Aus der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Kardiologie und Angiologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Der Einfluss des Ubiquitin-Proteasom-Systems
auf das Adaptationsverhalten
neonataler Rattenkardiomyozyten

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Pia Leykam
aus Hildesheim



Gutachter: 1. Prof. Dr. med. K. Stangl|
2. Prof. Dr. med. T. Eschenhagen

3. Priv.-Doz. Dr. med. A. Staudt

Datum der Promotion: 22.02.2008



Inhaltsverzeichnis

1
1.1

1.2
1.3

1.4
2
2.1

2.2

2.3

2.4

2.5
2.6

2.7

2.8

41T 0T o 1
Das Ubiquitin-Proteasom-SyStem .........cooiiiiiiiiieceee e 1
1.1.1  Ubiquitinierung der SUDSIIate..........oooiiiiiiiiiiii e 1
1.1.2  Das 26S ProteasOm......cccoiiiiiiei e 2
1.1.3  Aufgaben des ProtaSOmMS..........ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 4
1.1.4 Selektive Proteasominhibitoren ..o 6
1.1.5 Biologische Effekte der Proteasominhibitoren ..............ccccoiiiiiiii e 7
Kardiale Adaptation ..........cceeiiiiiii e 9
TrophiSChe FaKIOreN.........oeiiiiiiiii e 10
1.3.1 WachstumsfaKtoren ... 10
1.3.2 Interaktion von Wachstumsfaktoren ... 13
ZielSetZUNG der ArDEIL. .. .ooeei it 15

Material und MethOoden ... 16
Isolation neonataler RattenkardiomyoOzyten ............cooooi i 16
2.1.1  Verwendete Materialien ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiii e eeeeaeeeeneeeeeene 16
2.1.2  DUICHUNIUNG ..o 16
Zellkultur und Stimulation mit Wachstumsfaktoren.............ccccciiiiieeen 17
2.2.1 Verwendete Materialien ..............uueueuiuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiieiie e eeeaeeeeeeenreane 17
2.2.2 Durchfihrung der StmuUIation...........occuiiiiiii e 18
QLIC0] 2= L N 7N =T ] - U1 o 18
2.3.1  Verwendete Materialien ..............uuuueuuuiuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieieeeeeeeeaneeeeeeeeeaeeeeseeneenne 18
2.3.2  DUICHUNIUNG .. 19
ReVverse TranSKIPON. ........ e 20
2.4.1 Verwendete Materialien ..............uuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeaeeeeeraneaane 20
2.4.2  DUICHIUNIUNG ..o 20
DN T =T o = U 21
Real-TIme PCR ... 21
2.6.1 Verwendete Materialien ...............uuuuuuuiuiumiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeneaeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeenne 21
2.6.2  DUICHUNIUNG ..o 21
2.6.3 Relative Quantifizierung anhand der vergleichenden CT-Methode (AACT-

1Y =] { g ToTo = TR PP PPPTPPRRTR 23
2.6.4 Primerauswahl und Etablierung der Realtime-PCR...........cccocooiiiiiii e 25
2.6.5 ANSetzen der PCR ... ... et 29
Protein EXIraklion .....cooooiie i 30
2.7.1 Verwendete Materialien ..............uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e eeeaeeeeeeeneeane 30
2.7.2 DUICHUNIUNG .. 30

Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford.............ceeeeeiiiiiiiiiiieeeeeen 31



2.8.1 Verwendete Materiali©n ........oo.o oo 31

2.8.2  DUICHUNIUNG ..o 31
2.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE).........cooooiiiiiiiieeee 32

2.9.1 Verwendete Materialien ... 32

2.9.2  DUICHUNIUNG ..o 32
2.10 WeStern BlOt ANAIYSE .......eiiiiiiiiiiiee ettt e e e 33

2.10.1 Verwendete Materialien ... 33

2.10.2 DUICHUNIUNG .. 34
P2 I I [0 0] e TU QY TU o £ =S4 =T o 4 RPN 36

2.11.1 Verwendete Materialien ...........ooo i 36

2.11.2 DUIChUNIUNG .. 36
2.12 StatiStiSCNe AUSWEITUNG ......eeiiiiiiiiee et 37
R o 1= o 1T 38
K I 1Y o g o o] oo | - T PR PTRT 39
3.2 Expression der Hypertrophiemarkergene in An- und Abwesenheit hypertropher

A GONIS BN e e e e e 41
3.3 Proteinnachweis von a-smooth muscle actin mittels Western Blot...........ccccccoiiiiinineee. 48
3.4 Nachweis der Inhibition des Proteasoms durch relative Quantifizierung

polyubiquitinierter Konjugate im Western BlOt...........cccuviieiiiiiiiiiiieeeeeee e 49
3.5 Darstellung des zellularen Einbaus von a-smooth muscle actin durch

IMMUNTIUOIESZENZIAIDUNG ...cooiiiiie e 51
3.6 Expressionsanalyse der Gene fur MyoD und Myogenin mit Hilfe der Realtime -

O RSP 55
N 0 1= (¥ == o T o 56
4.1 Morphologische Veranderungen unter Proteasominhibition ............cccccooiiiiiiieinnns 57
4.2 Expressionsanalyse von Hypertrophiemarkergenen mittels Realtime- PCR .................. 59

4.2.1 Beeinflussung der Expression von Hypertrophiemarkergenen durch

INNIDItioN des Prot@asoms ........cooiiiiiiiiiic e 59
4.3 Einfluss der Inhibition des Proteasoms auf die Proteinexpression am Beispiel von

Lo Bt 0 0 1 T (] o PRSP 67
4.4 Nachweis der Inhibition des ProteasSoms .........oooiiiiiiiiiiiiiiii e 68
4.5 Beeinflussung des zellularen Einbaus von a-sm actin durch die Inhibition des

POt ASOMS oo ————— 69
4.6 Beeinflussung der Expression myogener Markergene durch Inhibition des

PrOtEaASOMS e 70
L AT L7 04 T=T 01 2= KT U g T T, 72
N 0 = 1 1= Vo 11 4T 74
A - o1 (T {¥ T T T o N 75
8  Lebenslauf....... s 79
9  LiteraturverzeiChnis ........ccoceeemmmiiiiniiiee e 81
L = (= 1T T ' 93



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Die Regulation zellularer Prozesse wird zum gréBten Teil Gber die Verédnderung des Kon-
zentrationsgleichgewichts regulatorischer Proteine gesteuert. Sie kann zum einen auf dem
Level der Proteinsynthese, zum anderen auf Ebene des Proteinabbaus stattfinden, wobei
letzterem eine zunehmend grdBere Bedeutung beigemessen wird. Infolgedessen spielen
proteolytische Systeme eine wichtige Rolle als Regulatoren zellularer Prozesse.

Das seit den spaten 1980er Jahren bekannte (Tanaka et al.’86) Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS) ist der wichtigste selektive Proteinabbaumechanismus in Zytosol und Zellkern eukary-
onter Zellen. Es handelt sich dabei um eine groBe, multikatalytische Protease, die nicht nur
fir den Abbau von Proteinen mit einer relativ kurzen Lebenszeit, sondern auch fur die De-
gradation langlebiger Proteine, die einen GroBteil der zellularen Proteinmasse ausmachen,
verantwortlich ist. Die Degradation von Proteinen durch das UPS besteht aus zwei aufeinan-
der folgenden Schritten: zuerst wird das Substrat durch kovalente Bindung einer poly-
Ubiquitinkette markiert, im zweiten Schritt erfolgt die Degradation des markierten Proteins
durch das 26S Proteasom (Ciechanover ’'98).

1.1.1 Ubiquitinierung der Substrate

Der GroBteil der vom Proteasom prozessierten Substrate wird vorher durch die kovalente
Bindung einer poly-Ubiquitinkette markiert. Bei Ubiquitin handelt es sich um ein kleines, etwa
8 kDa groBes Protein. Die Bindung eines Ubiquitinmolekils an das Substrat erfolgt in drei
Schritten (s. Abb. 1, zur Ubersicht s. Ciechanover '98). Zunachst wird es am C-terminalen
Glycin durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) aktiviert, dabei entsteht ein energierei-
ches Thiolester. AnschlieBend wird das aktivierte Ubiquitin von einem Ubiquitin—carrier—
Enzym (auch Ubiquitin—conjugating—Enzym, E2), Uber eine Thiolesterbindung an das Sub-
strat gebunden, das spezifisch an eine von vielen verschiedenen Ubiquitin-Protein-Ligasen
(E3) gebunden ist. E3 Enzyme katalysieren die kovalente Bindung von Ubiquitin an das Sub-
strat. An das bereits konjugierte Ubiquitin werden im Folgenden weitere aktivierte Ubiquitine
angehéangt. So entsteht eine poly-Ubiquitinkette, die dem Proteasom als Marker bei der Sub-
straterkennung dient. Nach ihrer Abspaltung vom Substrat wird die Ubiquitinkette recycled
und wiederverwertet. Dies geschieht mit Hilfe zweier Enzyme, der Ubiquitin C-terminalen
Hydrolase (UCH) und der Ubiquitin—spezifischen Protease (UBP, auch Isopeptidase). Es
handelt sich dabei um Thiol-Proteasen, die in der Lage sind, den C-terminalen Ubiquitinrest
zu erkennen (Wilkinson et al. ’97). Das Ubiquitin-System ist hierarchisch aufgebaut: Es gibt
nur ein E1 Enzym, das Ubiquitin fur die unterschiedlichen nachfolgenden Konjugationen akii-
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Einleitung

viert. Dagegen gibt es verschiedene Isoformen von E2s, die jeweils wiederum mit einer oder
mehreren E3 Isoformen interagieren kénnen. Die Zahl der soweit beschriebenen E3 Enzyme
ist noch Uberschaubar, es ist jedoch zu vermuten, dass sehr viel mehr Isoformen existieren,
als bisher bekannt sind. Es ist wahrscheinlich, das jedes E3 Isoenzym flr sich in der Lage
ist, mehrere verschiedene Substrate, die gewisse strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen, zu
erkennen. Damit sind die E3 Enzyme wesentlich an der Spezifitdt des Ubiquitin-Systems
beteiligt (Ciechanover et al.). Koeg et al. beschreiben die Existenz eines zusatzlichen En-
zyms, E4, das an der Herstellung der poly-Ubiquitinkette beteiligt ist (Koeg et al. 99).

19S
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@ Ubiquitin \@ @
a
B
20S

Care D «> :

a
E1,E2, E3
Protein

19S

26S Proteasom

LAY
$x
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Abb. 1: Das Ubiquitin-Proteasom-System (nach Lee und Goldberg '98).

1.1.2 Das 26S Proteasom

Das ca. 2000 kDa groBe 26S Proteasom ist in der Lage, polyubiquitinierte Proteine spezi-
fisch zu erkennen und schnell in kleine, 3-22 Aminosauren groBBe Peptide zu spalten (Kisse-
lev et al. ’99). Es besteht aus dem zentralen 20S Komplex, der eine GrdéBe von 720 kDa hat
und das katalytische Zentrum des Systems darstellt, und zwei regulatorischen 19S Komple-
xen (die auch als PA 700 bezeichnet werden und jeweils 890 kDa groB sind), die jeweils auf
einer Seite ATP abhé&ngig an ihn binden. Der 20S Komplex hat die Form eines Hohlzylinders
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und ist aus vier Ubereinander liegenden Ringen, zwei katalytisch inaktiven a- und zwei (-
Ringen aufgebaut (siehe Abb. 1). Jeder auBere Ring besteht aus sieben verschiedenen a-
Untereinheiten, wahrend die inneren Ringe aus jeweils sieben (-Untereinheiten aufgebaut
sind (Baumeister et al. '92). Die katalytisch inaktiven a-Untereinheiten dienen zum einen der
Stabilisierung der Ringstruktur des 20S Komplexes, zum anderen spielen sie eine Rolle bei
der Bindung der 19S Komplexe. Eukaryonte 20S Komplexe weisen sechs katalytische Zent-
ren auf, von denen jeweils drei auf den beiden zentralen 3-Ringen liegen. Im Gegensatz zu
anderen Proteasen nutzen die proteolytisch aktiven Einheiten des Proteasoms N-terminale
Threoninreste der B3-Untereinheit als Nukleophile (Kisselev und Goldberg '01). Die aktiven
Zentren des Proteasoms unterscheiden sich in ihrer Spezifitat und wurden nach ihrer Ahn-
lichkeit mit anderen bekannten Proteasen benannt. Dabei ist zu beachten, dass diese Na-
men lediglich Ahnlichkeiten in der Substratspezifitdt bezeichnen und nichts (iber die Funkti-
onsweise oder Struktur der katalytischen Einheit aussagen.

Man unterscheidet drei verschiedene proteolytische Einheiten: die Trypsin-&hnliche, die
Chymotrypsin-&hnliche und die Caspase-ahnliche Einheit. Die Trypsin-ahnliche proteolyti-
sche Einheit, die auf der 2 Untereinheit lokalisiert ist, spaltet nach basischen Aminos&uren.
Die Chymotrypsin-ahnliche Untereinheit spaltet nach hydrophoben Resten und liegt auf der
5 Untereinheit. Die dritte proteolytische Caspase-ahnliche Einheit (friiher Peptidyl-Glutamyl-
Peptid-Hydrolase-ahnliche Einheit) findet sich auf der 31 Untereinheit und spaltet Bindungen
vornehmlich nach sauren Resten auf. Zusatzlich zu den genannten proteolytischen Aktivita-
ten gibt es Hinweise auf die Existenz zweier weiterer Peptidase Aktivitaten, die ,oranched-
chain amino acid-preferring’ Aktivitat, die vornehmlich hinter Leucinen spaltet und die ,small
neutral amino acid-preferring’ Aktivitat (Orlowsky et al. ’93).

Die 19S Komplexe haben die Aufgabe, die Aufnahme von Substraten ins proteolytische
Zentrum zu regulieren. Sie bestehen aus einer so genannten ,base’ und einem \lid’ (Bau-
meister et al. '99). Das ,lid’ bindet an die poly-Ubiquitinkette der markierten Substrate und
spaltet sie ab. Vermutlich ist die Bindung der 19S Untereinheiten an die poly- Ubiqutinkette
verantwortlich fir die Erkennung der Substrate. Die aus acht Polypeptiden bestehende ,base’
enthalt sechs homologe ATPasen, die an der ATP abhangigen Offnung der a-Untereinheiten
beteiligt sind, und so den Zugang von Substraten zum katalytischen Zentrum des 20S Kom-
plexes erméglichen. Nur ungefaltete Proteine kénnen durch die schmale Offnung der a-
Ringe in das Innere des Proteasoms aufgenommen und somit prozessiert werden. Dies ge-
wabhrleistet neben der notwendigen vorhergegangen Ubiquitinierung und der ungewdhnlichen
raumlichen Struktur des Proteasoms, mit der katalytischen Einheit auf der Innenseite des
Komplexes, einen Schutz vor der unspezifischen Verdauung anderer Proteine. AuBer mit
dem 19S Komplex kann das 20S Proteasom auch mit einem 11S Komplex (auch PA28,
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Song et al. '97) assoziiert sein. Die Komplexbindung mit PA 28 ist ATP-unabhangig, der PA
28-20S Komplex kann nur Peptide, aber keine intakten Proteine spalten und muss daher
dem 26S Proteasom nachgeschaltet sein.

Es kann die vom 26S Proteasom bereitgestellten Peptide weiter in kleinere Peptide aufspal-
ten und spielt im Rahmen des Antigenprocessing eine wichtige Rolle (Wolf et al. '04). Mégli-
cherweise kommt der PA28 Untereinheit in diesem Rahmen eine regulatorische Funktion zu,
indem sie durch eine Veranderung der Peptidaseaktivitat des 20S Komplexes die Effizienz
des Antigenprocessings erhdht.

So konnte auch die Existenz eines asymmetrischen Proteasoms nachgewiesen werden, das
an den verschiedenen Enden des 20S Komplexes einen 19S bzw. PA28 Komplex bindet.
Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass fir die effiziente Produktion von Antigen Peptiden
ein komplexes Zusammenspiel aus Substraterkennung (19S Komplex) und der regulatori-
schen Funktion des PA28 Komplexes erforderlich ist (Glickmann et al. '02).

Die vom Proteasom generierten Peptide werden im Cytosol durch andere Peptidasen weiter
zu Aminoséauren hydrolysiert oder der Klasse 1-Antigenprasentation zugefihrt (Coux et al.
'96).

1.1.3 Aufgaben des Proteasoms

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist der Hauptproteinabbaumechanismus in eukaryonten
Zellen, es ist fir den Abbau zahlreicher zellularer Proteine verantwortlich und erfillt eine
Vielzahl von unterschiedlichen Aufgaben (zur Ubersicht s. Coux et al. '96).

Eine wichtige Aufgabe des Proteasoms besteht im Abbau abnormaler und fehlgefalteter
Proteine, die spezifisch erkannt und rasch entfernt werden. Des Weiteren spielt das Protea-
som eine wichtige Rolle bei der Regulation zelluldrer Prozesse, indem es zum Beispiel am
Abbau von Tumorsuppressorproteinen, Transkriptionsfaktoren und deren Inhibitoren, Zell-
zyklusproteinen (z.B. Cycline) und von Membranproteinen beteiligt ist. Durch den Abbau re-
gulatorischer Proteine nimmt das Proteasom wesentlich Einfluss auf den Zellzyklus. So ist
das Ubiquitin-Proteasom-System fiir den Abbau der Zellzyklusregulatoren Cyclin A, B, D und
E und des cyclin-dependent Kinase-Inhibitor p27 verantwortlich und ist so am Fortschreiten
des Zellzyklus, insbesondere der S-Phase, beteiligt (Naujokat et al '02). Die Aktivitat von
cyclin-dependent Kinasen (CDK) wird Uber die Konzentration ihrer Inhibitoren reguliert, die
zur Aktivierung der Kinase durch selektive Proteolyse entfernt werden missen. Die meisten
dieser CDK-Inhibitoren, so auch p21, p57 und p19 werden Uber das Proteasom abgebaut.
CDK Inhibitoren verhindern die Bildung von Cyclin/ CDK Komplexen und flhren so als Reak-
tion auf einen wachstumsinhibierenden Stimulus zu einer Arretierung des Zellzyklus. Dies

spielt zum Beispiel eine entscheidende Rolle bei der terminalen Differenzierung eukaryonter
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Zellen. Bei Wachstumsstimulation hingegen wird p27 rasch durch das Proteasom abgebaut.
In diesem Zusammenhang ist das Proteasom wichtig als negativer Regulator terminaler Dif-
ferenzierung, wie zum Beispiel von Fenteany et al. flr neuronale Zellen beschrieben, in de-
nen die Inhibition des Proteasoms eine terminale Differenzierung bewirkt (Fenteany et al.
'95). Andererseits kann das Proteasom durch den Abbau von p21 und anderen Zellzyklusre-
gulatoren, wie z.B. cyclin D1, eine Differenzierung bestimmter muriner und humaner Zellen
induzieren. Auch Id Proteine werden Uber das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut
(Bounpheng et al. '99). Dabei handelt es sich um kleine helix- loop-helix Proteine, die mit der
DNA-Bindungsstelle von bHLH-Transkriptionsfaktoren wie z.B. MyoD polymerisieren und so
Uber negative Transkriptionsregulation im Rahmen zellularer Vorgéange wie Zellwachstum
und -entwicklung, Zellzyklus und Differenzierung von entscheidender Bedeutung sind (Nor-
ton et al. '98). Diese Beobachtungen machen deutlich, dass dem Proteasom in Abhangigkeit
vom jeweiligen Zelltyp und &uBeren Einflissen wie Kulturbedingungen o0.&. eine wichtige und
komplexe Rolle im Rahmen der zellularen Differenzierung zukommt. Weiterhin gehdren kurz-
lebige regulatorische Proteine, wie z.B. das Tumorsuppressorprotein p53, zu den Substraten
des Ubiquitin-Proteasom-Systems. p53 fiihrt, z.B. als Reaktion auf eine DNA-Schadigung, zu
einer Arretierung des Zellzyklus, es wirkt antiproliferatorisch und proapoptotisch.

Uber die Ubiquitin-Ligase Murine Double Minute Clone 2 (MDM-2) ist das Ubiquitin-
Proteasom-System maBgeblich an der Regulation der Aktivitat von p53 beteiligt. MDM-2 er-
mdglicht den Transport von p53 aus dem Zellkern und férdert die Ubiquitinierung und den
proteasomalen Abbau des Proteins. Dies fuhrt zu einer verminderten Expression negativer
Zellzyklusregulatoren, wie dem cyclin-dependent kinase Inhibitor p21, und proapoptotischer
Mediatoren wie Bax (Herrmann et al. ’04).

Des Weiteren ist das Proteasom Uber den Abbau von Transkriptionsfaktoren wie c-jun, E2F-
1 und B-catenin an der Regulation von Zellwachstum und Genexpression beteiligt (Hershko
und Ciechanover '98). Durch die Degradation von Proteinkinasen wie z. B. src und Proteinki-
nase C wird es fir die Beendigung bestimmter Signaltransduktionskaskaden bendtigt (Zu et
al. '98). Durch den proteolytischen Abbau von IkB, dem Inhibitor des Trankskriptionsfaktors
NF-kB, ist das Ubiquitin-Proteasom-System entscheidend an der Entwicklung einer Entziin-
dungsantwort beteiligt (Palombella et al. '98). Unter anderem Uber NF-kB spielt das Protea-
som auch eine Rolle bei der Regulation von Zellproliferation auf der einen, und Apoptose
auf der anderen Seite, wie sie zum Beispiel im Rahmen der Entstehung einer Artherosklero-
se vorkommt. In anderen Arbeiten aus unserem Labor an vaskularen glatten Muskelzellen
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Zellen mit einem Proteasominhibitor eine
dosisabhéngige Proliferationshemmung und eine gleichzeitige Apoptoseinduktion bewirkte.
Dieser Effekt ging mit einer verminderten Aktivierung von NF-kB und einer Erhdhung der
Konzentration von p21 und p53 einher (Meiners et al. '02).
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Es gibt Hinweise daflr, dass das Ubiquitin-Proteasom-System (iber den Abbau abnormer
Proteine (hier MyBP-C) zum Beispiel auch an der Pathogenese kardialer Erkrankungen wie
der hypertrophen Kardiomyopathie beteiligt ist (Vosberg 2005).

