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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz: Arterielle Hypertonie und Koronare Herzkrank-
heit

Weltweit sind jahrlich 7,6 Millionen vorzeitige Todesfalle auf hohen Blutdruck (héher als
115 mmHg systolisch) zurickzufihren; das sind 13,5 % aller Todesfalle. 54% der
Schlaganfélle und 47 % der Falle von Koronarer Herzkrankheit (KHK) werden auf die
arterielle Hypertonie zurlickgefiihrt'. In der berwiegenden Zahl der Falle filhren eine
KHK und/oder eine vorbestehende arterielle Hypertonie zur chronischen Herzinsuffizi-
enz®3. Die genauen Pathomechanismen der Entstehung der Hypertonie sind zwar nicht
bekannt. Eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) tragt zur

Entwicklung der Endorganschaden bei*.

Ein bis zwei Prozent der Bevolkerung in Europa und den USA leidet an chronischer
Herzinsuffizienz. Die Halfte der Patienten stirbt innerhalb der ersten vier Jahre nach Di-
agnosestellung. Herzinsuffizienz ist definiert als ein Syndrom, bei dem der Patient
Symptome wie Dyspnoe, Mudigkeit, und Schwéache sowie klinische Zeichen wie Ta-
chykardie, pulmonale Rasselgerdusche, Odeme und Jugularvenenstauung aufweist,
denen eine kardiale Funktionsstérung zugrunde liegt. Die Inzidenz hat in den letzten
zwei Jahrzehnten um 150% zugenommen und wird aufgrund der sich stetig verbes-
sernden Therapie des akuten Myokardinfarkts und des damit verbundenen erhdhten
Langzeitlberlebens in den nachsten Jahren und Jahrzehnten weiterhin ansteigen. Un-
gefahr die Halfte der Patienten leiden an einer systolischen Dysfunktion mit verminder-
ter linksventrikularer Ejektionsfraktion (LVEF). Bei einer LVEF Uber 45-50% spricht man
von Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer Funktion. Ob dieses mit einer dias-
tolischen Dysfunktion gleich zusetzten ist, ist Gegenstand aktueller Forschung. Patho-
physiologisch gehen diese beiden Formen mit einer Stérung der myozytéren Regulation
der Kalzium(Ca?*)-Homéostase im Herzen einher. Insbesondere die diastolische Re-
laxation ist davon betroffen. Diese wiederum hangt auf subzellularer Ebene maBgeblich
vom ATP-abhangigen Riicktransport von zytosolischem Ca®* in das Sarkoplasmatische
Retikulum (SR) ab, der von der SR Ca?* -Transport-ATPase SERCA2a katalysiert wird.
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1.2 Ca**- Homéostase des Kardiomyozyten

In der Herzmuskelzelle fiihrt die durch Ca®*-Einstrom wahrend des Aktionspotentials
getriggerte Ca®*-induzierte Ca®* -Freisetzung aus dem SR zur Erhéhung der zytosoli-
schen Ca®*-Konzentration und somit zur Kontraktion in der Systole °. Um die zytosoli-
sche Ca**-Konzentration in der Diastole auf unter 150 nM zu senken, muss das in der
Systole aus dem Extrazelluldrraum und den intrazelluldren Speichern freigesetzte Ca**
wieder aus dem Zytosol der Herzmuskelzelle transportiert werden. Vier membranére

Ca?* -Transporter sind daran beteiligt:
1. SR Ca?* -Transport-ATPase (SERCA2a)
2. sarkolemmale Na*/Ca**- Austauscher (NCX1)
3. sarkolemmale Ca?*- ATPase (PMCA)
4. mitochondrialer Ca*- Uniporter®.

Quantitativ gesehen nehmen SERCA2a und NCX1 eine zentrale Stellung ein. SER-
CAZ2a transportiert Ca®* in das SR. Mittels NCX1 wird Ca®* aus dem Zytosol in den Ext-
razelluldrraum transportiert. Ca®* strdmt bei jedem Aktionspotential Giber spannungsab-
hangige Ca?*-Kandle in das Zytosol der Herzmuskelzelle. Es werden fiinf verschiedene
Typen der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale unterschieden: L, N, P/Q, R und der T-
Typ Ca?*- Kanal’. In ventrikuldren Myozyten ist der L-Typ Kanal am bedeutendsten, der
T-Typ Kanal spielt in Zellen des Erregungsleitungsystems eine wichtige Rolle®®. Dieser
Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum fiihrt durch Aktivierung von Ryanodinrezepto-
ren im terminalem SR zu einer Freisetzung von Ca®*- lonen aus dem SR in das Zytosol.

Zwei Faktoren bestimmen maBgeblich die Menge an Ca**, die aus dem SR freigesetzt

wird: der transsarkolemmale Ca®*-Einstrom und die Ca®*- Konzentration im SR 1°.

Zytosolisches Ca?* wird aktiv in das SR durch die Ca®*-Transport-ATPase SERCA2a
gepumpt und verlasst diese Ca**-Speicherorganelle vornehmlich tiber den Ca®**- Frei-
setzungskanal Ryanodinrezeptor 2 (RyR2).

Die SERCA2a- Aktivitat hangt vor allem von drei Faktoren ab:
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1. der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration

2. vom SERCAZ2a-Inhibitor Phospholamban (Menge sowie Phosphorylierungszu-

stand)

3. der Ca**-Beladung des SR™.

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz hat man mehrere Veradnderungen der Ca®'-
Homdostase nachgewiesen. Die Ca?*-Beladung des SR insuffizienter Herzen ist meist
verringert®, der Phosphorylierungsstatus des Ryanodinrezeptors ist verdandert''. Des
weiteren konnten Shannon et al. eine reverse SERCA2-Aktivitit, die an der Ca?*-

Depletion des SR beteiligt ist, nachweisen'?. Die folgende Abbildung zeigt schematisch

die Hauptkomponenten der Ca**-Homdostase des Kardiomyozyten.

L-Typ Ca-Kanal f[;i

3 Nat

Ca

( RyR [}

Cazt

"

Sarkoplasmassches  Redhulum

Kontraktion
{Sy=inis)

Relaxation
{Dezsiole)

Abb. 1.1: Ca®*-Homoostase des Kardiomyozyten

(Abbildung freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch Roland Vetter)

Die Abbildung zeigt, dass Ca**, die in die Herzmuskelzelle tiber spannungsabhingige
L-Typ-Kanale gelangen, zu einem Ca®* induzierten Ca**-Efflux aus dem SR fiihren.

Hierdurch kommt es zur Aktivierung der Aktin/Myosin-Interaktion Uber die Bindung von
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Ca?* an Troponin C. Ca®* verlasst das Zytosol in den Extrazelluldrraum tiber das NCX1-
Protein. Dieser Prozess macht etwa 10-30 % des gesamten Ca®*-Efflux aus. Die ver-
bleibenden 70-90 % der Ca?*-lonen werden liber das SERCA2-Protein ATP abhéngig in
das SR transportiert. PLN hemmt im nicht phosphorylierten Zustand die SERCA2a-
Transportaktivitit. Die Ca®'-Konzentrationsabnahme filhrt zur Inaktivierung des Kon-
traktionsprozessesn und zur Relaxation in der Diastole. Die Zu- und Abnahmen der

Ca?*-Konzentration spiegeln die Phase der Systole und Diastole wieder.

1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Ende des 19. Jahrhunderts injizierten Tigerstedt und Bergmann Nierenextrakte in Ka-
ninchen. Diese flhrten zu einem kurzfristigen Abfall mit anschlieBend langanhaltender
Erhdhung des arteriellen Blutdrucks. Sie nannten diese aus dem Nierenkortex stam-
mende Substanz Renin'>'*. Fast 100 Jahre spater konnte 1981 erstmals ein cDNA-
Fragment des Renin-Gens der Maus aus der Glandula submaxillaris kloniert werden'®.
Dieses diente als Grundlage fir das fast zehn Jahre spater entwickelte erste relevante
transgene Tiermodell der Hypertonieforschung: der Maus-Renin-transgene Ratten-
stamm mREN2(27)®.

Renin spaltet das aus der Leber stammende Angiotensinogen zu Angiotensin |, welches
durch die Aktivitat der Zink-Metalloprotease ACE (Angiotensin-Converting-Enzyme)
durch Abspaltung zweier C-terminaler Aminosduren zu Angiotensin || umgewandelt
wird. Angiotensin Il bindet sowohl an den AT{-Rezeptor als auch an den AT,- Rezeptor.
Beide gehoéren zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Durch die Bindung
an den AT;-Rezeptor in verschiedenen Zielgeweben kommt es u.a. zur Aldosteron-
Freisetzung aus der Zona Glomerulosa der Nebennierenrinde, Vasokonstriktion, Salzre-
tention im proximalen Tubulus und zu einer Stimulation des sympathischen Nervensys-

tems'”.

In den letzten Jahren sind nicht nur zu diesen sogenannten klassischen Komponenten
des RAAS neue an der Kaskade beteiligte Enzyme wie beispielsweise das ACE2 -
Enzym entdeckt worden, das Augenmerk ist auch auf das lokale RAAS gelenkt wor-
den''®, So lasst sich beispielsweise mit dem klassischem Konzept des RAAS als en-
dokrines System nicht erklaren, welche Rolle die Expression des Reningens im Gehirn
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hat?®2'. ACE2-vermittelt entsteht aus Angiotensin | nicht Angiotensin Il , sondern Ang(1-
7), welches an den Mas-Rezeptor bindet. Dessen Aktivierung fuhrt nicht zu den oben
genannten AT;-Rezeptor vermittelten Effekten, sondern ganz im Gegenteil zur Vasodi-
latation und zu anti-proliferativen Effekten. Seine Aktivierung ahnelt den Effekten der
AT,- Rezeptor-Aktivierung®®. Auch ist mit dem ACE2- Enzym der funktionale Rezeptor
fir das Coronavirus SARS, welches das ,severe acute respiratory syndrome® auslést,
identifiziert worden®. Ein weiterer entscheidender Wechsel im Verstandnis der Wirkung
des RAAS, war die Entdeckung eines funktionalen Renin-Rezeptors auf Mesangiumzel-
len®*. Die Bindung von Renin an seinen Rezeptor filhrt nicht nur zu einer Verstarkung
seiner katalytischen Aktivitat beziglich der Konversion von Angiotensinogen zu Angio-
tensin |, sondern unter anderem auch direkt zur Aktivierung von Mitogen aktivierten Pro-
tein-Kinasen®. Ware Renin fiir einen erhdhten Blutdruck mitverantwortlich, sei es bei
primarer oder sekundarer Hypertonie, wirde man Polymorphismen im Gen erwarten,
die mit der Entwicklung eines Hypertonus korrelieren. Die meisten genetischen Studien
zeigen keinerlei Zusammenhange zwischen Unterschieden in der Sequenz des Renin-
Gens und arteriellem Bluthochdruck. Kirzlich hat eine Studie an zwei groBen Studien-
populationen gezeigt, dass einige der 14 untersuchten Genpolymorphismen ein erhéh-
tes Risiko fiir Hypertonie bei postmenopausalen Frauen aufweisen®®?’. Dass diese
neuen Erkenntnisse jetzt schon helfen die Hypertonie besser zu verstehen, zeigt die
Arbeit von Penninger et al., die auf definierten QTLs auf dem X Chromosom dreier Hy-
pertonie-Rattenmodelle das ACE2-Enzym fanden und in allen drei Modellen eine ver-
minderte Expression dieses Enzyms nachweisen konnten. QTL steht fir die Auspra-

gung eines quantitativen phanotypischen Merkmals?®.

1.4 Die Ca?*-ATPase SERCA2a

Die SR Ca?*-ATPasen sind rund 110 kD schwere Proteine, die zur Gruppe der ATPa-
sen vom Typ E1-E2 gehdéren. Es handelt sich um eine Untergruppe der P-Typ ATPasen
dar. Diese ATPasen zeichnen sich durch Phosphorylierung des Aspartat-Rests des zy-
toplasmatischen Teils der jeweiligen P-Typ-ATPase aus®. Pro hydrolysiertes Phosphat
werden zwei Ca®*-lonen aus dem Zytosol mit Ca?*-Konzentrationen zwischen 100 nM
und 10 uM in das SR transportiert. Die Konzentration an freiem Ca®* im SR betrégt ca.
1 mM®3'. Die Struktur des SERCA-Proteins kann man in einen groBen zytoplasmati-
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schen Anteil, eine sogenannte Stalk-Domé&ne und eine transmembranare Doméane mit
kurzen Anteilen, die in das Lumen des SR reichen, unterteilen®. Drei Gene kodieren
die elf bekannten SERCA-Transkripte. Das ATP2A1- Gen liegt beim Menschen auf
Chromosom 16p12. Durch alternatives SpleiBen entstehen das im schnell zuckenden
Muskel exprimierte SERCA1a und das im Muskel des Neonaten vorhandene SER-
CA1b*. Durch alternatives SpleiBen kodiert das ATP2A2-Gen (Chromosom 12) vier Is-
oformen. Die Isoform SERCA2a wird im Herzen, im langsam zuckenden Muskel und im
neonatalen Skelettmuskel exprimiert. Die Isoform SERCA2b ist in der glatten Muskula-
tur und in verschiedenen anderen Geweben zu finden. Von dieser Verteilung weicht die
SERCAZ2c-Gewebeexpression ab. SERCA2c wurde in epithelialen, mesenchymalen
sowie in Zellen der hamatopoetischen Reihe nachgewiesen. Durch Reverse Transkrip-
tions PCR wurde 2003 von Gelebart et al. in humanen Monocyten und im fétalen Her-
zen diese neue Isoform SERCA2c entdeckt, die durch Inklusion einer kurzen Intron-
Sequenz ensteht . Die 6 Isoformen SERCA3a-f (Chromsom 17p13) findet man unter
anderem in Thromobozyten, in Zellen der lymphatischen Reihen und in Endothelzel-
len®*>%. Das Augenmerk dieser Arbeit wird auf SERCA2a gelegt, da es sowohl beim
Menschen als auch bei der Ratte die dominierende Rolle beziiglich des Ca?*-Haushalts
in Kardiomyozyten spielt. Dieses unterscheidet sich von seiner SpleiBvariante SER-
CA2b durch ein kirzeres C-terminales Ende. Dieser Unterschied in der Lange der Ami-
nosauresequenz spiegelt sich in der Bindungsaffinitat und der Transportkinetik. In Ar-
beiten an HEK-293-Zellen beobachtet man fir das SERCA2b-Protein eine doppelt so
hohe Ca?*-Affinitat, aber eine halb so starke maximale Transportgeschwindigkeit vergli-
chen mit SERCA2a-exprimierenden HEK-293-Zellen®. Hypothesen zur Kristallstruktur
dieser Ca®*- ATPasen kommen vor allem aus Arbeiten am SERCA1a-Protein, welches
vorwiegend in der Skelettmuskulatur exprimiert wird®. Biomechanische Studien hatten
vor der ldentifizierung der Struktur zu einem Funktionsmodell gefiihrt. Es entstanden
erste Struktur-Funktionsmodelle. Wahrend eines Transportzyklus sind vier Konformati-
onszustande identifiziert worden. Bei hoher zytosolischer Ca®*-Konzentration kommt es
zur Bindung von zwei Ca®*-lonen an die hoch affinen Ca®*-Bindungsstellen. Anschlie-
Bend kommt es zur Autophosphorylierung des SERCA-Proteins, wobei das Ca** im In-
neren des Proteins nun eingeschlossen ist. Es entsteht ein energiereiches Intermediat.

Die sich anschlieBende Konformationsanderung stellt den geschwindigkeitsbestimmen-
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den Schritt dar und entlasst die Ca*-lonen in das Lumen des SR. Es kommt daraufhin
zur Hydrolyse des phosphorylierten Aspartatrestes. Die Ca?*-ATPase kann nun wieder

ATP binden und steht fiir den nachsten Zyklus zur Verfligung®®.

