Tag des Versuches wurden die Herzen nach Perfundierung mit PBS entnommen
und gewogen. Das Herzgewicht betrug am 5. Tag in der Kontroligruppe (NaCl/NaCl-
Gruppe) 140,4 +11,78mg sowie 122,0 £13,66mg in der TAT-p21-Kontrollgruppe (TAT-
p21/NaCl-Gruppe). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war nicht signifikant
(p>0,05) (Abb. 4.10.; Tab.4.1.).

Das Herzgewicht lag in den mit Doxorubicin behandelten Gruppen zwischen 94,5
+10,39mg in der NaCl/Dox-Gruppe und 100,67 £15,75mg in der TAT-p21/Dox-Gruppe
und war signifikant erniedrigt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es bestanden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen mit Doxorubicin behandelten
Gruppen (jeweils p>0,05) (Abb. 4.10.; Tabl. 4.1.).

Herzgewicht
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NaCl/NaCl NaCl/Dox TAT-p21/Dox  TAT-p21AC/Dox TAT-p21/NaCl

Abb. 4.10. Herzgewicht

Alle Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5-6 Tieren (n=5-6) pro
Gruppe dar. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,001 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ** p<0,005 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).
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4.7.3. Herzgewicht/Koérpergewicht Ratio, Herzgewicht/Fibulalange Ratio

Um das Herzgewicht verschieden gro3er und schwerer Tiere miteinander in Relation zu
setzen, wurde das Herzgewicht auf das Koérpergewicht und die Fibulalange bezogen.
Die Herzgewicht/Kdrpergewicht Ratio in Kontrollgruppen (NaCl/NaCl-Gruppe: 6,06
+0,25mg/g und TAT-p21/NaCl-Gruppe: 5,85 +0,44mg/g) zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (p>0,05). In den mit Doxorubicin
behandelten Gruppen betrug dieses Verhdltnis: 5,13 +0,50mg/g in der NaCl/Dox-
Gruppe, 5,12 £0,54mg/g in der TAT-p21/Dox-Gruppe, 4,90 £0,71mg/g in der TAT-
p21AC/Dox-Gruppe und war signifikant reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe
(NaCl/NaCl-Gruppe) (p<0,01). Es gab keine signifikanten Differenzen zwischen den mit
Doxorubicin behandelten Gruppen (p>0,05) (Abb. 4.11.; Tabl. 4.1.).

Herzgewicht/Kérpergweicht-Ratio

6,81

6,4 r

6,01

56| -1 _—
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4,8 1

Miligramm/Gramm (mg/g)

4,4t

NaCl/NaCl NaCl/Dox TAT-p21/Dox  TAT-p21AC/Dox TAT-p21/NaCl

Abb. 4.11. Herzgewicht/Kdrpergewicht Ratio

Alle Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5-6 Tieren (n=5-6) pro
Gruppe dar. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p<0,01 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ® p<0,005 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).

Das Herzgewicht/Fibulalange Verhéltnis war in den mit Doxorubicin behandelten Tieren

im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls deutlich signifikant reduziert (NaCl/NaCl-
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Gruppe: 7,51 +0,58mg/mm; p<0,005). Die Ratio betrug: 5,29 £0,58mg/mm in der
5,25 0,67mg/mm TAT-p21/Dox-Gruppe und 5,05
+0,73mg/mm in der TAT-p21AC/Dox-Gruppe. Die Unterschiede in den mit Doxorubicin

NaCl/Dox-Gruppe, in der
behandelten Tieren waren statistisch nicht signifikant (p>0,05) (Tab. 4.1.).

Das Verhaltnis Herzgewicht zu Fibulalange war in der Gruppe mit alleiniger Gabe von
TAT-p21 gegenuber der Kontrollgruppe leicht aber nicht signifikant reduziert (TAT-

p21/NaCl-Gruppe: 6,82 £0,41mg/mm vs.

p>0,05) (Tab. 4.1.).

NaCl/NaCl-Gruppe: 7,51 +0,58mg/mm;

TAT-p21/ TAT-p21AC/ TAT-p21/
NaCl/NaCl NaCl/Dox
Dox Dox NacCl
Ausgangs-
_ 22,90 £1,83 22,20 +1,31 22,88 +1,48 22,48 £1,16 21,84 £1,83
Gewicht ()
Endgewicht " o " x
© 23,18 +1,76 18,82 +0,84 19,46 +1,05 19,20 +0,51 21.04 £1,49
g
Herzgewicht s » s
140,4 +11,78 94,5 +£10,39 100,67 £15,75 95,2 £14,77 122,0 +13,66
(HG) (mg)
Dynamik des
) 1,2 15,32 15,0 14,59 3,66
Gewichts (%)
HG/Endgewicht - 5 -
. 6,06 £0,25 5,13 £0,50 5,12 0,54 4,90 0,71 5,85 10,44
Ratio (mg/g)
Fibulalange
18,7 +0,57 18,2 +0,51 18,83 +0,75 18,5+ 0,50 18,0+ 1,0
(FL) (mm)
HG/FL Ratio “ N “
7,51 £0,58 5,29 £0,58 5,25 +0,67 5,05 +0,73 6,82 £0,41
(mg/mm)
Sterblichkeit
%) 0% (0/5) 16,6% (1/6) 28,6% (2/7) 14,3% (1/7) 0 % (0/5)
0

Tab. 4.1. Gruppencharakteristik

HG — Herzgewicht, FL — Fibulalange
* p<0,05 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ** p<0,005 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe),
8 p<0,001 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), * p<0,0005 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).
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4.7.4. Echokardiographische Analyse

Um den Einfluss von Doxorubicin auf die Herzfunktion, Herzmorphologie und eventuell
protektive Wirkung von TAT-p21 zu evaluieren, erfolgte am 5. Tag des Experiments
eine echokardiographische Untersuchung. Die Doxorubicin Behandlung induzierte keine
signifikante Veranderung der linksventrikularen Funktion, die durch Bestimmung der
Verkirzungsfraktion (FS - Fractional Shortening) abgeschatzt wurde. Die
Verkirzungsfraktion betrug zwischen 25,1 +1,53% in der TAT-p21-Kontrollgruppe (TAT-
p21/NaCl-Gruppe) und 34,14 +7,66% in der TAT-p21AC/Dox-Gruppe. Es zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (jeweils p>0,05)
(Abb. 4.12)).