Uber den Abbau von Tumorsuppressorgenen und anderer Regulatorproteine (s.0.) spielt das
Proteasom eine Rolle bei der Tumorentstehung. Durch die Prozessierung von Klasse 1 MHC
Antigenen, die der Antigenprasentation zugefiihrt werden, ist es essentiell fir die Ausbildung
einer Immunantwort (Rock und Goldberg '99). So hat das Ubiquitin-Proteasoms-System
Uber Ubiquitin-Ligasen der Cbl Familie auch eine entscheidende Funktion bei der Regulati-
on von T-Zell Rezeptoren und dem CD28 Signaltransduktionsweg (Rudd et al. ’00).

1.1.4 Selektive Proteasominhibitoren

Mit der Identifizierung von Substanzen, die in der Lage sind, selektiv die Funktion des Pro-
teasoms zu blockieren, wurde die Erforschung des Ubiquitin-Proteasom-Systems wesentlich
erleichtert. Obwohl das Proteasom mehrere katalytische Zentren enthalt, gentgt die Inhibiti-
on der Chymotrypsin-ahnlichen Einheit, um den Proteinabbau auf ein Minimum zu reduzie-
ren, da diese Einheit einen GroBteil der enzymatischen Aktivitdt ausmacht, und somit den
limitierenden Faktor bei der Proteindegradation darstellt (Rock et al. '94). Es zeigte sich,
dass die Inhibition der Trypsin- bzw. Caspase-ahnlichen Einheiten nur einen geringen Effekt
auf den Gesamtproteinabbau hat (Heinemeyer et al. ’97).

Man unterscheidet verschiedene Klassen von Proteasominhibitoren, von denen die meisten
vornehmlich die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitdt hemmen; einige zusatzlich, wenn auch in
einem wesentlich geringeren AusmaB, die beiden anderen Aktivitdten. Die vor einigen Jah-
ren zuerst entwickelten Proteasominhibitoren gehérten zur Klasse der Peptidaldehyde und
sind auch heute noch weit verbreitet. Zu ihnen z&hlt auch das in dieser Arbeit verwendete
MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-CHO). Peptidaldehyde sind in der Lage, schnell in das Zellinnere zu
gelangen und dort das Proteasom reversibel zu inhibieren, sie sind Substratanaloga vor al-
lem an der Chymotrypsin-ahnlichen Einheit des 20S Proteasoms und verhindern wirksam
den Ubergangszustand der enzymatischen Aktivitat. Dabei erfolgt ein Angriff des Inhibitors
am N-terminalen Threonin des Proteasoms.

Da die Peptidaldehyde in hohen Konzentrationen auch andere Proteasen wie Calpaine und
Cathepsine hemmen kdnnen, ist es bei der Verwendung dieser Substanzen notwendig, be-
gleitende Kontrollversuche entweder mit Substanzen, die das Proteasom spezifischer inhi-
bieren (wie das in dieser Arbeit verwendetet MG262) oder mit Inhibitoren anderer zellularer
Proteasen (hier: ALLM, in niedriger Konzentration ein Calpaininhibitor) durchzufihren.
MG132 ist durch eine hohe Potenz und relativ hohe Spezifitét fir das Proteasom gekenn-
zeichnet. Es hemmt Calpaine und Cathepsine erst bei mindestens 10-fach h6heren Konzent-

rationen, als sie fir die wirkungsvolle Inhibition des Proteasoms bendtigt werden (Tsubuki et
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al. ’96). Dies macht es zu einem der gunstigsten Vertreter der Peptidaldehyde (Kisselev und
Goldberg 2001).

Eine weitere Klasse von Proteasominhibitoren sind Peptidboronate, dazu zahlt auch dass in
dieser Arbeit als Kontrollsubstanz verwendete MG262 (Z-Leu-Leu-Leu-B(OH)2), dessen Po-
tenz 100-fach gréBer ist, als die von MG132 (Adams et al. '98). Peptidboronate sind wesent-
lich spezifischere Inhibitoren des Proteasoms als Peptidaldehyde. Weitere Klassen der Pro-
teasominhibitoren bilden die Peptidvinylsulfone, die Epoxyketone sowie die nicht peptidalen
Inhibitoren, zu denen z.B. Lactacystin zahlt, das urspringlich aus Streptomyces isoliert wur-
de und die B5 Untereinheit des 20S Proteasom modifiziert und so irreversibel inhibiert (Fen-
teany et al. ’95).

1.1.5 Biologische Effekte der Proteasominhibitoren

Die Inhibition des Proteasoms bewirkt zunachst primar eine sofortige Abnahme des Gesamt-
proteinabbaus. Dies hat zum einen die Anhaufung ubiquitinierter Proteine zur Folge, zum
anderen akkumulieren fehlgefaltete und beschadigte Proteine, wodurch etwa ein bis zwei
Stunden nach Proteasominhibition die Expression von Hitzeschockproteinen und Stresspro-
teinen des Endoplasmatischen Retikulums induziert wird (Lee und Goldberg '98).

Uber die Hemmung des Abbaus von IkB, eines der ersten dem Proteasom zugeordneten
Substrate, wird die anti-inflammatorische Wirkung der Proteasominhibitoren vermittelt. Durch
die Stabilisierung von IkB, das den Transkriptionsfaktor NFkB inhibiert, kommt es zu einer
verminderten Expression zahlreicher Entzindungsmediatoren (z.B. TNF) und Leukozyten-
adhasionsmolekille wie ICAM oder VCAM, die bei vielen Krankheiten eine zentrale Rolle
spielen (Pahl et al. '99).

Bei Inkubation Uber einen langeren Zeitraum, sind Proteasominhibitoren in der Lage, Apop-
tose zu induzieren (Drexler et al. ’97), dies ist besonders bei proliferierenden Zelllinien der
Fall. Einer der Grinde dafur ist vermutlich, dass Proteasominhibitoren, z.B. Uber Stabilisie-
rung von Cyclinen, eine Arretierung des Zellzyklus bewirken (Drexler et al. '97). Des Weite-
ren wird vermutet, dass Proteasominhibitoren Uber die Stabilisierung regulatorischer Protei-
ne, wie z.B. dem Tumorsupressorprotein p53 (An et al. 2000) oder dem cyclin dependent
kinase inhibitor p27 (Pagano et al. '95) Apoptose induzieren kénnen. Die Akkumulation ab-
normaler Proteine bewirkt die Aktivierung der c-jun N-terminalen Kinase, die ebenfalls in der
Lage ist, Apoptose zu induzieren (Merini et al. '98).

In nicht proliferierenden Zellen, wie z.B. in neuronalen Zelllinien, hingegen bewirkt eine Inku-
bation mit Proteasominhibitoren Gber einen Zeitraum von weniger als 16 Stunden eine Re-
duktion der durch verschiedene Arten des Zellstress induzierten Apoptose. Dies geschieht
mdglicherweise Uber die Stabilisierung des Apoptoseinhibitors bcl-2 (Kisselev und Goldberg
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2001). Fur einige Zelllinien ist beschrieben, dass Proteasominhibitoren eine Differenzierung
der Zellen in eine bestimmte Richtung bewirken kénnen. Fenteany et al. beschreiben, dass
die Inhibition des Proteasomsystems in murinen Neuroblastomzellen eine neuronale Diffe-
renzierung bewirken kann (Fenteany et al. '95). Ahnliches konnten auch Giasson et al. zei-
gen, sie beobachteten, dass die durch Proteasominhibition induzierte neuronale Differenzie-
rung von Ratten-Phaochromozytomzellen (PC12) mit einer Aktivierung der Stress -aktivierten
Proteinkinase (SAPK) einhergeht (Giasson et al. ’99).
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1.2 Kardiale Adaptation

Das Herz ist das zentrale Organ des Herz-Kreislauf-Systems, es macht beim gesunden Er-
wachsenen ca. 0,5% des Korpergewichtes aus. Herzgewebe setzt sich aus Fibroblasten,
endothelialen Zellen und Neuronen zusammen, nur 20-30 % aller kardialen Zellen sind Kar-
diomyozyten, diese reprasentieren dabei aber 70-80% des Herzmuskelvolumens (Long '96).
Grundséatzlich handelt es sich bei Herzmuskelzellen um postnatales, das heiBt terminal diffe-
renziertes Gewebe ohne Mdglichkeit der Zellteilung und damit des Zellersatzes (vergleichbar
mit neuronalen Zellen). Trotzdem ist das Herz in der Lage, auf physiologische und pathologi-
sche Reize zu reagieren und sich an veranderte metabolische oder mechanische Bedingun-
gen zu adaptieren. Dieser Vorgang wird als kardiales Remodelling bezeichnet.

Eine wichtige Form der kardialen Adaptation, z.B. bei Druck— und Volumenbelastung, Ver-
lust kontraktilen Materials oder durch Infarzierung kardialen Gewebes, ist die Hypertrophie.
Hypertrophie ist definiert als Zunahme des Zellvolumens bei gleich bleibender Zellzahl. Unter
kardialer Hypertrophie kommt es zu charakteristischen qualitativen und quantitativen Veran-
derungen des Phanotyps und der Genexpression (Schaub et al. '97).

Allgemeine Parameter hypertrophen Wachstums sind eine Zunahme des Myozytenvolu-
mens, der Proteinsynthese und daraus folgend des Proteingehalts der einzelnen Zelle sowie
des mRNA- und rRNA-Gehalts (Chien et al. ’93). Auch auf molekularer Ebene sind charakte-
ristische Verénderungen zu beobachten. Im Rahmen einer hypertrophen Reaktion kommt es
zunachst nach etwa 30 bis 60 Minuten zu einer voribergehenden Induktion so genannter
early-response Gene (z.B. Egr-1, c-fos, c-jun, c-myc) (Hefti et al. ’97). In Kardiomyozyten
scheint diese frilhe Genantwort nicht charakteristisch fir die Reaktion auf einen hypertro-
phen Stimulus zu sein, sondern vielmehr die relativ unspezifische Antwort terminal differen-
zierter Zellen auf einen Wachstumsreiz darzustellen (Chien und van Bilsen '93). Nach etwa 6
bis 12 Stunden erfolgt eine Reexpression fetaler Gene, also der Gene, die normalerweise
wahrend der fetalen Entwicklung aktiv sind und die im adulten Myokard nur noch wenig bzw.
gar nicht exprimiert werden. Dazu gehdéren B-myosin heavy chain (MHC) (Cheng et al. '86),
a-smooth muscle actin (Eppenberger et al. '90) und der atriale natriuretische Faktor (ANF)
(Eppenberger et al. '93). AuBerdem ist eine vermehrte Expression konstitutiv exprimierter
kontraktiler Proteine wie myosin-light-chain 2 (MLC2) (Lee et al. ’88) und cardiac a-actin
(Long et al. ’89) zu beobachten, diese tritt etwas spater nach ca. 12 bis 24 Stunden auf.

Grundsatzlich ist zu beachten, dass nicht nur eine ,klassische“ Hypertrophiereaktion existiert.
Vielmehr kommt es in vivo durch das Zusammenwirken mehrerer hypertropher Stimuli und

komplexer Interaktion zwischen verschiedenen Signaltransduktionswegen (dem so genann-
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ten cross-talk) zur Ausbildung verschiedener hypertropher Phé&notypen und Genexpressi-
onsmuster (zur Ubersicht s. Schaub et al. '97 und Abb. 2).

Primarzellkulturen neonataler und adulter Rattenkardiomyozyten stellen eine gute Méglich-
keit dar, diese Veranderungen in vitro zu untersuchen und einzelnen hypertrophen Stimuli
charakteristische morphologische und genetische Verédnderungen zuzuordnen sowie spezifi-
sche Signaltransduktionswege aufzudecken. Durch die Verwendung von Zellkulturen kardia-
ler Myozyten konnten zahlreiche Stimuli, die die Ausbildung einer hypertrophen Antwort her-
vorrufen, identifiziert werden (Schaub et al. '97). Hierzu gehéren Wachstumsfaktoren wie
EGF (endothelial growth factor), FGF (fibroblast growth factor), PDGF (platelet derived
growth factor), IGF (insulin-like growth factor) und TGF (transforming growth factor) (Long
'96). Auch Katecholamine, wie z.B. Adrenalin und Isoproterenol, sowie vasoaktive Peptide
wie Angiotensin |l und Endothelin-1 und Interleukine (IL-1, IL-6) kénnen eine kardiale Hyper-
trophie induzieren.

Alle genannten Zytokine werden zumindest zu einem gewissen Teil in myokardialen Zellen
exprimiert, die damit sowohl Synthese- als auch Wirkort dieser wachstumsinduzierenden
Substanzen sind. Zellularer Stress, wie z.B. durch Hypoxie, Hitzeschock oder myokardiale
Infarzierung geht in kardialen Myozyten mit einer verstarkten Expression einzelner Zytokine
einher (Thompson et al. '98; Flanders et al. '93; Ladoux et al. '93). Dies kénnte eine Anpas-
sungsreaktion im Rahmen einer Adaptation an veranderte Bedingungen darstellen.

1.3 Trophische Faktoren

1.3.1 Wachstumsfaktoren

1.3.1.1 IGF (insulin-like growth factor)

IGF gehdrt zur Gruppe der Peptid — Wachstumsfaktoren, man unterscheidet zwei Isoformen,
die beide strukturelle und biologische Homologien mit pro-Insulin aufweisen, IGF-1 (70 AS)
und IGF-Il (67 AS) (Blakesley et al. ’96). Kardiomyozyten exprimieren beide Isoformen
(Schluter et al. *95). IGF-II wird vermehrt wahrend der fetalen Entwicklung exprimiert, im a-
dulten Myokard dominiert IGF-I. Fir den Membrantransport von IGF werden IGF-binding
Proteine (IGFBP) bendtigt. Die Wirkung von IGF wird zum groBen Teil Uber den IGF-I Re-
zeptor, der eine Tyrosin-Kinase Aktivitat enthalt, vermittelt, die Rezeptorbindung wird vermut-
lich Uber die Bildung von IGF/IGFBP-Komplexen reguliert (White et al. '94).

1.3.1.2 TGFB1 (transforming growth factor 1)

TGFB gehért zu einer Gruppe regulatorischer Proteine, denen eine Homologie in 30-40 %
ihrer Sequenz gemeinsam ist. In Sdugern kommen drei Formen vor TGFB1, TGFB2 und
TGFB3. Sie sind zu 70-80 % homolog und entfalten in verschiedenen Zelltypen sehr unter-
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schiedliche Aktivitdten (Lawrence et al. ’95). Das aktive TGFB1, ein 25 kDa groBes Dimer,
wird aus einem 390 AS Vorlauferprotein synthetisiert, das in ein N-terminales und ein C-
terminales Segment aufgespaltet wird. Seine Wirkung wird Uber zwei Rezeptoren vermittelt:
TGFB1 bindet zuerst an einen Typ-Il Rezeptor, der daraufhin mit dem Typ-l Rezeptor dimeri-
siert und diesen phosphoryliert, wodurch das Signal weitergeleitet werden kann. Bei beiden
Rezeptoren handelt es sich um verwandte Serin-Threonin Kinasen (RSTKs). TGFB wird so-
wohl von ARCs als auch von NRCs vom ersten Tag in Kultur an in das Kulturmedium sezer-
niert (Schliter et al. ’95; Roberts et al. 92).

1.3.1.3 Vasoaktive Peptide, ET-1 (Endothelin-1)

Endothelin-1 ist ein vasokonstriktorisch wirksames Peptid aus 21 Aminosduren. Es wird
nach Abspaltung aus einem Vorlduferprotein von Endothelzellen und anderen Zellen, so
auch Kardiomyozyten, sezerniert (Suzuki et al. ’93). Man unterscheidet drei verschiedene
Rezeptortypen ET-A, ET-B und ET-C. In Rattenherzen herrscht der vasokonstriktorische
Effekte vermitteinde ET-A Rezeptor vor. Es handelt sich dabei um einen G-Protein gekoppel-
ten Rezeptor, der bei Aktivierung an stimulierende Gs-Proteine und inhibierende Gi-Proteine
koppelt und so z.B. Uber Stimulation und Inhibition der Adenylatzyklase an der Regulation
der Proteinkinase A (PKA) beteiligt ist (Hilal-Dandan '94).

1.3.1.4 Katecholamine

Ebenso wie bei Endothelin-1 wird auch die Wirkung von Katecholaminen auf das Wachstum
von Kardiomyozyten Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Dabei handelt es sich
um heptahelicale membranstandige Rezeptoren, die bei ihrer Aktivierung an hetero trimere
GTP-bindende Regulatorproteine, die so genannten G-Proteine, binden. Man unterscheidet
mehrere G-Proteine, die jeweils aus einer a-, einer B- und einer y-Untereinheit bestehen
(Gudermann et al. '96). Der a1-Adrenozeptor interagiert bei Aktivierung vermutlich mit ver-
schiedenen dieser G-Proteine, unter ihnen z.B. das Gqg-Protein. Sowohl $1- als auch p2-
Rezeptoren koppeln an stimulierende Gs-Proteine.

1.3.1.5 Trijodthyronin (T3)

Trijod-L-Thyronin (T3) ist die aktive Form des Schilddriisenhormons, die durch die Deiodie-
rung von L-Thyroxin (T4) entsteht. Ca. 0,3 % des im Serum enthaltenen T3 liegen in freier
Form vor und kénnen Uber einen energieabhangigen Prozess in die Zelle aufgenommen
werden. Dabei spielen offensichtlich verschiedene T3 bindende Proteine (TBP) eine Rolle
(Ichikawa et al. '95). Der primare Wirkungsort von T3 ist der Zellkern. Der T3 Rezeptor (TR)
gehort zu einer Gruppe von hormonsensitiven nukledren Transkriptionsfaktoren, in Struktur
und Funktionsweise ist er den Steroidhormonrezeptoren oder auch dem Vitamin-D Rezeptor
vergleichbar. Der T3-TR Komplex interagiert mit regulatorisch wirksamen DNA Regionen.
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Damit umgeht T3 im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Substanzen viele Zwischen-
schritte klassischer Hypertrophie-Signalkaskaden und wirkt zum GroBteil Uber eine direkte
Beeinflussung der Transkription.

1.3.1.6 Mechanische Belastung

Unter physiologischen Bedingungen stellt vermutlich die mechanische Belastung durch er-
héhten Druck- bzw. vermehrtes Volumen am haufigsten Anforderungen an das Adaptations-
vermdgen der Kardiomyozyten. In vivo kommt es unter hAmodynamischer Belastung zu ei-
ner erhdhten myokardialen Proteinsynthese. Dabei fUhrt Druckbelastung zu anderen charak-
teristischen Veranderungen als Volumenbelastung. Bei der Anpassung an veranderte phy-
siologische Bedingungen spielt das Gleichgewicht der oben beschriebenen Wachstumsfakto-
ren eine wichtige Rolle. So fihrt eine Druckbelastung in Rattenherzen zu einer vermehrten
Expression der mRNA fir TGFB3 und IGF I. Volumenbelastung hat eine vermindere Expres-
sion von acidic fibroblast growth factor (aFGF) zur Folge. Fir die Vermittlung einer Hypertro-
phie durch Druckbelastung in adulten Rattenkardiomyozyten (ARC) hat z.B. ET-1 einen
wichtigen Stellenwert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung des ET-1 Rezeptors
bei persistierender Druckbelastung eine Verminderung der erh6hten mRNA Expression von
a-sk actin und ANF bewirkt (Ito et al. '94). Allgemein flhrt Druck-, aber nicht Volumenbelas-
tung in Rattenherzen zu einer vermehrten Expression von B-MHC und a-sk actin (Calderone
et al. ’95). In vivo ist auch die mRNA fiir a-sm actin unter Druckbelastung vermehrt exprimiert
(Black et al. '91). In vitro flhrt in neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRC) die externe Appli-
kation von mechanischem Stress durch passive Dehnung der Kardiomyozyten zur Ausbil-
dung einer Hypertrophie und strukturellem Remodelling (Watson et al. '96). Bei der Aktivie-
rung verschiedener Signalkaskaden, z.B. des MEK-ERK Signaltransduktionsweges, spielt
hier unter anderem die Freisetzung von Angiotensin Il, das sowohl parakrin als auch autokrin
wirkt, eine Rolle. Ein weiteres Beispiel flr an der Vermittlung einer zelluldren Adaptation von
Kardiomyozyten beteiligte Substanzen sind, sind Zytokine z.B. wie IL-13 oder Cardiotrophin-
1, die in NRC ebenfalls die Ausbildung spezifischer Formen der kardialen Hypertrophie be-

wirken.
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Mechanische
a-adrenerge
bFGF | IGF-I | TGFB | ET-1 _ _ T3 Belastung IL-1B
Stimulation
(Druck)
a-MHC v n. b. v A v bzw. > A v v
B-MHC A A A A A v A A bzw. >
ANF A v A A A A A A
a-sm actin A v A n. b n. b. A A n. b.
a-sk actin A 4 A A A A A >

Tab.1: Effekte von trophischen Faktoren auf die mRNA und/ oder Proteinexpression myo-
kardialer Hypertrophiemarker in NRCs bzw. ARCs nach Hefti et al. (n.b. = noch nicht be-
kannt)

1.3.2 Interaktion von Wachstumsfaktoren

In vivo kommt es bei physiologischen und pathologischen Veréanderungen der Umgebungs-
bedingungen, wie z.B. bei vermehrter hdmodynamischer Beanspruchung, myokardialer In-
farzierung oder auch bei genetisch bedingten Defekten, zu kompensatorischen Reaktionen
auf morphologischer und genetischer Ebene, wobei die individuelle Auspragung der jeweili-
gen Adaptationsantwort vom Zusammenspiel vieler unterschiedlicher Faktoren bestimmt
wird. Unter normalen Bedingungen befinden sich die meisten der oben beschriebenen Hor-
mone und Wachstumsfaktoren im Gleichgewicht. Wenn dieses durch einen physiologischen
oder pathologischen Einfluss gestdrt wird, kann es sich zugunsten einer bestimmten Adapta-
tionsreaktion verschieben. So ist z. B. in der perikardialen Fllssigkeit von Patienten mit in-
stabiler Angina pectoris der Gehalt an FGF-2 erhéht (Fujita et al. '94). Dabei korreliert sowohl
der FGF-2 Gehalt der perikardialen Flissigkeit als auch die FGF-2 Konzentration im Serum
mit der linksventrikularen myokardialen Masse (Corda et al. ’97). In isolierten Rattenherzen
bewirkt die Katecholamin- induzierte Steigerung der Kontraktionsrate die vermehrte Produk-
tion und Freisetzung von aFGF und bFGF (Clarke et al. ’95).
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Mechanische Belastung

Ts Zytokine W achstumsfaktoren Angiotensin ||
(IL-1B, CT-1) (TGFB) (FGF, IGF1,PDGF) Endothelin1
Katecholamine
l l l l GPCR
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Abb. 2: Wachstumsfaktoren steuern Uber verschiedene Signaltransduktionswege die kardia-
le Genexpression (modifiziert nach Hefti et al. '97)
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Bei der Vermittlung kardialer Adaptationsvorgange, wie sie zum Beispiel im Rahmen einer
Hypertrophie stattfinden, sind zahlreiche verschiedene trophische Faktoren beteiligt. Hierzu
gehdren u.a. a-adrenerge Agonisten, Endothelin-1, Angiotensin-ll und verschiedene Peptid-
Wachstumsfaktoren, ebenso wie verschiedene Cytokine und Triiodthyronin (T3) (zur Uber-
sicht s. Hefti et al. "97).