1.5 Ren2-TG

Aus der Erkenntnis heraus, dass das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bei der
Entwicklung und Aufrechterhaltung der Hypertonie entscheidend ist, entstand die Hypo-
these, durch eine induzierte Aktivierung bzw. Heraufregulation dieses Systems ein
Tiermodell der Hypertonie zu entwickeln. Wie oben erwahnt war mit der Klonierung des
Renin-Gens der Maus der Grundstein flr ein hypertensives transgenes Rattenmodell
gelegt’. Des weiteren war es 1981 durch die Arbeiten von Ruddle und seinen Mitarbei-
tern zum ersten Mal gelungen, DNA langfristig in ein Genom zu integrieren. Diese zu-
satzliche DNA wurde vererbt. Der erste transgene Tierstamm war entstanden®. Durch
Mikroinjektion eines genomischen Konstrukis des Ren-2 Gens der Maus in Oocyten
normotensiver Ratten gelang es den ersten transgenen Rattenstamm der Hypertonie-
forschung zu entwickeln '°. Manche M&use besitzen ein Reningen, genannt Ren-1¢,
wobei andere Mause zwei verschiedene Reningene besitzen: genannt Ren-1% und Ren-
29. Diese Gene unterscheiden sich in ihrer gewebsspezifischen Expression. Erstaunli-
cherweise entwickeln Mause, denen man das Ren-2°-Gen in ein Ren-1°- Hintergrund
integriert, keine Hypertonie. Integriert man dieses Ren-2%-Gen in das Rattengenom,

entwickeln diese Ratten einen arteriellen Hypertonus'>4%4',

Wahrend homozygote Ren2-TG Ratten systolische Blutdruckwerte bis zu 300 mmHg
entwickeln und ohne antihypertensive Therapie eine hohe Mortalitat aufweisen, entwi-
ckeln heterozygote Ratten ab der flinften Lebenswoche hypertone Werte und erreichen
in der zehnten Lebenswoche Werte bis zu 240 mmHg*2. Normalerweise liegt die héchs-
te Expressionsrate des Reningens in der Niere vor. Bei diesem transgenen Rattenmo-
dell waren die Expressionsraten in der Niere niedriger. Die hdchsten Renin-
Expressionswerte lagen in der Nebenniere vor. Man fihrt die Herunterregulation auf ei-
nen negativen Feedback-Mechanismus durch die hohen Spiegel in der Nebenniere zu-
riick®®. Die Plasmaspiegel fiir Renin, Angiontensin |, Angiotensin Il und Angiotensino-

gen entsprechen denen normotensiver Ratten oder sind niedriger****. Die Komponen-
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ten des RAAS, die in diesem Modell im Plasma erhdéht sind, sind das Prorenin und in
den ersten Wochen auch das Mineralokortikoid Aldosteron'. Untersuchungen der kar-
dialen Genexpression fanden erhdhte Renin-mRNA-Spiegel®. Die pro-Renin-Spiegel
im Blutplasma sind erhdht. Das Gewebe-RAAS scheint hier eine entscheidende Rolle
zu spielen und weniger das sogenannte zirkulierende RAAS.

Die Herzen dieser hypertensiven Ratten zeigen eine Hypertrophie des Herzens mit
vermehrter Fibrose auf. Letztere ist nicht nur auf den arteriellen Hypertonus, sondern
auch auf davon unabhangige Effekte des RAAS zuriickzufithren®®. Fiir eine vom Blut-
druck unabhangige Rolle spricht die viel starkere kardiale Dysfunktion der Ren2-TG im
Vergleich zu den spontan hypertensiven Ratten (SHR), die &hnlich hohe Blutdruckwerte
aufweisen?’. So filhren ACE-Hemmer in geringer Dosierung zu einer Regression der
Hypertrophie bei nur geringer Blutdrucksenkung, wobei andere Antihypertensiva auch

bei starkerer Blutdrucksenkung nicht zu diesen kardioprotektiven Effekten flihren*?®,

In der Arbeit von Zolk et al. konnte in Herzen von Ren2-TG eine reduzierte Phos-
pholamban- und SERCA2a- Expression nachgewiesen werden. Diese fihrt zusammen
mit einer Herunterregulation der B-adrenergen Signalkaskaden zu einer verminderten
cAMP-vermittelten Phosphorylierung des SERCA2a-Modulatorproteins Phospholamban
und damit zu einer stirkeren Hemmung des SERCA2a-vermittelten Ca*
Transportes*®. Das ging nicht nur mit einer verminderten SERCA2a-Proteinexpression
einher, sondern auch mit einer Erhéhung der Proteinspiegel des sarkolemmalen NCX.
In diesen Ratten kommt es zu einer diastolischen Dysfunktion, die mit einer gestdrten
Ca?*-Homéostase einhergeht. Durch die Gabe von Eprosartan, einem AT;-Rezeptor-
Antagonisten, verbessert sich die diastolische Dysfunktion durch Normalisierung der SR
Ca®*-Aufnahme in Kardiomyozyten unabhéngig von den durch AT;-Blockade vermittel-
ten Effekten auf den Blutdruck und die kardiale Fibrose™.

An Ren2-TG erhobene Befunde weisen auf eine gestdrte kardiale Ca?*-Homdostase
hin, welche an einer linksventrikularen Dysfunktion beteiligt ist. Anzumerken ist aller-
dings, dass die bei Ren2-TG nachgewiesenen Veranderungen der Ca?*-Homdostase in
der Literatur nicht einheitlich beschrieben sind. Zobel et.al konnten entgegen ihren ei-
genen Erwartungen keinen Unterschied der SERCA2a-Aktivitat bei Ren2-TG im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe normotensiver Sprague-Dawley Ratten nachweisen®'.
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1997 konnte zum ersten Mal ein SERCA2-transgenes Tiermodell erzeugt werden. Es
wurde das SERCA2a-Gen der Ratte in das Mausgenom der Linie CJ5 integriert. Die
Arbeitsgruppe um Dillmann zeigte, dass bei SERCA2-heterozygot-transgenen Mausen
im Vergleich zur nicht transgenen Kontrollgruppe die SERCA2a-mRNA-Spiegel um das
2,6-fache und die Proteinspiegel um das 1,2-fache erhdht sind. Dieses ging mit ver-
starkten Ca®*-Transienten, einer verbesserten Kontraktilitat und Relaxation einher. Die
Expression des Transgens wurde durch den humanen Cytomegalovirus immediate
early enhancer (hCMV-enhancer) geleitet. Dieser wiederum ist an den beta-Actin Pro-
moter des Huhns (cBA) gekoppelt. Auf diese Sequenzen folgt die SERCA2-cDNA. Das
MRNA-Transkript des Transgens besteht demzufolge aus dem ersten Exon des beta-
Actin des Huhns, welches transkribiert aber nicht translatiert wird, und den SERCA2a-
Exons. Das Intron des beta-Actins des Huhns und die zwei SERCA2a-Introns wurden in
das Transgen integriert, da die Inklusion von Introns in Transgenen deren Expression
erhéht. Im Gegensatz zur Mauslinie CJ5 wies die Mauslinie CJ2 allerdings nur 1,5-
fache Erhéhungen der SERCA2a-mRNA auf und wurde unter anderem aus diesem

Grund nicht in weitere Untersuchungen einbezogen.

In der CJ5-Linie wurden 20%-ige Erhéhungen des SERCA2a-Proteins beobachtet. Es
kam zu einer um 43% erhdhten PLN Expression und zu einer um 83% erhdhten NCX
Expression®. Vetter et al. entwickelten mit Hilfe dieses in der Maus approbierten SER-
CA2a-Konstrukts die erste CMV-enhancer-SERCA2-transgene Ratte.

Die 6.3-kb SERCA2a-Expressions-Einheit wurde fur die pronukledre Mikroinjektion in
fertilen Eizellen von Sprague-Dawley-Ratten verwendet, um transgene Ratten zu erhal-
ten. In allen vier Herzkammern fand man erhéhte SERCA2a-mRNA-Spiegel. Des weite-
ren war die Expressionsrate auch in anderen Muskelgeweben wie beispielsweise im
Skelettmuskel, im Zwerchfell und der Speiserdhre erhéht. Die SERCA2a-mRNA Spiegel
des linken Ventrikels SERCA2-heterozygoter transgener Ratten waren statistisch signi-
fikant um das 1,5-fache erhéht. Die Proteinspiegel waren um 26% erhéht®®. Die benefi-
taren Effekte des SERCA2-Transgens auf die kardiale Funktion bei Ratten konnten bis-

her sowohl bei Hypothyreose als auch bei Diabetes Mellitus gezeigt werden>**°.
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1.6 Geschlechtsspezifische Unterschiede kardiovaskularer
Pathologien

Nicht nur bezliglich der Inzidenz und Pravalenz der Hypertonie wie auch der Herzinsuf-
fizienz bestehen Unterschiede zwischen den Geschlechtern, sondern auch bezlglich
der Auspragung der Endorganschaden und Formen der Herzinsuffizienz. Beispielswei-
se entwickeln Frauen mit Aortenklappenstenose bei gleicher mechanischer Belastung

eine gering gradigere Herzinsuffizienz als Manner®*’,

Trotz der hohen Pravalenz der diastolischen Dysfunktion in der weiblichen Bevdlkerung,
wird dieser Form der Herzinsuffizienz weniger Aufmerksamkeit zuteil als der bei Man-
nern mittleren Alters vorherrschenden systolischen Dysfunktion®®. Derzeit existieren nur
wenige Arbeiten, die die zellularen Mechanismen der Herzinsuffizienz im Geschlechter-
vergleich herausgearbeitet haben. Aus Arbeiten an Herzen herzinsuffizienter Patienten,
die nach der Explantation vor einer Herztransplantation untersucht wurden sowie deren
Spenderherzen geht hervor, dass sowohl bei Frauen als auch bei Mannern die Ca®*-
Homdostase im Vergleich zu Gesunden beeintréchtigt ist. Auf molekularer Ebene konn-
ten Unterschiede im Grad der Phosphorylierung des Phospholambans (PLN) nachge-
wiesen werden. In beiden Gruppen kam es zu einer reduzierten SERCAZ2a-
Proteinexpression, die wiederum mit einer verminderten Ca?*-Aufnahme in das SR ein-

herging *°.

1.7 Gentechnische Beeinflussung kardialer Pathologien

Durch die fortschreitenden Kenntnisse Uber die Physiologie des Herzens und die Regu-
lation der in Signalkaskaden, bei der Aktionspotentialgenerierung und der Kontraktion
und Relaxation beteiligten Proteine bei tierexperimenteller aber auch humaner Herzin-
suffizienz, haben sich in den letzten Jahren drei groBe Angriffspunkte zur gentechni-
schen Beeinflussung herauskristallisiert: die B-adrenerge Signalkaskade, die kardialen

lonenkanéle und die bei der elekiro-mechanischen Kopplung beteiligten Proteine.

Diese Veranderungen kénnen zu einer Hochregulation aber auch zu einer Herunterre-
gulation der Expression eines entsprechenden Proteins flhren. In Zellen insuffizienter
Herzen konnte ein Ca?*-Leck aus dem SR nachgewiesen werden, welches auf eine
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verminderte Interaktion zwischen dem Ryanodinrezeptor und dem FK-506 bindenden
Protein FKBP12.6 zuriickgefiihrt wird®®. Durch eine Uberexpression des FKBP12.6 mit-
tels eines adenoviralen Vektors kam es zu einer starkeren Kontraktion isolierter Myozy-
ten und erhdhter Ca®*-Transienten®'. Die Frage, ob diese auf den ersten Blick giinstigen
Effekte auch im Hinblick auf den Langzeitverlauf und potentielle Nebenwirkungen wie
die Entwicklung von Arrhythmien Bestand haben, ist derzeit nicht zu beantworten.

Nachdem 1994 durch die Arbeiten von Milano eine verbesserte kardiale Funktion (.-
transgener Mause festgestellt wurde, konnte acht Jahre spéater durch virale Vektoren
eine verbesserte Regeneration ischdmisch geschadigter Herzen gezeigt werden®?¢.
Auf welchem schmalen Grat man sich bei dieser Uberexpression bewegt, zeigt die Ar-
beit von Ligget, der in einem viel hdheren MaBe das Gen des B-adrenergen Rezeptors
in Mausen exprimieren lieB. Diese Uberexpression filhrte gehauft zur Herzinsuffizienz®.
Bei einer Uberexpression des SERCA2a-Gens, sei es als Transgen oder mit Hilfe vira-
ler Vektoren, wirde man einen gesteigerten bathmotropen wie auch einen gesteigerten
lusitropen Effekt erwarten. So konnte nach viralem Transfer nicht nur eine erhéhte
SERCAZ2a-Aktivitat nachgewiesen werden, sondern sowohl eine Erhéhung des aus dem
SR freigesetzten Ca®* als auch wie eine Relaxationsbeschleunigung und eine damit
einhergehende Verringerung des diastolischen Kalziumgehalts beobachtet werden®>®.
Die erste Phase-lI-Studie, welche eine sichere SERCA2-Gentherapie bei Patienten mit
fortgeschrittener Herzinsuffizienz aufzeigte, wurde 2011 abgeschlossen®’. Einem ande-
ren Ansatz sind Suckau et al. gefolgt. Sie konnten an einem Tiermodell der Herzinsuffi-
zienz die benefitaten Effekte auf die kardiale Funktion mittels Herrunterregulierung der

Genexpression des SERCA2-Inhibitors PLN aufzeigen®®.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Zwei bis drei Prozent der Bevélkerung leiden an chronischer Herzinsuffizienz. Die Halfte
der Patienten stirbt innerhalb der ersten vier Jahre nach Diagnosestellung. In der tber-
wiegenden Zahl der Falle fliihren koronare Herzkrankheit und/oder arterielle Hypertonie
zur chronischen Herzinsuffizienz. Die arterielle Hypertonie stellt mit einer Pravalenz von
20% ein haufiges Krankheitsbild dar. Stérungen der kardiomyozytiren Ca®-
Homdostase spielen bei der durch die arterielle Hypertonie bedingten Drucklber-
lasthypertrophie und der sich daraus entwickelnden Herzinsuffizienz eine zentrale Rolle.
An der Ca®-Regulation der Herzmuskelzelle ist maBgeblich die Ca**-ATPase SER-
CA2a des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) beteiligt, welches die zentrale Organel-
le fir die Speicherung und Freisetzung von Ca?* in der Herzmuskelzelle ist. Eine redu-
zierte bzw. ungeniigend angepasste SERCA2a-Expression und/oder ein unzureichen-
der SERCA2a-katalysierter Riicktransport von Ca** aus dem Zytosol in das Lumen des
SR sind funktionell bedeutsam fiir die Pathogenese der chronischen Herzinsuffizienz.
Daher scheinen Interventionen zur Verbesserung der SERCA2a-vermittelten Ca?'-
Transportaktivitat des SR geeignet zu sein, wichtige Prozesse wie Kontraktilitat, Relaxa-
tion, elektromechanische Koppelung und Genregulation in chronisch druckiiberlasteten
Herzen langfristig positiv zu beeinflussen®"°. Potentiell praventive und therapeutische
Ansatze in die gestdrte kardiale Ca**-Homdostase bei sich entwickelnder bzw. termina-

ler Herzinsuffizienz einzugreifen, sind bisher nicht hinreichend erforscht.

Deshalb war es Ziel dieser experimentellen Arbeit zu untersuchen, ob die zusatzliche
kardiale Expression eines SERCA2-Transgens in hypertensiven, Renin-transgenen Rat-
ten Einfluss auf die linksventrikuldre Hypertrophie, die kardiale Expression von Hyper-
trophie-Biomarkern sowie die Expression und Funktion des SERCA2/Phospholamban-
Systems des SR hat. Entsprechend wurden vergleichende Untersuchungen an links-
ventrikuldren Herzmuskelproben von 30 bis 34 Wochen alten mannlichen heterozy-
goten Renin-transgenen Ratten (Ren2-TG) und entsprechenden Proben doppelt trans-
gener SERCA2/Ren2-Tiere (SERen-dTG) durchgefiihrt. Als Kontrollgruppe dienten
linksventrikulare Proben von normotensiven nicht-transgenen Ratten gleichen Alters
und Geschlechts. Um zusatzliche Daten zu mdglichen geschlechtsspezifischen Einflis-

sen in den untersuchten Tiermodellen zu gewinnen, wurden ausgewahlte Untersuchun-
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gen auch an linksventrikularen Proben von gleichaltrigen weiblichen Ren2-TG und SE-
Ren-dTG vorgenommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewebeproben

Die Untersuchungen wurden an asservierten und bei -80 °C bzw. -20 °C gelagerten
Gewebeproben (Herz und Schwanzspitze) durchgefihrt. Diese Proben stammten aus
fr0heren Versuchsvorhaben der Arbeitsgruppe. Bei Enthnahme waren die Tiere 30 bis 34
Wochen alt. Die Ratten wurden im Tierhaus der Charité Berlin, Campus Benjamin Fran-
klin, gehalten. Es wurden vom Landesamt fiir Landesschutz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit Berlin die Versuche (T0066-98,00139/05) genehmigt. Die Tiere
erhielten eine Standardrattendiat Altromin C1000 (Fa. Altromin, Lage/ Lippe, Deutsch-
land) sowie Wasser ad libitum und wurden in Kafigen aus Makrolon (MaBe 590 x 380
mm, 200 mm Hoéhe, einem Standarddeckel von EBECO) gehalten. In den klimatisierten
Raumen mit kiinstlichem Tag-Nacht-Beleuchtungszyklus (Licht von 9-21 Uhr) und rela-
tiver Luftfeuchtigkeit von 25% betrug die Raumtemperatur 20 °C. Die Hypertonie der
homozygoten Ren2-TG-Zuchtbécke wurde mit ACE-Hemmern (Ramipril 3,5 pg/Liter )
behandelt. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte an narkotisierten Tieren.