Verkurzungsfraktion (FS)
48
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24 ¢
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NaCl/NaCl NaCl/Dox TAT-p21/Dox TAT-p21AC/Dox TAT-p21/NaCl

Abb. 4.12. Echokardiographische Verkirzungsfraktion (FS)
Alle Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Tieren (n=5) pro Gruppe
dar. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

Die Doxorubicin Gabe fihrte nach 5 Tagen zu einer signifikanten Reduktion des
linksventrikularen enddiastolischen Diameters (LVDd) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(NaCl/NaCl-Gruppe: 4,074 +0,38mm; NaCl/Dox-Gruppe: 3,614 +0,16mm; p<0,05).
Sowohl die Gabe von TAT-p21 als auch von TAT-p21AC hatte keinen Einfluss auf die
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durch Doxorubicin Gabe induzierte Reduktion des linksventrikularen enddiastolischen
Diameters (TAT-p21/Dox-Gruppe: 3,342 +0,41mm; TAT-p21AC/Dox-Gruppe: 3,190
+0,25mm; jeweils p>0,05 vs. NaCl/Dox-Gruppe). Diese fiel verglichen mit der NaCl/Dox-
Gruppe sogar noch verstéarkt, wenn auch nicht signifikant aus. Somit wurden unter den
mit Doxorubicin behandelten Gruppen keine relevanten Unterschiede beobachtet.

Die alleinige Gabe von TAT-p21 verursachte keine relevante Anderung des
linksventrikularen enddiastolischen Diameters gegentiber der Kochsalz Kontrollgruppe
(TAT-p21/NaCl-Gruppe: 3,986 +0,188mm; p>0,05 vs. NaCl/NaCl-Gruppe) (Abb. 4.13.).

Linksventrikularer enddiastolischer Diameter (LVDd)
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Abb. 4.13. Echokardiographischer linksventrikularer enddiastolischer Diameter

Alle Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Tieren (n=5) pro Gruppe
dar. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).

* p <0,05 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ® p<0,005 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).

4.7.5. Linksventrikulare ANP mRNA-Expression

Das Atriale Natriuretische Peptid (ANP) ist ein natriuretisch und blutdrucksenkend
wirkendes Protein, dass hauptsachlich im Vorhofgewebe synthetisiert wird. Bei
Herzinsuffizienz und Herzhypertrophie kommt es zur gesteigerten ventikularen ANP
Expression. ANP gilt als guter Indikator fir den Schweregrad einer Herzinsuffizienz, da
der Serumspiegel mit dem klinischen Schweregrad der Herzinsuffizienz korreliert.
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Die kardiale ANP Genaktivierung wurde mit Real-Time PCR bestimmt und dann auf die

Expression eines konstant exprimierten Gens (GAPDH) bezogen (Abb. 4.14.).

ANP-relative Genexpression
I
I
I
I

NaCl/NaCl Dox/NaCl TAT-p21/Dox  TAT-p21AC/Dox  TAT-p21/NaCl

Abb. 4.14. Relative ANP Genexpression

Alle Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 4-5 Tieren (n=4-5) pro
Gruppe dar. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM).
*p<0,05 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe), ® p<0,01 vs. Kontrolle (NaCl/NaCl-Gruppe).

Die kardiale ANP Genaktivierung wurde mit Real-Time PCR bestimmt und dann auf die
Expression eines konstant exprimierten Gens (GAPDH) bezogen (Abb. 4.14.).

Die Behandlung mittels Doxorubicin resultierte in einem signifikanten 1,5-fachen
Anstieg der relativen ANP-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (NaCl/NaCl-
Gruppe: 1,17 £0,89; NaCl/Dox-Gruppe: 2,62 +0,77; p<0,05). Nach alleiniger Gabe von
TAT-p21 war die ANP Expression gegentuber der Kontrollgruppe 1-fach erhéht (TAT-
p21/NaCl-Gruppe: 2,31 +1,0). Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant
(p>0,05). Die ANP Expression in der TAT-p21/NaCl-Gruppe unterschied sich ebenfalls
nicht vor der, der NaCl/Dox-Gruppe. Der hdchste Anstieg wurde bei den mit
Doxorubicin behandelten Tieren verzeichnet, die gleichzeitig TAT-Proteine bekamen.
Hier zeigte sich ein 4-facher Anstieg in beiden TAT-Fusionsprotein Gruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Dox/TAT-p21-Gruppe: 4,79 £1,58; TAT-p21AC/Dox-
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Gruppe: 4,16 £1,09; jeweils p<0,01 vs. NaCl/NaCl-Gruppe). Zwischen den beiden TAT-
Fusionsprotein Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied (p>0,05) (Abb. 4.14.).
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5. Diskussion

Herzversagen ist weltweit eine der Haupttodesursachen bei Menschen Uber dem 65.
Lebensjahr. Die Halfte der Patienten, bei denen die Diagnose Herzinsuffizienz gestellt
wurde, verstirbt innerhalb von 4 darauf folgenden Jahren.

Da die Uberlebensrate von Tumorpatienten in den letzten 20 Jahren deutlich
zugenommen hat, hat das durch Chemotherapie induzierte Herzversagen einen ahnlich
limitierenden Einfluss auf das Uberleben und die Lebensqualitat des Patienten, wie es
bei anderen Formen der Herzinsuffizienz der Fall ist.