Sowohl im physiologischen als auch im kompensierten pathologischen Zustand befinden
sich die einzelnen Faktoren in einem flieBenden Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht ver-
schiebt sich bei Veranderungen der Umgebungsbedingungen, wie z.B. bei Druck- oder Vo-
lumenbelastung, Verlust kontraktilen Materials, oder auch bei erblichen Defekten. In der Fol-
ge kommt es unter veranderten Umgebungsbedingungen zu einer zellularen Adaptation. Je
nach Art des Stimulus ist diese durch spezifische genetische und morphologische Verande-

rungen gekennzeichnet.

Ein experimentelles Modell, um diese Adaptationsvorgange in vitro zu untersuchen, ist die
Primarzellkultur neonataler Rattenkardiomyozyten (NRC). Unter Zusatz von 10% Serum
lasst sich in diesen Zellen die Ausbildung einer Hypertrophie induzieren. Erste Befunde aus
unserem Labor deuteten darauf hin, dass eine Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems
diese Serum-vermittelte Hypertrophie verhindert (Meiners et al., Manuskript eingereicht). In
der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern es sich bei der beobachteten
Suppression der Hypertrophie um einen generellen Einfluss von Proteasominhibitoren auf
eine myozytenspezifische Adaptationsreaktion handelt. Dazu wurden die Effekte von Protea-
sominihibitoren auf das Adaptationsverhalten von NRCs an verschiedene Kulturbedingungen
untersucht: NRCs wurden in An- und Abwesenheit von Serum sowie in Gegenwart einzelner
trophischer Stimuli kultiviert.

Ziel der Arbeit war es, die Effekte von Proteasominhibitoren zum einen auf die Morphologie
der Zellen, zum anderen auf die Expression ausgewahlter Strukturproteine und Hy-
pertrophiemarkergene unter verschiedenen Kulturbedingungen mittels Realtime-PCR, Wes-

tern Blot-Analyse und Immunfluoreszenzfarbungen zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Isolation neonataler Rattenkardiomyozyten

2.1.1 Verwendete Materialien
* Hanks CMF-HBSS Balanced Salt Solution w/o Calcium and Magnesium, (GibcoBRL)

* Trypsin (TRLS) 0,22 Filtered, 1 mg / 2 ml HBSS, (Cell Systems)

» Trypsin Inhibitor (SI), 2 mg/ ml HBSS, (CellSystems)

* L-15 (Leibovitz) Medium with L-Glutamine w/ L-Amino Acids, (GibcoBRL)
» Kollagenase (215 U/g), 70 mg in 50 ml L-15 Medium, (Cell Systems)

» Fibronectin (5 mg/ ml), eingesetzte Verdiinnung 10 pug/ ml, (Promocell)

2.1.2 Durchfihrung
Die Isolation von neonatalen Rattenkardiomyozyten erfolgte nach einer an den Worthington
Kit, Version 1.0.1, angelehnten, teilweise modifizierten Methode.

Tag 1:

Eine zwei bis drei Tage alte Ratte wurde durch Genickbruch getétet und in 96 %iger Ethanol-
I6sung sterilisiert. Das schlagende Herz wurde entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen
mit 40 ml eiskaltem CMF HBSS gegeben. Dieser Vorgang wurde bei den weiteren Ratten
wiederholt. Durch leichtes Schitteln des Réhrchens wurden die Herzen gewaschen, der U-
berstand wurde abgenommen und wiederum mit 10 ml HBSS gewaschen. Danach wurden
die Herzen in 9 ml HBSS aufgenommen, in eine Petrischale gegeben und mit zwei Skalpel-
len zu Warfeln von ungefahr 1 mm3 GréBe zerkleinert. Hierbei war darauf zu achten, dass
das Gewebe mdglichst wenig gequetscht wurde, um die Zellen unbeschadigt zu lassen. Zur
Gewebelyse wurde 1ml Trypsinldsung (entspricht 50 pug/ ml) in die Petrischale gegeben, die
Gewebestlicke inkubierten tber Nacht bei 4 °C.

Tag 2:

Am nachsten Tag wurden die trypsinverdauten Gewebestlickchen unter der Bench mit einer
25ml Pipette aufgenommen und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Um den
Trypsinverdau zu beenden, wurden 2ml Trypsininhibitor zur L6sung gegeben. Durch leichtes
Schwenken des Rdhrchens wurde das Gewebe fiir ca. eine Minute oxygeniert und dann auf
37 °C erwarmt. Danach wurden 5 mg Kollagenase zugegeben und der Inhalt des Réhrchens
gemischt. AnschlieBend wurde das Zentrifugenréhrchen fir 30-45 Minuten bei 37°C und in
leichter Bewegung gehalten.
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Nach Beendigung des Kollagenaseverdaus wurden die Zellen unter der Bench zehnmal mit
einer 10 ml Pipette auf und ab pipettiert. Um mdglichst viele intakte Zellen zu erhalten, war
es von entscheidender Bedeutung, diesen Arbeitsschritt langsam und unter Vermeidung der
Bildung von Luftblasen durchzufiihren. Auf ein neues Zentrifugenréhrchen wurde nun ein 70
um Nylon- Zellsieb gesetzt und mit 1 ml L-15 Medium befeuchtet. Nachdem sich die unver-
dauten Gewebereste ca. drei bis vier Minuten abgesetzt hatten, wurde der zellhaltige Uber-
stand mit der Pipette abgenommen und durch das Sieb gegeben. Es wurden erneut 5 ml L-
15 Medium zum Gewebepellet hinzugefligt und dieser Schritt wurde finfmal wiederholt. Ab-
schlieBend wurde das Sieb mit 2 ml L-15 Medium gewaschen, die Zellen blieben fir etwa 20
Minuten bei Raumtemperatur stehen. Wenn nach dieser Zeit noch eine Tribung des Medi-
ums erkennbar war, setzte man den Verdau fur weitere zehn Minuten fort, war dies nicht der
Fall wurden die Zellen sofort fiir 5 Minuten bei 83*g (700 U/ min) abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und die Zellen zundchst in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und in
einer Neubauer-Zahlkammer gez&hlt. Nach dem Zahlen wurden die Zellen mit Medium auf
das Endvolumen verdinnt und mit einer Dichte von 125.000/ cm? auf mit Fibronectin vorbe-
schichete six-well-Platten ausplattiert und fir 24 Stunden unberihrt im Inkubator belassen. In
dieser Zeit konnten die intakten Kardiomyozyten am Boden des vorbeschichteten Kulturge-
faBes adharieren. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen dreimal mit Medium gewa-
schen, hierbei wurden nichtadhé&rente, defekte Zellen und Zellschrott entfernt.

2.2 Zellkultur und Stimulation mit Wachstumsfaktoren

2.2.1 Verwendete Materialien

Standard Kulturmedium

* 440 ml Medium199 mod. Earle’s Salts with 1.25 mg/ | NAHCO? with L-Glutamine w/L-
Amino Acids, (GibcoBRL)

* 50 ml Newborn Calf Serum (NBCS), (GibcoBR)
* 5 ml Penicillin / Streptomycin (10.000 U/ ml bzw. 10.000 pg/ ml), (GibcoBRL)

» 500 pl Cytosine-B-arabinofuranoside (Ara-C), 100 mg in 41 ml M1, (Sigma)
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Konzentration und L6sung der Wachstumsfaktoren (Stammldsung):
* 0,1 mM Endothelin-1 in H>0/ 0,5% BSA, (Sigma)

* 1 mMIGF in H,0, (Biosource)

* 10 mM Isoproterenol inH,0, (Sigma)

* 10 mM Triiodthyronin in EtOH 99%, (Sigma)

Konzentration und L6sung der Proteasominhibitoren (Stammlésung):
* 10 mM MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-CHO) in DMSO, (Biomol P1102)
* 10 mM clasto-Lactacystin 3-Lactone in DMSO, (Calbiochem)

* 10 mM ALLM (N-Ac-Leu-Leu-methional) in DMSO, (Calbiochem)

2.2.2 Durchfuhrung der Stimulation

Fir die Stimulation mit verschiedenen Wachstumsfaktoren bzw. Proteasominhibitoren wurde
ein Teil der Zellen in serumfreiem Kulturmedium und ein Teil der Zellen in Medium mit 10 %
Serumanteil kultiviert. Das Mediumvolumen pro well betrug 2 ml, zum Mediumvolumen wur-
de initial einmalig Wachstumsfaktor bzw. Proteasominhibitor entsprechend der jeweiligen
Konzentration gegeben, um Pipettierungenauigkeiten zu vermeiden mit einer Mindestmenge
von 1 pl. Parallel zu den Stimulationen wurden Kontrollzellen mit der Substanz behandelt, in
der der einzelne Wachstumsfaktor bzw. Proteasominhibitor gel6st wurde, um auszuschlie-
Ben, dass ein moéglicher Effekt allein durch das jeweilige Lésungsmittel bedingt war.

Eine Stimulation dauerte 48 Stunden, wahrend dieser Zeit blieben die Zellen unberlhrt, es

wurde kein weiterer Mediumwechsel vorgenommen.

2.3 Total RNA Isolation

2.3.1 Verwendete Materialien
» Phosphate Buffered Saline (PBS)

» TRIzol®Reagent, (GibcoBRL)
» Chloroform, (J.T.Baker)
» 2-Propanol, (J.T.Baker)

» Ethanol, (J.T.Baker)
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2.3.2 Durchfiihrung

Das Medium wurde abgenommen und die Zellen zunachst mit sterilem PBS gewaschen. Pro
well (ca. 9,8 cm?) wurde 1 ml TRIzol®Reagent verwendet, um die Zellen zu lysieren. Nach-
dem die Flissigkeit einige Male durchmischt worden war, um mdglichst alle Zellen von der
Kulturschale zu I6sen, wurden die Zellen in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal3 tberfuhrt.
Zunachst wurden die Proben etwa 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die vollstan-
dige Dissoziation der Nucleoproteinkomplexe zu ermdglichen. Je ml TRIzol® gab man 200 pl
Chloroform hinzu, schittelte die Probe kréaftig und inkubierte wiederum drei Minuten bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde fir 15 Minuten bei 4 °C mit 12.000 x g zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation trennte sich die Probe in eine rote untere Phenol-Chloroform Phase,
eine Interphase und eine wassrige obere Phase, die die RNA enthielt und ca. 60 % des Aus-
gangsvolumens ausmachte. Diese obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein
neues ReaktionsgefaB tberflhrt. Dabei war darauf zu achten, dass auf keinen Fall Teile der
Interphase mitpipettiert wurden, um Verunreinigungen der RNA zu vermeiden. Durch Mi-
schen mit 0,5 ml Isopropanol/ ml TRIzol® wurde die RNA gefallt.

Daflr inkubierte man erneut zehn Minuten bei Raumtemperatur und zentrifugierte dann zehn
Minuten bei 4 °C mit 12.000 x g. Der Uberstand wurde abgenommen und die RNA mit 1 ml
75 %igem Ethanol pro ml TRIzol® gewaschen. Nach Zugabe des Ethanols wurde die Probe
gevortext und fir fiinf Minuten bei 4 °C mit 5.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde wie-
derum abgenommen und die RNA kurz an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl A-
qua bidest. aufgenommen.

Die RNA wurde photometrisch vermessen und bei -20 °C eingefroren. Fir die photometri-
sche Messung wurde 1 pl der RNA 1:50 in Aqua bidest. verdinnt und die Extinktion bei 260

nm und 280 nm bestimmt.

Die Konzentration der RNA berechnete sich nach folgender Formel:

C (ng/ ml) = Absorbtion260nm x Verdiinnung x K

(K ist die Konstante fir die optische Dichte, sie betragt fir RNA 40 ug/ ml)

Ein MaB fir die Reinheit der RNA ist der Quotient A260/ A280. Der Zielwert war zwischen
1,6 und 2,0.
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2.4 Reverse Transkription

2.4.1 Verwendete Materialien:

» 5x First Strand Buffer, (GibcoBRL)
« 0,1 MDTT, (GibcoBRL)

» Ultrapure dNTP Set 2'-Deoxynucleoside 5‘-Triphosphate, (Pharmacia Biotech) (Stocklé-
sung je 100 mM)

* RNasin® Ribonuclease Inhibitor, (Promega)
 M-MLV Reverse Transcriptase, (GibcoBRL)

» dN6 Hexamer (0,5 pg/ ul), (TIBMolbiol)

2.4.2 Durchfihrung

Die Reverse Transkriptions-Reaktion dient dazu, die RNA in DNA umzuschreiben, die als
Ausgangsprodukt fiir die PCR (Polymerase Kettenreaktion) verwendet wird. Die hierbei ent-
stehende DNA ist komplementar zur RNA und wird daher als cDNA (c=complementary) be-
zeichnet. Sie enthélt im Gegensatz zu genomischer DNA ausschlieBlich codierende Se-
quenzen. Fur die Reverse Transkription wurden 1 pg Total-RNA in einem Gesamtvolumen
von 20 pl eingesetzt. Als Transkriptionsenzym wurde eine M-MLV (Moloney Murine Leuke-
mia Virus) Reverse Transkriptase verwendet. Als Primer diente ein dN6-Oligonukleotid einer

zufalligen Sequenz, ein so genannter Random-Hexamer Primer.
Ansatz 1:

* 1 pug Total RNA

* 2 pul Hexamer Primer (0,5 pg/ pl)

* Aqua bidest. ad 11,5 ml

Dieser Ansatz wurde zehn Minuten bei 70 °C inkubiert, um eine mdglichst vollstandige Anla-

gerung der Primer zu ermdglichen.
Ansatz 2:

* 4 ul 5x First Strand Buffer

e 2ul0,1MDTT

* 1pul10 mMdNTP

* 0,5 pl RNasin (ca. 40 U/ ul)

* 1 ul M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ pl)
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Um zu gewahrleisten, dass die Reaktionsbedingungen fir alle RT Ansatze gleich waren,
setzte man zunachst einen Master Mix fir alle Proben an und gab davon je 8,5 pl zum jewei-
ligen RT Ansatz 1. Nach einer finfminttigen Annealing-Reaktion bei 25 °C erfolgte die Elon-
gationsreaktion fir 60 Minuten bei 37 °C. Um eine Renaturierung der cDNA zu verhindern,
wurde der Ansatz im Anschluss an die Reverse Transkriptions-Reaktion sofort auf Eis ge-
stellt.

2.5 DNAse Verdau

Die fertig umgeschriebene cDNA wurde im Anschluss mit dem Enzym DNase 1 von Ambion
DNase verdaut, um eventuelle Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden. Hierfr
setzte man 0,5 pl DNase 1 (Ambion) (2 U/ pl) pro 20 pl RT Ansatz ein und inkubierte 15 Mi-
nuten bei 37 °C. Durch die anschlieBende zehnminltige Inkubation bei 75 °C wurde das En-
zym hitzeinaktiviert. Nach dem DNase Verdau wurde die cDNA 1:5 in Aqua bidest. verdinnt
und in dieser Konzentration in die PCR eingesetzt.

2.6 Real-Time PCR

2.6.1 Verwendete Materialien

Sybr® Green PCR Core Reagents enthalten:
* AmpliTag Gold® DNA Polymerase 5U/ pl

*  AmpErase® UNG

e dNTP (je 2,5 mM) Mix with dUTP (5 mM)

* 10x Sybr® Green PCR Puffer

+ 25 mM MgCI2

» Oligonukleotide (TIBMolbiol)

2.6.2 Durchfihrung

Bei der Mitte der Achtziger Jahre entwickelten Polymerase Kettenreaktion (PCR) handelt es
sich um eine durch spezifische Primer definierte enzymatische in vitro Replikation. Durch
sich wiederholende Zyklen wird dabei eine annahernd exponentielle Amplifikation der Zielse-
quenz erreicht. Die DNA-Doppelstrange werden zunachst voneinander getrennt (denaturiert).
Im zweiten Schritt (Annealing) lagern sich die Primer (kurze einzelstrangige Oligonukleotide
einer gewlnschten DNA-Sequenz) an die komplementédre Sequenz der Ausgangs-DNA an.
Im dritten Schritt, der Extensionsphase, werden die Primer durch eine DNA-Polymerase ent-
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lang der einzelstréangigen denaturierten DNA-Matrize verlangert. Hierfur ist die Anwesenheit
von Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs) notwendig. Am Ende der Reaktion liegen die
Ausgangs-DNA-Molekile wieder in der doppelstréngigen Form vor. Durch zyklische Wieder-
holung der einzelnen Schritte kann ein beliebiges zwischen zwei Primern liegendes DNA-

Segment exponentiell amplifiziert werden.

Mit der so genannten Real-Time PCR wurde ein homogenes Assay entwickelt, bei dem
Amplifikation und Nachweis der PCR-Produkte simultan in einem Reaktionsgefa3 mdglich
sind. Urspriinglich werden flr die quantitative Real-Time PCR TagMan® Sonden verwendet,
bei diesem Verfahren wird die 5'3'-Exonucleaseaktivitat der AmpliTag DNA Polymerase ge-
nutzt, hierbei wird eine spezielle fluorogene Sonde eingesetzt. Die Veranderung der Fluores-
zenz wird mit Hilfe eines ABI PRISM 5700 Sequence Detectors Zyklus fir Zyklus im ge-
schlossenen ReaktionsgefaB erfasst. Damit besteht bei der Real-Time PCR, im Gegensatz
zur herkdmmlichen PCR, bei der es sich um eine reine Endpunktanalyse handelt, die Mdg-
lichkeit, die Amplifikation des Produktes in jedem einzelnen Zyklus zu verfolgen. So kann
zum Beispiel beurteilt werden, ob ein Produkt schon sehr friih, oder erst zu einem relativ
spaten Zeitpunkt Gber die Nachweisgrenze amplifiziert wird.

Statt der TagMan® Sonden kénnen zur Real-Time Quantifizierung von PCR-Produkten auch
Doppelstrang-DNA-bindende Farbstoffe verwendet werden. In den vorliegenden Experimen-
ten wurde der Farbstoff SYBR Green 1 benutzt, der aufgrund seiner hohen Sensitivitat und
Spezifitat fur Doppelstrang-DNA besonders geeignet ist. Es wird angenommen, dass
SYBR® Green in die kleine Furche der DNA bindet und in gebundenem Zustand fluoresziert.
Dieses Fluoreszenzsignal wird genutzt, um den Amplifikationsprozess im Laufe der PCR
darzustellen. Genauso wie im urspringlichen 5'-Exonucleaseassay wird die Fluoreszenz
Uber den Verlauf der Reaktion aufgezeichnet. AuBerdem wird ein zusétzlicher Farbstoff,
ROX, als interne Passivreferenz verwendet. Dieser Farbstoff ist im 10x SYBR® Green PCR
Puffer enthalten und hat keinen Anteil an der Amplifikation. Als passiver Referenzfarbstoff
liefert er einen internen Standard, auf den das SYBR® Green Signal wahrend der Datenauf-
zeichnung abgeglichen werden kann. Diese Normalisierung ist notwendig, um Volumen- und

Konzentrationsschwankungen, z.B. durch Pipettierungenauigkeiten auszugleichen.

Aufgrund der Tatsache, dass im SYBR® Green Assay jede doppelstrangige DNA zu einem
Fluoreszenzsignal fuhrt, dient neben der sorgfaltigen Primerauswahl die Schmelzkurvenana-
lyse als weitere Spezifitatskontrolle. Nach jedem PCR-Lauf werden die Dissoziationskurven
der entstandenen Produkte aufgezeichnet, so kann das Vorliegen von Primerdimeren und
unspezifischen Nebenprodukten, die ein verfalschtes Fluoreszenzsignal generieren wirden,
beurteilt werden.
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Die PCRs in dieser Arbeit wurden mit dem ABIPRISM 5700 Sequence Detection System
durchgefihrt. Eine PCR teilte sich wie folgt in verschiedene Schritte auf:

Schritt 1: 50 °C, 2 Minuten (AmpErase® UNG)

Dieser Schritt dient dem Schutz vor carryover-Kontaminationen durch Produkte aus vorheri-
gen PCRs, bei 50 °C arbeitet die im PCR Master Mix enthaltene AmpErase® UNG, eine E.
coli Uracil N-Glycosylase. Da der im SYBR® Green PCR Master Mix enthaltene dNTP-Mix
statt dTTPs dUTPs enthélt, werden im Laufe der PCR entstehende Produkte mit Uracil statt
Thymin synthetisiert. Die AmpErase verhindert eine Amplifikation von carryover-Produkten,
indem sie dUracile aus der DNA ausbaut und somit dUTP enthaltende DNA abasisch und
damit anféllig gemacht werden. Auf RNA oder dThyminhaltige DNAs hat das Enzym keinen
Einfluss.