2.2 In vitro Methoden zur Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte in vier Schritten: Isolierung der DNA aus Rattenschwanz-
biopsien, Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Photometrie und im Anschluss
erfolgten PCR und Gelelektrophorese. Im Folgenden sind die einzelnen Schritte erlau-
tert.

2.2.1 Genomische DNA-Isolierung

Um genomische DNA aus eukaryontischen Zellen des Rattenschwanzbioptats zu ge-
winnen, erfolgte die Trennung der Nukleinsduren von den Proteinen durch die Ausfal-
lung eines unléslichen DNA-Niederschlags. Die Ausfallung der DNA erreicht man durch
die Prasenz monovalenter Kationen und einer Alkohollésung. Das entsprechende DNA-
Pellet wurde im AnschluBB durch Zentrifugation gewonnen. Im Einzelnen wurde wie folgt
vorgegangen: Die Rattenschwanzspitzen wurden Uber Nacht mit 700 ul Lysepuffer (400
mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,2% SDS und 20 mM Tris pH 8,0) und 35 pl Proteinase K- L6-
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sung 10 mg/ml (Boehringer, Mannheim) bei 55 °C inkubiert. Ethylendiamintetraessig-
saure (EDTA) bindet als Chelatkomplex di- und héhervalente Kationen. Hierdurch wer-
den divalente Kationen-abhangige Enzyme wie DNasen inaktiviert. Das ionische Deter-
gens Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert Proteine. Mit einer Spaltspezifitat C-
terminal von hydrophoben, aliphatischen und aromatischen Aminosauren werden Prote-
ine mittels der zugesetzten Proteinase K bei langer Inkubationszeit bis hin zu freien
Aminosauren gespalten. Zum oben genannten Ansatz mit verdauten Proteinen wurden
500 ul Phenol/Chloroform hinzugegeben, die Lésung wurde mehrfach tber Kopf ge-
schittelt, anschlieBend bei 4 °C und 13.000 rpm (Biofuge fresco Rotor #3328, Fa. He-

raeus Instruments) 25 Minuten lang zentrifugiert.

Phenol inaktiviert die Proteinase K und denaturiert die restlichen Proteine. Auch Chloro-
form hat eine denaturierende Wirkung auf Proteine, stabilisiert aber auch die instabile
Phasengrenze zwischen der Phenolphase und der Nukleinsdure-Lésung. Der resultie-
rende DNA-Uberstand wurde entnommen und mit 700 ul Isopropanol (-20 °C) und 70 pl
Natriumacetat 3 M pH 7,0 vermischt. Dieses Gemisch wurde eine Stunde lang bei — 20
°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch 15 min lang bei 4 °C und 10.000 rpm
(Biofuge fresco Rotor #3328, Fa. Heraeus Instruments) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig mit Vakuum abgesaugt und 500 pl eiskaltes 70%iges Ethanol zum Pel-
let pipettiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4 °C und 13000 rpm wurde der
Uberstand abgesaugt und das Pellet Iuftgetrocknet. Da wasserlésliche Substanzen im
Uberstand geldst bleiben, findet neben der Konzentrierung eine Reinigung statt. Die
nun isolierte, gereinigt vorliegende DNA wurde in 50 ul TE-Puffer (10mM Tris/HCI, 1mM
EDTA, pH 7,6) gelést und bei 4 °C gelagert.

2.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Far die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Absorption der Nukleinsauren
bei 260 nm in einer Quarzkivette (UV-VIS Spektrophotometer UV-1202, Fa. Shimadzu)
gemessen. Eine 50ug/mL doppelstrangige DNA enthaltende Lésung weist bei 260 nm
und 1 cm Schichtdicke eine optische Dichte (OD) von 1 auf.

Dieser Wert und die gemessene optische Dichte der Proben wurde flir die DNA-

Konzentrationsbestimmung herangezogen. Da Proteine ein OD-Maximum von 280 nm
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haben, ist der OD260/0D280-Quotient ein MaB fir die Reinheit der DNA-LOsung. Fir
die photometrische Messung bei 260 und 280 nm wurde die DNA-Probe 1:50 in TE-
Puffer verdinnt. Fir die Berechnung der DNA-Konzentration wurde folgende Formel

verwendet:

c[pg/ml=0ODxV x F

(F:  Multiplikationsfaktor fir dsDNA:50, V: Verdinnungsfaktor, OD :  Absorption bei
260 nm, c:  Konzentration der Ausgangslésung).

2.2.3 PCR

Fir die PCR-Ansatze wurden die DNA-Proben verwendet, welche 5 pg DNA enthielten.
Abhangig von der jeweiligen DNA-Konzentration wurden 2 pl bis 5 pl DNA-Lésung auf
100 pl mit Aqua dest. verdinnt, sodass sich eine DNA Konzentration von 50 ng/pl

ergab. Von o.g. Lésung wurden 25 pl fir einen PCR-Ansatz eingesetzt.

Dartber hinaus enthielt ein PCR-Ansatz die Positiv-Kontrolle, ein weiterer die Negativ-
Kontrolle. Fur die PCR wurden Puffer, dNTPs, MgCI2, Sense-Primer, Antisense-Primer
und die Tag- Polymerase verwendet. Abb. 2.1 zeigt die Primersequenzen.
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CMYV351:5 Antisense-Primer

A

5"---ATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCC----ACATGACCTTATGGGACTTTCCTAC--3°

3"---TAATGCCCCAGTAATCAAGTATCGG--TGTACTGGAATACCCTGAAAGGATG--5"

5 --——-ATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCC

v

CMVIE71:5 Sense-Primer

Teilsequenz (MmREN2)27 Primer:

(mRen2) 27 Antisense- Primer

A

CGGAGATACTCAGGAGACTGA--5’

5"-CAAAGTCATCTTTGACACACAGGGG--sensestrang--GCCTCTATGAGTCCTCTGACT-3"

3 -GTTTCAGGAGAAACTGTGTGTCCCC-antisensestrang-CGGAGATACTCAGGAGACTGA-5"

v

(mRen2) 27 Sense-Primer

Teilsequenz CMV-Immediate- Early Enhancer ( fiir das SERCA2-Transgen)

Abb. 2.1: Primersequenzen fir den Nachweis des SERCA2-Transgens und des murinen Renin-

Transgen.

Die Abbildung zeigt die Sequenzen des Sense und Antisense Primer des zu amplifizierenden
Abschnitts (Teilsequenz des humanen CMV-Immediate Early Enhancer zwischen den Basen-
paaren 119 und 422 auf dem SERCA2-Transgen) sowie die Sequenzen des Sense und Anti-
sense Primer des zu amplifizierenden Abschnitts des Renin-Transgens (MREN2)27.
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Jeder PCR- Ansatz enthielt:

Komponenten ul pro Ansatz

10x Puffer (160 mM (NH4)2>SO4. 0,1% Tween 20, 2,500
670 mM Tris-HCI, pH 8,8 bei 25°C)

dNTPs (je 10 mM dATP, dTTP, dCTp, dGTP) 0,250
50 mM MgCl» 0,750
10 uM Primer Sense 0,625
10 uM Primer Antisense 0,625
Taq Polymerase ( 5U/ul) 0,100
Aqua dest. 20,100
DNA 1,000
Gesamtvolumen 50,000

Ein Zyklus lief folgendermaBen ab.

Vordenaturierung 94 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30 sec
Annealing: SERCA2a/mREN2-Primer 63,5/60 °C 1 min
Elongation 72 °C 30 sec.

Die Annealingtemperatur richtet sich nach dem Primer, daher wurden bei den verschie-
denen Primern unterschiedliche Temperaturen verwendet. Die terminale Elongation
dauerte 6 min bei 72 °C. Nach Beendigung der PCR wurden die Proben bis zur Elekt-
rophorese bei 4 °C gelagert.

Denaturierung, Annealing sowie die Elongation werden als ein Zyklus betrachtet. Pro
Zyklus wird die Anzahl an DNA-Molekilen um das 1,6 bis 1,7-fache erhéht.

2.2.4 DNA-Elektrophorese

Fir die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte wurde ein 1,5%-iges Mini-
Agarosegel benutzt. Fur die Herstellung wurden 0,75 g Agarose, 50 ml 1x TAE- Puffer
(40 mM Tris; 0,11% v/v Eisessig; TmM EDTA; pH 8,0) gel6st. Zur vollstandigen Lésung
der Agarosepartikel wurde die Lésung 3x 1 min bei 600 Watt in einer Mikrowelle
(Micromat; Fa. AEG, Frankfurt) erhitzt. Nach AbkUhlung der Lésung auf ca. 60 °C wur-
den 2,5 pl Ethidiumbromid zur Lésung hinzugeflgt und in den 6-8 mm dicken Gelschlit-
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ten der Elektrophoresekammer (BIO-RAD Mini Sub Cell GT, Hercules California, USA)
gegossen. Das Ethidiumbromid lagert sich als Interkalator zwischen die Basen der dop-
pelstrangigen DNA. Der entstehende Ethidiumbromid-Nukleinsaure-Komplex emitiert
nach UV-Anregung rot-oranges Licht. Die DNA erscheint als leuchtende Bande. Hier-
durch ist eine Detektion von bis zu 5 ng doppelstrangiger DNA (dsDNA) mdglich. Im
Gelstand wurde das Gel gegossen, in die Kammer (BIO-RAD Mini Sub Cell GT, Her-
cules California, USA) eingesetzt. Durch Einsetzen des Kammes (12 zahnig, 1 mm) hat-
te das nun feste Gel 12 Taschen fir je 40 pl Volumen, welche dann mit TAE-Puffer ge-
fallt wurden. Zu 25 ul DNA-Probe aus der PCR wurden 5 pl 6x TE- DNA- Ladepuffer (60
mM Tris- HCI, 6mM EDTA, pH 7,4; 40% w/v Saccharose; 0,25 % w/v Bromphenolblau)
pipettiert. Aus der erhaltenen Lésung wurden je 10 pl in eine Geltasche pipettiert. Je
eine Geltasche eines Gels enthielt auBerdem 4 ul 100bp DNA- Leiter, 8 ul Plasmid
DNA, 10 ul der positiven Kontrolle und 10 pl der negativen Kontrolle. Die elektrophoreti-
sche DNA-Auftrennung erfolgte in 5 min bei 55 Volt und anschlieBend 45 min bei 75
Volt.

2.3 SR Ca*-Transportaktivititsmessung

2.3.1 Membranpraparation

Die Membranfragmente wurden bei 4 °C aus 50-100 mg pulverisiertem ventrikularem
Gewebe isoliert. Die Homogenisierung erfolgte drei Mal fiir je 10 s bei 21.000 U/min in
1,5 ml hypertonem Homogenisationspuffer (0,75 M KCI, 1 mM EDTA, 0,2 mM Dithioth-
reitol (DTT), 15 mM NaF, 0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 5 mM Histi-
dine-HCI pH 7,4) mittels eines Brinkmann Polytron PT 3000 Homogenisators (Kinemati-
ca,Littau/Luzern, Schweiz). Das Homogenat wurde 20 min bei 2 °C und 150.000 g
(Beckmann OPTIMA Ultracentrifuge, Rotor Tl 100.3) zentrifugiert. Das Pellet wurde
rehomogenisiert und wie vorher zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde anschlieBend
in einem Glas-Teflon-Potter in hypotoner Lésung (10 mM Hisitidin pH 7,4 und 0,1 mM
PMSF) homogenisiert und erneut wie vorher zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 mM
Sucrose und 10 mM Histidine-HCI resuspendiert und bei -80 °C gelagert. Die Proben-
konzentration betrug 3-6 mg/ml.
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2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Lowry Methode. Je 0,1 ml der Membranpra-
parate wurden zusammen mit je 0,1 ml 2 N NaOH bei 100 °C 10 min lang hydrolisiert
und dann weitere 10 min lang bei Raumtemperatur gekihlt. Zu den 0,2 ml wurde 1 ml
sogenanntes Complex-Forming-Reagent Gemisch pipettiert. Dieses wurde frisch ange-
setzt, indem man 2% (w/v) Na>COs, 1% (w/v) CuSO4 und 2% Na-K-Tartrat im Volumen-
verhaltnis 100:1:1 mischte. Dann wurde 0,1 ml Folin-Reagenz(Fa.) hinzu pipettiert, alles
durchmischt und 40 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. 230 pl jeder Probe wurden
pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Mikroplattenreader iMark, Fa. Bio-Rad) pipettiert
und die Extinktion bei 750 nm gemessen. Die Eichkurve wurde mittels Reihenverdln-
nung einer Rinderserumalbumin-Eichlésung (0,125-3 mg Protein/ml) ermittelt. Anhand
der Eichkurve und der gemessenen Extinktionswerte der Proben wurde die entspre-
chende Proteinkonzentration ermittelt.

2.3.3 Oxalat-stimulierter Ca**-Transport

Die Messung des SERCA2a-katalysierten, oxalat-stimulierten “*Ca®*-Transports in
Membranpraparaten  erfolgte  mittels der sogenannten  Millipore-Vakuum-
Filtrationsmethode unter Nutzung radioaktiv-markiertem *°CaCl, wie unter Vetter et al.
im Detail beschrieben”’. Das Reaktionsmedium (250 pl) setzte sich wie folgt zusam-
men: 40 mM Imidazol (pH 7,0), 100 mM KCI, 5 mM MgCly;, 5 mM Tris-ATP, 6 mM
Phosphokreatinin, 10 mM NaN3, 0,2 mM EGTA, 0,25 mM **CaCl, , 10 mM K-Oxalat mit
oder ohne 20 uM Ruthenium Rot. Dieses Gemisch wurde 2 min bei 37 °C inkubiert.
Durch die Zugabe von 10 ul Membransuspension (3 mg Protein/ml) zum Reaktionsme-
dium wurde die Reaktion gestartet. Nach 1 und 3 min wurde die Reaktion durch Vaku-
umfiltration von je 75 pl Reaktionsgemisch beendet. Durch die Vakuumfiltration wird das
Reaktionsmedium von den Membranvesikeln getrennt, die auf den Membranfiltern (ME
25 Membranfilter, Zellulosemischester, 0,45 uM PorengrdBe, Fa. Whatman GmbH) ver-
bleiben. Zur Entfernung von extravesikular befindlichen *°CaCl, wurden die Filter sofort
zweimal mit 3 ml eiskalter Stoplésung (100 mM KCI, 2 mM EGTA, 40 mM Imidazol pH
7,0) gewaschen. Die Filter wurden mit einer Flachpinzette in Szintillatorréhrchen gege-
ben und bei 60 °C eine Stunde getrocknet. AnschlieBend wurden 5 ml Szintillationsflls-

sigkeit (Liquid Scintillator Irgasafe Plus, Zinsser Analytic, Frankfurt, Deutschland) zuge-
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geben, verschlossen und die Radioaktivitat der Proben in einem Flissigkeits-
Szintillationszahler (TRI-CARB 2200 CA, Fa. Packard BioScience GmbH, Dreieich) ge-
messen. Um die spezifische **Ca-Radioaktivitat zu ermitteln, wurde die totale *°Ca®*-
Radioaktivitat in 5 ul Reaktionsgemisch zusatzlich 3-fach gemessen.

2.4 Genexpressionsanalyse

2.4.1 RNA-Isolierung

Aus circa 100 mg in N2 schockgefrorenen und bei -80 °C gelagerten Gewebeproben
des linken Ventrikels wurde die RNA mit der sogenannten Einschrittmethode nach
Chomczynski und Sacchi isoliert’?. Dazu wurde die monophasische Lésung TRIzol (Fa.
InVitrogen, Karlsruhe) benutzt. Diese Ldésung besteht aus Chloroform und Phenol im
Verhaltnis 1:1 und Guanidinisothiocyanat (GTC). Letzeres ist ein chaotropes Salz, wel-
ches Proteine denaturiert und daher auch RNAsen inaktiviert. Es entstehen zwei Pha-
sen. Durch das im TRIzol enthaltene Phenol und Chloroform entsteht eine Proteine und
Lipide enthaltende untere Phase und eine obere die RNA enthaltende wassrige Phase.
Die groBeren DNA-Fragmente sammeln sich nach der Zentrifugation in der nun ent-
standenen Interphase. FUr das Homogenisieren wurden in einem sterilen Polypropylen-
Réhrchen (Durchmesser 18 mm, Lange 95 mm; Fa. Greiner) die Proben in 1 ml TRIzol
mit dem Polytron-Homogenisator (Polytron PT 10/35 mit Schaft PT-DA 3007/2; Fa. Ki-
nematica AG, Littau-Luzern, Schweiz) homogenisiert. Es wurde 3 x 30 sec bei ca.
19.000 U/min homogenisiert. Zwischen den einzelnen Homogenisationsschritten wur-
den die Proben 30 sec auf Eis gestellt.