Trotz zahlreicher Fortschritte in der medikamentésen Behandlung konnten bisher nur
die Symptome der Herzinsuffizienz behandelt werden. Etablierte Medikamente wie [3-
Blocker, ACE-Hemmer, Sartane und Diuretika ermoéglichen eine Reduktion der
Herzarbeit durch Vor- und/oder Nachlastsenkung. Infolgedessen kommt es durch
Optimierung der hamodynamischen Parameter wie Herzfrequenz, Blutdruck,
Schlagvolumen und enddiastolischer Spannung zu einem reduzierten myokardialen
Sauerstoffbedarf.®®

Hinsichtlich der etablierten medikamentosen Therapie der Herzinsuffizienz, bestehen
einzelne Studien, die die Wirkung bei der Chemotherapie-induzierten Kardiomyopathie
untersucht haben. Cardinale und ihre Mitarbeiter zeigten in einer randomisierten Studie,
dass die Gabe von Enalapril bei Patienten nach einer Hochdosis-Chemotherapie mit
Doxorubicin eine signifikante Verschlechterung der LV-Funktion verhindern konnte.?’
Die Rolle des apoptotischen Zelltodes wurde bei Herzerkrankungen, insbesondere in
der Entwicklung der Herzinsuffizienz mehrfach nachgewiesen und diskutiert.*®

Die Herzmuskelzellen verlieren postnatal weitgehend die Fahigkeit zur Zellteilung und
konnen nur hypertroph wachsen. Der Wandel von hyperplastischem zu hypertrophem
Wachstum geht mit einer Abnahme positiver Zellzyklusfaktoren wie Cykline und CDK2
sowie mit einer gesteigerten Expression der Zellzyklusinhibitoren p21 und p27 einher.?®
Da der Verlust von Kardiomyozyten nicht ausreichend durch regeneratives Wachstum
kompensiert werden kann und zum Versagen der systolischen Pumpfunktion des
Herzens fihrt, spielt die kausale Therapie, beispielsweise im Sinn einer Pravention der
Apoptose von Herzmuskelzellen eine zentrale Rolle.

Die Charakterisierung der pro- und antiapoptotischen Signale dient der Etablierung

neuer innovativer Interventionsstrategien zur Blockade der Apoptose und dadurch zur
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Erhaltung des kontraktilen Myokards. Die Untersuchung der molekularen Verknipfung
zwischen Zellzyklus- und Apoptosekontrolle in Kardiomyozyten stellt einen wichtigen
Aspekt im Verstandnis dieser Prozesse dar und bietet einen potenziellen Ansatzpunkt
der zukinftigen Therapie.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass der cyklinabhéngige Zellzyklus-Inhibitor
p21 effizient die Apoptose der Herzmuskelzellen in vivo inhibieren kann. Somit konnte
ein enger Zusammenhang zwischen dem Zellzyklus und dem programmierten Zelltod
bestétigt werden. Des Weiteren fuhrt die Verwendung einer p21 Mutante zu einem

besseren Verstandnis der antiapoptotischen Aktivitat von p21.

5.1 Proteintransduktion

Die Herstellung eines Fusionsproteins bestehend aus der Proteinsequenz von p21
gekoppelt an die Proteintransduktionsdomane des TAT-Proteins von HIV1 ermdglichte
eine effiziente Transduktion von TAT-p21 Fusionsprotein ins Myokardium nach
intraperitonealer Gabe. Immunhistochemische Untersuchungen bestétigten die zeitnahe
Transduktion relevanter Mengen TAT-Fusionsproteins ins Myokard. Zahlreiche Studien
belegen, dass die fusionierten Proteine in der Regel ihre Eigenschaften behalten.’*#°
Somit bietet die Fusionierung eines Zielgens an die TAT-Doméne ein interessantes und
attraktives Instrument fur die Proteintherapie und epigenetische Forschung. Viele in
vitro und in vivo Studien belegen das therapeutische Potenzial der TAT-
Proteintransduktionsmethode. TAT-Bcl-xl hemmt den programmierten Zelltod von
primaren Neuronen sowohl im Zellkulturexperiment als auch nach fokal-induziertem
Ischamie/Reperfusionsschaden durch Ligatur der Arteria cerebri media.”® Gustafsson
und Mitarbeiter konnten am isolierten, perfundierten Herz sowohl eine effiziente
Transduktion als auch eine antiapoptotische Wirkung von TAT-ARC (apoptosis
repressor with caspase recruitment domain) nachweisen.®*

Die Immunogenitat von Fusionsproteinen stellt eine potenzielle Limitierung des
Proteintransduktionsverfahren dar. Hierbei sollte jedoch berlcksichtigt werden, dass
einfache Proteine und Peptide in der Regel weniger immunogen sind als virale
Vektoren. Zusatzlich besteht die Mdoglichkeit bestimmte immunogene Epitope zu
entfernen sowie durch eine lokale Applikation eventuelle Nebenwirkungen

einzuschranken. Dennoch missen zukunftige Studien potenzielle immunologische und
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toxische Reaktionen exakt untersuchen.

Ein weiteres Problem stellt die Verteilung von TAT-Proteinen in allen Organen,
einschlieBBlich dem Gehirn, dar. Da beispielweise p21 ein Protein mit einer breiten
pleiotropen Wirkung ist, kdbnnen daraus zahlreiche Nebenwirkungen resultieren. Aus

diesem Grund wére ein zielgenauer und selektiver Transport vorteilhatft.

5.2. Doxorubicin und Apoptose von Herzmuskelzellen

Die vorgelegten Daten zeigen Doxorubicin als einen potenten Induktor der Apoptose
von Kardiomyozyten. Die Aktivierung des programmierten Zelltodes konnte mittels
verschiedener Verfahren, wie der TUNEL-Methode, Messung der Caspasen-Aktivitaten
und Bestimmung der Bcl-2/Bax Ratio mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen

werden.