Schritt 2: 95 °C, 10 Minuten (Denaturierung)

Dieser Schritt hat mehrere Funktionen; zum einen werden die nach dem UNG Verdau abasi-
schen carryover-Molekile zerstort, zum anderen wird das Enzym hitzeinaktiviert. AuBerdem
wird in diesem Denaturierungsschritt die AusgangsDNA denaturiert und aufgefaltet. Die in-
aktiv vorliegende DNA Polymerase AmpliTag®, eine spezielle DANN- Polymerase, wird erst
durch die 10-minutige Inkubation bei 95 °C irreversibel aktiviert.

Schritt 3: 95 °C, 15 Sekunden, 65 °C, 1 Minute, 40 Zyklen, (Annealing und Extension)

Die AmpliTaq Gold DNA Polymerase ist bereits bei Temperaturen von >55 °C signifikant
aktiv. Daher bietet es sich an, Annealing und Extension zu einem Schritt zusammenzufassen
und eine so genannte 2-Schritt PCR durchzufiihren. Das hat unter anderem den Vorteil, dass
mit héheren Annealing-Temperaturen (>55 °C) generell spezifischere Produkte generiert

werden kénnen.

2.6.3 Relative Quantifizierung anhand der vergleichenden CT-Methode (AACT- Me-
thode)

Bei dieser Form der Quantifizierung wird die Expression der Zielsequenz relativ auf die Ex-
pression einer anderen, nicht verwandten Sequenz, eines so genannten Housekeeping-
Gens bezogen. Housekeeping-Gene sind Gene, deren Expression unabhéngig z.B. von der
Art der Behandlung einer Zelllinie unter den gegebenen experimentellen Bedingungen relativ
konstant bleibt. In den vorliegenden Experimenten wurde hierfiir die Hypoxanthin-Guanin-
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Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) verwendet, ein Enzym, das bei der Nucleotidbiosynthe-
se eine Rolle spielt.

Der ABIPRISM SDS gibt nach Ablauf einer PCR fir jede Probe den entsprechenden CT-
Wert an. Dieser so genannte threshhold cycle bezeichnet die Zykluszahl, bei der das Fluo-
reszenzsignal zum ersten Mal Uber die Grundlinie (baseline) ansteigt. Diese Zyklenzahl wird
auf die Zyklenzahl des zugehdérigen Housekeeping-Gens abgeglichen (ACT) und graphisch
als 2°° dargestellt. Diese Darstellung ist sinnvoll, weil es pro Zyklus der PCR theoretisch zu
einer exponentiellen Verdopplung der DNA-Produktmenge kommt.

Um die Methode der relativen Quantifizierung anhand der vergleichenden CT-Methode an-
wenden zu kdénnen, dirfen die Effizienzen von Zielsequenz und Housekeeping-Gen sich
nicht zu sehr voneinander unterscheiden. Eine empfindliche Methode, um zu Uberprifen, ob
die Amplifikationen zweier Reaktionen annahernd gleich sind, ist der Vergleich des ACT bei
verschiedenen Verdinnungsstufen der Matrizen. Hierflr wurden jeweils Dreifachbestimmun-
gen fur die Verdinnungen 1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 und 1:32 durchgefthrt und der Logarithmus
der Startkonzentration Uber dem ACT (CT Zielsequenz-CT Housekeeping-Gen, hier: HPRT)
graphisch dargestellt (Abb.3).
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Abb. 3: Vergleich der Effizienzen von a-MHC und HPRT durch die Darstellung von ACT

Wenn die Effizienzen flr beide Amplifikate ungeféahr gleich sind, néhert sich die Steigung des
Graphen (y) dem Wert 0. Dabei sollte der absolute Wert der Steigung < 0,1 sein. Ist dies der
Fall, kann die AACT-Methode zur relativen Quantifizierung angewandt werden, ohne dass
eine Standardkurve erstellt werden muss. Der ACT-Wert errechnet sich durch Substraktion
des CT-Mittelwerts des Housekeeping Gens vom CT-Mittelwert der Zielsequenz. Er wird bei
der AACT-Methode zusétzlich auf die Kontrolle (hier DMSO, bzw. serumfreie Kultur) abgegli-
chen. Liegt die Effizienz der Reaktion zwischen 0,8 und 1, lasst sich die Konzentration der
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Zielsequenz normalisiert mit einem Housekeeping-Gen und relativ zu einer Kontrolle nahe-

rungsweise nach der Formel

X=2 - AACT

berechnen.

Die Standardabweichung (s) fur AACT wird aus den Standardabweichungen der CT-Werte
aus mehreren unabhangigen Ansatzen (n) nach folgender Formel berechnet:

s = Vs2 Zielgen/ HPRT PI + s2 Zielgen/ HPRT Kontrolle

Sie wird als standard error of means (SEM) betrachtet, also auf die Zahl der unabhéngigen
Ansétze bezogen:

SEM =  Vs? + S2% + ...... + s2n

\n

Graphisch wird sie wie folgt dargestellt:

plus: (2 22€T - SEM) - (2 24CT)

minus: (2 22¢T) - (2 22°T + SEM)

2.6.4 Primerauswahl und Etablierung der Realtime-PCR

Um einen mdglichen Einfluss von Proteasominhibitoren auf die Expression bestimmter Hy-
pertrophiemarkergene zu untersuchen, wurden einige charakteristische Gene ausgewahlt.
Mit Hilfe der ,Primer Express® Software der Firma PE Applied Biosystems wurden flr diese
Gene spezifische PCR-Primer designed und etabliert. Die gewlinschten Sequenzen wurden
den gangigen Datenbanken entnommen.

Far die Auswahl der Primer galten folgende Kriterien:
* Lange 18-30 Basen
* G+C Gehalt ca. 20-60 %

» mdglichst keine Poly (T)-Abschnitte (unspezifische Bindungen)
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* mdglichst keine palindromischen Sequenzabschnitte
» keine 3-Komplimentaritat der Primer (Primer-Dimere)
* Ampliconlange idealerweise zwischen 50 und 150 bp

Die Primer wurden vorzugsweise aus der jeweiligen mRNA-Sequenz, also exonspezifisch
und unter Auslassung der Intron-Strukturen gewéhlt, um méglichst keine genomische DNA
sondern ausschlieBBlich cDNA zu amplifizieren.

2.6.4.1 Primermatrix

Da die beiden jeweils zusammengehdrenden Primer sich bezlglich ihres Hybridisierungs-
verhaltens unterscheiden kénnen, war es notwendig, zunachst das optimale Konzentrations-
verhaltnis Primer fw/ Primer rev zu bestimmen. Dazu wurden verschiedene Konzentrations-
kombinationen der beiden Primer getestet und ermittelt, welche Kombination die niedrigsten
CT-Werte ergab, mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse konnte das Entstehen von Primerdime-
ren und Nebenprodukten beurteilt werden.

Forward Primer (nM)
Reverse Primer (nM) 50 300 900
50 50/50 300/50 900/50
300 300/50 300/300 900/300
900 900/50 300/900 900/900

Tab. 2: Primer-Matrix

2.6.4.2 Primereffizienz

Nachdem die optimale Konzentrationskombination eines Primerpaares ermittelt wurde,
musste nun noch die Effizienz des Primers bestimmt werden. Dazu wurde fur jedes Primer-
paar eine Standardkurve erstellt, es wurden verschiedene Verdinnungen der Ausgangs -
DNA in die PCR eingesetzt (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, jeweils 3-fach Bestimmungen).

Unter Annahme einer 100%igen Effizienz sollte pro Zyklus eine Verdopplung der Reaktions-
produkte aus dem vorherigen Zyklus erfolgen. Hierfir gilt die Formel:

Y=X (1+E)n

(Y: hergestelltes Amplifikat, X: Startkopienzahl, E: Effizienz der Reaktion, n: Anzahl der Zyk-
len)
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Zur Erstellung einer Standardkurve wird diese Gleichung logarithmiert:

log Y =log X + n log (1+E)

Graphisch wird der CT-Wert Uber dem log der Startkopienzahl aufgetragen:

Standard Curve Slope: -3.566207
32 Intercept: 40.552933
Correlation; -0.988513
=]
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Abb. 4: Standardkurve von a-MHC

Daraus leitet sich die Steigung der Geraden ab:
s =-1/log (1 + E)

Aus dieser Gleichung errechnet sich anhand der von der SDS-Software bei der Standardkur-
venherstellung gelieferten Daten die Effizienz der Reaktion:

log (1 +E)=1/s
1+E=101/s
E=10"°-1
Flr das oben gezeigte Beispiel ergibt sich daraus eine Effizienz von 0,91.

Die Effizienz sollte zwischen 0,9 und 1,0 liegen um einen mdglichst optimalen Ablauf der
Reaktion zu gewdhrleisten. Sie liegt umso héher, je kirzer das generierte Amplicon ist. Da-
her sind Amplicons mit einer Lange zwischen 50 und 75 bp winschenswert. Zusatzlich ist
darauf zu achten, dass sich die Effizienz eines Primers nicht zu sehr von der des eingesetz-
ten Housekeeping-Gens unterscheidet, um sicher zu gehen, dass eine relative Quantifizie-
rung maoglich ist.
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Primer Konzentration Effizienz
ANF 900/900 0,97
a-MHC 900/900 0,99
B-MHC 300/300 0,83
cardiac actin 300/300 0,85
MLC2 300/300 0,97
MyoD 300/300 0,9

Myogenin 300/300 1

HPRT 300/300 0.91

Tab. 3: Konzentrationen und Effizienzen der verwendeten PCR-Primer (hier: HPRT)

a-MHC (a-myosin heavy chain)
fw: 5-AAC-GCC-CAA-GCC-CAC-TTG-AA-3' (Basenpaarposition 4973-4992)
rev: 5-CAT-TGG-CAC-GGA-CTG-CGT-CA-3' (5014-5033)

Amplicon: 61 bp

B-MHC (B-myosin heavy chain)
fw: 5-GAG-CCT-CCA-GAG-TTT-GCT-GAA-GGA-3' (4942-4965)
rev: 5-TTG-GCA-CGG-ACT-GCG-TCA-TC-3* (4982-5001)

Amplicon: 60 bp

ANF (atrial natriuretic factor)
fw: 5-TCG-CAA-AAG-ATC-CCA-AGC-CCT-T-3' (546-567)
rev: 5-AGT-GGC-AAT-GCG-ACC-AAG-CTG-T-3' (579-601)

Amplicon: 56 bp




CAA (cardiac-a-actin)
fw: 5'-CCA-CAG-ATT-TGG-TGT-GCG-ACA-3' (98-118)
rev: 5-CAT-CAT-CAC-CCG-CAA-AGC-CAG-3* (140-160)

Amplicon: 63 bp

MLC-2 (myosin light chain-2)
fw: 5-AAA-GGA-GCT-GAC-CCG-GAG-GAG-A-3 (293-314)
rev: 5-TCA-GCG-ACC-CTT-TGC-CTT-CG-3' (346-365)

Amplicon: 73 bp

HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase)
fw: 5-GCG-GCA-AGT-TGA-ATC-TAC-AAG-AGT-CCT-3‘ (690-716)
rev: 5-ACG-TCT-GCT-AGT-TCT-TTA-CTG-GCC-ACA-3' (722-748)

Amplicon: 59 bp

2.6.5 Ansetzen der PCR
Um Pipettierungenauigkeiten zu vermeiden und Konzentrationsunterschiede auszugleichen,
ist es sinnvoll, so wenig Pipettierschritte wie méglich durchzufihren. Es ist hilfreich, zunachst

einen Mastermix fur alle Proben anzulegen.

Ansatz 1:

* Primerpaar in der vorher durch Optimierung bestimmten Konzentration
» Auffillen mit Aqua bidest. auf 11,5 ul je Reaktion

¢ Gesamt:11,5 pl x Anzahl der Proben

Ansatz 2:

* 1l cDNA pro Primer

* je 12,5 ul SYBR® Green PCR Master Mix

* Gesamt: 13,5 pl x Anzahl der Gene
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Pro well einer 96-well Mikrotiterplatte wurden abschlieBend 11,5 pl aus Ansatz 1 und 13,5 pl
aus Ansatz 2 pipettiert, das ergab ein Gesamtreaktionsvolumen von 25 pl je Reaktion. Es
wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt.

2.7 Protein Extraktion

2.7.1 Verwendete Materialien
« PBS

» Trypsin/EDTA, (GibcoBRL)
» Proteasehemmercocktail (Complete, 1:25), (Roche)
* RIPA-Lysepuffer (1 |, Stocklésung 50 mM)) :
50 ml 1M Tris, (Serva)
50 ml 3M NacCl, (Merck)
10 ml NP4O (IGEPAL), (Sigma)
50 ml 10 % Sodiumdeoxcholate (NaDoc), (Sigma)
10 ml 10 % SDS, (Serva)

0,1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluoride), (Roche) als Proteaseinhibitor

2.7.2 Durchfiihrung

Fir die Proteinextraktion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen. Pro well wurden 400ul Trypsin/ EDTA hinzugegeben und drei Minuten bei 37 °C
inkubiert, um die Zellen von der Kulturplatte zu I6sen. Danach gab man vier ml Medium 199
(10 % NBCS) hinzu, um die Trypsinreakton zu stoppen. Um die Zellen zu konzentrieren,
wurden sie in ein 15 ml Falcon tberfuhrt und zehn Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 50 ul RIPA-Lysepuffer aufgenommen. Zum
Schutz vor Proteasen wurde ein Proteasehemmercocktail (complete) hinzugefiigt. Der Ex-
trakt wurde in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal3 Gberfihrt und fir 30 Minuten bei 4 °C in-
kubiert, in dieser Zeit wurden die Zellen lysiert. AnschlieBend zentrifugierte man 20 Minuten
lang bei 15000 rpm und 4 °C, der proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und in ein
neues Eppendorf-GefaB Gberfihrt.

Es wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Danach wurden die Proben
bei -70 °C eingefroren.
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2.8 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

2.8.1 Verwendete Materialien:

* Protein Assay Reagent, (BioRad), 1:5 in Aqua bidest. verdinnt

» Bovines Serumalbumin (BSA), (Sigma)

2.8.2 Durchfiihrung

Dieser Proteinnachweis beruht auf der spezifischen Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliantblau an Proteine. Der Farbstoff Coomassie G liegt in saurer Ldésung in der kationi-
schen Form mit einem Absorptionsmaximum von 470 nm (rot) vor. Bei der Bildung der Farb-
stoff-Protein-Komplexe wird das Gleichgewicht in Richtung der anionischen Form mit einem
Absorptionsmaximum bei 595 nm (blau) verschoben.

FUr die Proteinbestimmung gibt man 1 ml Bradford-Reagens (BioRad) in eine Plastikkivette
und flgt 1 ul des jeweiligen Proteinextraktes hinzu. Nach drei, jedoch nicht spéater als nach
zehn Minuten, wird die Absorption bei 595 nm gegen einen Leerwert gemessen.

Als Vergleichsstandard dient eine mit BSA erstellte Eichgerade, durch Interpolation wurde
die entsprechende Proteinmenge bestimmt.
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2.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

2.9.1 Verwendete Materialien
SDS-Gele (Mini, je 2 Gele, 20 ml):

8% Trenngel 12% Trenngel Sammelgel
40 % Acrylamid, 4 ml 6 mi 2,5ml
(Roth)
1,5 M Tris pH 8,8 5ml 5ml /
(Serva)
H.0 10,6 ml 8,6 ml 14,6 ml
10 % SDS, (Serva) 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml
10 % APS, (Sigma) 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml
TEMED, (Sigma) 12 pl 8 ul 10 pl
1M Tris pH 6,8 / / 2,5ml
(Serva)

Tab. 4: SDS-Gele

* Isopropanol, (J.T.Baker)

» Laufpuffer 1 x SDS, (Serva)

» Prestained Proteinmarker, Broad Range, (BioLabs)
» 5 x SDS-Ladepuffer

¢ 250 mM Tris-Cl (pH 6,8), (Serva)
¢ 500 mM Dithiothreitol, (Serva)

« 10 % SDS, (Serva)

* 0,5 % Bromphenolblau, (Serva)
* 50 % Gilycerol, (Sigma)

2.9.2 Durchfiihrung

Die Gelzusammensetzung ergibt sich aus Tabelle 1.2. Einem Aliquot des Trenngels wurde
APS (Ammoniumperoxidsulfat) und TEMED (Tetraethyldiamin) zugesetzt und zunéchst das
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FuBgel gegossen (ca. 0,5 cm). War das FuBgel erhartet, wurde das Trenngel gegossen (ca.
2/3 des Gesamtgels) und mit Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte Trennflache zwi-
schen Trenn- und Sammelgel zu erhalten. Nach ca. 30 Minuten war das Trenngel polymeri-
siert, das Isopropanol wurde mit Wasser abgespilt und eventuelle Flissigkeitsreste mit Fil-
terpapier entfernt. Nun wurde das Sammelgel gegossen und vorsichtig die Kdmme einge-
setzt. Nachdem auch das Sammelgel vollstandig polymerisiert war, setzte man das Gel in
eine Elektrophoresekammer ein und fullte die Kammer mit 1 x SDS als Laufpuffer. Die Pro-
ben wurden mit 5 x SDS-Ladepuffer versetzt, finf Minuten bei 95 °C inkubiert und zusam-
men mit dem Marker aufgetragen (25 pl/ Tasche). Dann lieB man die Gele bei 20mA/ Gel

laufen.

2.10 Western Blot Analyse

2.10.1 Verwendete Materialien
+ Waschpuffer (2 1):

20 x TBS, (Serva) 100 mi
10% Tween20, (Aldrich) 4 ml

» Blocklésung (100 ml):
5 % Trockenmilch, (DIFCO) 5 g
0,01 % Gelatine, (Merck) 500 pl 2 %
1 % BSA (Fraktion V), (Sigma) 1g
10 % Tween20, (Aldrich) 200 pl
20 x TBS, (Serva) 5 ml

* 10 x Blotpuffer (5 I):
151,25 g Tris, (Serva)
703,75 g Glycin, (Sigma)
Aqua bidest. ad 5|

» Blotting Membran IMMOBILON-P (PVDF), (MilliPore)
* 3 MM Filterpapier (Whatman)
* Roney Kandahar Black India Ink

» ECL Plus Western Blot Detection System, (Amersham Pharmacia)
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* 1. Antikorper:
Smooth-muscle actin monoclonal anti-mouse Antikérper, (Sigma)
a-myosin heavy chain monoclonal anti-mouse Antikérper, (Biocytex)
Ubiquitin polyclonal anti-rabbit Antikérper, (DAKO)

* 2. Antikorper:

Peroxidase conjugated AffinePure Donkey anti-mouse bzw. anti-rabbit, (Sigma)

2.10.2 Durchfiihrung

Beim Western Blot werden zuvor durch Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine durch An-
legen eines elektrischen Feldes auf eine Filtermembran (in diesem Fall Polyvinylidenfluorid,
PVDF) Ubertragen (geblottet). Die auf der Membran gebundenen Proteine kénnen dann z.B.

im immunologischen Nachweis mit spezifischen Antikdrpern sichtbar gemacht werden.
Zunachst wurde die PVDF-Membran auf GelgréBe zurechtgeschnitten und kurz vorbereitet:
e eine Minute 100 % Methanol, (J.T.Baker)

* zwei Minuten H,0

» fUnf Minuten Blotpuffer (s.0.)

Diese Schritte dienten dazu, die hydrophobe Membran zu aktivieren und fir Proteine auf-

nahmeféhig zu machen.

Pro Gel wurden sechs 3MM Whatman-Papiere und ein PVDF-Filter auf etwas mehr als
TrenngelgréBe zugeschnitten und kurz in Blotpuffer getaucht, das Gel wurde kurz in 20 %
Methanol und 1 x Blotpuffer inkubiert. Da bei dieser Methode nur eine geringe Puffermenge
benétigt wird und die Pufferflissigkeit auf die Filterpapiere begrenzt ist, wird von so genann-

tem ,SemiDry-Blotting* gesprochen.
Die Blot-Kammer (Biometra) wurde wie folgt von oben nach unten zusammengesetzt:
Kathode
3 Lagen 3MM Whatman-Papier
Gel
PVDF-Membran
3 Lagen 3MM Whatman-Papier

Anode
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Mit einer 5 ml Pipette wurden eventuelle Luftblasen weggerollt. Der Transfer der negativ ge-
ladenen Proteine von minus nach plus erfolgte fir ca. eine Stunde bei 250 mA.

Durch Farbung mit India Ink lieB sich die einheitliche Beladung der einzelnen Taschen mit
den jeweiligen Proteinextrakten kontrollieren:

* 10 pl India Ink

o 20 ul 20 % Tween20, (Aldrich)
« 2,5ml20x TBS, (Serva)

* ad 10 ml mit H20

(10 Minuten farben bei Raumtemperatur, dann zehn Minuten entférben in 1 x TBS)

Nun wurde die Membran zwei Stunden bei Raumtemperatur in Blocklésung inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran mdéglichst vollstédndig abzusattigen und so

unspezifischen Hintergrund zu vermeiden.

Der primére Antikérper wurde entsprechend der gewiinschten Konzentration in Blockpuffer
verdinnt, die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4 °C auf dem Schttler.

Im Anschluss an die Inkubation wurde die Membran gewaschen:

e 1 x fUnf Minuten 1x TBS + 0,02 % Tween20

e 3 x 15 Minuten s.o.

Dann wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikérper (a-mouse-
bzw. a-rabbit POD, 1:10000 in Blockpuffer verdiinnt) inkubiert.

Nach der zweiten Inkubation wurde wie folgt gewaschen:

e 1x5 Minuten 1 x TBS + 0,02 % Tween20

« 3 x 15 Minuten s.o.