Die fertigen Proben wurden in ein 2 ml Eppendorfgefa3 Gberflhrt und zwecks Phasen-
trennung kurz auf Eis gestellt. Um eine vollstandige Lyse der Proben zu erreichen, wur-
de anschlieBend 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde pro Réhrchen 0,2
ml Chloroform (Fa. Merck,Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Nach kurzer Durch-
mischung wurden die Proben 15 min bei 12.000 U/min bei 4 °C zentrifugiert (Bio fuge
Rotor #3328, Fa. Heraeus Instruments). Die obere wassrige RNA-haltige Phase wurde
abpipettiert und in ein neues 2 ml Eppendorf-GefaB tberfihrt. In dieses Réhrchen wur-
den je 0,5 ml eiskaltes (-20 °C) Isopropanol pipettiert. Nach kurzem Durchmischen wur-
den die Proben 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und im AnschluB3 erneut 10 min
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bei 120.000 U/min und 4 °C zentrifugiert, um das Pellet der ausgefallenen RNA zu ge-

winnen.

Der resultierende Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 1,5 ml eiskaltem
(-20 °C) 75% Ethanol gewaschen. Es wurde bei 12000 U/min bei 4 °C 10 min zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, und die EppendorffgefaBe anschlie-
Bend zum Trocknen fir ca. 10 min bei Raumtemperatur offen stehen gelassen. Das
Pellet wurde in 40 pl Aqua dest. aufgenommen. Um eine vollstandige Lésung der RNA
zu erreichen wurden die Réhrchen danach fir 10 min bei 55° C inkubiert und im An-
schluss kurz auf Eis gestellt. Die RNA-Proben wurden bei -80°C bis zur weiteren Ver-
wendung gelagert.

Um die RNA-Konzentration zu messen, wurden 2 pl der RNA-L&sung 1:50 in HxO ver-
dinnt. Die optische Dichte der verdinnten L6sung wurde spektrophotometrisch bei ei-
ner Wellenldnge von 260 und 280 nm gegen einen H,O-Leerwert gemessen (UV-VIS
Spektrophotometer UV 1202, Fa. Shimadzu, Duisburg, Deutschland).

Die Berechnung der RNA-Konzentration der Proben erfolgte mit Hilfe folgender Formel :
RNA (ug/ml)= OD260* 40 *VF (OD 260: Extinktion bei 260 nm; VF: Verdinnungsfaktor;
Multiplikationsfaktor 40: Die Extinktion einer RNA-L6sung mit 40 ug RNA/mI betragt 1
(40 pg/ml entspricht einer Extinktion von 1).

2.4.2 Qualitatspriifung
2.4.2.1 Gelelektrophorese

Bei der Uberpriifung der RNA-Qualitét ist insbesondere auf eine mégliche Degradation
der isolierten RNA zu achten. Diese erkennt man leicht nach elektrophoretischer Auf-
trennung der RNA in Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen in Form von sogenannten
Abbaubanden. Hat keine Degradation der RNA stattgefunden, sieht man nach abgelau-
fener Elektrophorese nur Banden ribosomaler 18S und 28S RNA, welche den Hauptteil
der zellularen RNA ausmachen. Alle anderen Bande sind in der Regel Abbaubanden.
Prinzipiell wurde die Agarosegelelektrophorese wie unter 2.2.4 fir die DNA-
Elektrophorese beschrieben durchgefiihrt. Fir die elektrophoretische Auftrennung der

RNA wurde ein 1%-iges Agarosegel verwendet, fir dessen Herstellung 1,5 g Agarose,
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108 ml Dieethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes autoklaviertes H>O, 15 ml 10x
MOPS-Puffer und 27 ml Formaldehyd benutzt wurden. Der Probenpuffer enthielt 10x
MOPS-Puffer, 37%-iges Formaldehyd und Formamid im Verhaltnis 2:3:10. Hierin wurde
die RNA im Verhaltnis 1:5 verdinnt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 65
V flr 4-6 Stunden.

2.4.2.2 Mikrochip- Kapillarelektrophorese

Zusatzlich wurde die RNA-Qualitat mit Hilfe der Mikrochip-Kapillargelelktrophorese ge-
pruft. Die Mikrochip-Kapillargelelektrophorese beruht auf demselben Prinzip wie die
konventionelle Gelelektrophorese. Dieser Mikrochip enthélt einen Verbund von Mikro-
kapillaren durch die wahrend der Elektrophorese die RNA-Fragmente laufen. Durch die
gréBere Oberflache im Verhaltnis zum Gelvolumen kann die bei der Elektrophorese
entstandene Energie besser abgefihrt werden. Daher kdnnen héhere Spannungen an-
gelegt werden, wodurch sich die Laufzeit reduziert. Diese Chips werden in ein an einen
Rechner angeschlossenes Kapillar-Elektrophoresegerat gegeben, welches mittels La-
ser die farbstoffmarkierte RNA detektiert und auf Grund der Laufzeit die Gr6Be berech-
net. Das erhaltene Kaplillarelektrophoreseprofil der Proben kann vom PC-Programm als
Elektropherogramm dargestellt und mit der dazugehérigen Software bearbeitet werden,
sodass auch das Bild eines konventionellen Agarose-Elektrophorese-Gels erhalten
wurde. Fir diese Untersuchungen wurden RNA LabChip und RNA 6000 Nano Assay
und Agilent 2100 Bioanalyzer (Fa. Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)
benutzt. Proben und Reagenzien wurden in die Glaskanale des Chips pipettiert. Grund-
satzlich wurde mit den Materialien und nach den Angaben des RNA 6000 Nano Assay

Protocol (Edition November 2003) gearbeitet.

2.4.3 Reverse Transkription

Das sogenannte ,Umschreiben® von RNA in DNA, also die Reverse Transkription, stellt
den ersten der drei Schritte einer ,Real-Time ReverseTranskriptase PCR®, auch als
,<quantitative RT-PCR" bezeichntet, dar. Als cDNA bezeichnet man die zur RNA einer
Zelle komplementare DNA, die mittels eines Enzyms mit reverser Transkriptase-
Aktivitat synthetisiert wird. In dieser Arbeit wurde eine rekombinant hergestellte M-MuLV
(Moloney Maus Leukamie Virus) Reverse Transkriptase verwendet. Der Vorteil dieses
Enzyms im Gegensatz zur friher viel verwendeten AMV-reversen Transkriptase ist ihre
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geringere RNAse H-Aktivitat. Da es hierdurch zu einem geringeren RNA-Abbau durch
das M-MuLV-Enzym kommt, kénnen bis zu 9 kb groBe RNA-Fragmente umgeschrieben
werden. Die Reverse-Transkriptase Reaktion wurde mittels des sogenannten First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) durchgefiihrt.
Im einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: 2 ug der gewonnenen und gereinigten RNA
sowie 1 pl oligo (dT)-18 Primer (0,5 pg/ul) wurden mit DEPC-Wasser auf ein Endvolu-
men von 11 pl aufgeflllt. Die Proben wurden zunéchst 5 min bei 70 °C inkubiert. So-
dann wurden zu diesem Gemisch 4 pul 5x ,Reaction buffer”, 1 ul RiboLock TM Ribonuk-
lease Hemmer und 2 pl 10mM dNTP-Mix und 2ul M-MuLV (20ul/ul) Reverse Transkrip-
tase pipettiert. Das Cyclerprogramm der PCR- Maschine flr diese Proben sah folgen-

dermaBen aus:

PCR-Maschinen (Cylcler) Programm:
Schritt 1: 25°C 10 min

Schritt 2: 37 °C 1 Stunde

Schritt 3: 70 °C 10 min

Schritt 4: 4 °C 5 min.

Nach dem Umscheiben wurden die Proben sofort weiter verwendet oder bei -20 °C zur
weiteren Verwendung gelagert.

2.4.4 Primer Design und Standardreihe

Zur Quantifizierung der mRNA nach erfolgter quantitativer RT-PCR wurden zwei Me-
thoden verwendet: sog. Standardreihen-Methode und die - -Ct-Methode. Es mussten
pro untersuchtes Gen flnf verschiedene Primer generiert werden. Zwei Primer dienten
der Herstellung der Standardreihe. Diese mussten DNA-Fragmente per PCR produzie-
ren, an die die nachfolgenden drei Primer binden konnten. Dementsprechend waren
diese ersteren DNA-Fragmente langer als die zu untersuchenden cDNA Abschnitte. Die
letzteren drei Primer sind flr die eigentliche RT2-PCR notwendig. Fur die - -Ct-
Methode, die ohne Standardreihe auskommt, wurden nur diese drei Primer verwendet.
Das Prinzip des Primereinsatzes bei quantitativer PCR wird im Folgenden beschrieben.



Material und Methoden 25

Ein Primer ist fluoreszenzmarkiert und liegt inmitten des zu amplifizierenden cDNA-
Abschnitts. Dieser Primer wird als Sonde bezeichnet. Die anderen beiden Primer sind
fir die Amplifikation eben dieses cDNA-Abschnitts notwendig. Mit Hilfe der Suchma-
schine der Seite http://www.ncbi.nim.nih.gov/guide/ wurde die entsprechende NM
Nummer fir das entprechende Gen fir Ratus norvegicus (z.B. Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase HPRT: NM_012583) herausgesucht. Mit dem Programm
BLAST, einem Vergleichsprogramm, wurden die Abschnitte auf dem gesamten Genom
gesucht, die zur Gen-Sequenz komplementar sind. Mit Hilfe des PC-Programms ,Pri-
mer Express“ unter der Option TagMan Probe Primer Design, wurden die geeigneten
Primer gesucht und von der Firma TIB-MOLBIOL (Berlin) bezogen. Die gewahlten Pri-

mer erflillten folgende Kriterien:
1. Schmelztemperatur von 58-60 °C
2. 15-30 Basenpaare lang
3. Guanosin- und Cytosingehalt zwischen 30% und 80 %

4. Vermeidung gleicher Basenabfolge. Vier hintereinander folgende Guaninbasen
galten als unzulassig.

5. 3’-Ende enthielten die letzten flinf Basen weniger als drei Guanin und/oder Cyto-

sinbasen.

6. Das Amplifikat Gberschritt die La&nge von 400 Basenpaaren nicht und lag in der

Regel zwischen 50 und 150 Basenpaaren.
7. Eslagen mehr Cytosin-Basen als Guanosin-Basen vor.
8. Keine Guanosin-Base am 5°-Ende

9. Die Primer lagen auf Exon-Exon-Grenzen (Vermeidung der Amplifikation von
DNA)

Die Sonde sollte folgende Kriterien erfiillen: 23-24 Basenpaare, mehr Cytosin als Gua-

nosin-Basen, keine Guanosin-Base am 5°-Ende, nicht vier gleiche Basen hintereinan-
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der, Schmelztemperatur sollte 10 °C héher sein als die der Primer. Die Primer sollten
moglichst wenig Guanin-Basen enthalten, da diese mit dem Fluoreszenzsignal interfe-
rieren und es abschwéachen. Diese Kriterien konnten bei allen Primern eingehalten wer-

den.

Will man die RT2-PCR mit der Standardreihen-Methode auswerten, ist die Herstellung

einer Standardreihe Voraussetzung.

Die von der Firma TIBMOLBIOL gelieferten Primer wurden direkt nach Lieferung auf
eine Konzentration von 100 pM verdiinnt. Da die Grundzliige der PCR schon im Ab-
schnitt 2.2.3 erklart wurden, soll hier nur das etwas modifizierte Vorgehen kurz darge-
stellt werden. Die vorverdiinnten Primer wurden fir den PCR-Ansatz in einem Verhalt-
nis von 1:10 verdinnt, indem zu 2 pl Primerlésung 18 pul DEPC-Wasser hinzugefligt
wurden. Ferner musste der dNTP-Mix hergestellt werden. Hierfir wurden je 10 pl der
vier NTPs (100 mM) mit 360ul DEPC-Wasser verdiinnt, um eine Endkonzentration von
2,5 mM zu erhalten.

Das 40 ul Endvolumen setzte sich wie folgt zusammen:

Komponente ul pro Ansatz
Puffer 5,0

Primer F (10uM) 1,0

Primer R (10uM) 1,0

dNTP- Mix (2,5mM) 5,0

MgCl, 1,5

H-O 35,0
template cDNA 1,0
Tag-Polymerase 0,5

Nach einer kurzen Zentrifugation wurde die PCR gestartet. Der Cycler war wie folgt

programmiert:

Schritt 1: 95 °C 2 min
Schritt 2: 95°C 30 sec
Schritt 3: 65°C 30 sec
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Pro Lauf (cycle) wurde die Temperatur um 0,5 K gesenkt.
Schritt 4: 72°C 40 sec.
Schritt 5: Schritt 2 bis 4 wurden 29 mal wiederholt.
Schritt 6: 94°C 30 sec
Schritt 7: 55°C 30 sec
Schritt 8: 72°C 40 sec.
Schritt 9: Schritt 6 bis 8 wurden 9 mal wiederholt.
Schritt 10:  72°C 3 min.

Danach wurden die Proben entweder direkt weiter verwendet oder bei -20 °C gelagert.
Mittels des ,QIA quick PCR Purification Kit“ (QIAGEN, Hilden, Deutschland) und an-
hand des entsprechenden Protokolls wurden die PCR Produkte aufgereinigt. Durch die-
sen Schritt erlangt man eine Trennung der 100 Basenpaare bis 10 Kilobasenpaare lan-
gen DNA-Fragmente von den anderen Komponenten des PCR-Ansatzes wie Primer,
Nukleotiden, Polymerasen und Salzen, die potentiell mit der anschlieBenden RT2-PCR
stérend interferieren kénnen. Das Prinzip basiert auf der hohen DNA-Bindung an Silica-
Membranen in Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper Salze, die mittels der
zugegebenen Puffer erreicht werden. Dieser Schritt ist stark pH abhangig mit einem pH-
Optimum zwischen 7 und 8,5. Bei héherem pH-Wert sinkt die Ausbeute, da beispiels-
weise bei einem pH-Wert von 9 die Adsorption der DNA an die Silica-Membran auf un-
ter 10 % des Wertes bei optimalem pH-Wert sinkt.

Bei der Isolierung amplifizierter DNA-Fragmente wurde folgendermaBen vorgegangen:
Puffer PB (vom Hersteller) und PCR-Ansatzvolumen wurden im Volumenverhaltnis 5:1
gemischt. Dieses Gemisch wurde auf eine sich in einem 2-ml-Réhrchen befindliche
Spin-Column-Séule pipettiert und bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge (Bio Fuge Ro-
tor #3328, Fa. Heraeus Instruments) 30 bis 60 sec lang zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen, die DNA war an das Saulenmaterial gebunden. Die Saule wurde mit
0,75 ml PE (vom Hersteller so bezeichnet) gewaschen. Es wurde erneut bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Im AnschluB wurde die Saule in ein neu-
es 1,5ml Rdhrchen gestellt. Die DNA wurde sodann aus der Saule mittels 10 mM Tris-
HCI, pH 8,5 eluiert. Der Elutionsschritt ist wie oben erwahnt pH-abhangig und bei pH
8,5 optimal. Mit den gereinigten DNA-Proben konnte durch entsprechende Verdiinnung
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die Standardreihe fir die qRT-PCR hergestellt werden. Insgesamt wurden 8 Verdin-

nungen im Verhaltnis von 1:10 vorgenommen.

2.4.5 Quantitative RT-PCR

Bei der in diesem Falle verwendeten quantitativen Real-Time-Reverse-Transkriptase-
PCR (qRT-PCR) wird anhand der Messung einer bestimmten cDNA mit Hilfe fluores-
zenzmarkierter Primer auf die Konzentration der ihr korrespondierenden mRNA ge-

schlossen’®.

Die Quantifizierung besteht aus drei Schritten. Sie beginnt mit der unter 2.4.3 beschrie-
benen Reverse-Transkriptase-Reaktion, gefolgt von der Amplifizierung der erhaltenen
cDNA und endet mit der Detektion und Quantifizierung der Produkte in Echtzeit (real

time).

Die Amplifizierung der cDNA und die Detektion ihrer Produkte erfolgte in einem Ablauf
im PCR-und Detektorsystem ABI Prism 7000 (Fa. Applied Biosystems).