5.2.1. Dynamik der Apoptose

Der apoptotische Zelltod von Kardiomyozyten spielt eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Apoptose von Herzmuskelzellen nach Behandlung mit Doxorubicin betont
innerhalb der ersten 24 Stunden induziert wird. In den darauf folgenden Tagen kam es
zu einer kontinuierlichen Abnahme der Apoptoserate bis zum Erreichen basaler Werte.
Dieses Dynamik-Muster ist in Ubereinstimmung mit Beobachtungen von Arola und
bietet eine Erklarung fir Beobachtungen, die die Rolle der Apoptose in der Entwicklung
der Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie in Frage stellen.? Der Zeitpunkt nach der
Doxorubicinapplikation, zu dem die Apoptoseuntersuchung durchgefihrt wird, scheint
entscheidend zu sein. Somit ist der fehlende Apoptosenachweis an spateren Tagen
ohne Bedeutung.®

Das Ausmald der Apoptose variiert bei kardialen Erkrankungen sehr stark. Die
Apoptoserate im insuffizienten humanen Herz variiert von 231 auf 10° Zellen bei
Olivetti und Mitarbeitern bis zu 5-35% bei Narula und Mitarbeiter.”*** Die Daten von
Narula scheinen kaum vorstellbar zu sein, da ein so massiver Verlust von
Kardiomyozyten innerhalb weniger Tage zum Herzschwund fihren musste.

Das Spektrum der Anzahl von apoptotischen Kardiomyozyten ist ebenfalls im Fall der
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Doxorubicinapplikation nach vielen Publikationen sehr breit (siehe Tabelle 5.1). Ein 5-10
facher Anstieg der Apotoserate nach Doxorubicin-Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe
scheint in den meisten Studien (blich zu sein.%%848% 9597

Die Zeitdauer der Apoptose variiert in vivo in Abh&ngigkeit vom Zelltyp zwischen 1 und
24 Stunden, dennoch werden oft apoptotisch sterbende Zellen innerhalb von 1 bis 3
Stunden aus dem Gewebe entfernt.”® Wegen des kurzen zeitlichen Verlaufs des
Apoptoseprozesses werden nur wenige apoptotische Zellen zu einem bestimmten
Zeitpunkt detektiert. Aus diesem Grund ist auch eine quantitative Unterschatzung der

Apoptoserate moglich.*®

Apoptoserate

Kontrollgruppe Doxorubicin-Gruppe
Disseration - Ergebnisse 8,66 £1,30/10 000 42,50 +7,99/10 000
Nozaki et al., Circulation;2004 % 10% 25%
Toko et al.Hypertens res;2002 * 0.30/ 10 000 3.63/10 000
Aries et al.,PNAS; 2004 * 0,45% 6%
Liu et al., Am J Physiol Heart
Circ Phys I; 2004 % 2% 13.2%
Zhu et al., Circulation; 2009 *° 0,02/mm?® 0,22/mm*
Li et al., Circulation; 2006 °* 0,3/mm? 1,4/mm?

Tab. 5.1. Anzahl der apoptotischen Kardiomyzytenkerne in ausgewé&hlten
Publikationen.

Ausgewahlte Publikationen betreffen ausschlie3lich Tierexperimente mit mannlichen Mausen

Die Spezifitat und Sensitivitdt der TUNEL-Methode wurde in der Literatur ausfihrlich
diskutiert. Diese Technik basiert auf der Markierung von DNA-3'-OH Enden, die
wahrend der Apoptose durch entstehende DNA-Strangbriiche zuganglich werden. Freie
DNA-3'-OH Enden sind jedoch nicht ausschlief3lich flir den programmierten Zelltod
charakteristisch, sie konnen ebenfalls wahrend anderer Prozesse, wie DNA-Reparatur
oder nicht spezifischen DNA-Schaden vorkommen.'®

Bei einer ultrastrukturellen Untersuchung TUNEL-positiver Kardiomyozyten aus

humanem Myokardium mittels Elektronenmikroskopie konnte keine apoptotischen und

61



5. Diskussion

nekrotischen Zellen nachgewiesen werden. Es wurde in diesen Kardiomyozyten eine
erhohte Aktivitat von Reparaturprozessen nachgewiesen.'®*

Zahlreiche Untersuchungen zeigen jedoch eine Ubereinstimmung der TUNEL-Analyse
mit anderen Methoden. TUNEL-positive Kardiomyozyten zeigten morphologische
Merkmale der Apoptose, wie Chromatinkondensation und Chromatinfragmentierung in
der konfokalen Mikroskopie sowie ein charakteristisches Bandenmuster in der DNA-
Elektrophorese. %949

Eine weitere Bestatigung der Beteiligung von kardiomyozytdrer Apoptose an der
Pathogenese der Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie stellt der Anstieg der
Caspaseaktivitditen und die Beeinflussung der Bcl-2/Bax Ratio dar. Beide
Apoptoseparameter werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

Ein wichtiger Aspekt stellt die inkomplette Kardiomyozytenapoptose dar. Sie
charakterisiert sich histologisch mit einer zytoplasmatischen Lokalisation von
mitochondrialem Cytochrom c¢ und der gespalteten Caspase-3, ohne bestehende
Kondensation des Chromatins und oligonukleosome DNA-Fragmente. Diese so
genannten Zombie-Kardiomyozyten sind ihrer Funktion beraubt und tragen somit zur
Verschlechterung der kontraktilen Leistung des Herzens bei.*>%2