Zum Nachweis von Peroxidase-Konjugaten wurde das Luminiszenzsystem ECL Plus von
Amersham Pharmacia verwendet. Der feuchte PVDF-Filter wurde eine Minute in einem 1:40
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Gemisch der beiden Reagenzien (2 ml Reagens A, 50 pl Reagens B) geschwenkt, sofort in
Folie verpackt und zum Entwickeln auf einen Réntgenfilm (Kodak, Xomat, AR 5) aufgelegt.

2.11 Immunfluoreszenz
2.11.1 Verwendete Materialien
» Fixierungspuffer:
4 % PFA in PBS
* Waschpuffer:
0,02 % Triton-X 100, (Sigma)
0,05 % BSA in PBS
* Permeabilisierungspuffer:
0,8 % Triton-X 100
0,05 % BSA in PBS
* Blockpuffer:
0,02 % Triton-X 100
1 % BSA in PBS
» Antikérperpuffer:
0,02 % Triton-X 100
0,5 % BSA in PBS
« Smooth-muscle monoclonal anti-mouse Antikérper, (Sigma)
» Cy™3 conjugated AffinePure Donkey anti-mouse Antikérper, (Dianova)

« DAPI (Bisbenzimid), (Sigma)

2.11.2 Durchfiihrung

Far die Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Zellen zunachst in speziellen 8-well Zellkul-
turkammern (Nunc) kultiviert, die aus einem Glas-Objekttrager und einer Polystyrol-Kammer
bestanden. Die Kammer konnte nach der Farbung der Zellen entfernt werden, und verur-
sachte so keine Stérungen der Fluoreszenz. Pro well wurden 50.000 Zellen plattiert, man
beschickte jedes well mit 0,5 ml Kulturmedium. Die Zellkultur und die Stimulationen wurden
wie in Kapitel 2.2 beschrieben durchgefuhrt.

Fir die Farbung wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen, 15 Minuten in 4 % Para-

formaldehyd (PFA, in PBS geldst) fixiert und 20 Minuten im oben beschriebenen Permeabili-
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sierungspuffer permeabilisiert. Zur Abséttigung von unspezifischen Bindungsstellen wurden
die Zellen 30 Minuten in Blockpuffer inkubiert. Die Antikérper wurden entsprechend ihrer
Konzentration in Antikérperpuffer verdiinnt, die Inkubation mit dem priméren Antikérper a-
smooth-muscle-actin und dem sekundaren Cy™3-Antikérper erfolgte nacheinander fir je-
weils eine Stunde bei 37 °C in einer feuchten Kammer. Zwischen allen Schritten, (mit Aus-
nahme nach dem Blockierungsschritt), wurden die Zellen drei x drei Minuten, nach den Anti-
kérperinkubationen drei x zehn Minuten mit Waschpuffer gewaschen.

Im Anschluss erfolgte eine zehnminltige DAPI-Kernfarbung (37 °C, feuchte Kammer).

Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden im invertierten Axiovertmikroskop betrachtet.

2.12 Statistische Auswertung

Da es sich bei den vorliegenden Versuchsergebnissen um Daten aus einem biologischen
Modell handelt, und zunachst nur kleine n-Zahlen betrachtet wurden, wurde auf eine statisti-
sche Auswertung verzichtet.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

Ausgangspunkt fir die vorliegenden Versuche war die Beobachtung, dass sich in einem in
unserem Labor etablierten Hypertrophiemodell mit NRCs, die 48h in serumhaltigem Medium
kultiviert worden waren, durch Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems die Entwicklung
einer Hypertrophie, (zunachst rein morphologisch im Sinne einer Volumenzunahme), verhin-
dern lieB. Daraufhin sollte in dieser Arbeit der Einfluss von Proteasominhibitoren auf das Dif-
ferenzierungsverhalten neonataler Rattenkardiomyocyten (NRC) unter verschiedenen Kul-
turbedingungen, insbesondere in An- und Abwesenheit Hypertrophie-induzierender Ago-

nisten, untersucht werden.

Dafur wurden die Zellmorphologie, die Expression ausgewahlter Markergene auf mRNA-
Ebene, der Gehalt exemplarisch betrachteter Markerproteine sowie der zelluléare Einbau ei-
nes charakteristischen Strukturproteins betrachtet.

Bei serumfrei kultivierten NRCs konnte gezeigt werden, dass die Zugabe eines Proteaso-
minhibitors die Ausbildung einer charakteristischen Morphologie bewirkte. Dies lie vermu-
ten, dass eine Proteasominhibition Einfluss auf das Differenzierungsverhalten, insbesondere
der serumfrei kultivierten Zellen, hat.

Mit Hilfe der Realtime-PCR wurde auf mRNA-Ebene die Expression ausgewahlter Hy-
pertrophiemarkergene untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich durch eine Inhibi-
tion des Proteasoms die serumbedingte Induktion dieser Gene reduzieren lieB. In serumfrei
kultivierten Zellen zeigte sich auBerdem ein differentieller Effekt in Abhangigkeit von der
Konzentration des Proteasominhibitors.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass sich durch Proteasominhibition auch die
durch andere hypertrophe Stimuli, wie zum Beispiel bestimmte Wachstumsfaktoren oder
Hormone, hervorgerufene Induktion der Hypertrophiemarkergene reduzieren bzw. sogar ver-
hindern lieB; am Beispiel von ET-1 konnte dargestellt werden, dass dieser Effekt abhangig

von der Konzentration des Proteasominhibitors war.

Mit Hilfe einer Western Blot Analyse wurde exemplarisch der zelluldre Gehalt an a - smooth
muscle actin bestimmt. Dabei konnte demonstriert werden, dass eine Proteasominhibition
eine Abnahme des Gehalts an a-smooth muscle actin zur Folge hatte. Dieser Effekt lieB sich

auch an serumfrei kultivierten, also nicht hypertrophen Zellen dokumentieren.

Die spezifische Inhibition des Proteasoms durch MG132 in Abhangigkeit von der Konzentra-
tion des Inhibitors wurde durch die Akkumulation polyubiquitinierter Proteine im Western Blot

nachgewiesen.
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Anhand der Immunfluoreszenzfarbung mit einem a-smooth muscle actin Antikérper konnte
die Vermutung bestatigt werden, dass die unter Proteasominhibition beobachteten morpho-
logischen Veranderungen der NRCs auch mit einer Neuorganisation des kontraktilen Appa-
rats einhergehen.

In Anbetracht der phanotypischen Veranderungen und der bis dahin gewonnenen PCR- Da-
ten schien es denkbar, dass den insbesondere bei den serumfrei kultivierten NRCs beobach-
teten Befunden ein myogener Effekt des Proteasominhibitors zugrunde lag. Mit Hilfe der
Realtime-PCR wurde die Expression zweier Schlisselgene der myogenen Differenzierung
betrachtet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des Proteasoms eine verstarkte
Expression von MyoD in in Anwesenheit von Serum kultivierten Zellen zur Folge hatte. Au-
Berdem konnte demonstriert werden, dass die Expression von Myogenin durch Proteaso-

minhibition supprimiert wurde.

3.1 Morphologie
Morphologische Veranderungen liber 48 h

Zunachst wurden NRCs Uber einen Zeitraum von 48 h kultiviert, ein Teil der aus einer Pri-
marzellpraparation stammenden Zellen in Abwesenheit von Serum, ein anderer Teil in An-
wesenheit von 10 % FCS. Im Vergleich zu den serumfrei kultivierten Zellen zeigten die in
Anwesenheit von 10 % Serum kultivierten NRCs ein deutlich dichteres Wachstum, die Zellen
waren deutlich gr6Ber und erschienen vitaler. Dieser rein morphologisch als Hypertrophie
interpretierte Effekt konnte durch eine gleichzeitige Inhibition des Proteasomsystems verhin-
dert werden, unter Zusatz von MG132 waren die Zellen deutlich schlanker. Zudem zeigten-
die Zellen, die in 10 % FCS-haltigem Medium kultiviert worden waren, in Anwesenheit des
Proteasominhibitors eine charakteristische langliche Morphologie mit schlankeren Zellkor-
pern und schmalen dendritenartigen Auslaufern.

Serumfrei kultivierte NRC zeigten in Anwesenheit des Proteasominhibitors MG132 ein dich-
teres Wachstum, die Zellen wirkten insgesamt kraftiger und vitaler, was auch durch eine leb-
haftere spontane Kontraktionsfahigkeit im Vergleich zur serumfreien Kultur ohne Zusatz ei-
nes Proteasominhibitors sichtbar wurde. Auch in diesen Zellen war die Ausbildung einer cha-
rakteristischen Morphologie, gekennzeichnet durch schlanke Zellkérper und langliche Aus-
laufer, zu beobachten.

Die beobachteten Effekte blieben unter Zusatz von ALLM, einem Inhibitor zytoplasmatischer
Proteasen aus, was als Nachweis flir die Spezifitat der beschriebenen Befunde diente.
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Abb. 5: Phasenkontrastfotos Uiber 48 Stunden kultivierter NRCs
« a-c: ohne Serum «d-f: +10 % FCS . a+d: Kontrollen (+DMSO) «b+e: +1 uM MG132
e c+f: +1 uM ALLM
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3.2 Expression der Hypertrophiemarkergene in An- und Abwesenheit hyper-
tropher Agonisten

Im Folgenden wurde die mRNA-Expression der oben genannten Gene in NRCs, die unter

unterschiedlichen Bedingungen Uber 48 Stunden kultiviert worden waren, mit Hilfe der Real-

time-PCR relativ quantifiziert.
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Abb. 6.1: Expression der Hypertrophiemarker in NRCs, 48h in An- und Abwesenheit von
10 % FCS kultiviert, + 1 uM MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/-
SEM

Abbildung 6.1 zeigt die Expression der Markergene in serumfrei kultivierten NRCs im Ver-
gleich zu in Anwesenheit von 10 % FCS (mit und ohne Zusatz von 1 pM MG132) gewachse-
nen Zellen. Zun&chst fallt auf, dass sich die Expression aller Markergene, mit Ausnahme von
B-MHC, durch die Anwesenheit von Serum als Induktor einer Hypertrophie vervielfacht, im
Falle von a-MHC sogar um das etwa 14-fache, und dass diese induzierte Expression durch
eine Inhibition des Proteasoms durch MG 132 vermindert werden kann. Im Gegensatz zu den
anderen Markergenen wird die Expression von B-MHC durch die Anwesenheit von 10 %
FCS verringert und durch zuséatzliche Gabe von 1 uM MG132 weiter vermindert.
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Abb. 6.2a: Expression von ANF, a-MHC und MLC2 in serumfrei kultivierten NRCs + 0,5
bzw. 1 oder 2 uM MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM

In Abbildung 6.2a und 6.2b ist die Expression der Hypertrophiemarker in ausschlieBlich se-

rumfrei kultivierten NRCs, denen verschiedene Konzentrationen des Proteasominhibitors

MG132 zugesetzt wurden, dargestellt. Hier sticht die Expression von ANF hervor. Bei diesem

Gen bewirkt die Zugabe des Proteasominhibitors in geringer Konzentration (0,5 uM) eine

massive Induktion (7-fach des Ausgangswertes), wohingegen hdhere Konzentrationen (1
und 2 uM) offensichtlich supprimierend wirken. Insbesondere bei a-MHC, aber auch bei car-

diac actin ist eine dosisabhangige Suppression der Genexpression erkennbar. Fur B-MHC
und Myosin Light Chain2 wird bereits durch Gabe von MG132 in niedrigster Konzentration
(0,5 uM) eine so starke Suppression bewirkt, dass eine weitere Konzentrationserhéhung des
Proteasominhibitors keinen zusétzlichen Effekt zeigt.
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Abb. 6.2b: Expression von B-MHC und cardiac actin in serumfrei kultivierten NRCs + 0,5

bzw. 1 oder 2 uM MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM
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Um zu untersuchen, ob die Suppression der durch 10 % FCS induzierten Hypertrophiemar-
kergene durch eine Inhibition des Proteasoms auch flr andere Hypertrophie-Agonisten zu
zeigen ist, wurde die Expression von ANF und MLC2 als einem frihem und einem spatem
Hypertrophiemarker fir verschiedene hypertrophe Agonisten relativ quantifiziert. Abbildung
6.3a zeigt die Expression von ANF in NRCs, die unter Zusatz eines Hypertrophie-Agonisten
in der angegebenen Konzentration bzw. unter zuséatzlicher Gabe von 1 uM MG132 kultiviert
worden waren, im Vergleich zu serumfrei kultivierten Zellen. Die starkste Induktion von ANF
(ca. neunfach des Ausgangswertes) zeigte sich in Zellen, die in Anwesenheit von 10 uM I-
soproterenol kultiviert worden waren. Diese massive Induktion konnte durch Zusatz von 1 pM
MG132 sogar unter den Ausgangswert in der serumfreien Kultur supprimiert werden. Ein
ahnlich eindrucksvoller Effekt zeigte sich bei der durch 0,1 uM Endothelin-1 induzierten Hy-
pertrophie (Induktion auf ca. achtfach des Ausgangswertes, durch Proteasominhibition Sup-
pression auf ca. ein Viertel des Ausgangswertes). Weniger ausgepragt, aber immer noch
deutlich zeigten sich die oben beschriebenen Effekte bei NRCs, die in Anwesenheit von 10
UM T3, bzw. 0,1 uM IGF kultiviert worden waren. Der Zusatz von 0,1 pM TGF- hatte keinen
nennenswerten Effekt auf die Expression von ANF.
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Abb. 6.3a: Expression von ANF in NRCs, die Uber 48 h in Anwesenheit von 10 uM I1SO; 10
nmT3; 0,1 uM IGF; 0,1 ng/ml TGFB bzw. 0,1 uM ET-1 kultiviert wurden, +1 uM
MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM
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In Abbildung 6.3b wurde die Genexpression von MLC2 in Zellen, die unter oben beschriebe-
nen Bedingungen kultiviert worden waren, analysiert. Fir MLC2 zeigte sich im Gegensatz zu
ANF die starkste Induktion durch Zusatz von 0,1 uM IGF (ca. dreifach des Ausgangswertes),
wesentlich schwéachere, aber immer noch sichtbare Effekte zeigten sich durch die Gabe von
10 uM I1SO bzw. 0,1 uM ET-1 (ca. 1,5-fach des Ausgangswertes). Der Zusatz von 10 nM T3
hatte nur einen sehr geringen, Zusatz von 0,1 ng/ ml TGF-B, wie bereits bei ANF beobach-
tet, gar keinen Effekt auf die Expression von MLC2. Durch die zuséatzliche Gabe von 1uM
MG132 Uber 48 Stunden lieB sich die durch alle Hypertrophie-Agonisten induzierte Expressi-
on von MLC2 auf ein Minimum weit unter dem Ausgangswert in der serumfreien Vergleichs-

kultur supprimieren.
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Abb. 6.3b: Expression von MLC2 in NRCs, die tber 48 h in Anwesenheit von 10 uM ISO; 10
nmT3; 0,1 uM IGF; 0,1 ng/ ml TGFB bzw. 0,1 uM ET-1 kultiviert wurden, + 1 uM
MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM
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Im Folgenden wurde die Expression der Hypertrophiemarkergene in Abhangigkeit von der
Konzentration des Proteasominhibitors am Beispiel der durch 0,1 uM ET-1 induzierten Hy-
pertrophie betrachtet. Abbildung 6.4a und 6.4b zeigen, dass bei einigen der untersuchten
Gene die Expression abhangig von der Konzentration des Proteasominhibitors ist. Beson-
ders deutlich wird dies wiederum am Beispiel von ANF. Wie bereits in Abbildung 6.3a sicht-
bar, bewirkt Anwesenheit von 0,1 uM ET-1 eine ca. achtfache Induktion des Gens. Durch
Zusatz von 0,5 uM MG132 kann diese fast auf den Ausgangswert in serumfrei kultivierten
NRCs supprimiert werden. Eine Steigerung der MG132 Konzentration auf 1 bzw. 2 uM fihrt
zu einer weiteren Supprimierung der Genexpression. Die Expression von a-MHC wird durch
0,1 uM ET-1 geringfligig vermindert, MG132 in geringer Konzentration (0,5 bzw. 1 uM) flhrt
zu einer weiteren Suppression auf ca. ein Viertel des Ausgangswertes. In héherer Konzent-
ration von 2 uM steigt die Genexpression wieder auf ca. die Hélfte des Ausgangswertes an,
es ist also ein differentieller Effekt des Proteasominhibitors in Abhéngigkeit von der Konzent-
ration erkennbar. Bei MLC2, B-MHC und cardiac actin hat bereits eine geringe Konzentrati-
on von MG132 (0,5 uM) eine Reduktion der Genexpression auf ein Minimum des Aus-
gangswertes zur Folge, so dass eine weitere Dosissteigerung ohne nennenswerten zusatzli-
chen Effekt bleibt.
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Abb. 6.4a: Expression von a- und 3-MHC, MLC2 und cardiac actin in Abh&ngigkeit von der
Konzentration des Proteasominhibitors am Beispiel von 0,1 uM ET-1, + 0,5 bzw. 1
oder 2 uyM MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM
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Abb. 6.4b: Expression von ANF in Abh&angigkeit von der Konzentration des Proteasominhibi-

tors am Beispiel von 0,1 uM ET-1, + 0,5 bzw. 1 oder 2 yM MG132, dargestellt
sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM
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3.3 Proteinnachweis von a-smooth muscle actin mittels Western Blot

Um die Effekte einer Inhibition des Proteasoms auch auf Proteinebene zu untersuchen, wur-
de a-smooth muscle actin (a-smactin) als zusétzliches Markerprotein ausgewahlt und die
Proteinexpression in An- und Abwesenheit von Serum und MG132 in verschiedenen Kon-
zentrationen betrachtet.

oy
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relative Proteinmenge

Abb. 7.1: Veranderung der Proteinmenge von a-sm actin nach 48 Stunden Kultivierung in
Anwesenheit von 10 % FCS. Das Diagramm zeigt die relative Proteinmenge abge-
glichen auf die Kontrolle nach Densitometrie.

Abb. 7.1 zeigt in einem reprasentativen Western Blot den Gehalt an a-sm actin in Zellen, die
Uber 48 Stunden in Anwesenheit von 10 %FCS sowie MG132 in verschiedenen Konzentrati-
onen kultiviert worden waren. Durch Anwesenheit von 10 % FCS erhéhte sich die Protein-
menge um knapp die Hélfte, durch Koinkubation mit MG132 in niedriger Konzentration (0,5
KUM) konnte die Proteinmenge deutlich verringert werden. Bereits diese geringe Menge reich-
te aus, um die Proteinmenge auf etwa die Hélfte des Wertes in der serumfrei kultivierten
Kontrollkultur zu senken. Die Koinkubation mit MG132 in héherer Dosis (1 uM) hingegen
fihrte nicht zu einer weiteren Verminderung der Proteinmenge, sondern zeigte einen schwa-
cheren, wenn auch immer noch deutlichen Effekt als die geringere Dosis von 0,5 uM MG132.
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Abb. 7.2: Proteinmenge von a-smooth muscle actin nach serumfreier Kultivierung der NRCs
Uber 48 Stunden, sowie in Kombination mit 0,5 pM bzw. 1 uM MG132. Im Dia-
gramm ist die relative Proteinmenge abgeglichen auf die Kontrolle nach densito-
metrischer Auswertung dargestellt.

In Abbildung 7.2 ist die Menge an a-sm actin in Uber 48 Stunden serumfrei kultivierten Zellen
dargestellt. In diesen Zellen fihrte die Zugabe von MG132 dosisabhangig zu einer drasti-
schen Verminderung des Proteingehaltes. Bereits durch Koinkubation mit 0,5 pM MG132
konnte die Proteinmenge auf etwa ein Zehntel des Wertes in den Kontrollzellen gesenkt
werden. Dieser Effekt lieB sich durch eine Erhéhung der MG132 Dosis auf 1 uM noch ver-
starken.

3.4 Nachweis der Inhibition des Proteasoms durch relative Quantifizierung
polyubiquitinierter Konjugate im Western Blot

Um die wirksame Inhibition des Proteasoms nachzuweisen und zu quantifizieren, wurde die
Akkumulation ubiquitinierter Konjugate im Western Blot gezeigt. Abbildung 7.3 zeigt die
Menge an polyubiquitinierten Proteinen jeweils in serumfrei und in unter Zusatz von 10 %
FCS kultivierten NRCs. In serumfrei kultivierten Zellen konnte bereits bei einer MG132 Kon-
zentration von 0,1 pM eine effiziente Inhibition des Proteasoms und daraus resultierende
Anhaufung ubiquitinierter Proteine gezeigt werden, ein Effekt, der sich dosisabhangig stei-
gern lieB. In NRCs, die in Anwesenheit von 10 % FCS kultiviert worden waren, war erst bei
einer Konzentration von 1 yM MG132 eine wirksame Inhibition des Proteasoms zu sehen.
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Abb. 7.3: Darstellung der Menge polyubiquitinierter Proteinen nach 48 Stunden Kultivierung

in An- und Abwesenheit von 10 % Serum, sowie jeweils in Kombination mit 0,1 uM,

0,5 uM und 1 uM MG132.
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3.5 Darstellung des zellularen Einbaus von a-smooth muscle actin durch Im-
munfluoreszenzfarbung

Um die Wirkung einer Proteasominhibition auf den zelluldren Einbau von Strukturproteinen
zu untersuchen, wurden NRCs Uber 48 Stunden in An- und Abwesenheit von 10 % FCS so-
wie mit und ohne Zusatz von 1 uM MG132 kultiviert und anschlieBend mit einem monoklona-
len Maus a-sm actin Antikdrper inkubiert, der an einen fluoreszierenden Cy3 Antikérper ge-
koppelt wurde. Abbildung 8.1 zeigt einen neonatalen Rattenkardiomyozyten, der Uber 48
Stunden in serumfreiem Medium kultiviert wurde. Der Kardiomyozyt hatte die typische Mor-
phologie nach Kultur ohne Zusatz von Kalberserum, die Zellflache war relativ klein, die Zelle
bildete nach 48 Stunden keine bzw. sehr kurze Auslaufer. Die Zelle zeigte eine gleichmaBig
kréftige, relativ scharf begrenzte Anférbung fir a-smooth muscle actin, die Actinfilamente
sind langlich parallel angeordnet und deutlich voneinander abgrenzbar.