Das Prinzip basiert auf einem ansteigenden Fluoreszenzsignal mit steigender Menge an
PCR-Produkten. Ab einem bestimmten Fluoreszenzgrad hebt sich dieses Signal von
der Hintergrundfluoreszenz ab. Der PCR Zyklus, an dem dieser Schwellenwert Gber-
schritten wird, bezeichnet man als , threshold cycle® (Ct). Je mehr von der jeweiligen
cDNA in der untersuchten Probe vorhanden ist, desto geringer ist der Ct-Wert. Um die-
sen Ct-Wert quantitativ interpretieren zu kénnen, gilt es sowohl die Reaktionsbedingun-
gen als auch die physiologischen bzw. pathologischen Charakteristika des Gewebes zu
berlcksichtigen. In dieser Arbeit wurden fur die Quantifizierung von mRNA-Spiegeln
folgende Auswertungsmethoden verwendet:

- - -Ct-Methode
— Standardkurven- Methode’.

Beide Auswertungsmethoden werden unter 2.4.6 ndher erlautert. Will man die Werte
der einzelnen Gruppen mit ihren unterschiedlichen physiologischen Bedingungen mitei-
nander vergleichen, so muss eine einheitliche BezugsgréBe gewahlt werden. Die erho-

benen Werte wurden zwecks Normierung in Bezug zur Expression eines sog. Hous-
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ekeeping-Gen gesetzt. Fir die Standardisierung werden mdglichst mehrere konstant
exprimierte Gene genutzt. Als BezugsgréBe wird oft die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. In diesen Untersuchungen konnte letztere nicht
genutzt werden, da das GAPDH-Gen bei Hypertrophie und Herzinsuffizienz einer aus-
gepragten Regulierung unterliegt.

Deshalb musste zuerst nach einem unter den gegebenen Versuchsbedinungen nach-

weislich in allen Versuchsgruppen konstant exprimierten Gen gesucht werden.

Im Einzelnen wurde bei der gRT-PCR folgendermaBen vorgegangen:

Ansatz:

Parameter:
— Anzahl der Reaktionen 100
- Reaktionsvolumen 25 ul
- Konzentration Forward-Primer 100 uM
- Konzentation Reverse-Primer 100 uM
— Konzentrazion Sondestock 1 uM.

Fir die qRT-PCR wurden Forward-Primer, Reverse-Primer und der Sondenstock

nochmals verdinnt auf:

— finale Konzentration des Forward-Primers : 500 nM
- finale Konzentration des Reverse-Primers: 500 nM
— finale Sondenkonzentration: 200nM

Zu jeder Probe jeweils eines Versuchstiers wurden drei Replikate angefertigt, sodass
bei 100 Reaktionen pro qRT-PCR Lauf maximal 32 Proben und ein Wasserabgleich

gemessen werden konnten.
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Mastermix flir einen Reaktionsansatz:

Ansatz fur 1 Probe fir 100 Proben

Reagenz Ul pl

2x fach MM Puffer* 12,5 1250
Forward Primer 0,125 12,5
Reverse Primer 0,125 12,5
Sonde 0,05 5,0
Wasser (H20) 11,2 1120
Gesamtvolumen: 24,00 2400

*TagMan 2x Universal PCR Mastermix der Fa. Applied Biosystems

Je 3 pl cDNA und 72 ul Mastermix wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 gegeben.
Diese 75 pl werden als Submastermix bezeichnet. Je 23 ul dieses Submastermixes
wurden in je ein Well der 96-well Optical Reaction Plate (Fa. Applied Biosystems) pipet-
tiert. Nachdem alle Proben pipettiert worden waren, wurde eine Schutzfolie auf die 96-
Well-Platte angebracht und im Modus ,quickrun® kurz bei 200 rpm (Eppendorf Centrifu-
ge 5810R Rotor A-4-81) zentrifugiert. Danach erfolgte die PCR mit gleichzeitiger Mes-
sung der Fluoreszenz des Reporters im Abi Prism 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Bei diesen Versuchen wurden als Reporter 6-Carboxyfluorescein
(FAM) und als Quencher 6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) verwendet .

Die Ergebnisauswertung erfolgte mit der ABI Prism 7000 SDS Software. Der Vorteil
dieser Methode gegenlber der s.g. SYBRgreen-Methode ist ihre héhere Spezifitat. Die-
ses als ,TAQMAN-Methode“ bekannte Verfahren basiert auf der Erkennung von zwei
Primern und einer spezifischen Sonde, so dass die Zahl falsch positiver Ergebnisse mi-
nimiert werden kann. Bei der SYBRgreen Methode wird auf die fluoreszenzmarkierte
Sonde verzichtet, man benétigt also nur den Forward- und den Reverse-Primer. Nach-
folgend sind die fur die Detektion der jeweiligen mRNA entsprechenden cDNA bendbtig-

ten 3 Primer aufgelistet.
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Tab. 2.1: Oligonukleotidsequenzen der fiir die quantitative RT-PCR benutzten Forward-Primer,
Reverse-Primer und TagMan-Sonden

Gen Forward-Primer TagMan-Sonde Reverse-Primer
18S GGAGCCTGCGGCTT [GGAGCCTGCGGCTTA|CAACTAAGAAC-
AATTT ATTT GGCCATGCA
HPRT TGACTATAATGAG- [TCCAC- CAACAGGACTCTT-
CACTTCAGGGATT  [TTTCGCTGATGACAC |GTAGATTCAACTTG
AACARGA
ANP CCTCCGATA- CTCTGCTCGCTGGCC CCGCTCTGGGCTCCAAT

GATCTGCCCTCTT  |CTCGGA

SERCA2a|GACCGGCACACTTA- [TCCGTCTGCAGGAT- |GGTAAACTCATTAAGG-
CCACAA GTTCATTCTGGA GAACAAGTATCA

PLN GATATGCATCATT- |CAAGCTGTCGCCAC- |GGAGGGCCAGGTT-

GTGATGCTTCTG CGCAGACC GTAACTG
NCX1 CGGAAGCAAC- CTGG- TGGTAGATGGCAG-
GCTGTGAA GAATCGGCGTGGCCT|CAATGGA
G

2.4.6 Quantifizierung

Die Auswertung erfolgte zum einen nach der - -Ct-Methode und zum andern nach der
Absoluten Standardkurven-Methode. Bei letzterer wird der Ct-Wert der Proben in Rela-
tion zu einer Standardkurve gesetzt. Diese Standardkurve erhalt man, indem man
cDNA verdinnt (hier 1:10) und die Verdinnungsstufen bei jeder TAQMAN-PCR mitlau-
fen lasst. Bei der - -Ct-Methode wird auf eine Standardkurve verzichtet. Zur Normie-
rung wird der Ct-Wert einer Probe genommen, auf den sich alle anderen Werte bezie-
hen. Die so erhaltenen Werte wurden in Relation zu den Werten der NormierungsgréBe
gesetzt, den internen Standards, sog. Housekeeping-Genen, 18S und HPRT.

2.5 Western Blot

2.5.1 SDS-PAGE nach Laemmli

Natriumdodecylsulfat, kurz SDS, Uberdeckt die Eigenladung des Proteins und fihrt zu
einer konstant verteilten negativen Ladung, sodass eine Auftrennung der Proteine wah-

rend der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) nach Molekulargewicht erfolgen kann.
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Far die SDS-PAGE wurden die Proteine in einem 1,5 mm dicken SDS-Polyacrylamidgel
(T=12%, C= 2,67 %) in einer vertikalen Elektrophoreseapparatur (MiniProtean |l Bzw.
Protean Il Maxi; Fa. BioRad, Minchen) elektrophoretisch getrennt. Flr ein Trenngel
wurden 4 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid-Stammldsung (30%T/2,67% C), 3,35 ml Aqua
dest, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCL pH 8,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10 % frisch angesetztes
Ammoniumpersulfat (APS) und 12.5 pl Tetramethylethyldiamin (TEMED) als Polymeri-
sationskatalysator gemischt. Fir das Sammelgel (0,125 M Tris; pH 6,8) wurden 1,3 ml
Acrylamid/Bis-Acrylamid ( 30% T; 2,67 % C), 6 ml Aqua dest., 2,5 ml 0,5 M Tris HCI,
pH6,8, 100 ul 10% (w/v) SDS, 50 ml APS und 10 ul TEMED gemischt. Der Probenpuf-
fer bestand aus 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10 % Glycerin, 2% SDS, 0,01%
Bromphenolblau, 5% B-Mercaptoethanol. Je 10 pg Protein in 10-20 pl Probenpuffer
wurden pro Bahn pipettiert. Der Laufpuffer bestand aus 25 mM Tris, 192 mM Glycerin,
1% SDS pH 8,3. Die Elektrophorese lief bei konstanter Spannung zunachst 20 min bei
70 Volt und anschlieBend 1,5 h bei 100 Volt.

2.5.2 Harnstoff-SDS-PAGE nach Swank und Munkres

Die modifizierte SDS-PAGE-Methode nach Swank und Munkres eignet sich durch den
Zusatz von Harnstoff besonders zur Auftrennung niedermolekularer Proteine wie z.B.
Phospholamban geeignet. Hierbei wurden die solubilisierten Proteine in einem 1,5 mm
dicken Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgel (T=13,8%, C=3,2%) in einer vertikalen Elektro-
phorsesapparatur (MiniProtean Il bzw. Protean Il Maxi; Fa. BioRad, Minchen) elektro-
phoretisch getrennt. Dieses Trenngel enthielt zusatzlich zum Acrylamid/Bis-Acrylamid
(Stammlésung 30%T/2,67% C) 0,1% SDS, 6 M Harnstoff, 0,1 M H3PO4/Tris, pH 6,8.
Das Sammelgel (T=5,2%, C=0,7%) enthielt 0,1% SDS und 123mM Tris, pH 6,8. Wie
unter 2.5 wurde die Acrylamidpolymerisation durch Zugabe von TEMED und APS initi-
iert. Der Laufpuffer fir die SDS-PAGE nach Swank und Munkres unterscheidet sich
ebenfalls von dem nach Laemmli. Der hier verwandte Elektrophoresepuffer enthielt 0,1
% SDS und 0,1 M H3PO4/ Tris pH 6,8. Der Probenpuffer fiir die Solubilisierung der Pro-
ben hatte folgende Zusammensetzung: 200 mM H3zPOQO4; 20 mM EDTA; 8% w/v SDS;
40& v/v Glycerin; 0,01% Bromphenolblau; 0,001 % Pyronin; 4% 2- Mercaptoethanol; pH
6,8. Membranpraparate wurden im Verhaltnis 1:4 mit 4-fach Probenpuffer gemischt und

die Proben zwecks Solubilisierung bei 25 °C 20 min inkubiert und anschlieBend aufge-
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tragen. Die Elektrophorese lief bei konstanter Spannung zuerst 30 min bei 50 Volt und
dann 1- 1,5 h bei 100 V in der auf 4 °C gekuUhlten Elektrophoresekammer. Die Gelelekt-
rophorese wurde beendet, sobald die Pyronin/Bromphenolblau gefarbte Lauffront am

Gelende angekommen war.

2.5.3 Elektrotransfer mittels Tankblott

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels TanknaBblotprozedur in der Westernblot-
Kammer (Mini TransBlot-Cell, Fa. Bio-Rad, Minchen, Deutschland) bei 100 Volt Gber
1,5 h vom Trenngel auf eine PVDF-Membran transferiert. Als Transferpuffer wurde eine
Lésung aus 25 mM Tris,192 mM Glycin, 20 % v/v Methanol und 0,01 % w/v SDS ver-
wendet. Nach Beendigung des Elektrotransfers wurde die Membran in Wasser gespiilt.
Sofern sich daran nicht direkt der antikdrperbasierte Nachweis der Proteine anschloB,
wurden die PVDF-Membranen in Saran-Folie verpackt und konnten bei -20 °C gelagert
werden. Mittels unspezifischer BlueStain- Farbung (Fa. Pierce, Bonn, Deutschland) des

Gels und Poinceau-Farbung der Membran wurde der Proteintransfer Gberprift.

2.5.4 Immunchemischer Nachweis

Da nach der elektrophoretischen Auftrennung die Proteine flr eine Antikérper-Bindung
zuganglich sind, wird die PVDF-Membran 5 min mit TBS-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM
Tris; pH 8,0) gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurde die
Membran 60 min bei Raumtemperatur in einem 50 ml Zellkulturréhrchen in TBS-T-
Blockierlésung (150 mM NaCl; 10 mM Tris; 5% w/v Blockmilch; 0,1% v/v Tween-20; pH
8,0) auf einem Roller (RM 5; Fa. Karl Hecht, Sondheim, Deutschland) inkubiert. Danach
wurde die Membran dreimal fiir 10 Minuten in TBS mit Tween 20 (150 mM NaCl; 10 MM
Tris; pH 8,0; 0,05% Tween 20) gewaschen. Es folgte eine einstindige Inkubation mit
primaren monoklonalen von der Maus stammenden B-MHC-, SERCA2-, PLN- und
NCX-Antikérpern. Diese Antikérper wurden vorher in 3 ml TBS mit 5% Blockmilch vor-
verdinnt (Anti-SERCA2 1:1000; Anti-PLN 1:2000; Anti-B-MHC 1:10000; Anti-NCX1
1:2000).

Nach diesen 90 Minuten wurde die Membran bei RT zweimal jeweils 10 min und 5 min
in TBS-T gewaschen. So wurde der nicht membrangebundene Antikérperanteil entfernt.

AnschlieBend wurde die Membran 1h mit sekundarem Antiképer bei RT inkubiert. Der
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sekundare Antikérper ist mit dem Enzym Peroxidase konjugiert. Durch die enzymati-
sche Reaktion der Peroxidase wird die Chemilumineszenz ermdglicht. Die sekundéaren
Antikdrper wurden zuvor 1:5000 in TBS mit 1% Blockmilch verdinnt. Nach der Inkubati-
on erfolgte wieder ein Waschschritt mit TBS-T, um die nichtgebundenen Antiképer zu
entfernen. Um die Protein-Antikérper-Antikérper/Enzym-Komplexe nachzuweisen, wur-
de die Membran 10 min in 4 ml Chemilumineszenzlésung (SuperSignal West DURA L
oder SuperSignal West Pico, Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) inkubiert.
Die Chemilumineszenz der entsprechenden immunreaktiven Banden wurde mit Hilfe
des Imaging-Gerates Fusion FX7 (Fa.Vilber Lourmat Deutschland) gemessen und an-
schlieBend die Intensitat der Banden mit der Software Bio-1D 12.12 derselben Firma
quantifiziert.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Softwareprogramms SigmaStat 3.2
(Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) mit den nicht-parametrischen Mann-
Whitney-U-Test und Kruskall-Wallis-Test sowie den post-Hoc Dunn's im Falle unglei-
cher GruppengrdBe. Bei Varianzinhomogenitat wurde der t-test nach ANOVA mit Kor-
rektur nach Bonferroni verwendet. Eine statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 ange-

nommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Renin-transgene und SERCA2-Renin-doppelt-transgene Tiere

3.1.1 Genotypisierung

Heterozygote SERCA2-transgene Weibchen wurden mit homozygoten Ren2-TG Rat-
tenbdcken verpaart. Die Nachkommen wurden mittels PCR unter Nutzung SERCA2a-
transgenspezifischer Primer auf das SERCA2- Transgen geprift. Das SERC2-Transgen
wurde, wie nach den Mendelschen Regel zu erwarten, bei ca. der Hélfte der Nachkom-
men nachgewiesen. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Agarosegel-
elektrophorese von SERCA2-transgen spezifischen PCR-Produkten genomischer DNA
SERCA2-transgener Tiere. Da bei den Nachkommen homozygoter Ren2-TG-Bdcke
grundsatzlich heterozygote Ren2-TG-Nachkommen zu erwarten sind, wurden letztere
zur Kontrolle nur stichprobenartig auf das mREN2-Transgen geprtft. Alle gepriften

Nachkommen waren mREN2-positv (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 3.1: Ethidiumbromid gefarbtes 1,5% Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung von
PCR-Produkten, die unter Verwendung SERCA2-transgen spezifischen Primer erhalten
wurden.