Dieser Status ist durch eine gleichzeitige Aktivierung von endogenen Caspase-
Inhibitoren, zentralem Apoptoseinhibitor XIAP (X-linked inhibitor of Apoptosis) und
Apoptose Repressor mit Caspasen-Rekrutierungsdomanen (ARC) méglich.*®
Apoptose Induktion soll nicht als einziger pathophysiologischer Mechanismus der
Doxorubicin-Kardiotoxizitat betrachtet werden. Eine wichtige Rolle scheinen auch eine
Induktion von Inflammation und Fibrose zu spielen. Des Weiteren wurden
Veranderungen im Zytoskelett sowie in den kontraktilen Elementen von Kardiomyozyten
beschrieben. Diese Wirkung kann auf die direkte Toxizitdt von Doxorubicin oder auf
eine Beeintrachtigung der Proteinsynthese durch DNA-Schadigung zurtickgefuhrt

werden.?8>92
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5.3 Einfluss von TAT-Fusionsproteinen auf Doxorubicin-induzierte Apoptose

von Kardiomyozyten

5.3.1 TUNEL-Analyse

Doxorubicin-induzierte Kardiomyozytenapoptose wurde effizient durch eine TAT-p21-
Behandlung reduziert. Die Effektivitdt von TAT-p21 war bis zu einem gewissen Malde
dosisabhangig. Eine weitere Erhéhung der Dosis (30 mg/kg KG) fuhrte nicht zu einer
steigenden Wirkung. Dieser Effekt kann auf eine nicht-lineare Dosis-Wirkung-Beziehung
und/oder mdogliche Toxizitdt der hoheren Dosis zurtickgefuihrt werden. Darauf deutet
unter anderem der bei 2 Tieren, die mit der héchsten Dosis von TAT-p21 (30mg/kg KG)
behandelt wurden, gesehene Aszites hin.

Zusatzlich wurde die Wirkung von TAT-p21 auf Doxorubicin-induzierte Kardiomyozyten-
apoptose mit einer trunkierten Mutante - TAT-p21AC ohne CDK2 inhibitorische Aktivitat
verglichen. Gegenuber TAT-p2l1 zeigte die TUNEL-Analyse von TAT-p21AC eine
niedrigere antiapoptotische Wirkung der Mutante. Die verminderte Apoptose-
inhibierende Aktivitdt von TAT-p21AC bestétigt die Rolle der CDK2-Aktivtat fur den
apoptotischen Prozess und somit einen Zusammenhang zwischen dem Zellzyklus und
dem programmierten Zelltod.****>*> Obwohl die Mutante eine niedrigere Wirkung besitzt,
reduziert sie signifikant die Anzahl von apoptotischen Zellen. Diese Daten bestétigen,
dass die antiapoptotische Wirkung von p21 pleiotrop ist und nicht nur auf eine Inhibition

der CDK2-Aktivitat zuriickgefiihrt werden kann.>”®

5.3.2 Caspasen-Aktivitat

Die Aktivierung der Caspasenkaskade ist ein spezifisches Attribut des programmierten
Zelltods. Das Caspasensystem wird wahrend der Behandlung mit Doxorubicin aktiviert.
24-Stunden nach der Doxorubicingabe kam es zu einem zweifachen Anstieg der
Aktivitat der Caspasen 3 und 7, was bereits sowohl in in vitro als auch in vivo
Experimenten nachgewiesen wurde.*®*

P21 qilt einerseits als Substrat fir Caspasen, andererseits kann es die Aktivierung von
inaktiven Procaspasen inhibieren. Obwohl beide TAT-Fusionsproteine die Aktivierung
der Caspasen in gleichem Ausmald supprimierten, war die Anzahl apoptotischer
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Kardiomyozytenkerne in beiden Gruppen unterschiedlich. Eine Erklarung der
reduzierten antiapoptotischen Eigenschaften von TAT-p21AC konnte die fehlende CKD-
inhibitorische Aktivitat sein.

Diese Ergebnisse bestatigen die Rolle von Caspasen in apoptotischen Prozessen. Sie
zeigen jedoch auch, dass die Caspasen-Aktivitat erforderlich, aber nicht allein
verantwortlich fur den apoptotischen Phénotyp ist. Fur die Ausfihrung der Apoptose ist
auch die Aktivierung von CDKs notwendig. Diese Schlussfolgerung ist in
Ubereinstimmung mit Beobachtungen von Harvey und Mitarbeitern. Sie zeigten, dass
einerseits die CDK-Aktivitdt Caspsen-abhangig ist und anderseits eine Transfektion mit
dominant-negativen Mutanten (DN-CDKs) und CDK-Inhibitoren den apoptotischen

Zelltod verhindert.®*

5.3.3 Bcl-2/Bax Ratio

Das Verhéltnis von antiapoptotischem Bcl-2 zu proapoptotischem Bax ist kritisch flr die
Regulierung der Freisetzung von proapoptotischen Faktoren vom Mitochondrium und
fur die folgende Aktivierung der Apoptose-Kaskade. Die Anderung des Verhaltnisses
von pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2—Familie beeinflusst das Uberleben
von Kardiomyozyen, was sowohl in in vitro als auch in in vivo Versuchen beobachtet
WUI’de.lOS_lO?