25 um
 —

Abb. 8.1: NRC, Uber 48 Stunden serumfrei kultiviert, Immunfluoreszenzfarbung mit a-smooth

muscle actin
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In Abbildung 8.2 ist ein Rattenkardiomyozyt nach 48-stiindiger Kultur in Anwesenheit von 10
% fetalem Kélberserum zu sehen, er imponierte deutlich gréBer. Im Gegensatz zur eher
langlichen Struktur der serumfrei kultivierten NRCs zeigte er die fir die bei Kultivierung unter
Zusatz von Serum typische abgeflachte Morphologie mit ausgepragten, aber eher kurzen
Auslaufern. Die Farbung fir a-sm actin erschien vor allem zentral um den Kern aufgelockert,
die Actinfilamente waren in Anwesenheit von Serum, besonders in der Zellperipherie, weni-

ger deutlich voneinander abzugrenzen.

25 um
——

Abb. 8.2: NRC Uber 48 Stunden in Anwesenheit von 10 % FCS kultiviert.
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Bei Koinkubation mit 1uM MG132 zeigten NRCs, die in Anwesenheit von FCS kultiviert wur-
den, eine deutlich diffusere Anfarbung fir a-sm actin, die Actinfilamente waren nur noch
schwach voneinander abgrenzbar, die Anfarbbarkeit war in der Zellperipherie in den fir die
Kultivierung unter Zusatz von MG132 charakteristischen langen Ausldufern, am intensivsten,

wie in Abbildung 8.3 zu sehen.

25 um
.

Abb. 8.3: NRC Uber 48 Stunden in Anwesenheit von 10 % FCS + 1 uM MG132 kultiviert.
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Abbildung 8.4 zeigt einen Kardiomyozyten, der 48 Stunden serumfrei, aber unter Zusatz von
1 uM MG132 kultiviert wurde. Bei der Betrachtung dieser Zellen fiel auf, dass die ebenfalls
diffuse Anfarbung fir a-sm actin schwéacher, zentral um den Kern sogar ganz aufgehoben
war. Im Vergleich zu serumfrei gehaltenen NRCs, die ohne Zusatz von MG132 kultiviert wur-
den (Abb. 8.1), fiel die eher abgeflachte Morphologie der Zelle und das diffuse staining fir a-

sm actin auf, das in den vergleichsweise eher kurzen Zellauslaufern am intensivsten war.

25 um
—

Abb. 8.4: NRC Uber 48 Stunden serumfrei in Anwesenheit von 1 uM MG132 kultiviert.
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3.6 Expressionsanalyse der Gene fiir MyoD und Myogenin mit Hilfe der Real-
time-PCR

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Hypertrophiemarkergenen wurde auch die Expressi-
on von MyoD und Myogenin, zweier Gene, die im Rahmen der myogenen Differenzierung
eine wichtige Rolle spielen, anhand der Realtime-PCR relativ quantifiziert. Unter der Annah-
me, das die Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems, insbesondere in serumfrei kultivier-
ten NRCs, einen myogenen Effekt haben kdnnte, wurde die Expression beider Gene in
NRCs betrachtet, die in An- und Abwesenheit von Serum kultiviert worden waren. Zun&chst
fiel auf, dass MyoD offensichtlich in serumfrei kultivierten Zellen starker exprimiert wurde (ca.
dopppelt so viel wie in der serumhaltigen Kultur), wahrend Myogenin in Anwesenheit von
Serum ca. doppelt so stark exprimiert war.

Die Inhibition des Proteasoms mit 1 uM MG132 zeigte auf die Expression von MyoD in se-
rumfrei kultivierten NRCs keinen signifikanten Effekt. In den in Anwesenheit von 10 % FCS
gewachsenen Zellen wurde MyoD in Anwesenheit von MG132 verstarkt exprimiert (Zunahme
der Expression um etwa ein Drittel).

Die Expression von Myogenin wurde durch MG132 deutlicher beeinflusst, in den serumfrei
kultivierten Zellen konnte die Expression dieses Gens durch die Inhibition des Proteasoms
mit 1 uM MG132 um etwa ein Viertel supprimiert werden. Auch in den mit Serum behandel-
ten Zellen schien MG132 die Myogeninexpression, wenn auch weniger ausgepragt, zu

supprimieren.

3 -
O serumfrei
25 1 E -FCS + 1pyM MG132
< ’ O +10% FCS
cu!J, B +10% FCS + 1yM MG132
= 27
£
g
g i
« 1,5
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0,5 1
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MyoD Myogenin

Abb. 9: Expression von MyoD bzw. Myogenin in in An- und Abwesenheit von FCS kulti-
vierten NRCs, + 1 uM MG132, dargestellt sind die Mittelwerte aus n=2 mit +/- SEM
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4 Diskussion

Basierend auf der Beobachtung, dass in einem etablierten Modell neonataler Rattenkardio-
myozyten (NRCs) durch Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems eine serum-induzierte
Hypertrophie, zunachst rein morphologisch, verhindert werden konnte, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass das Proteasom am Adaptationsprozess kardialer Myozyten, wie er z.B. bei
der Ausbildung einer Hypertrophie vorkommt, beteiligt ist.

Bei der Betrachtung der Morphologie der NRCs zeigte sich, dass die Ausbildung der hyper-
trophietypischen Morphologie, die die Zellen bei Stimulation mit Serum entwickelten, durch
die Inhibition des Proteasoms verhindert werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass
der Zusatz des Proteasominhibitors, sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Serum die
Ausbildung einer spezifischen Zellmorphologie bewirkte. Dies legte die Vermutung nahe,
dass die Inhibition des Proteasoms einen generellen Einfluss auf das Differenzierungsverhal-
ten von NRCs hatte.

Mit Hilfe der Realtime-PCR wurde die Expression mehrerer Hypertrophiemarkergene unter
verschiedenen Kulturbedingungen und in Abhé&ngigkeit von der Inhibition des Proteasoms
relativ quantifiziert. Hierbei wurde zum einen deutlich, dass unterschiedliche Kulturbedingun-
gen die Auspragung verschiedener Genexpressionsmuster zur Folge hatten, zum anderen
konnte gezeigt werden, dass die Induktion der Markergene durch verschiedene Stimuli durch
die Inhibition des Proteasoms supprimiert werden konnte.

Auf Proteinebene konnte mit Hilfe einer Western Blot Analyse gezeigt werden, dass die Pro-
teasominhibition einen verminderten Gehalt an a-smooth muscle actin als weiterem Hyper-
trophiemarkerprotein zur Folge hatte. Hierbei konnte ein dosisabhangiger Effekt des Protea-

sominhibitors nachgewiesen werden.

Durch den Nachweis polyubiquitinierter Proteine im Western Blot konnte die wirksame Inhibi-
tion des Proteasoms in Abhangigkeit von der Dosis des Inihibitors belegt werden. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass in serumfrei kultivierten Zellen bereits geringe, nicht toxische
Dosen des Proteasominhibitors genligten, um einen sichtbaren Effekt zu erzielen.

In der Immunfluoreszenzfarbung lieB sich am Beispiel von a-smooth muscle actin nachwei-
sen, dass eine Proteasominhibition den zellularen Einbau von Strukturproteinen beeinflusst.
Damit konnte demonstriert werden, dass die Organisation des kontraktilen Apparates zumin-
dest zum Teil Uber die Aktivitat des Proteasoms reguliert wird.

Des Weiteren konnte am Beispiel von MyoD und Myogenin der Nachweis erbracht werden,
dass die Behandlung mit MG132 in Kardiomyozyten, wenn auch in geringen MaBe, Einfluss
auf die Expression dieser Gene nimmt, moglicherweise ein Hinweis darauf, dass die Inhibiti-
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on des Proteasoms in kardialen Myozyten eine Differenzierung der Zellen in Richtung Mus-
kelzelle bewirkt.

4.1 Morphologische Veranderungen unter Proteasominhibition

Die Kultur neonataler Rattenkardiomyozyten stellt ein geeignetes und h&ufig verwendetes in
vitro-Modell zur Untersuchung der Vorgange am Herzen in vivo dar. Im Gegensatz zu in vi-
vo-Modellen ist es in Kultur méglich, den Einfluss einzelner trophischer Faktoren auf Phano-
typ und Genexpressionsmuster der Zellen zu untersuchen. Bereits 1982 konnten Simpson et
al. zeigen, dass sich in NRCs durch Serum dosisabhangig eine Hypertrophie induzieren lie
(Simpson et al. '82). Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen. Mit der Kultivierung von
NRCs in Anwesenheit von 10% fetalem Kalberserum wurde fir unser Labor ein in vitro-
Modell fir die kardiale Hypertrophie etabliert. Unter Zusatz von Serum entwickelten die Zel-
len eine charakteristische Morphologie, die durch gréBere Zellkérper und dichteres Zell-
wachstum gekennzeichnet war, vergleichbar mit Befunden von Eppenberger et al. in adulten
Kardiomyozyten (Eppenberger et al. '93; '94).

Der beschriebene Effekt lieB sich durch Inhibition des Proteasoms supprimieren. Bei Be-
handlung Uber 48 Stunden reichten relativ geringe Dosen von MG132 bzw. seines potente-
ren und das Proteasom spezifischer inhibierenden Boronatanalogons MG262 (zur Ubersicht
s. Kisselev + Goldberg 2001) aus, um die Entwicklung einer seruminduzierten Hypertrophie
zumindest morphologisch zu verhindern, ohne zytyotoxisch zu wirken. Eine Behandlung der
Zellen mit einem spezifischen Cathepsininhibitor zeigte keine Wirkung auf die Morphologie
der Zellen. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich um einen proteasomspezifischen Ef-
fekt handelte.

AuBerdem fiel auf, dass die Proteasominhibition nicht nur die Ausbildung einer serumindu-
zierten Hypertrophie supprimierte, sondern zusétzlich die Ausprdgung einer charakteristi-
schen Morphologie hervorrief, die durch langliche schlanke Zellkérper und schmale, dendri-
tenartige Zellfortsatze gekennzeichnet war (s. Abb. 5 b und e). Auch in serumfrei kultivierten
Zellen bewirkte die Inhibition des Proteasoms die Ausbildung einer charakteristischen Mor-
phologie, ebenso wie in der serumhaltigen Vergleichskultur gekennzeichnet durch eher lang-
liche Zellkérper und schmale Zellfortsdtze, diese waren aber in den serumfrei Kultivierten
Zellen vergleichsweise kurz ausgepragt. Interessanterweise erschienen diese Zellen in An-
wesenheit des Proteasominhibitors insgesamt kraftiger und vitaler als die Zellen in der se-
rumfreien Kontrollkultur. Hierflr kénnte der kardioprotektive Effekt der Proteasominhibitoren
durch Induktion von Hitzeschockproteinen verantwortlich sein, den auch Stangl et al. be-
schrieben. Sie konnten zeigen, dass Behandlung mit Proteasominhibitoren die Widerstands-
fahigkeit neonataler Rattenkardiomyozyten gegenuber toxischen Einflissen wie Hitze oder
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Hypoxie erhdhte, und dass dieser Effekt mit einer spezifischen Induktion von Hitzeschock-
proteinen einherging (Stangl et al. 2002).

Unter Umstanden stellen die typischen morphologischen Veranderungen, die unter Protea-
sominhibition in NRCs sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Serum auftraten, einen
nicht zell- sondern proteasomspezifischen Effekt dar. Daflr sprache die Tatsache, dass ahn-
liche Morphologien in unserem Labor auch in anderen mit Proteasominhibitoren behandelten
Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen beobachtet wur-
den. Mdglicherweise induziert die Inhibition des Proteasoms eine Differenzierung der Zellen.
Fir diese Vermutung sprechen z.B. Befunde von Fenteany et al., die zeigten, dass Protea-
sominhibitoren in Neuroblastomzellen den Auswuchs von Neuriten induzierten (Fenteany et
al. ’95). Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass dem Proteasom in diesem Zusammen-
hang eine Rolle als Negativ-Regulator einer terminalen Differenzierung zukommt.

Da sowohl negative als auch positive Regulatoren des Zellzyklus Substrate des Ubiquitin-
Proteasom-Systems sind, spielt das Proteasom eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des
Zellzyklus und ist wesentlich an der Regulierung des Gleichgewichtes von Prozessen wie
Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt. Je nach Differenzierungszustand der
jeweiligen Zellen und abhéngig von den Umgebungsbedingungen kann das Proteasom regu-
lativ in beide Richtungen wirken (Naujokat und Hoffmann 2002).

Der Zellzyklus und damit verbunden zellulére Prozesse wie Proliferation, Differenzierung etc.
werden zum einen positiv Uber die Aktivierung von Cyclinen und ,cyclin-dependent kinases*
(CDKs), zum anderen negativ Uber so genannte ,cyclin-dependent kinase inhibibitors*
(CDK:is) reguliert. Solche CDKis sind z.B. p21 und p27. Beide werden vom Proteasom abge-
baut (z. Ubersicht s. Brooks et al. '98). Sowohl p21 als auch p27 sind in kardialen Myozyten
exprimiert. Capasso et al. vermuten, dass in Kardiomyozyten kurz nach der Geburt der Zell-
zyklus aktiv arretiert wird. Brooks et al. sehen in der zunehmende Expression von p21 wah-
rend der embryonalen Entwicklung der Kardiomyozyten einen méglichen Grund dafir, dass
die Zellen ihre Proliferationsfahigkeit verlieren. In reifen Kardiomyozyten findet sich eine be-
sonders hohe Konzentration von CDKis. Engel et al. postulierten, dass die hohe Expression
von p21 in ARCs zum Teil fir die aktive Zellzyklusarretierung dieser Zellen verantwortlich ist
(Engel et al. '98). Wéahrend einer kardialen Hypertrophie kommt es zu einer voriibergehend
verminderten Expression von CDKis wie p21 und p27 (Brooks et al. '98). Li et al. zeigten,
dass eine kardiale Hypertrophie in Folge von Druckbelastung mit einer verminderten Expres-
sion von p21 einhergeht, wahrend die Aktivitat von Cyclin/ CDK Komplexen aber erhéht war
(Li et al. '97). Mdglicherweise wirkt p21 hier Uber einen anderen Mechanismus. In Oligo-
dendrozyten konnte gezeigt werden, dass p21 unabhé&ngig von einer Zellzyklusregulierung
einen positiven Effekt auf die Differenzierung der Zellen zeigte (Zezula et al. '01). Mdglicher-
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weise kdnnte in unseren Versuchen ein &hnlicher Effekt durch die Stabilisierung von p21
nach Inhibition des Proteasoms vermittelt werden. Tamamori et al. konnten zeigen, dass in
NRCs die ,over-expression“ von p21 eine serum-induzierte Zunahme des Zellwachstums
und der Proteinsynthese sowie die vermehrte Expression von a-sk actin und ANF verhindern
konnte (Tamamori et al. '98). Auch Engel et al. beobachteten, dass die ektope Expression
von p21 in ARCs die serum-induzierten morphologischen Veranderungen verhinderte (Engel
et al. ’02).

Betrachtet man die kardiale Hypertrophie als Aquivalent zum proliferativen Zustand im Sinne
einer vermehrten Reaktion auf individuell unterschiedliche Wachstumsfaktoren, geht mégli-
cherweise die Verhinderung der Ausbildung einer Hypertrophie durch Inhibition des Protea-
soms damit einher, dass das Proliferation/ Apoptose (bzw. Differenzierung)-Gleichgewicht
sich in Richtung Differenzierung der Zellen verschiebt. Fir diese Hypothese sprechen auch
Beobachtungen von Mugita et al. Sie zeigten in Mausmyozyten, dass die Inhibition des Pro-
teasoms zu einer Zellzyklusarretierung fuhrte, die von einer vermehrten Expression von p21,
sowie MyoD und Myogenin, zweier Schliisselgene der myogenen Differenzierung begleitet
war. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass das Proteasom u.a. Uber die transkriptionelle
Regulation von myogenen Schlisselgenen und Zellzyklusregulatorproteinen an der Differen-
zierung von Muskelzellen beteiligt ist (s.u.) (Mugita et al. ’99).

4.2 Expressionsanalyse von Hypertrophiemarkergenen mittels Realtime-PCR

4.2.1 Beeinflussung der Expression von Hypertrophiemarkergenen durch Inhibition
des Proteasoms

Die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie als Reaktion auf einen pathologischen oder
physiologischen Stimulus resultiert in der Ausbildung eines individuellen Phénotyps, der
durch charakteristische Veranderungen der Zellmorphologie, des Proteinhaushaltes und des
Genexpressionsmusters gekennzeichnet ist. Neben der allgemeinen Steigerung der RNA-
Synthese im Rahmen einer Hypertrophie kommt es zur vermehrten Expression einzelner
Hypertrophiemarkergene, die charakteristisch fur die Ausbildung einer Hypertrophie sind. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden einige dieser Hypertrophiemarkergene ausgewahlt (a- und (-
MHC, a-sm actin, ANF und MLC2), und die Expression ihrer mRNA mit Hilfe der Realtime-
PCR untersucht.

4.2.1.1 Stimulation mit Serum

Bei Kultivierung der NRCs in Anwesenheit von 10% FCS zeigte sich eine vermehrte mRNA
Expression aller betrachteten Markergene mit Ausnahme von 3-MHC (s. Abb. 6.1). Beson-
ders deutlich war dies im Falle von a-MHC, dessen Expression sich unter Stimulation mit
Serum um das etwa 14-fache vervielfachte. Diese Beobachtungen mégen zunachst erstau-
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nen, da in adulten Rattenkardiomyozyten eine Hypertrophiereaktion in einer Vielzahl der Fal-
le eine gegensétzliche Wirkung auf das Genexpressionsmuster zur Folge hat. Haufig kommt
es zum so genannten ,switch® der Isoformen, das Ublicherweise vermehrt exprimierte a-MHC
wird im Zuge einer hypertrophen Antwort herabreguliert, wahrend das normalerweise wah-
rend der Fetalphase vorhandene B-MHC reexprimiert wird. Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass es keinesfalls mdglich ist, von einer allgemein gultigen ,hypertrophen Reaktion® zu
sprechen oder die Hypertrophie allgemein mit einer Rickkehr zum fetalen Genexpressions-
muster gleichzusetzen. Vielmehr sind morphologische und genetische Veranderungen stark
abhéangig von der Art des hypertrophen Stimulus. Je nach Wachstumsstimulus kommt es zur
Ausbildung einer individuellen hypertrophen Antwort, die durch die Auspragung einer spezifi-
schen Morphologie und eines charakteristischen Genexpressionsmusters gekennzeichnet
ist. Die T3-induzierte kardiale Hypertrophie beispielsweise bewirkt in neonatalen Rattenkar-
diomyozyten eine vermehrte Expression von a-MHC und verhindert eine Angiotensin II-
induzierte vermehrte Expression von 3-MHC (Wang et al. 2006),

Hinzu kommt, dass die beobachteten Veranderungen als die Summation von Einzeleffekten
zu verstehen sind, da im Serum eine Vielzahl von trophischen Faktoren, wie Wachstumsfak-
toren, Katecholamine, und eben auch Schilddriisenhormon (T3) etc. enthalten sind. Folglich
resultieren die bei Kultivierung unter Zusatz von Serum beobachteten morphologischen und
genetischen Veranderungen aus der Summe der Einflliisse vieler verschiedener trophischer
Faktoren, die sich untereinander beeinflussen und miteinander in Wechselwirkung treten.

Experimente legen nahe, dass diese Interaktion unter anderem auf Ebene der Signaltrans-
duktion stattfindet: ein Beispiel dafur sind IGF-1 und bFGF, die beide unter Druckbelastung in
Rattenherzen vermehrt gebildet werden und eine gegenséatzliche Wirkung bezuglich der Sar-
komerogenese aufweisen. Wahrend IGF-I in ARC die Expression von a-sm actin und ANF
vermindert, den Sarkomeraufbau férdert und somit beginstigend auf eine Differenzierung
der Zelle wirkt, zeigt bFGF in ARCs eher den gegensatzlichen Effekt. Es bewirkt die ver-
mehrte Expression von ANF und a-sm actin und hemmt den Aufbau des Sarkomers, wirkt
also differenzierungsinhibierend (Gosteli-Peter et al. ’96; Harder et al. '96). Fir die differen-
tielle Wirkung der beiden Wachstumsfaktoren ist wiederum die Anwesenheit von 1 nm T3
erforderlich, dem in diesem Zusammenhang eine permissive Funktion zukommt (Schaub et
al. ’97).

Durch Inkubation mit dem Proteasominhibitor MG132 konnte die Expression aller Markerge-
ne um mindestens ein Viertel vermindert werden, im Falle von B-MHC sogar unter den se-
rumfreien Kontrollwert. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Inhibition des
Proteasoms die durch Serum induzierte Expression von Hypertrophiemarkergenen suppri-

miert.
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4.2.1.2 Expression der Hypertrophiemarkergene in serumfrei kultivierten NRCs (Abb. 6.2)

In serumfrei kultivierten NRCs konnte ein dosisabhangiger Effekt von MG132 gezeigt wer-
den. Am auffélligsten war dieser im Falle von ANF, hier bewirkte der Zusatz von MG132 eine
massive Induktion des Gens (etwa siebenfach des Ausgangswertes), héhere Dosen des Pro-
teasominihibitors (1 uM und 2 uM) dagegen flhrten zu einer Suppression der Genexpression
sogar unter den Ausgangswert. Hier zeigte sich ein differentieller Effekt des Proteasominhi-
bitiors je nach Konzentration.

Eine Erklarung dafiir ware zum Beispiel, dass MG132 in niedriger Dosis in serumfrei kulti-
vierten NRCs stimulierend auf die Transkription der RNA wirkt und so eine vermehrte Ex-
pression von ANF induziert. Ein méglicher Mechanismus hierfir kénnte die Stabilisierung
von Transkriptionsfaktoren durch Proteasominhibition sein. So wird z.B. die Mehrzahl der
AP-1 Faktoren, eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, zu denen u.a. c-jun und c-fos gehé-
ren, Uber das Proteasom abgebaut. Rosenzweig et al. beschrieben die Existenz eines AP-1
bindenden regulatorischen Elementes, das fur die Expression von ANF bendtigt wird und in
vitro ein c-fos / c-jun Heterodimer bindet (Rosenzweig et al. '91). Mdglicherweise fiihrt eine
Stabilisierung von AP-1 so zu einer vermehrten Expression von ANF. Im Gegensatz zur
vermuteten Induktion der Transkription von ANF fuhren héhere Dosen von MG132 offen-
sichtlich zu einer Suppression der Genexpression.