Das UV-Fluoreszenzbild zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese von vier SERCA2-transgen
positiven Tieren (+) und 8 SERCA2-transgen negativen Ren2-TG (-); PK-Positivkontrolle, NK-
Negativkontrolle. Die mit dickem schwarzen Pfeil markierte SERCA2-Transgen spezifische
Bande liegt bei 320 bp.
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3.1.2 Qualitat

Die RNA-Qualitat der isolierten kardialen RNA wurde mittels Agarosegelelektrophorese
geprift und in einigen Fallen durch das Bioanalyzer-Verfahren erganzt. Diese Methode
erlaubt eine gleichzeitige Messung der RNA-Konzentration. Sind nach Ethidiumbromid-
Markierung des Gels keine sogenannten Abbaubanden zu erkennen, darf von einer flr
die gqRT-PCR ausreichenden Qualitat der isolierten RNA ausgegangen werden. Nur
RNA, die diese Qualitatskriterien erfillt, wurde fiir die Genexpressionsanalyse weiter-
verwendet. Wurde die Qualitdt mittels Bioanalyzer getestet, so erhielt man ein Elekt-
ropherogramm mit zwei groBen RNA-Banden (18S und 28S RNA). Abb.3.2 zeigt
exemplarisch das Ergebnis eines Elektropherogramms und die auf eine einwandfreie
Qualitat deutenden zwei groBen RNA-Peaks.

I o
1

Abb.3.2: Elektropherogramm eines nicht-transgenen Tieres.
Die Spitzen nach ca. 40 Sekunden und nach ca. 48 Sekunden zeigen die FU-Werte (Flu-
orescence Units) der 28S- und 18S-RNA.

3.1.3 Korper- und Herzgewichte mannlicher einfach Renin- und SERCA2-Renin-
doppelt-transgener Tiere

Tabelle 3.1 zeigt die Kdrper- und Herzfeuchtgewichte von nicht-transgenen (NTG), he-
terozygot Renin-transgenen (Ren2-TG) und SERCA2-Renin-doppelt transgenen Tieren
(SERen-dTG), die jeweils fiir das SERCA2-und Ren2-Transgen heterozygot waren. Die
Kdrpergewichte der einzelnen Gruppen unterscheiden sich nicht. Heterozygote Ren2-
transgene Tiere wiesen im Vergleich zu NTG ein ca. 20% hdheres absolutes und relati-
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ves linksventrikulares Feuchtgewicht auf. Diese linksventrikuldre kardiale Massenzu-
nahme war bei SERen-dTG deutlich geringer (siehe Tabelle 3.1). Allerdings unterschie-
den sich die Werte zwischen Ren2-TG und SERen-dTG nicht signfikant.

Tab. 3.1: Kérper- und Herzgewichte méannlicher 30 Wochen alter nicht-transgener (NTG), Renin-

transgener (Ren2-TG) und SERCA2-Renin-doppelt transgener Tiere (SERen-dTG)

Parameter NTG Ren2-TG SERen-dTG
(n=7) (n=7) (n=7)
KG, g 525 + 11 540 + 27 540 £ 19
HG, mg 1615 £ 23 1993 £ 16 *# 1808 + 78 *
LV FG, mg 1167 £+ 18 1439 + 86* 1289 + 35
RV FG, mg 307 +4 326 +47 297 + 28
LV/KG, mg/g 2,22 £ 0,06 2,70 £ 0,20 2,40 £ 0,08
RV/KG in mg/g 0,58 +0,18 0,61 +0,09 0,55+ 0,05

Mittelwerte £ SEM, NTG,nicht-transgene Tiere; Ren2-TG, heterozygot Renin-transgene Tiere; SERen-
dTG, SERCA2-Renin- doppelt transgene Tiere; KG: Kérpergewicht, HG- Herzfeuchtgewicht, LV- linker
Ventrikel; RV — rechter Ventrikel; FG- Feuchtgewicht;*p< 0,05 vs. NTG; *p< 0,05 vs. SERen-dTG;

Diese Ergebnisse zeigen, dass die heterozygoten Ren2-TG eine moderate LV-
Hypertrophie aufweisen, die bei zusatzlichem Vorhandensein des SERCA2-Transgens

abgeschwacht war.

3.1.4 Biomarker der linksventrikularen Hypertrophie

Zwecks Verifizierung einer LV-Hypertrophie wurden typische kardiale Hypertrophiemar-
ker auf mRNA-Ebene und auf Proteinebene untersucht. Abbildung 3.3A zeigt bei Ren2-
TG im Vergleich zu NTG eine Zunahme der linksventrikularen ANP-mRNA-Spiegel bei
Normierung auf 18S um das 17-fache. Der Anstieg bei den doppelt-transgenen Tieren
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fallt geringer aus (11-fach), jedoch ist der im Vergleich zu Ren2-TG mit 37% niedrigere
ANP-mRNA-Spiegel nicht vom entsprechenden Ren2-TG Wert statistisch signifikant
verandert. Vergleichbare Unterschiede zwischen den Gruppen wurden auch mit der
Standardreihenmethode und Normierung auf HPRT beobachtet (Abb. 3.3B). Hierbei
sind die ANP-mRNA-Spiegel bei Ren2-TG im Vergleich zu NTG 9,9-fach héher. Bei
doppelt transgenen Tieren lagen die ANP-mRNA-Spiegel 8,2-fach héher als bei NTG.
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Abb.3.3: Linksventrikulire ANP mRNA —Spiegel nichttransgener (NTG), Renin-transgener (Ren2-
TG) und SERCA2-Renin-doppelt transgener Tiere (SERen-dTG)
Mittelwerte £ SEM fur 8 Tiere pro Gruppe (A) und 16-19 Tiere pro Gruppe (B),*p< 0,05 vs. NTG

Um sicherzustellen, dass fiir dieses Tiermodell und fiir das hier untersuchte Organ Herz
18S und HPRT geeignete Referenz-RNAs waren, wurden die 18S-RNA- und die HPRT-
mRNA -Spiegel in linksventrikularen Proben mittels gRT-PCR gemessen (s.Tabelle

3.2). Die RNA-Spiegel unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen.
Tab. 3.2: 18S und HPRT mRNA-Spiegel

Parameter NTG Ren2-TG SERen-dTG
18S 19,82 + 1,00 18,35 + 0,71 19,39 + 2,57
HPRT 0,0017 +0,0002 0,0016 = 0,0001 0,0017 £ 0,0001
n=17 n=20 n=18

NTG(nicht-transgen), Ren2-TG (Renin-transgen), SERen-dTG (SERCA2-Renin-doppelt transgen). Anga-
ben in relativen Einheiten.
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Da bekannt war, dass die Expression von schweren 3-Myosinketten (3-MHC) im hyper-
trophierten Rattenmyokard zunimmt, wurden zusétzlich auf Proteinebene B-MHC mittels
semiquantitativer Western Blot-Technik untersucht. In Abbildung 3.4 sind die immunore-
aktiven Signale fir einen exemplarischen Immunoblot dieses zusatzlichen Hypertro-
phiemarkers gezeigt. Die relative Zunahme der B-MHC-Proteinspiegel betrug bei Ren2-
TG 40% (p<0,05 vs. NTG). Bei doppelt transgenen Tieren fiel die Zunahme mit 35% ge-
ringer aus. Der Unterschied war im Vergleich zu NTG nicht signifikant.
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Abb. 3.4: Immunreaktive linksventrikulare B-MHC- Sighale ménnlicher nicht-transgener (NTG) ,
Renin-transgener (Ren2-TG) und SERCA2-Renin-doppelt transgene Tiere (SERen-dTG)
A: exemplarische Westernblots; B: Mittelwerte + SEM mit n=7 *p< 0,05 vs. NTG

3.1.5 Das kardiale SERCA2a/PLN-System

Eine kardiale Hypertrophieentwicklung kann mit Stérungen der kardiomyozytiren Ca®*-
Homoostase einhergehen. Hierbei ist haufig der SERCA2a-vermittelte Rlicktransport

von zytosolischem Ca®* in das SR betroffen. Deshalb wurden die an diesen Transpor-
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ten beteiligten Proteine sowie der Ca®*-Austauschtransport (iber die SR Ca®* ATPase
SERCA2 genauer untersucht. Abbildung 3.5 zeigt die oxalat-stimulierte Ca®*-
Transportaktivitdt des SR in linksventrikularen Membranpraparaten fir NTG, Ren2-TG
und SERen-dTG. Quantitative isolierte Membranpraparate von Ren2-TG mit moderater
linksventrikularer Hypertrophie weisen 17% niedrigere SR-Ca®*-Transportraten auf als
NTG. Bei doppelt transgenen SERen-dTG betrug die Abnahme 13%. Die Unterschiede
zwischen Ren2-TG und SERen-dTG waren nicht signifikant.
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Abb. 3.5: Retikularer Oxalat-stimulierter Ca®*-Transport in abzentrifugierten linksventrikularen
Membranpraparaten von mannlichen nicht-transgenen (NTG), Renin-transgenen (Ren2-
TG) und SERCA2-Renin doppelt transgenen Tieren (SERen-dTG)
Die freie Ca®*-Konzentration im Reaktionsgemisch betrug 3,68 umol/l. Der Ansatz enthielt 20
UM Ruthenium Rot zwecks Minimierung des Ca™*-Effluxes aus SR-Vesikeln. Mittelwerte + SEM
n=11-14 pro Gruppe.

Um zu Uberpriifen, ob die gemessenen SR-Ca®*-Transportaktivititen auf einer veran-
derten Genexpression basieren, wurden die kardiomyozytdren SERCA2a- und PLN-
mMRNA-Spiegel gemessen. Die SERCA2a-mRNA-Spiegel von Ren2-TG waren im Ver-
gleich zu NTG statistisch signifikant um 62% gesenkt, wobei SERen-dTG um 56% nied-
rigere SERCA2a-mRNA-Spiegel aufwiesen als NTG. Bei der mRNA-Analyse fielen bei
den doppelt transgenen Tieren tendenziell 15% hdéhere SERCA2a-mRNA Spiegel im
Vergleich zu Ren2-TG auf. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant (Abb. 3.6).
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Abb.3.6: SERCA2a mRNA des linken Ventrikels nichttransgener (NTG), Renin-transgener (Ren2-
TG) und SERCA2-Renin-doppelt transgener Tiere (SERen-dTG).
Die Werte wurden auf 18 S bezogen. Mittelwerte + SEM mit 6 Tieren pro Gruppe. *p< 0,05 vs.
NTG

Um zu Gberprifen, ob sich die Ergebnisse der Genexpression nach der Translation
wiederspiegeln, wurden die Proteinspiegel mittels Western Blot untersucht. Die links-
ventrikularen SERCA2a-Proteinspiegel erreichen bei Ren2-TG ca. 66% des Wertes von
NTG-Kontrollen. Zwischen SERen-dTG und NTG bestand kein signifikanter Unter-
schied. SERen-dTG wiesen 37 % hdhere SERCA2a-Proteinspiegel auf als Ren2-TG
(Abb. 3.7). Es lasst sich somit ein quantitativer Unterschied zwischen Genexpression im
Vergleich zu den Proteinspiegeln bei Ren2-TG und SERen-dTG nachweisen.
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PLN pro HPRT mRNA (relative Einheiten)
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Abb.3.7: Immunreaktive linksventrikulare SERCA2a- Spiegel nichttransgener (NTG), Renin-
transgener (Ren2-TG) und SERCA2-Renin-doppelt transgener Tiere (SERen-dTG).
Mittelwerte + SEM mit 7 Tieren pro Gruppe. *p< 0,05 vs. NTG, *p< 0,05 vs.Ren2-TG

Im Gegensatz dazu finden sich weder auf mRNA noch auf Proteinebene quantitative
Veranderungen des SERCA2a-Inhibitor Phospholamban (Abbildung 3.8).
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Abb.3.8: A) PLN-mRNA des linken Ventrikels B) Inmunreaktive linksventrikuldre PLN- Spiegel
nichttransgener (NTG), Renin-transgener (Ren2-TG) und SERCA2-Renin doppelt trans-
gener Tiere (SERen-dTG) A) n=16-22 und B) n= 7; Mittelwerte +SEM
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Phospholamban stellt den wichtigsten funktionellen SERCA2-Inhibitor dar. Bezieht man
die SERCA2a-Proteinspiegel auf Phospholamban, so zeigt sich zwischen den Gruppen
kein statistisch signifikanter Unterschied. Dieser Befund korreliert mit den Ergebnissen

der SR-Ca?*-Transportraten.

Betrachtet man das Protein-Verhélntis SERCA2a/PLN, zeigen sich bei Ren2-TG im
Vergleich zu NTG und SERen-dTG um mehr als 20% geringere Werte.
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Abb.3.9: Immunreaktives linksventrikulares SERCA2a/PLN-Verhiltnis nichttransgener (NTG),
Renin-transgener (Ren2-TG) und SERCA2-Renin doppelt transgener Tiere (SERen-dTG)
Mittelwerte + SEM mit n=5, *<0.05 Vs. NTG und SERen-dTG mittels Bonferroni t-Test nach
ANOVA

Wahrend der Ca®*-Riicktransport in das SR durch das SERCA2a/PLN-System vermit-
telt wird, spielt der Ryanodin-Rezeptor bei der Ca®*-Freisetzung aus dem SR eine ent-
scheidende Rolle. Ahnlich wie bei PLN fanden sich keinerlei Unterschiede bzgl. der im-
munreaktiven Signale fiir das Ca®" freisetzende Protein RyR2 (Ergebnisse nicht ge-

zeigt).

Bei der Senkung der zytosolischen Ca®*-Spiegel konkurriert der Ca®*-Riicktransport in
das SR mit dem Ca?*-Auswartstransport aus dem Kardiomyozyten iiber den sarkolem-
malen Na*/Ca®*-Austauscher NCX1. Da letzterer im hypertrophierten Myokard haufig
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hochreguliert ist, wurden sowohl die NCX1-mRNA-Spiegel als auch der relative Protein-
gehalt der drei Gruppen vergleichend untersucht. Abbildung 3.10 zeigt die Ergebnisse
dieser Untersuchungen. Im Vergleich zu NTG wiesen Ren2-TG statistisch signifikant
2,14-fach héhere NCX1-mRNA-Spiegel auf, wobei die Erhéhung bei SERen-dTG das
1,95-fache betrug. Auf Proteinebene fanden sich allerdings keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb.3.10:A) NCX1-mRNA des linken Ventrikels B) Inmunreaktive linksventrikuldre NCX1- Spiegel
nichttransgener (NTG) ,Renin-transgener (Ren2-TG) und Renin-SERCA2-doppelt trans-
gener Tiere (SERen-dTG)

A) je n=6-8 B) je n = 7, Mittelwerte+/- SEM. *p< 0,05 Vs. NTG

3.1.6 Vergleichende Untersuchung der Kérper- und Herzgewichte und SR-Ca**-
Transportraten weiblicher und mannlicher Renin- und SERCA-Renin-
doppelt transgener Tiere

Tabelle 3.3 zeigt die Kérpergewichte und Herzgewichte weiblicher nicht-transgener,
Renin-transgener und SERCA-Renin-doppelt-transgener Tiere als auch ihr Verhaltnis
zu den unter 3.1 aufgezeigten Werten der mannlichen Tiere. Im Vergleich zu nicht
transgenen Tieren wiesen weibliche Renin- sowie SERCA2-Renin-doppelt transgene
Tiere keinerlei Unterschiede beziglich der auf das Kdérpergewicht bezogenen links-
ventrikularen Feuchtgewichte auf.
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Im Vergleich zu méannlichen Tieren wiesen weibliche Tiere ein statistisch signifikant
niedrigeres Koérpergewicht und linksventrikuldres Feuchtgewicht auf als die jeweilige
mannliche Gruppe. Die auf das Kdérpergewicht bezogenen linksventrikularen Feuchtge-
wichte wiesen jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede auf.

Tab. 3.3: Kérper und Herzgewichte weiblicher nicht-transgener (NTG), Renin-transgener (W-Ren2-
TG) sowie Renin- und SERCA2- doppelt transgener (W-SEREN-dTG) Tiere

Parameter NTG W-Ren2-TG W-SEREN-dTG
(n=9) (n=9) (n=12)
KG, g 293+7 328+7* 312+4
LV FG, mg 663 + 14 748+ 29 736 + 43
LV/KG in mg/g 2,27 £ 0,02 2,3+0,10 2,3+0,10
RV/KG in mg/g 0,71+0,02 0,52+ 0,03 * 0,48 +0,02*

Tabelle 3.3.Mittelwerte + SEM, W-Ren2-TG- weibliche heterozygot Renin-transgene Tiere;M-Ren2-TG-
weibliche heterozygot Renin-transgene Tiere; W-SERen-dTG- Renin- und SERCA2- doppelt transgene
Tiere; M-SERen-dTG- Renin- und SERCA2- doppelt transgene Tiere;KG:Kérpergewicht, HG- Herzge-
wicht,LV- linker Ventrikel; RV — rechter Ventrikel; FG- Feuchtgewicht; *p<0,05 vs. NTG, #p< 0,05 Vs. M-
SEREN-dTG

Da W-Ren2-TG und W-SEREN-dTG eine geringere linksventrikulare Hypertrophie auf-
weisen als die jeweilige mannliche Gruppe, wurden die SR-Ca**-Transportrate sowie
eine Genexpressionsanalyse ausgewahlter Gene durchgefihrt. W-Ren2-TG und W-
SEREN-dTG wiesen signifikant um 88 % bzw. 66 % hdhere SR Ca?*-Transportraten auf

als die jeweilige mannliche Vergleichsgruppe.
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Abb.3.11:Oxalat-stimulierter Ca**-Transport in linksventrikuldren Membranpraparaten mannlicher
Renin-transgener (M- Ren2-TG) und SERCA2-Renin- doppelt transgener Ratten (M- SE-
Ren- dTG), weiblicher Renin-transgener (W-Ren2-TG) und SERCA2-Renin-doppelt trans-
gener Tiere (W- SEREN-dTG)
Die Messungen fanden bei einer freien Ca®*-Konzentration von 3,68 umol/l und in Gegenwart
von 20 uM Ruthenium Rot statt. Mittelwerte £ SEM mit n=6-14. *p<0,05 vs. M-Ren2-TG; #
p<0,05 vs. M-SEREN-dTG. Daten fir M-Ren2-TG und M-SEREN-dTG in Abb. 3.5 gezeigt.