Trotz des beobachteten Anstiegs der Apoptoserate in jeder mit Doxorubicin-
behandelten Gruppe kam es zu einem signifikanten Anstieg der relativen Bcl-2/Bax
Ratio (Abb.4.8). Diese Daten stimmen mit Beobachtungen von Childs Uberein und
kobnnten auf eine potenziell schitzende Anpassungsreaktion hindeuten, die dem
Herzmuskel einen partiellen Schutz gegenuber Doxorubicin-induziertem Zelluntergang
ermdglicht.®

Die Expression von beiden Genen wird durch Doxorubicin gleichermaf3en hochreguliert,
was auf eine Transkription-unabhangige Regulation hindeutet.®®> Méglicherweise erfolgt
die Regulierung durch posttranslationale Modifikationen von Bcl-2 und Inhibition der
Bcl-2-Degradation. %1%

Der fehlende Einfluss der TAT-p21 Fusionsproteine auf den Doxorubicin-induzierten
Anstieg der relativen Bcl-2/Bax Ratio deutet auf eine Unabhangigkeit diverser

Regulationsmechanismen der Apoptose hin. Dagegen spricht jedoch die Tatsache,
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dass sowohl die Induktion von p21 als auch die transkriptionelle Aktivierung von Bax als
Antwort auf DNA-Schaden Uuber einen p53-abhangigen Mechanismus erfolgen.
Einerseits wird Zellzyklusarrest Giber p21 vermittelt, anderseits p53-vermittelte Apoptose
Uber Zelltod-Aktivatoren, wie Bax und Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis).
Obwohl p21 keinen Einfluss auf die Bax/Bcl-2-Ratio hat, inhibierte TAT-p21 in der
d.110

vorgelegten Arbeit die Caspasen-Aktivitat, die durch Bax-Aktivierung induziert wir

Des Weiteren ist p21 ein Substrat fiir Caspase-3.%

5.4 Doxorubicin-induzierte Kachexie.

Appetitlosigkeit, Ubelkeit sowie Emesis und infolgedessen ein Gewichtsverlust gehdren
zu haufigen Nebenwirkungen von Chemotherapeutika. Um diesen Nebenwirkungen
vorzubeugen werden Ublicherweise Antiemetika verabreicht. In den durchgefuhrten
Experimenten induzierte Doxorubicin eine erhebliche (ca. 25 %-ige) Gewichtsreduktion
innerhalb der ersten 5 Tage nach Applikation. Damit einher ging eine signifikante ca. 30
%-ige Reduktion des Herzgewichtes. Die Herzgewicht/Kérpergewicht-Ratio (HG/KG-
Ratio) war ebenfalls in den Doxorubicin-behandelten Gruppen signifikant geringer im
Vergleich zu den Kontrollgruppen.

In publizierten Arbeiten war der Einfluss von Doxorubicin auf das Kérpergewicht
unterschiedlich. Eine deutliche Gewichtsreduktion haben ebenfalls Olson sowie Karen
Li beobachtet. In der Studie von Olson zeigte sich eine ca. 17- %-ige Herabsetzung
des Gewichtes in den ersten 5 Tagen nach einmaliger Gabe von Doxorubicin.* In den
Experimenten von Karen Li zeigte sich trotz einem ca. 20%-igen Gewichtsverlust eine
unveranderte HG/KG-Ratio im Vergleich zur Kontrollgruppe.®” Eine 30-%ige Reduktion
des Herzgewichtes wurde in den Experimenten von Zhu beobachtet. In seiner Arbeit
wurde ebenfalls ein deutlicher Korpergewichtsverlust sowie eine Verminderung der
Herzgewicht/Tibialange-Ratio bei Doxorubicin-behandelten Tieren beobachtet.®®

Kein Einfluss auf die HG/KG-Ratio wurde in der Studie von Longhu Li beobachtet, es
wurde jedoch in seinen Tierexperimenten eine niedrigere Dosierung von Doxorubicin
(15 mg/kg Kg) verwendet.?

Die Ursache der erheblichen Gewichtsreduktion ist komplex. Es kann sich um kardiale
Kachexie, Anorexie sowie Malnutrition handeln. Am ehesten handelt es sich um ein

Zusammenspiel aller drei Prozesse. Das Auftreten von Kachexie bei Patienten mit
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chronischer Herzinsuffizienz verschlechtert deutlich die Prognose. Die Pathophysiologie
der kardialen Kachexie ist nicht vollstandig geklart. Sie entspricht in groRem Ausmald
den Prozessen der Kachexie anderer Erkrankungen, wie Sepsis, Tumorerkrankung und
AIDS. Ebenso werden viele Mediatoren, wie pro-inflammatorische Zytokine,
Katecholamine, Kortisol, ANP, Ghrelin und HSP (heat shock protein) damit in
Verbindung gebracht.***

Die Gabe von TAT-p21 in den mit Doxorubicin-behandelten Gruppen zeigte keinen
Einfluss auf die Doxorubicin-induzierte Reduktion des Korpergewichtes und des
Herzgewichtes. Die alleinige Gabe von TAT-p21-Protein fihrte zu einer signifikanten
Gewichtsreduktion und einer nicht signifikanten Herzgewichtsreduktion. Diese
Beobachtung deutet auf eine mégliche toxische Wirkung des TAT-p21-Proteins hin.
Sowohl p21 als auch TAT-Protein Uben eine pleiotrope Wirkung aus, die potenziell
toxisch wirken kann. HIV TAT-Protein beeinflusst unter anderem mehrere
Wachstumsfaktoren und Chemokine und bt dadurch eine pleiotrope Wirkung, auch in
Abwesenheit von anderen viralen Strukturen, auf die Zelle aus.**® Entgegen diesen
Daten stehen die Beobachtungen von Frau Sorriento. Dort kam es bei der Applikation
vom TAT-Fusionprotein zu keinem signifikanten Gewichtsverlust bei den behandelten
Tieren, auch die histologische Untersuchung der inneren Organe erbrachte keinen

Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe.®

5.5 Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathie

Klinische Symptome einer Herzinsuffizienz wurden bei 1-5 % mit der Antracyklinen
behandelten Patienten beobachtet. Eine asymptomatische Verschlechterung der
linksventrikularen Pumpfunktion wurde bereits bei bis zu 20-30 % der Patienten
festgestellt.***'* Die Kardiotoxizitat von Medikamenten wird als eine tiber 10 %-ige
Verschlechterung der linksventrikularen Pumpfunktion im Vergleich zum Ausgangswert
definiert, wobei die LV-Funktion nach der Verschlechterung weniger als 50 % betragen
muss.?’