Dieser differentielle Effekt auf die Expression von ANF korreliert mit unterschiedlichen Inhibi-
torkonzentrationen. Méglicherweise kommt es je nach AusmaB der Inhibition zellularer Pro-
teasen zu einer Verschiebung des Gleichgewichts der die Genexpression positiv und negativ
regulatorisch beeinflussenden Faktoren.

HierfUr spricht die Beobachtung, dass in unserem Labor u.a. an HUVEC Zellen gezeigt wer-
den konnte, dass MG132 in sehr niedrigen Dosen (70 nm) nur die Chymotrypsin-ahnliche
Aktivitdt des Proteasoms hemmte, wahrend die Trypsin-ahnliche Aktivitdt kompensatorisch
hochreguliert wurde und die Caspase-ahnliche Aktivitat weitestgehend unbeeinflusst blieb. In
hohen Konzentrationen dagegen inhibierte MG132 alle drei Aktivitdten. Diese differentielle
Hemmung bzw. kompensatorische Hochregulierung der drei Aktivitdten je nach Konzentrati-
on des Proteasominhibitors kénnte eine Erklarung flr die oben beschriebenen scheinbar
gegensatzlichen Beobachtungen sein.

Eine weitere mdgliche Erklarung wére die Tatsache, dass das Proteasom neben am Protein-
abbau auch an der Regulation verschiedenster anderer zellularer Prozesse beteiligt ist, so
zum Beispiel an der Regulation der Aktivitat, Lokalisation und Anzahl von Transkriptionsfak-
toren (s.u., Muratani et al. 2003).

Im Falle von a-MHC flhrte die Inhibition des Proteasoms dosisabhangig zu einer Suppressi-

on der Genexpression, wobei im Falle von B-MHC, MLC2 und cardiac actin bereits die
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kleinste Dosis von 0,5 uM MG132 ausreichte, um die Expression auf ein Minimum zu
supprimieren, so dass eine weitere Dosissteigerung ohne signifikanten Effekt blieb. Hierbei
ist zu beachten, dass eine Dosis von 2 uyM MG132 vermutlich bereits zytotoxisch wirkte und
die Expression dieses Gens hier daher mdglicherweise nicht beurteilt werden kann.

4.2.1.3 Expression einzelner Hypertrophiemarkergene in Anwesenheit verschiedener Ago-
nisten (s. Abb. 6.3a + b, 6.4a + b)

Um zu untersuchen, ob die Suppression der durch Serum induzierten Hypertrophiemarker-
gene durch Proteasominhibition auch fir eine durch andere Agonisten ausgel6ste Hypertro-
phie zu zeigen ist, wurde die Expression von zwei der vorher betrachteten Hypertrophiemar-
ker, ANF und MLC2, exemplarisch relativ quantifiziert. Dabei wurde ANF als relativ frih
exprimiertes Markergen ausgewahlt (Induktion nach etwa sechs bis zwdlf Stunden, s.
Schaub et al. '97), MLC2 als konstitutiv exprimiertes Strukturprotein, das gewdhnlich erst
nach etwa zwolf bis 24 Stunden hochreguliert wird (Lee et al. ’88).

Die verschiedenen Agonisten hatten unterschiedliche Effekte auf die Expression der beiden
betrachteten Gene, auch die Wirkung des Proteasominhibitors variierte in Anwesenheit ver-
schiedener trophischer Stimuli.

4.2.1.3.1 Isoproterenol

Isoproterenol, das als Agonist sowohl am B1- als auch am B2- Rezeptor wirkt, induzierte die
Expression beider Markergene. Es bewirkte von allen betrachteten Stimuli die stérkste Induk-
tion von ANF (ca. neunfach des Ausgangswertes). Die Expression von MLC2 wurde durch
Stimulation mit 10 uM Iso um etwa die Hélfte gesteigert. Diese Befunde korrelieren mit der
Tatsache, dass die typischen transkriptionellen Veranderungen, zu denen es im Rahmen
einer Uber den Gqg-Ras-Raf-ERK oder Uber den PKC Signaltransduktionsweg vermittelten
Hypertrophie kommt, Ublicherweise einer Stimulation mit a-adrenergen Agonisten zuge-
schrieben werden kénnen (Hefti et al. '97). Sowohl a- als auch B-adrenerge Agonisten (wie
z.B. Isoproterenol) sind in der Lage, eine MEK bzw. ERK Aktivierung zu bewirken, wenn
auch Uber verschiedene Signalkaskaden (Bogoyevitch et al. ’96). Simpson et al. konnten
bereits 1982 zeigten, dass a- und B-Rezeptor Agonisten in NRCs die Ausbildung einer Hy-
pertrophie bewirken (Simpson et al. ’82). Knowlton et al. zeigten, dass a-adrenerge Stimula-
tion in NRCs zur vermehrten Expression von ANF und MLC2 flhrte (Knowlton et al. '91).
Stimulation mit a- oder B-Rezeptor Agonisten hat eine vermehrte mRNA Expression von a-
sk actin zur Folge (Martin et al. '96), B-adrenerge Stimulation flihrt zu einer Anhaufung von
a-MHC (Rupp et al. '91), wohingegen eine a-adrenerge Stimulation in einer Akkumulation
von B-MHC resultiert (Wasp et al. ’90). Es konnte gezeigt werden, dass eine B-adrenerge
Stimulation in vitro eine Deorganisation des kontraktilen Apparates zur Folge hat, dieser Ef-
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fekt wird vermutlich Uber einen vermehrten Ca**-Einstrom vermittelt, der unter a-adrenerger

Stimulation nicht zu beobachten ist (Hori et al. '94).

Ebenso wie die Signaltransduktionswege sind auch die resultierenden Phanotypen einer
durch Katecholamine induzierten Hypertrophie denen einer durch Stimulation mit Angioten-
sin Il oder Endothelin-1 hervorgerufenen Hypertrophie sehr &hnlich. Sowohl Endothelin-1 als
auch a-adrenerge Stimulation bewirken in NRCs eine Zunahme der ZellgrdBe (lto el al. '91;
Simpson ’85). Wie bei einer ET-1 induzierten Hypertrophie kénnen die durch Katecholamin-
Stimulation hervorgerufenen phanotypischen Veranderungen in NRCs durch Gabe von Reti-
nolsdure verhindert werden (Zhou et al. ’95).

Die beobachtete Induktion der Expression von ANF und MLC2 konnte durch Koinkubation
mit MG132 unter den Kontrollwert supprimiert werden, im Falle von MLC2 fuhrte die Inhibiti-
on des Proteasoms zur vollstandigen Suppression des Gens.

42132 T3

Die Expression von ANF wurde in Anwesenheit von T3 um das etwa vierfache erhéht, auf
die Expression von MLC2 zeigte die Stimulation mit dem Schilddriisenhormon nur geringen
Einfluss (Induktion um etwa ein Viertel). Dazu passen Befunde von Ladenson et al., die zeig-
ten, dass in vivo bei Ratten die Stimulation mit T3 eine vermehrte Expression von ANF be-
wirkt (Ladenson et al. '88).

T3 ist in Kardiomyozyten an der Regulation einer Vielzahl kardiospezifischer Gene beteiligt
und nimmt damit Einfluss auf zentrale funktionelle Prozesse wie kontraktile Funktion und
intrazellulare Ca®"-Verwertung. So enthalten z.B. die Promotorregionen der Gene fiir a-
MHC, a-sk actin und SERCA 2 T3-bindende Elemente. In ARCs bewirkt T3 die Ausbildung
einer charakteristischen Morphologie. Abhéngig von der T3 Konzentration begrenzt sich die
Ausbreitung des myofibrillaren Apparates auf das Gebiet um den Zellkern, wahrend das Ac-
tin-Zytoskelett von vergleichbaren Veranderungen unbetroffen bleibt. Parallel zu einem ver-
minderten myofibrillaren Wachstum kommt es zu einer vermehrten Expression von a-smooth
muscle actin. Bezlglich der MHC-Isoformen unterscheidet sich T3 von den anderen be-
schriebenen Wachstumsfaktoren, es bewirkt eine vermehrte Expression von a-MHC, wah-
rend die Expression von 3-MHC reduziert wird (Schaub et al. '97). Ebenfalls in ARCs wurde
beobachtet, dass die spontane Kontraktionsfahigkeit der Kardiomyozyten mit der Serum T3
Konzentration korreliert, die Schlagfrequenz der Zellen nimmt mit steigender T3 Konzentrati-
on zu (Gosteli-Peter et al. ’96). Der positiv inotrope und chronotrope Effekt von T3 wird im
Gegensatz zu den oben erwahnten direkten Effekten vermutlich Gber Katecholamine vermit-
telt (Zimmer et al. '95). So ist beschrieben worden, dass T3 Stimulation in NRCs die ver-
mehrte Expression des $1-adrenergen Rezeptorgens bewirkt. Vermutlich ist T3 aber zusatz-

lich auch GOber andere Signaltransduktionswege wirksam, so wird in aviaren Myoblasten
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durch Stimulation mit T3 eine terminale Differenzierung der Zellen induziert, ein Effekt, der
vermutlich cAMP vermittelt ist (Marchal et al. '95).

Sowohl die T3-induzierte Expression von ANF als auch die Expression von MLC2 konnten
durch Inkubation mit 1 pM MG132 supprimiert werden.

4.21.3.3 IGF

Die Inkubation mit IGF fihrte zu einer deutlich gesteigerten Expression beider Gene, ANF
und MLC2 wurden nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor etwa dreimal so stark expri-
miert. Fir MLC2 zeigte sich IGF als der starkste Induktor dieses Gens. Diese Beobachtung
korreliert mit Daten von lto et al., die zeigten, dass IGFs in isolierten NRCs eine Hypertrophie
induzieren und die verstarkte Expression von ventrikularem MLC2 und anderen kontraktilen
Proteinen wie inhibitorischem Troponin | bewirken, auch a-sk-actin wird nach Stimulation mit
IGF | vermehrt exprimiert (lto et al. ’93 + ’94; Fuller et al. '92). Florini et al. beobachteten,
dass IGF | in NRCs zu einer Hochregulierung von B-MHC flhrt (Florini und Ewton '92). Har-
der et al. zeigten hingegen in adulten Kardiomyozyten, dass Stimulation mit 500 ng/ ml IGF |
eine verminderte Expression von ANF zur Folge hatte (Harder et al. ’95). Eine mégliche Er-
klarung daflir ware, dass in neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten die Rezeptoren
fir Wachstumsfaktoren unterschiedlich stark exprimiert sind, und die Wirkung der Wachs-
tumsfaktoren abhangig vom Differenzierungszustand des Gewebes ist.

IGFs werden z.B. unter Druckbelastung des kardialen Gewebes vermehrt exprimiert und
scheinen an der Ausbildung einer kardialen Hypertrophie beteiligt zu sein (Turner et al. '88;
Donohue et al. '94). Applikation von IGFs nach myokardialer Infarzierung zeigte einen positi-
ven Effekt auf die kontraktile Funktion (Duerr et al. '95). In ARCs ist eine verminderte Ex-
pression von a-sm actin (weniger ausgepragt auch in NRCs) durch IGF-I beschrieben (Do-
nath et al. ’94), auBerdem bewirkt IGF-I in ARCs ein beschleunigtes Remodelling sowie ein
vermehrtes myofibrillares Wachstum (Eppenberger et al. ’96).

Wahrscheinlich spielen IGFs auch eine Rolle im Rahmen der Muskeldifferenzierung. Florini
et al. beschreiben die Induktion von Myogenin, einem Schliisselgen der myogenen Differen-
zierung, durch IGFs (Florini und Ewton ’92).

Die Inhibition des Proteasoms mit MG132 filihrte zur Verminderung der Expression beider
Gene unter den Ausgangswert, im Falle von MLC2 wurde die Expression auf ein Minimum

reduziert.

4.2.1.3.4 TGFB

Die Stimulation mit TGFB zeigte keinen nennenswerten Effekt auf die Expression der be-
trachteten Markergene. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu Daten von Brand et al.,
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die in NRCs bei Stimulation mit TGFB eine vermehrte Expression von ANF beschrieben. Sie
beobachteten auBerdem eine Hochregulierung von B-MHC, a-sk muscle actin und a-sm ac-
tin, wahrend die Expression von a-MHC vermindert war (Brand und Schneider ’95).

TGFB3 wird z.B. bei Druckbelastung des Herzgewebes auf mRNA Ebene vermehrt expri-
miert. Obwohl TGFB sowohl in ARC als auch in NRC alleine nicht in der Lage ist, eine Zu-
nahme der Zellgr6Be oder des Gesamtproteingehalts zu bewirken, kann es in Kombination
mit Isoproterenol eine Hypertrophie induzieren (Schliter et al. ’95). Es kdnnte daher essen-
tiell fir die Ausbildung einer Hypertrophie nach B-adrenerger Stimulation von ARCs sein. So
stimuliert in NRCs Isoproterenol die Produktion von TGF@, das wiederum eine Hypertrophie
induziert (Long et al. '93). Massague et al. konnten zeigen, dass TGFB die Differenzierung
myogener Zelllinien inhibiert (Massague et al. ’86). AuBerdem verhindert es die Proliferation
neonataler Myozyten und die Proteinsynthese skeletaler Myoblasten (Blachowski et al. ’95).

Die Koinkubation mit MG132 zeigte keinen Effekt auf die Expression von ANF, die MLC2
Expression hingegen wurde durch die Inhibition des Proteasoms, auch ohne vorherige In-
duktion des Gens, vollstandig supprimiert.

4.2.1.3.5 Endothelin-1

Stimulation mit ET-1 bewirkte eine vermehrte Expression beider Markergene. Im Falle von
ANF kam es zu einer massiven Induktion um das etwa achtfache des Ausgangswertes,
MLC2 wurde in Anwesenheit des Peptids um den Faktor 0,5 induziert. Diese Ergebnisse
korrelieren mit Daten von Sugden et al., die ebenfalls zeigten, dass die Stimulation mit ET-1
in NRCs eine vermehrte Expression von MLC2 und ANF zur Folge hatte. Sie beobachteten
auBerdem, dass neben early-genes wie c-jun und c-fos zunachst -MHC und a-sk actin, spé-
ter auch a-cardiac actin vermehrt exprimiert wurden (Sugden und Bogoyevitch ’96). Auch
Wang et al. beobachteten eine Induktion der MHC-Isoformen unter Endothelin (Wang et al.
'92). Diese durch ET-1 hervorgerufenen charakteristischen Verdnderungen auf Transkripti-
onsebene werden vermutlich Uber den Gg-Ras-Raf-ERK Signaltransduktionsweg vermittelt,
aber auch der Ras-MEKK1-SEK-JNK pathway ist an der Ausbildung einer Hypertrophie als
Antwort auf eine ET-1 Stimulation beteiligt (Bogoyevitch et al. '96). In ARCs spielt ET-1 eine
Rolle bei der Ausbildung einer Hypertrophie in Folge von Druckbelastung. Eine Blockade des
ET-1A Rezeptors hat bei persistierender Druckbelastung eine Verminderung der erhéhten
Expression von ANF und a-sk actin mRNA zur Folge (Ito et al. ’94).

Die Koinkubation mit MG132 flihrte zu einer massiven Suppression sowohl von ANF als
auch von MLC2, die Expression beider Gene wurde in Anwesenheit des Proteasominhibitors

auf ein Minimum unter den Ausgangswert reduziert.
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Am Beispiel von ET-1 konnte auBerdem gezeigt werden, dass der Effekt des Proteasominhi-
bitors bei einigen der untersuchten Gene dosisabhangig war (s. Abb. 6.4a + b). Besonders
deutlich wurde dieser Zusammenhang wiederum am Beispiel von ANF, hier reichte bereits
die geringe Dosis von 0,5 uM MG132 aus, um die durch ET-1 um etwa das achtfache ver-
mehrte Expression wieder auf den Ausgangswert zu senken. Dieser Effekt konnte durch
Steigerung der Dosis auf 1uM noch einmal verstarkt werden, eine weitere Dosissteigerung
auf 2uM hatte keinen signifikanten Effekt.

Wie bereits beschrieben, induzierte ET-1 die Expression von MLC2 um etwa den Faktor 0,5,
auBerdem konnte die Induktion von cardiac actin um etwa ein Viertel gezeigt werden. Wie
schon oben erwahnt, korrelieren diese Daten mit Beobachtungen, die Sugden et al. in NRCs
machten (Sugden und Bogoyevitch '96). Die MHC Isoenzyme hingegen zeigten in unseren
Experimenten eine verminderte Expression nach Stimulation mit ET-1. Diese Beobachtun-
gen stehen im Gegensatz zu den Daten von zum Beispiel Sugden et al., sowie Wang et al.
(Wang et al. '92), die eine Induktion von B-MHC beschrieben (s.o0.). Die scheinbar gegen-
satzlichen Ergebnisse kdnnten moéglicherweise dadurch erklart werden, dass Wang et al. die
Genexpression nach 1-24 Stunden bestimmten, wéhrend in der vorliegenden Arbeit die En-
dothelin-Stimulation Uber 48 Stunden durchgefihrt wurde. In adulten NRCs findet die
Reexpression fetaler Gene normalerweise nach ca. sechs bis 20 Stunden statt (Hefti et al.
'97). So ware eine mdgliche Erklarung flr die o0.g. scheinbar widersprichlichen Ergebnisse,
dass nach 48 Stunden Stimulation die initial vermehrte Genexpression der MHC-Gene wie-
der abfallt.

Bei cardiac actin und MLC2 gentigte die geringe Dosis von 0,5 uM MG132, um die Ge-
nexpression vollstandig zu supprimieren, eine Dosissteigerung zeigte keinen weiteren Effekt,
auch im Falle von a-MHC war kein dosisabhangiger Effekt von MG132 zu erkennen. Bei der
scheinbaren Induktion dieses Genes nach Stimulation mit 2 uM MG132 handelt es sich
wahrscheinlich um ein Artefakt, da diese Konzentration Uber 48 Stunden einen zytotoxischen
Effekt auf die Zellen haben diirfte.

Die vorliegenden mRNA Daten lassen darauf schlieBen, dass die Inhibition des Proteasoms
die Expression der betrachteten Markergene beeinflusst. Grundséatzlich lasst sich sagen,
dass die Expression der durch verschiedene trophische Stimuli induzierten Markergene
durch Proteasominhibition supprimiert wurde. In serumfrei kultivierten NRCs zeigte sich ein
differentieller Effekt des Proteasominhibitors in Abhangigkeit von der Dosis. Die Tatsache,
dass die Expression des als Housekeeping-Gen verwendeten HPRT von der Inhibition des
Proteasoms unbeeinflusst blieb, lasst darauf schlieBen, dass es sich bei den beobachteten
Veranderungen nicht um einen allgemeinen transkriptionellen Effekt auf die Expression aller
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Gene handelte, sondern vielmehr spezifisch die Expression kardialer Markergene beeinflusst

wurde.

Es bleibt die Frage offen, ob die beobachteten Effekte direkte Effekte von MG 132 sind, oder
ob sie Uber eine Regulierung der Transkription z.B. durch Interaktion mit Signaltransdukti-
onskaskaden vermittelt werden. Eine weitere Méglichkeit konnte die Beeinflussung der RNA-
Stabilitat durch die Inhibition des Proteasoms sein. Andere Versuche in unserem Labor zeig-
ten allerdings, dass die Inhibition des Proteasoms in mit Isoproterenol stimulierten Zellen
einen verminderten Proteingehalt von BNP (brain natriuretic peptide) bewirkte, einem im
Ventrikel gebildeten ANF Analogon, das ebenfalls als sensibler Hypertrophiemarker gilt. Die-
se Befunde sprechen eher fiir eine transkriptionelle Beeinflussung der ANF Expression. Eble
et al. postulierten hingegen, dass kontraktile Proteine des myofibrillaren Apparates, wie z.B.
sarcomeric-MHC, vom Proteasom abgebaut werden. Sie beobachteten eine Stabilisierung
dieses Proteins nach Proteasominhibition (Eble et al. ’98).

4.3 Einfluss der Inhibition des Proteasoms auf die Proteinexpression am Bei-
spiel von a-sm actin

Bei a-sm actin handelt es sich um eine Actin Isoform, die typischerweise in Skelettmuskel
und in glatten Muskelzellen vorkommt. a-sm actin ist ein typisches Hypertrophiemarkerprote-
in, es gehoért zu einer Gruppe fetaler Gene, die im Rahmen einer hypertrophen Reaktion
vermehrt exprimiert werden (Eppenberger und Flamme ’90). Die Stimulation der NRCs mit
10 % FCS resultierte in einer geringfligigen Zunahme der Proteinmenge. Durch die Inhibition
des Proteasoms nahm die Proteinmenge in Abhangigkeit von der Konzentration des Protea-
sominhibitors deutlich ab. Dabei war interessanterweise zu beobachten, dass die geringere
Dosis von 0,5 pM MG132 einen gréBeren Effekt zeigte als die Dosis von 1 uM (s. Abb. 7.1).