3.1.7 Kardiale Genexpressionsanalyse weiblicher und méannlicher Renin- und
SERCA2-Renin-doppelt transgener Tiere

Tabelle 3.4 zeigt, dass HPRT auch bei weiblichen Tieren als Referenz-RNA verwendet
werden kann. Die PLN-mRNA-Spiegel von einfach Renin-transgenen Tieren unter-
schieden sich nur unwesentlich von doppelt transgenen Tieren. Weibliche SERCA2-
Renin- doppelt-transgene Tiere wiesen statistisch signifikant 1,69-fach héhere SER-
CA2a-mRNA-Spiegel auf als weibliche Ren2-Tiere bzw. doppelt so hohe SERCA2a-
MRNA-Spiegel als mannliche Ren2-TG. Mannliche Ren2-TG wiesen 14% niedrigere
SERCA2a-mRNA-Spiegel auf als W-Ren2-TG. M-SEREN-dTG wiesen 30% niedrigere
Werte auf als W-SEREN-dTG. Um zu Uberprifen, ob die bei weiblichen Tieren héheren
SERCA2a-mRNA Spiegel mit Veradnderungen in der Expression des wichtigsten Na*-
Ca?*-Antiporters der Plasmamembran einhergingen, wurde die NCX1-Genexpression
untersucht. Sowohl W-SEREN-dTG als auch M-SEREN-dTG wiesen ca. um 20% nied-
rigere Werte auf als die entsprechenden Renin- transgenen Tiere.
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Tab. 3.4: HPRT, PLN, SERCA2a, NCX1 und ANP mRNA des linken Ventrikels mannlicher und
weiblicher Tiere mittels Standardreihenmethode

mRNA-Spiegel W-Ren2-TG W-SEREN-dTG
HPRT 0,00125 + 0,00006 0,00138+ 0,00006
SERCA2a /HPRT 1,36+ 0,17 2,06 0,13 §*
NCX1 /HPRT 0,185 + 0,009 0,146 £ 0,008
PLN / HPRT 0,629 + 0,050 0,652 + 0,038
ANP / HPRT 3,741 1,52 3,61+1,35

Weibliche Renin-transgene (W-Ren2-TG) und SERCA2-Renin- doppelt transgene Tiere (W- SEREN-
dTG) die Mittelwerte+/- SEM. § p< 0,05 vs.W-Ren2-TG, *p< 0,05 Vs. M-Ren2-TG, n=8-14

M-Ren2 wiesen im Vergleich zur weiblichen Referenzgruppe W-Ren2 4,7-fach hdhere
ANP-Werte auf. Der Unterschied zwischen den doppelt-transgenen Gruppen war star-
ker ausgepragt. M-SEREN-dTG wiesen im Vergleich zur weiblichen Referenzgruppe W-
SEREN-dTG 7,3-fach hhere mRNA-Spiegel des Hypertrophiemarkers ANP auf.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Eine reduzierte SERCA2a Expression und SERCA2a-vermittelte Ca®*-Transportaktivitat
des sarkoplasmatischen Retikulums spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Herzinsuffizienz. Mehrere Studien haben die benefitdren Effekte einer kurzfristigen
SERCA2a-Uberexpression nachweisen kdnnen. Bis dato ist aber nur wenig (ber die
Effekte der Langzeitliberexpression auf gesunde Kardiomyozyten und Kardiomyozyten
insuffizienter Herzen bekannt”. Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob die zusatzli-
che Expression des SERCA2-Transgens im neuen SERCA-Renin-doppelt transgenen
Tiermodell der Hypertonie Einfluss hat auf die linksventrikulare Hypertrophie, die kardia-
le Expression von Biomarkern der linksventrikularen Hypertrophie sowie die Expression
und Funktion des SERCA2/PLN-Systems. Diese Untersuchungen wurden durch einen
Geschlechtervergleich erganzt.

Bei den Untersuchungen wurden folgende Befunde erhoben:

1. Linksventrikulare Hypertrophie bei hypertensiven doppelt transgenen SERen-
dTG wie auch bei einfach transgenen Ren2-TG mit arterieller Hypertonie sind
vergleichbar.

2. Die Unterschiede der SERCAZ2a-katalysierten-Ca?*-Transportaktivitit des SR
zwischen SERen-dTG und Ren2-TG sind nicht signifikant.

3. Die SERCA2a-Protein- Spiegel als auch das SERCA2a/PLN-Verhéltnis sind bei
mannlichen SERen-dTG im Vergleich zu Ren2-TG hoéher.

4. Die mRNA SERCA2a-Expression ist bei weiblichen doppelt transgenen Ratten
W-SERen-dTG im Vergleich zu W-Ren2-TG mit linksventrikularer Hypertrophie
héher.

5. Héhere SERCA2-Expression fihrt zu keiner Abnahme kardialer Biomarker der

linksventrikularen Hypertrophie in dem untersuchten Tiermodell.



Diskussion 49

6. HPRT ist als ReferenzgrdéBe der Genexpression bei Tiermodellen der Herzinsuf-

fizienz einsetzbar.

Auf zellularer Ebene sind eine Verlangerung der Aktionspotentialdauer, eine verminder-
te Kontraktilitdt und eine verlangsamte Relaxation die typischen Charakteristika von
Kardiomyozyten humaner Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz ”°. In-vitro-Studien an
insuffizienten und nicht-insuffizienten Kardiomyozyten haben gezeigt, dass bei niedri-
gen Frequenzen (unter 30 Schlagen pro Minute) sich die maximal entwickelte Kraft
nicht unterscheidet. Erhéht man die Frequenz, so kommt es in gesunden Kardiomyozy-
ten zu einer Kraftzunahme im Sinne einer positiven Kraft-Frequenz-Beziehung, in Kar-
diomyozyten insuffizienter Herzen aber zu keiner Steigerung. Diese negative Beziehung
ist ein fir die humane Herzinsuffizienz charakteristisches Merkmal™. Auf zellularer
Ebene gehen diese Veranderungen mit Stérungen im kardiomyozytiren Ca®*-Haushalt
einher’”*°. Fiir die Aufrechterhaltung niedriger zytosolischer Ca?*-Spiegel in der Diasto-
le ist maBgeblich die in der Membran des SR befindliche Ca?*-ATPase SERCA2a ver-

antwortlich.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen eines zuséatzlichen SERCA2-Transgens unter
den pathologischen Bedingungen einer Renin-induzierten arteriellen Hypertonie auf die
linksventrikulare Hypertrophie, die kardiale Expression von Biomarkern der linksventri-
kuldren Hypertrophie sowie die Expression und Funktion des SERCA2/PLN-Systems
untersucht. Daher wurden einfach-transgene Ren2-TG, doppelt transgene SERen-dTG
und normotensive nicht-transgene Tiere (NTG) vergleichend untersucht. Alle Nach-
kommen wurden auf das SERCA2-Transgen Uberprift. Den Mendelschen Regeln ent-
sprechend sind alle Nachkommen der aus der Verpaarung homozygoter mMREN2-Bdcke
und SERCA2a-transgener Weibchen heterozygot fir das Ren2-Transgen. 50% der
Nachkommen trugen das SERCA2-Transgen. Bei der Kontrollgenotypisierung fliir das
Renin-Gen wurden einzelne zufallig ausgewahlte Tiere auf das Renin-Transgen Uber-

pruft.

In Ren2-heterozygoten Ratten steigt der Blutdruck ab der 5. Lebenswoche. In der zehn-
ten Lebenswoche werden maximale systolische Blutdruckwerte von 240 mmHg erreicht.
In diesen Ratten ist die arterielle Hypertonie nach acht Wochen mit Blutdruckwerten um
die 230/180 mmHg véllig ausgebildet. In homozygoten Renin-transgenen Ratten errei-
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chen die systolischen Werte bis zu 300 mmHg’®. Doppelt transgene SERen-dTG wie-
sen ahnlich hohe Blutdruckwerte auf wie heterozygote Ren2-TG (unveréffentlichte Wer-
te).

Unter der monogenetisch bedingten Drucklberlast kam es zu einer Erhéhung der Ge-
samtherzmasse und linksventrikuldren Masse. Eine langer bestehende arterielle Hyper-
tonie ist maBgeblich an der Ausbildung einer linksventrikularen Hypertrophie und damit
der Entwicklung eines erhdhten Gesamtherzgewichts beteiligt. Aus Vorarbeiten ist die
Entwicklung héherer linksventrikuldrer Herzgewichte bei Renin-transgenen Tieren be-

kannt79’80’81

Die Entwicklung der linksventrikularen Hypertrophie geht einher mit Veranderungen auf
zellularer, subzellularer und molekularer Ebene. Diese pathologischen Veranderungen
kénnen das GefaBsystem, die extrazellulare Matrix und/oder den Myozyten betreffen.
Insbesondere im Kardiomyozyten kommt es zu Stérungen der Ca®*-Homdostase. An
letzterer ist die SR Ca?*-ATPase SERCA2 maBgeblich beteiligt. Auf zellularer und mo-
lekularer Ebene wurden diese Stérungen auch an Ratten mit operativ-induzierter

Druckiiberlast mittels Konstriktion der Aorta ascendens nachgewiesen®'#.

Einen etablierten Marker der linksventrikularen Hypertrophie stellt das natriuretische
Peptid ANP dar. Die Genexpression wurde mittels gRT-PCR quantifiziert. In dieser Ar-
beit konnte ein Anstieg der ANP-mRNA-Spiegel um das 11-fache bei Ren2-TG im Ver-
gleich zu NTG gezeigt werden. Auch SERen-dTG wiesen statistisch signifikant héhere
ANP-mRNA Spiegel im Vergleich zu NTG auf. Die im Vergleich zu Ren2-TG beobachte-
te Abnahme der ANP-mRNA-Spiegel um 18% bei SERen-dTG war nicht statistisch sig-
nifikant. In einer anderen Arbeit wurden die ANP-mRNA-Spiegel mittels semiquantitati-
ver RT-PCR untersucht. Auch hier waren die ANP-Spiegel Renin-transgener Tiere er-
hoht®. Flesch et al. wiesen mittels Northernblot-Technik bei Renin-transgenen Tieren
ca. 40-fach hdhere ANP-Spiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe auf °.

Diese Ergebnisse bestatigen die durch die Renin bedingte arterielle Hypertonie indu-
zierte linksventrikulare Hypertrophie der Ren2-TG und SERen-dTG, die mit einer ver-
starkten ANP-Expression einhergeht. Diese Befunde entsprechen der gut untersuchten
Korrelation zwischen der kardialen Expression natriuretischer Peptide und der links-
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ventrikularen Hypertrophie . Bei Ratten mit experimentell induzierter supravalvularer
Aortenstenose wurden neben den erhéhten ANP-Spiegeln auch eine verstarkte B-MHC
Expression beobachtet®®°. Da beide als sogenannte Marker der linksventrikuldren Hy-
pertrophie gelten, wurde in dieser Arbeit neben ANP auch B-MHC als Marker unter-
sucht. Die B-MHC-Proteinspiegel von Ren2-TG im Vergleich zu NTG waren statistisch
signifikant erhdht. Die 3-MHC-Proteinspiegel von SERen-dTG waren im Vergleich zu
NTG nicht erhdht. Diese Ergebnisse kénnten bedeuten, dass ANP auf mMRNA Ebene bei
der Entwicklung der linksventrikularen Hypertrophie friiher ansteigt als kardiale 3-MHC-
Proteinspiegel.

Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte sowohl die kardiale ANP wie auch BNP Expres-
sion Renin-transgener Ratten und wiesen fur ANP, nicht aber fir BNP statistisch signifi-

kant erhdhte Werte im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe auf*

. Bezlglich der
HPRT-mRNA-Spiegel gab es zwischen den Versuchsgruppen keinerlei Unterschiede.
HPRT-mRNA diente als NormierungsgréBe und konnte somit an diesem Tiermodell als
ReferenzgréBe etabliert werden. Grundsatzlich wird geschéatzt, dass sich in einer Sau-
gerzelle nur ein bis zehn Molekiile HPRT befinden®. Daher eignet sich HPRT als sensi-

tivere Normierungsgrésse im Gegensatz zur abundanten 18S RNA.

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass normotensive SERCA2-transgene Tiere um 35-40%
héhere SR-Ca**-Transportaktivititen aufweisen als nicht-transgene Kontrolltiere®®. Bei
Renin-transgenen Tieren hingegen ist bekannt, dass sie geringere SERCA2a-mRNA-

und Proteinspiegel aufweisen*®?’.

Um zu Gberprifen, ob die linksventrikuldre Hypertrophie in diesem Tiermodell mit einer
reduzierten Ca?*-Transportaktivitit einhergeht, wurde in vitro die SERCA2-katalysierte
oxalat-stimulierte SR Ca?*-Transportrate gemessen. Die in dieser Arbeit verwendete
Methode beruht darauf, dass Oxalat-Anionen mit den Ca®**-Kationen in SR Vesikeln
schwer 6sliches Ca?*-Oxalat bilden. Die freie intravesikulare Ca?*-Konzentration bleibt
dadurch niedrig, was den Ca?*-Efflux vermindert und die Messung der Ca®*- Transport-
geschwindigkeit verbessert. AuBerdem ist die Ca**-Transportgeschwindigkeit in den
ersten 4-5 min nach Reaktionsstart linear, was die Bestimmung der Ca*'-
Transportaktivitat durch Messung in diesem linearen Zeitbereich ermdglicht. Um spezi-
fisch nur den durch SERCA2 vermittelten Ca?*-Transport zu messen, wurde die mito-
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chondriale Ca?*-Transport-ATPase-Aktivitit mittels NaN; unterdriickt. Die beobachtete
linksventrikulare Hypertrophie ging nicht mit einer statistisch signifikanten Abnahme der
in vitro bestimmten oxalat-stimulierten SR Ca®*-Transportraten einher. Dieser Befund
entspricht Beobachtungen der Arbeit von Feldman et al., die bei Ratten eine Drucklber-
last mittels Konstriktion der Aorta ascendens operativ induzierten. Kam es bei diesen
Ratten zur linksventrikularen Hypertrophie, so fanden sich keine Veréanderungen der
SERCAZ2a-Expression. Einige Ratten entwickelten unter diesen Bedingungen nicht nur
eine linksventrikulare Hypertrophie, sondern auch Zeichen der Herzinsuffzienz. Eine
verminderte SERCA2a-Genexpression beobachtete man nur bei Tieren mit Zeichen der
Herzinsuffizienz®*. In dieser Arbeit hingegen wurden alle Tiere unter Druckilberlast in
die Auswertung einbezogen. Zobel et al. beobachteten ebenfalls keine Veranderungen
der SR Ca**-Transportaktivitit bei hypertensiven Renin-transgenen Tieren®'.

In dieser Arbeit konnte bei Renin-transgenen Tieren auf mRNA-Ebene eine statistisch
signifikante verminderte SERCA2a-Genexpression nachgewiesen werden. Flesch et al.
zeigten bei 16 Wochen alten Renin-transgenen Tieren ebenfalls niedrigere SERCA2a-
mRNA Spiegel®’. Ein Vergleich mit der Feldman Arbeit zeigt, dass zwar auf molekularer
Ebene die Herzen Zeichen der Insuffizienz aufwiesen, funktionell aber diese Verande-

rungen noch kompensiert werden konnten.

Die Arbeitsgruppe um Kranias untersuchte den Unterschied der SERCA2a-
Proteinspiegel in Hamstern mit operativ induzierter Stenose der Aorta descendens. Es
kam zu einer Abnahme der SERCA2a-Proteinspiegel in den Hamsterherzen mit Zei-
chen der Herzinsuffizienz, nicht jedoch in Hamsterherzen mit Stenose der Aorta des-

cendens ohne jegliche Zeichen der Herzinsuffizienz %°.