Das Mausmodell der Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie ist in der Literatur gut
etabliert. In zahlreichen Experimenten wurden ca. 5 Tage nach Applikation von 20
mg/kg KG Doxorubicin eine Verschlechterung der LV-Funktion und eine

linksventrikulare Dilatation beobachtet.*®%92:97
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In den durchgefuhrten Versuchen wurde trotz der Uublicherweise verwendeten
Standarddosis von Doxorubicin keine dilatative Kardiomyopathie induziert. Die
definierten echokardiographischen Parameter einer dilatativen Kardiomyopathie wurden
nicht erfullt. Es kam weder zu einer Dilatation des linken Ventrikels noch zu einer
Abnahme der linksventrikularen Funktion. Der enddiastolische linksventrikulare
Diameter zeigte sich bei den Doxorubicin-behandelten Mausen deutlich reduziert, was
mit einem erheblich reduzierten Herzgewicht in allen Doxorubicin-behandelten Gruppen
einherging. Diese Veranderungen kann man ausschliel3lich auf eine akute Kachexie
zurtuckfuhren.

In der oben genannten Studie von Karen Li konnte trotz eines ahnlich erheblichen
Gewichtsverlustes sowie einer Herzgewichtsverminderung die Entwicklung einer
dilatativen Kardiomyopathie beobachtet werden. Zhu konnte ebenfalls eine Dilatation
der linken Kammer trotz 30-%iger Reduktion des Herzgewichtes nachweisen.

Diese Diskrepanz kann nicht durch eine hohere Apoptose Rate erklart werden. Die
Doxorubicin-Gabe in den Experimenten von Frau Li sowie von Herrn Zhu induzierte,
ahnlich wie in der vorgelegten Arbeit, einen ca. 5-10-fachen Anstieg der Apoptose.®®*’
Der ANP Spiegel gilt als ein zuverlassiger Marker der Herzschwéche, der mit dem Grad
der Herzinsuffizienz sowie der linksventrikularen Pumpfunktion korreliert.

Die in Kklinischen Studien mit Doxorubicin behandelten Patienten zeigen einen
signifikanten Anstieg von ANP im Serum erst nach einer relevanten Verschlechterung
der Ejektionsfraktion. Bei Patienten mit einer erhaltenen LV-Funktion wurde kein
signifikanter ANP-Anstieg nach Antrazcyklin-Behandlung nachgewiesen.*™ Im Kontrast
zu diesen Studien resultierte die Behandlung mittels Doxorubicin in den durchgefihrten
Experimenten in einem signifikanten Anstieg der relativen ANP-Expression trotz einer
normalen LV-Funktion. Da keine Verschlechterung der LV-Funktion beobachtet wurde,
konnte dieser Anstieg durch eine diastolische Herzinsuffizienz erklart werden.
Nausiainen und seine Mitarbeiter untersuchten die diastolische Funktion bei Patienten
mit Non-Hodgkin-Lymphom, die eine Chemotherapie nach dem CHOP-Schema
bekommen haben. In dieser Studie war der ANP Spiegel enger assoziiert mit der
Verschlechterung der diastolischen Funktion als mit der Reduktion der
linksventrikularen Funktion.''® Die Gabe von TAT-p2l zeigte keinen signifikanten
Einfluss auf die relative ANP-Expression. Der Zusammenhang zwischen Apoptose von
Herzmuskelzellen und der Entwicklung einer Herzinsuffizienz wurde bereits in mehreren

experimentellen Modellen nachgewiesen. Die Reduktion der Apoptoserate sollte somit
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zu einem fehlenden Anstieg, beziehungsweise niedrigeren Anstieg der ANP-
Genexpression bei den neben Doxorubicin auch mit TAT-p21 Fusionsprotein
behandelten Mausen fuhren. Die relative ANP-Genexpression war in den TAT-Gruppen
(TAT-p21/Dox-Gruppe und TAT-p21AC-Gruppe) nicht signifikant unterschiedlich,
jedoch hoher als in der NaCl/Dox-Gruppe. Moéglichweise stellt die Applikation von TAT-
Proteinen eine zusatzliche Volumenbelastung dar, die eine ANP-Expression zusatzlich
stimuliert. Darauf deutet ebenfalls der nicht signifikante Anstieg der ANP-
Genexpression in der Gruppe mit alleiniger Gabe von TAT-p21 hin.

Der Anstieg der ANP-Genexpression konnte auch als Kachexie-Mediator fungieren.
ANP  beeinflusst sowohl den Kohlenhydratenstoffwechsel als auch den
Lipidenmetabolismus. ANP stimuliert beim Menschen durch Aktivierung der cGMP-

vermittelten hormonsensitiven Lipase eine massive Zunahme der Lipolyse.**’

5.6 Ausblick

Apoptose und Zellteilung sind miteinander eng verbundene Prozesse. Die
Regulierungsmechanismen dieser beiden Prozesse sind vielfaltig und Uberschneiden
sich teilweise. Durch sie wird Uber das Zellschicksal entschieden: Uberleben oder
Zelltod. Sowohl die Verhinderung des gesteigerten Zelltodes als auch die Induktion der
Zellteilung von vitalen Herzmuskelzellen waren ein zukunftsorientierter therapeutischer
Ansatzpunkt. Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die Apoptose nicht als der
einzige Pathomechanismus in der Entwicklung der Herzinsuffizienz betrachtet werden
kann. Obwohl TAT-p21 sich als ein potenter Apoptose-Inhibitor der Doxorubicin-
induzierten Kardimyozytenapotose herausstellte, konnte die Applikation von TAT-p21
die Entstehung eine Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie bei der Maus nicht
verhindern.  Weitere  Untersuchungen zur Identifizierung der beteiligten
Pathomechanismen im Rahmen der Entstehung einer Doxorubicin-induzierten