Diese scheinbar widersprichlichen Ergebnisse kénnten mdglicherweise darauf zurlck-
zuflhren sein, dass eine Proteasominhibition nicht nur den Abbau, sondern auch die
Transkription von a-sm actin beeinflusst. Uber die Regulation von Lokalisation, Aktivitit und
Anzahl von Transkriptionsfaktoren hat das Ubiquitin-Proteasom-System einen maBgeblichen
Einfluss auf die zellulare Transkription (Muratani et al. 2003). Eine Inhibition des UPS fihrt
zu umfassenden Veranderungen des transkriptionellen Status der Zelle bis hin zur Induktion
einer Apotose (Mitsiades et al. 2002). Unter anderem am Beispiel von Smad2 konnte gezeigt
werden, dass die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren eng an ihren proteolytischen Abbau
gebunden ist (Lo et al. ’99). So wird eine genaue Transkriptionsregulation ermdglicht, indem
die Aktivierung eines Gens an die Synthese seiner Transkriptionsfaktoren gekoppelt ist. Fir
die Vermittlung nicht-toxischer spezifischer benefizieller Effekte scheint die Dosierung des
Proteasominhibitors eine zentrale Rolle zu spielen. Eine aktuelle Arbeit aus unserem Labor

zeigte, dass in Endothelzellen eine Inhibition des Proteasoms dosisabhangige Effekte zum
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einen auf die Transkription, zum anderen auf die Stabilisierung des posttranslationellen Pro-
teins je nach Effektivitdt der Hemmung hatte (Meiners et al. 2006). In dieser Arbeit induzier-
ten niedrige Dosierungen des Inhibitors ein protektives Genexpressionsmuster, wahrend
durch hohe Dosierungen eine pro-apoptotische Antwort vermittelt wurde. Diese Daten korre-
lieren mit vielfaltig beschriebenen benefiziellen Effekten von Proteasominhibitoren auf unter-
schiedlichen Zelltypen, wie Muskel- und Endothelzellen, neuronale Zellen, Osteoklasten,
Osteoblasten, und in verschiedenen Tiermodellen (Garrett et al. 2003; Ding et al. 2003; Mei-
ners et al. 2006; Stangl et al. 2004; Zavrski et al. 2005).

In serumfrei kultivierten Zellen war dieser Effekt nicht zu beobachten, bereits 0,5 uM MG132
fihrten zu einer drastischen Reduktion der Proteinmenge auf ein Minimum des Ausgangs-
wertes, durch Dosiserhéhung konnte dieser Effekt nur noch geringflgig gesteigert werden (s.
Abb. 7.2). Die eindrucksvollere Abnahme der Proteinmenge in serumfrei kultivierten NRCs
im Vergleich zu den in Anwesenheit von Serum kultivierten Zellen ist vermutlich durch die
bereits beschriebene Tatsache zu erkléren, dass Serum eine Vielzahl von Wachstumsfakto-
ren enthalt, deren Auswirkungen auf die Expression des betrachteten Proteins sich summie-
ren. So ist beispielsweise eine Erhéhung des Proteingehaltes an a-sm actin in NRCs bei
Stimulation mit bFGF oder T3 beschrieben, wahrend Behandlung mit IGF einen gegenteili-
gen Effekt zeigt (Harder et al. '98).

Die vorliegenden Daten lassen darauf schlieBen, dass die Behandlung mit Proteasominhibi-
toren nicht nur die mMRNA Expression der betrachteten Markergene beeinflusst, sondern of-
fensichtlich auch Veranderungen auf Ebene des Gehaltes bestimmter Markerproteine be-

wirkt

4.4 Nachweis der Inhibition des Proteasoms

Um die wirksame Inhibition des Proteasoms nachzuweisen, wurde die Akkumulation polyu-
biquitinierter Proteine im Western Blot gezeigt. Dabei wurde deutlich, dass in NRCs, die in
Anwesenheit von Serum kultiviert worden waren, erst bei einer Dosis von 1 pM MG132 eine
wirkungsvolle Inhibition des Proteasoms demonstriert werden konnte, wahrend in serumfrei
kultivierten Zellen bereits die geringe Dosis von 0,1 uM eine sichtbare Akkumulation der Pro-
teine bewirkte (s. Abb. 7.3). Dieser Effekt konnte dosisabhangig gesteigert werden. Diese
Beobachtungen korrelieren mit den auf Proteinebene gezeigten Befunden, in denen in se-
rumfrei kultivierten Zellen die gleiche Dosis des Proteasominhibitors eine wesentlich starkere
Reduktion des Proteingehaltes bewirkte. Ein Grund dafir, dass in in Anwesenheit von Serum
kultivierten Zellen eine héhere Dosis MG132 bendtigt wurde, um das Proteasom effektiv zu
inhibieren, kdnnte sein, dass der Proteasominhibitor mdglicherweise bereits zum Teil von

Serumbestandteilen abgefangen wird, und so gar nicht erst in die Zelle gelangen kann. Még-
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licherweise beeinflusst auch die serum-induzierte Signaltransduktionskaskade die Aktivitat
des Proteasoms.

4.5 Beeinflussung des zelluldren Einbaus von a-sm actin durch die Inhibition
des Proteasoms

Durch Immunfluoreszenzfarbung konnte gezeigt werden, dass nicht nur der Proteingehalt
von a-sm actin (s.0.), sondern auch der Einbau dieses Strukturproteins in das Zytoskelett
durch die Inhibition des Proteasoms beeinflusst wurde. In serumfrei kultivierten NRCs zeigte
die gesamte Zelle eine kraftige Anfarbbarkeit flir a-sm actin, die Actinfilamente waren parallel
angeordnet und deutlich abgrenzbar (s. Abb. 8.1). Bei Koinkubation mit MG132 waren die
Actinfilamente eher diffus angeordnet und schwéacher angefarbt, was flr eine Desorganisati-
on des kontraktilen Apparates und einen Ausbau von a-sm actin aus dem Zytoskelett spricht
(s. Abb. 8.4). Offensichtlich fiihrte die Behandlung mit dem Proteasominhibitor zu einer Um-
strukturierung des zellularen a-sm actins, dass nicht mehr gleichmaBig tber die Zelle verteilt
vorlag, sondern sich vor allem in der Zellperipherie organisierte, wahrend das Gebiet um den
Zellkern praktisch nicht angefarbt wurde.

In Zellen, die mit 10 % FCS stimuliert worden waren, zeigte sich eine ebenfalls kraftige, aber
eher ungeordnetere und besonders zentral um den Zellkern aufgelockerte Farbung fir a-sm
actin als in den serumfrei kultivierten Vergleichszellen (s. Abb. 8.2). Diese Befunde korrelie-
ren mit Beobachtungen von Harder et al., die in ARCs, die in Anwesenheit von Serum kulti-
viert worden waren, ebenfalls zeigen konnten, dass a-sm actin nicht gleichmaBig Uber die
Zelle verteilt war, sondern in so genannte stress fibre like structures (SFLS) eingebaut wurde
und ebenfalls in der zentral um den Zellkern gelegenen Region nicht anférbbar war (Harder
et al. '96). SFLS dienen wahrend der Sarkomerogenese als ,GerUst", an das sich vortiberge-
hend exprimiertes a-sm actin méglicherweise als zusatzliches Stitzprotein anlagert und so

die Organisation des Sarkomers erleichtert (Donath et al. '94).

In den in Anwesenheit von Serum kultivierten Zellen war der Effekt des Proteasominhibitors
besonders deutlich, die Actinfarbung erschien deutlich schwacher und diffuser (s. Abb. 8.3).
Offensichtlich kam es auch hier zu einem Ausbau des Proteins, das sich wiederum vor allem
in die Zellperipherie verlagerte. Diese Beobachtungen korrelieren mit der auf Proteinebene
gezeigten verminderten Expression von a-sm actin nach Proteasominhibition. Schaub et al.
postulieren, dass in ARCs ein extrem hoher Gehalt an a-sm actin in Zusammenhang mit ei-
nem reduzierten myofibrillaren Wachstum steht (Schaub et al. ’97). Méglicherweise férdert
die Inhibition des Proteasoms eine Neuorganisation des myofibrillaren Apparates, die mit
einer relativ verminderten a-sm actin Expression einhergeht. Daflir sprache auch die Beo-
bachtung, dass serumfrei kultivierte NRCs in Anwesenheit des Proteasominhibitors eine ver-

besserte Kontraktilitat zeigten.
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4.6 Beeinflussung der Expression myogener Markergene durch Inhibition des
Proteasoms

Ausgehend von der Beobachtung, dass die Inhibition des Proteasoms sowohl in mit, als
auch in ohne Zusatz von Serum kultivierten NRCs die Ausbildung einer Morphologie bewirk-
te, die der von Skelettmuskelzellen dhnelte, entstand die Vermutung, dass die Proteasomin-
hibition in NRCs mdglicherweise eine myogene Differenzierung induziert. Um diesen Sach-
verhalt naher zu beleuchten, wurde die Expression zweier myogener Schliisselgene betrach-
tet. MyoD (myoblast-determining Gen) und Myogenin gehdren zu einer Gruppe von vier ahn-
lichen Genen (zusammen mit myf5 und MRF4), die eine Schllsselrolle bei der Differenzie-
rung von Skelettmuskelzellen spielen (zur Ubersicht siehe Olson '93). In bestimmten ande-
ren Zelllinien kénnen diese Regulatorgene skelettmuskelspezifische Gene aktivieren. Die
Mitglieder der MyoD Familie zeigen untereinander hohe Sequenzhomologien und kodieren
fir DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, die alle eine basic helix-loop-helix (bHLH) Region
aufweisen. Diese bHLH Sequenz bindet an eine E-box genannte Sequenz der regulatori-
schen Region des vom jeweiligen Transkriptionsfaktor kontrollierten Gens (Rawls et al. ’98).
Obwohl viele der Gene, die Uber die MyoD/ Myogenin Familie reguliert werden, auch im
Herzmuskel vorkommen, werden die Transkriptionsfaktoren, die zur MyoD-Gruppe gehdren,
im Herz normalerweise nicht exprimiert (Olson '93). Es wird die Mdglichkeit diskutiert, dass
bHLH Proteine ebenfalls an der Kontrolle kardialer Transkription beteiligt sein kdnnten. Dafur
sprache die Tatsache, dass bestimmte kardiale Muskelgene, wie z.B. a-cardiac actin oben
beschriebene E-box Sequenzen enthalten, von denen einige auch in Skelettmuskel expri-
miert sind, und die dort direkt Gber MyoD etc. reguliert werden. Die Aktivitdt von HLH
Transkriptionsfaktoren wird u.a. Gber Dimerisierung mit inhibitorischen HLH Proteinen regu-
liert. Ein solches inhibitorisches HLH Protein ist z.B. Id, das inhibierend auf die Differenzie-
rung skeletaler Myoblasten wirkt (Benezra et al. 90). Id wird auch in kardialen Muskelzellen
exprimiert, die verstarkte Expression von Id inhibiert dort z.B. die Aktivitat von a-cardiac actin
Promotorregionen (Sartorelli et al. 91). Diese Zusammenhénge legen die Vermutung nahe,
dass auch kardiale Transkription tber bHLH analoge Proteine reguliert wird.

Bounpheng et al. konnten zeigen, dass Id Proteine Uber das Ubiquitin-Proteasom-System
abgebaut werden (Bounpheng et al. '99), aber auch MyoD selbst ist Substrat des Protea-
soms (Floyd et al. ’01).

In den vorliegenden Versuchen wurde die Expression der beiden oben beschriebenen Gene
mit Hilfe der Realtime-PCR relativ quantifiziert (s. Abb. 9). Aufgrund der Tatsache, dass die
betrachteten Gene in Herzmuskelzellen normalerweise nicht, bzw. in sehr geringem Masse
exprimiert werden, sind die beobachteten Verédnderungen nur sehr schwach ausgepragt und
mit Vorsicht zu beurteilen. Im Falle von MyoD fallt in mit Serum stimulierten NRCs eine In-

duktion des Gens um ca. ein Drittel in Anwesenheit des Proteasominhibitors auf. Dazu pas-
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sen Befunde von Schneider et al., die zeigten, dass bestimmte Wachstumsfaktoren, die die
Differenzierung von Skelettmuskelzellen blockieren, in kardialen Zellen die Reexpression
fetaler Gene induzieren, wie sie im Rahmen einer Hypertrophie vorkommt (Parker et al. '91).
Offensichtlich aktivieren exogene Wachstumsfaktoren in Skelettmuskelzellen intrazellulare
Signalkaskaden, die die Aktivitdt der myogenen bHLH Regulatorproteine dampfen. Entzug
von Wachstumsfaktoren (mdéglicherweise mit der Inhibition einer kardialen Hypertrophie ver-
gleichbar) fuhrt zur Zellzyklusarretierung und terminalen Differenzierung der Zellen, die mus-
kelspezifische Transkription wird aktiviert (Olson '93). In serumfrei kultivierten NRCs war die
Expression von MyoD nicht signifikant veréndert.

Bei der Betrachtung der Expression von Myogenin fiel auf, dass die Inhibition des Protea-
soms in serumfrei kultivierten NRCs eine Verminderung der Genexpression auf etwa ein
Viertel des Ausgangswertes bewirkte. Die Myogeninexpression in den mit Serum stimulierten
Zellen konnte aufgrund der hohen Streuung zwischen den einzelnen Experimenten nicht
beurteilt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse darauf hindeuten, dass das Pro-
teasom mdoglicherweise an der Regulation der Expression muskelspezifischer Gene in NRCs
beteiligt ist. Die verénderte Expression dieser Gene kénnte ein Hinweis auf eine Anderung
des Differenzierungsverhaltens der Zellen in Anwesenheit des Proteasominhibitors sein. Ein
moglicher Mechanismus dafir kdnnte eine Regulation myogener Schlisselgene auf
Transkriptionsebene sein, so wird z.B. auch p300, ein Aktivator von MyoD Uber das Protea-
som abgebaut (Poizat et al. ’00). Fir diese Theorie sprechen auch Befunde von Mugita et al.
(s. Abschnitt 4.1), die zeigen, dass das Proteasom Uber die transkriptionelle Regulation my-
ogener Schllisselgene und am Zellzyklus beteiligter Proteine an der Differenzierung von
Muskelzellen beteiligt ist (Mugita et al. 99).
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5 Zusammenfassung

Den hier durchgefiihrten Versuchen lag die Beobachtung zugrunde, dass sich in unserem
Labor in Vorversuchen mit NRCs durch eine Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems die
Entwicklung einer seruminduzierten Zunahme der ZellgréBe, zunachst rein morphologisch,

verhindern lieB.

Basierend auf dieser Beobachtung sollte untersucht werden, inwiefern es sich bei dieser
Suppression der Hypertrophie um einen generellen Einfluss von Proteasominhibitoren auf
das Adaptationsverhalten von NRCs handelt.

Als in vitro-Modell diente die in unserem Labor etablierte Kultur neonataler Rattenkardiomyo-
zyten. Zunachst wurden die Zellen auf rein morphologischer Ebene betrachtet. Dabei konnte
gezeigt werden, dass sich die Ausbildung des durch die Stimulation mit Serum induzierten
morphologischen Phéanotyps (gekennzeichnet durch gréBere Myozyten mit abgeflachten
Zellkérpern und kurzen, kréaftigen Auslaufern) durch gleichzeitige Inkubation mit dem Protea-
sominhibitor MG 132 verhindern lie. Des Weiteren konnte auch in serumfrei kultivierten Zel-
len demonstriert werden, dass NRCs bei Behandlung mit dem Proteasominhibitor eine of-
fenbar proteasomspezifische Morphologie entwickeln, die durch eher langliche Zellkérper mit
schlanken Zellfortsatzen charakterisiert war, insgesamt erschienen diese Zellen vitaler und
kraftiger als die in Abwesenheit von Serum kultivierten NRCs.

Der Einfluss einer Proteasominhibition auf RNA-Ebene wurde mit Hilfe der Realtime-PCR
untersucht. Die Zellen wurden sowohl in An- und Abwesenheit von Serum, als auch in An-
wesenheit ausgewahlter Wachstumsfaktoren kultiviert. Als Vertreter der verschiedenen Sub-
stanzklassen wurden Endothelin-1, Insulin-like growth factor (IGF), Isoproterenol als a-
adrenerger Agonist und Triiodthyronin (T3) betrachtet.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des Proteasoms sich auch auf die Genexpres-
sion der Zellen auswirkte. Es wurden a-myosin-heavy-chain, B-myosin-heavy-chain, a-
smooth-muscle-actin, cardiac-a-actin und myosin-light-chain-2 als exemplarische Hy-
pertrophiemarkergene ausgewahlt. Anhand der Realtime-PCR wurde die Expression dieser
Gene unter den jeweiligen Kulturbedingungen relativ quantifiziert.

Flr die oben genannten Stimuli war unter Proteasominhibition einheitlich eine verminderte
Expression der Hypertrophiemarkergene zu beobachten. Dies kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass die durch Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems verursachte Suppression
der Hypertrophie unabhangig vom jeweiligen Agonisten ist.

Auch auf Proteinebene konnte am Beispiel von a-smooth-muscle-actin die Beeinflussung
des Gehalts an Markerproteinen durch Inhibition des Proteasoms gezeigt werden, in Abhan-
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gigkeit von der Konzentration des Proteasominhibitors konnte eine Abnahme der Protein-
menge beobachtet werden.

In der Immunfluoreszenzfarbung wurde, wiederum am Beispiel von a-smooth-muscle-actin,
demonstriert, dass die Inhibition des Proteasoms die Organisation des kontraktilen Appara-

tes beeinflusste und sich auf den zellularen Einbau von strukturellen Proteinen auswirkte.

Die effiziente Inhibition des Proteasoms in Abhangigkeit von der verwendeten Dosis MG132
wurde im Western Blot durch die Akkumulation polyubiquitinierter Proteine nachgewiesen.

Ausgehend von der Beobachtung, dass die Proteasominhibition sowohl in serumfrei als auch
in in Anwesenheit von Serum kultivierten NRCs die Ausbildung einer Skelettmuskelzellen
ahnelnden Morphologie bewirkte, wurde die Expression von MyoD und Myogenin, zweier
Schlisselgene der myogenen Differenzierung, untersucht. Dabei zeigte sich, dass in allen
betrachteten Zellen durch MG132 die Expression dieser Gene beeinflusst wurde.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Hypothese bestatigt werden, dass das Ubiqui-
tin-Proteasom-System am Adaptationsprozess neonataler Rattenkardiomyozyten, wie etwa
im Rahmen einer kardialen Hypertrophie, beteiligt ist, und dass eine Proteasominhibition
eine Suppression der Kardiomyozytenhypertrophie unabhangig vom verwendeten Agonisten

induziert.
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7 Abklrzungen

ANF
a-MHC
APS
ARA-C
ARC
a-sk actin
a-sm actin
AT I
ATP
bHLH
B-MHC
BNP
BSA
caa
cAMP
CDK
CDKi
cDNA
CT
DAG
DAPI
DMSO
DNA
dNTP
E1

E2

E3

atrial natriuretic factor
a-myosin-heavy-chain
Ammoniumperoxidsulfat
Cytosin-B-Arabinofurasonid
adult rat cardiomyocytes
a-skeletal muscle actin
a-smooth muscle actin
Angiotensin Il
Adenosintriphosphat

basic helix-loop-helix

B-myosin heavy chain

brain natriuretic peptide

bovines Serumalbumin

cardiac a-actin

cyclic Adenosinmonophosphat
cyclin-dependent Kinase
cyclin-dependent Kinase Inhibitor
complementary DNA

threshold cycle

Diacylglycerin

4’6 Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleid acid
Deoxynucleosid-Triphosphat
Ubiquitin-aktivierendes Enzym
Ubiquitin-konjugierendes Enzym

Ubiquitin-Protein Ligase
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EDTA
EGF
Egr-1
ERK 1/2
ET-1
FCS
FGF
GPCR
Gs, Gi, Gq
HBSS
HPRT
HUVEC
ICAM
IGF
IGFBP
kB

IL

IP;

Iso
JAK
JNK
KDA
L-15
MAPK
MEK
MEKK
MHC |

MLC2

ethylene diamine tetraacetic acid
endothelial growth factor

early growth factor 1

extracellular signal regulated-Protein Kinase 1/2
Endothelin-1

fetal calf serum

fibroblast growth factor

G-Protein gekoppelter Rezeptor

GTP bindende Proteine

Hanks Balanced Salt Solution
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
human umbilical vein endothelial cells
intercerllular adhesion molecule
insulin-like growth factor

IGF binding Protein

| kappa B

Interleukin

Inositol-1,4,5-Trisphosphat

Isoproterenol

Janus-Kinase

c-jun N terminal Kinase (SAPK)
Kilodalton

Leibovitz-15 Medium

mitogen activated Protein Kinase
mitogen activated ERK activating Kinase
MEK Kinase

major histocompatibility complex |

myosin light chain 2
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M-MLV
MRNA
MYBP-C
MyoD
NBCS
NFkB
NRC
PAGE
PBS
PCR
PDGF
PFA
PIP,
PKA
PKC
PLC
PVDF
Rac
Raf
Ras
RNA
rRNA
RSTK
RT
RTK
SAPK
SDS
SEK

Moloney Murine Leukaemia Virus
messenger

myosin binding protein-C
myoblast-determining Gen

Newborn Calf Serum

nuclear transcription factor kappa B
neonatal rat cardiomyocytes
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion

platelet derived growth factor
Paraformaldehyd
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Protein Kinase A

Protein Kinase C

Phospholipase C

Polyvinylidenfluorid

Ras related Cs-botulinum toxin Substrat
eine MAPKK Kinase

rat sarcoma virus

ribonucleid acid

ribosomale RNA

Rezeptor mit Serin-Threonin Kinase Aktivitat
reverse Transkription

Rezeptor mit Tyrosin Kinase Aktivitat
Stress-aktivierte Proteinkinase
Sodiumdodecylsulfat

SAPK Kinase
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SEM
SERCA
SFLS
Smad
STAT
Ts
TBP
TBS
TEMED
TGF
TNF
Tnl
TTP
UBP
UCH
UNG
UPS
UTP
VCAM

standard error of means

Ca?" -Pumpe des sarkoplasmatischen Retikulums
stress fibre like structures

Wirbeltieranalogon des mothers-against-dpp Proteins der Drosophila
signal transducer and activator of transcription
Trijodthyronin

T3 bindendes Protein

Tris-gepufferte Salzlésung
Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor

Tumornekrosefaktor

Troponin |

Thymidintriphosphat

Ubiquitin-spezifische Protease

Ubiquitin C-terminale Hydrolase

Uracil N-Glycosylase
Ubiquitin-Proteasom-System

Uracil Triphosphat

vascular cell adhesion molecule
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8 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht mit veroffentlicht.
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