Kardiomyopathie sind fur die Entwicklung einer effektiven Therapie unabdingbar.
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Zusammenfassung

Kardiomyozyten sind weitgehend enddifferenzierte, postmitotische Zellen. Deswegen ist
das adulte Myokard nicht in der Lage den Verlust von Herzmuskelzellen durch
Proliferation zu kompensieren. Die Kardiomyozytenapotose wird bei der Entwicklung
der Herzinsuffizienz verschiedener Genese beobachtet. Interessanterweise besteht
eine enge Verbindung zwischen den Regulationsmechanismen der Apoptose und dem
Zellzyklus. Cycline/Cyclin-abhangige-Kinasen Komplexe sind erforderlich fur die
Ausfuhrung des Zellzyklus und spielen gleichzeitig eine wichtige Rolle in der
Regulierung der Apoptose. Cyklin/CDK-Komplexe werden durch die CDK-Inhibitoren:
CIP/KIP-Proteine (u.a. p21, p27) beeinflusst. Eine Uberexpression von p21 kann die
Kardiomyozytenapoptose in vitro inhibieren. Der p21-vermittelte antiapoptotische
Mechanismus ist sehr vielseitig und weiterhin nicht vollstandig geklart.

Die Transduktion von TAT-Proteinen liefert eine neue Mdglichkeit fur die therapeutische
Modifikation auf der molekularen Ebene. Die chemische Kopplung des TAT-Proteins an
heterologes Protein ermoglicht einen direkten Transport vom Fusionsprotein in die
Zellen.

Zur Beurteilung der kardiotoxischen Wirkung von Doxorubicin und Testung der
antiapototischen Wirkung von p21 in vivo wurden TAT-p21 und eine trunkierte, nicht-
funktionelle Mutante TAT-p21AC verwendet.

Es wurden insgesamt 5 Versuchsgruppen gebildet. Dabei wurde die Kontrollgruppe mit
physiologischer Kochsalzlésung (NaCl/NaCl-Gruppe) behandelt, eine Gruppe mit einem
gewichtsadaptierten Volumen der Kochsalzlésung und Doxorubicin (NaCl/Dox-Gruppe),
eine Gruppe mit Doxorubicin und TAT-p21 (TAT-p21/Dox-Gruppe) und eine weitere mit
einer nicht-funktionellen Mutante: TAT-p21AC und Doxorubicin (TAT-p21AC/Dox-
Gruppe). Um den Einfluss von TAT-p21 auf unbehandelte Tiere zu untersuchen, wurde
eine Gruppe von Tieren mit TAT-p21 und mit Kochsalzlésung anstatt Doxorubicin
behandelt (TAT-p21/NaCl-Gruppe).

Die TUNEL-Analyse zeigte einen 5-fachen Anstieg von apoptotischen Kardiomyozyten
in der Gruppe der mit Doxorubicin behandelten Mause (20 mg/kg KG) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Dox/NaCl-Gruppe vs. NaCl/NaCl-Gruppe: 41,75 +4,75 vs. 8,33 +0,88;

p<0,0001). Desweiteren induzierte das Doxorubicin einen signifikanten Anstieg der
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Caspasen-3 /-7-Aktivitat (914,95 42,02 RLU in der NaCl/Dox-Gruppe vs. 375,50
+95,07 RLU in der NaCl/NaCl-Gruppe; p<0,0001).

Eine simultane Applikation von TAT-p21 reduziert signifikant die Doxorubicin-induzierte
Apoptose (TAT-p21/Dox-Gruppe vs. NaCl/Dox-Gruppe: 14,46 +2,90/10° vs. 41,75
+4,75/10% p<0,00001). TAT-p21AC reduziert ebenfalls die Apoptoserate (TAT-
p21AC/Dox vs. NaCl/Dox — 31,03 +3,0 vs. 41,75 4,75 per 10> p<0,005), jedoch
deutlich weniger stark (TAT-p21AC/Dox vs. TAT-p21/Dox: 31,03 +3,0/10° vs. 14,46
+2,90/10°% p<0,0001).

Hinsichtlich des Einflusses auf die Caspasen-Aktivitdt zeigen dagegen die beide
Fusionsproteine eine ahnlich inhibierende Wirkung (TAT-p21/Dox-Gruppe, TAT-
p21AC/Dox: 554,43 £103,84 RLU, 524,02 £119,87(RLU) vs. 914,95 +42,02 RLU in der
NaCl/Dox-Gruppe; p<0,001).

Die Doxorubicin-Gabe fuhrte zu einem signifikanten, ca. 15 %-igem Gewichtsverlust
und ca. 30 %-igem Herzgewichtsverlust in allen behandelten Gruppen.
Echokardiographisch wurde die Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie nicht
beobachtet. Der linksventrikulare enddiastolischer Diameter (LVDd) zeigte sich in den
Doxorubicin-behandelten Gruppen deutlich reduziert (4,074 £0,38mm in der NaCl/NaCl-
Gruppe vs. 3,614 +0,16mm in der Dox/NaCl-Gruppe; 3,342 £0,41mm in der TAT-
p21/Dox-Gruppe und 3,190 £0,25 mm in der TAT-p21AC/Dox-Gruppe).

Die vorliegende Arbeit bestatigt den Zusammenhang zwischen Kontrollmechanismen
des Zellzyklus und der Apoptose. Der Einsatz von TAT-p21 fuhrt nicht nur durch CDK-
Inhibition sondern auch durch die Interaktion mit Caspasen zur Inhibition der
Kardiomyozyzenapoptose. Da die echokardiographischen Daten keinen Anhalt fir eine
Entwicklung einer Kardiomyopathie unter Doxorubicin-Gabe erbrachten, konnte die
zentrale Rolle der Apoptose in der Pathogenese der Doxorubicin-induzierten

Kardiomyopathie nicht bestatigt werden.
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