Cerutti et al. fanden in Microarray-Analysen keine Abnahme der SERCA2a-Expression
in Renin-transgenen Tieren. Wurde die Genexpressionanalyse mittels quantitativer RT-
PCR durchgefuhrt wie in dieser Arbeit, so wurde allerdings eine statistisch signifikante
Herunterregulierung beobachtet®™. In 12 Wochen alten Renin-transgenen Tieren wurde
eine 77%-ige Reduktion der SERCA2a-mRNA-Spiegel mittels Northern Blot nachge-
wiesen®'. Diese Ergebnisse konnten bei 16 Wochen alten Renin-transgenen Tieren be-
statigt werden®. Die hier nachgewiesene Abnahme der SERCA2a-mRNA-Spiegel bei
30 bis 34 Wochen alten Ren2-TG betrug 62%.
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Neben Spezies , Dauer und Schwere der Drucklberlast sowie Zeitpunkt in der Entwick-
lunsphase spielt auch die Art und Weise, wie der pathophysiologische Phanotyp expe-
rimentell induziert wird, eine entscheidende Rolle und kann in verschiedenen Arbeiten
zu Diskrepanzen beziiglich der Genexpression und der Ca?*-Homéostase fiihren.

Die in dieser Arbeit untersuchten Ratten entwickeln eine monogenetisch bedingte Hy-
pertonie (unveréffentlichte Werte). Ein weiteres gut untersuchtes Tiermodell der Hyper-

tonieforschung stellt die spontan hypertensive Ratte (SHR) dar®.

Die Herzen dieser Ratten weisen im ersten Jahr eine normale kardiale Funktion auf.
Nach 18 bis 24 Monaten entwickeln die Tiere eine Herzinsuffizienz*%. Auch in diesem
Tiermodell kommt es zu Stérungen des Ca®*-Haushalts, es ist jedoch keine Abnahme
der SERCA2a-Expression festzustellen®. Lammerich et al. stellten erhdhte oxalat-
stimulierte SR Ca®*-Transportaktivititen bei SHR im Vergleich zu nicht hypertensiven

Kontrolltieren fest®.

Aber auch bei Gleichheit von Spezies, Tierstamm, und somit vermeintlichen gleichem
genetischen Hintergrund, Geschlecht, Zeitpunkt und pathophysiologischem Hintergrund
reagieren nicht alle Tiere auf dieselbe Art und Weise.

Nach 20 Wochen Druckiberlast, hervorgerufen durch eine operativ induzierte Stenose
der Aorta ascendens, kristallisieren sich zwei verschiedene Gruppen heraus: Ratten mit
Verringerung des linksventrikuldren systolischen Drucks und Ratten ohne jegliche Ver-
anderungen. Erstere entwickelten ebenfalls erhéhte linksventrikulare Fullungsdricke,
eine reduzierte Ejektionsfraktion sowie klinische Zeichen der Herzinsuffizienz. Die links-
ventrikulare Hypertrophie und Herzinsuffizienz in diesen Ratten ging mit einer verstéark-
ten Expression des B-MHC Gens und des ANP-Gens einher. Eine verminderte SER-

CA2a-Expression beobachtete man nur bei Tieren mit Zeichen der Herzinsuffizienz®’.

Diese Arbeiten zeigen, dass neben dem verwendeten Tiermodell der Zeitpunkt der Un-
tersuchung, die Schwere der Druckilberlast, die Untersuchungsmethode sowie die Re-
ferenzgrdoBe bei der Bestimmung der mRNA- und Proteinspiegel von entscheidender
Bedeutung fir die Interpretation der Veranderungen von Expression und/oder Funktion
der SR Ca?*-ATPase sind.
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SERen-dTG wiesen statistisch signifikant héhere SERCA2a-Proteinspiegel auf als
Ren2-TG. Dies filhrte jedoch funktionell nicht zu einer verbesserten SR Ca®*-
Transportrate. Diese deutet auf eine funktionelle Adaptation der zelluldren Ca®*-
Regulation trotz eines verminderten SERCA2a-Gehalts hin. Dabei ist zu beachten, dass
die SR Ca®"-Transaportaktivitat nicht nur von der absoluten Menge an SERCAZ2a-
Molekilen abhangt, sondern vor allem vom funktionellen Status der SR-Ca**-ATPase.

Der wichtigste Regulator der Ca®*-Affinitat und Aktivitdt der SERCAZ2a ist das pentame-
re Protein Phospholamban (PLN). Im nicht phosphorylierten Zustand vermindert es so-
wohl die Ca®*-Affinitat als auch die Ca?*-Transportaktivitat. Einschrankend ist zu erwéh-
nen, dass in dieser Arbeit keine Messung des PLN-Phosphorylierungszustandes statt-
fand. Daher sind Untersuchungen der SR Ca?*-Transportaktivitat in Kenntnis der aktuel-
len PLN-Konzentration und PLN-Phosphorylierung zu bewerten. Uberdies ist ein-
schrankend zu erwahnen, dass bei sattigenden Ca®**-Konzentrationen (in vitro) die
SERCAZ2-Transportaktivitdt von PLN unabhéngig ist. Auf mRNA wie auch auf Protein-
ebene fanden sich keine Veranderungen des SERCA2a-Inhibitors PLN zwischen Ren2-
TG, SERen-dTG und NTG. Wie oben gezeigt eignet sich somit PLN unter diesen Ver-
suchsbedingungen als ReferenzgréBe fir SERCA2a. Diese Befunde bestatigen die

derzeitigen Kenntnisse aus der Literatur®9%:100.101

. Eine Herunterregulation der PLN-
Expression wurde in humanen Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz beschrieben %2,
In Rattenherzen mit chronischer Druckiberlast wird jedoch keinerlei Veranderung der
PLN-Expression beobachtet, weder wahrend einer kompensierten Hypertrophie noch
bei beginnender Herzinsuffizienz®. Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Ar-
beit bestatigt werden. Es kam zu keiner statistisch signifikanten Reduktion der PLN-
MRNA und Proteinspiegel unter Druckuberlast bei Ren2-TG und SERen-dTG im Ver-
gleich zu NTG. Andere Arbeiten zeigten jedoch eine veranderte PLN-Expression unter
Renin-vermittelter arterieller Hypertonie. In 12 Wochen alten Renin-transgenen Ratten
stellten Flesch et al. um 67% niedrigere Phospholamban-mRNA Spiegel mittels
Northernblot im Vergleich zu nicht-transgenen Tieren fest*. In 12 bis 14 Wochen alten
Renin-transgenen Ratten wurde ebenfalls eine Herrunterregulation beobachtet®.

Bei der Beurteilung der mRNA- oder Proteinspiegel Ca®*-modulierender Enzyme muss

auch das Verhaltnis vom Inhibitor oder auch Aktivator zum Transportenzym bertcksich-
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tigt werden. In verschiedenen Arbeiten konnte die Bedeutung der Stéchiometrie von
SERCA2a zu PLN im kardialen Ca®*-Haushalt gezeigt werden'®. Danach fiihrt eine re-
duzierte SERCA2a-Expression bei gleichbleibender PLN-Expression zu einem vermin-
derten molaren Verhéltnis SERCA2a/PLN'".

Wurden die SERCA2a-Proteinspiegel auf PLN bezogen, so spiegelten diese die Ver-
haltnisse der SERCA2a-Proteinbestimmungen bei méannlichen Ren2-TG, SERen-dTG
und NTG wieder. Auf funktioneller Ebene wurde der Oxalat-stimulierte SR-Ca*'-
Transport untersucht. Das in der Abbildung 3.9 gezeigte héhere SERCA2a/PLN-
Verhélntis bei SERen-dTG im Vergleich zu Ren2-TG ist statistisch signifikant. Wie Luo
et al. und Kadambi et al. zeigen konnten, ist dieses Verhaltnis flr die Beladung des SR
mit Ca®* und damit fiir die SR-Ca®*-Transportaktivitat bestimmend'® ' 1% Die in die-
ser Arbeit beobachtete Steigerung des SERCA2a/PLN Verhéltnisses ging nicht mit ei-
ner erhdhten SR-Ca?*-Transportaktivitat einher. Die Vergleichbarkeit der Messungen
der oxalat-stimulierten Ca?*-Transportaktivitit der isolierten SR-Vesikel setzt eine
gleichméaBige Verteilung intakter Vesikel voraus, da nur der Netto-Ca®*-Transport in die
Vesikel gemessen wurde. Neben der gleichmaBigen Verteilung intakter Vesikel mit ver-
gleichbarer Durchlassigkeit fir Elektrolyte ist auch eine gleichmaBige Verteilung sog.
Inside-Out-Vesikel und Right-side-Out-Vesikel zu bertcksichtigen. Inside-Out-Vesikel
stellen Vesikel dar, bei denen sich nach erfolgter Homogenisation und Zentrifugation
und Re-Aggregation die Innenseite die AuBenseite des Vesikel bildet und die AuBensei-

te die Innenseite darstellt.

Als einem der wesentlichen der Herzinsuffizienz zugrunde liegenden Mechanismen,
geht man von einer gestorten elektromechanischen Kopplung aus. Diese kann mit einer
verminderten SR Ca®*-Beladung bei erhdhten diastolischen zytosolischen Ca?*-
Spiegeln einhergehen. Um den Ca®*-Transport in das SR zu erhdhen, kann man ent-
weder die Anzahl an SERCA2-Molekilen erhéhen oder die Anzahl an SERCA2a-
Inhibitoren senken. Mehrere Arbeiten konnten die benefitaren Effekte einer am Tiermo-
dell durch Gen-Knockout oder RNA-Interferenz experimentell hervorgerufenen PLN-

Inhibition auf die kardiale Funktion zeigen'%-1%81%9,

Unter Gleichgewichtsbedingungen entspricht die Menge an Ca?*, die mittels NCX1 aus
dem Zytosol transportiert wird, der Menge Ca®*, die durch L-Typ-Ca®**-Kandle in das Zy-
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tosol des Kardiomyozyten gelangt. Neben der SR Ca**-ATPase SERCAZ2a transportiert
der sarkolemmale Na*/Ca®*-Austauscher NCX1 Ca®" aus dem Zytosol. Dieser Trans-
port in den Extrazellularraum erfolgt im Austausch mit Na* in einem Verhaltnis von 3
Na* pro 1 Ca?*-lon'™. Von den drei in Sdugetieren isolierten Isoformen (NCX1, NCX2
und NCX3) wird NCX1 in hohem MaBe im Herzen exprimiert'''. Die NCX1-Expression
im linken Ventrikel variiert je nach Alter, Spezies und pathologischem Hintergrund. Hy-
perthyroidismus fihrt zu verminderten NCX1-mRNA-Spiegeln, Hypothyroidismus zu er-
héhten NCX1-mRNA-Spiegeln in Rattenherzen''. Bei terminaler humaner Herzinsuffi-
zienz wurde eine erhéhte NCX1-Genexpresssion und NCX1-Aktivitat beobachtet. Es
gibt allerdings auch Arbeiten, die dies nicht bestatigen''®''®"'* Bei diesen Untersu-
chungen wurde die Northern-Blot-Technik angewandt. In der vorliegenden Arbeit fan-
den sich in allen drei Gruppen ahnlich hohe NCX1-mRNA- Spiegel. Auf mRNA-Ebene
zeigte sich eine erhdhte NCX1-Genexpression bei Ren2-TG im Vergleich zu NTG. Auf
Proteinebene wurde keinerlei Unterschied zwischen Ren2-TG,SERen-dTG und NTG

festgestellt.

Es kam weder zur NCX1 Herauf- noch zu einer Herrunterregulierung bei der Entwick-
lung der linksventrikularen Hypertrophie. In einer anderen Arbeit am Druckiberlast-
Tiermodell wurden hingegen erhéhte NCX-Spiegel beobachtet. Es handelte sich um ei-
ne experimentell induzierte Druckbelastung auf den rechten und nicht den linken Ventri-
kel®®. Hierbei wurden die Veranderungen der NCX1-Genexpression bei akuter Druck-
Uberlast auf den rechten Ventrikel bei Katzen untersucht. In dieser Arbeit handelt es
sich hingegen um eine Form der chronischen Druckiberlast auf den linken Ventrikel bei
Ratten''®. Lammerich et al. wiesen bei Spontan Hypertensiven Ratten um 65% erhdhte
NCX1-Aktivitdten nach. Dieser Anstieg der NCX-Aktivitat ging jedoch mit einer 24%igen
Steigerung der SR Ca**-Aufnahme-Aktivitat einher."®.

Es ist zu sagen, dass bei Druckiberlast durch Renin-vermittelte arterielle Hypertonie
keinerlei Verbesserung auf makroskopischer, molekularer oder funktionaler Ebene
durch ein zusatzliches SERCA2-Transgen nachgewiesen werden konnte. Es ist zu
vermuten, dass die Effekte eines zusatzlichen SERCA2-Transgens erst bei manifester
Herzinsuffizienz deutlich werden, wenn die gesenkten SERCA2a-mRNA Spiegel nicht

mehr durch posttranslationale und funktionelle Veranderungen kompensiert werden
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kénnen. Ob diese Hypothese insbesondere bei der humanen Herzinsuffizienz zutrifft,
stellt einen Gegenstand zukuinftiger Forschungsvorhaben dar.

Es ist seit langerem bekannt, dass die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz bei Frauen
und Mannern Unterschiede aufweist. Nicht nur bezlglich Inzidenz und Pravalenz der
Hypertonie und der Herzinsuffizienz bestehen Unterschiede zwischen den Geschlech-
tern, sondern auch bezlglich der Auspragung der Endorganschaden sowie der Formen
der Herzinsuffizienz. Beispielsweise entwickeln Frauen mit Aortenklappenstenose eine
geringgradigere Herzinsuffizienz bei gleicher mechanischer Belastung als Manner®®'"”.
Trotz der hohen Pravalenz der diastolischen Dysfunktion in der weiblichen Bevdlkerung
wird dieser Form der Herzinsuffizienz weniger Aufmerksamkeit geschenkt als der bei

Mé&nnern mittleren Alters vorherrschenden systolischen Dysfunktion'®.

Wie oben erwahnt entwickeln Renin-transgene Tiere in der zehnten Lebenswoche ma-
ximale systolische Blutdruckwerte von 240 mmHg. Sowohl homozygote als auch hete-
rozygote Tiere weisen einen sexuellen Dimorphismus auf. Kastration fihrt zu einer Re-
duktion des Blutdrucks mannlicher Ratten auf Werte weiblicher Ratten. Gibt man weibli-
chen transgenen Ratten Androgene, so steigen deren Werte auf das Niveau ihrer

méannlichen Vergleichsgruppe''®'%.

Die linksventrikulare Hypertrophie der Renin-
transgenen Tiere korreliert mit dem Alter und dem Geschlecht, wobei weibliche trans-
gene Tiere eine geringere linksventrikulire Hypertrophie aufweisen''. In verschiedenen
anderen transgenen Tiermodellen der linksventrikularen Hypertrophie wiesen weibliche
Tiere Zeichen der Herzinsuffizienz zu einem spateren Zeitpunkt auf und verstarben zu
einem spateren Zeitpunkt als die mannliche Vergleichsgruppe'?'?%, Daher wurden in
dieser Arbeit die Effekte eines zusatzlichen SERCA2-Transgens auf ausgewahlte Mar-
ker der kardialen Ca®*-Homdostase bei weiblichen und méannlichen Tiere mit arterieller

Hypertonie untersucht.

Zu welchem Zeitpunkt die geschlechtsabhangigen Unterschiede anfangen eine Rolle zu
spielen, ist derzeit noch nicht hinreichend erforscht. Auch ist noch unklar unter welchen
experimentellen Bedingungen ein Vorteil weiblicher Ratten erhalten bleibt und inwieweit
zwischen den einzelnen Tierspezies und den verschiedenen Tierstdmmen Unterschiede
bestehen. Mittels Konstriktion des Aortenbogens induzierter moderater Druckiberlast,
entwickeln mannliche Ratten eine starker ausgepragte linksventrikuldre Hypertrophie
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und weisen eine verminderte kontraktile Reserve im Vergleich zu weiblichen Ratten auf
122123 Dieser Effekt wird auch bei Mausen mit schwerwiegender linksventrikularer
Druckiiberlast beobachtet'®*. Die bei Renintransgenen- Ratten beobachteten ge-
schlechtsabh&angigen Unterschiede in Hypertonie und Proteinurie wurden auch in ande-
ren Tiermodellen der Hypertonie beobachtet'®. Der Verlust ovarieller Hormone nach
der Menopause oder nach Oophrektomie stellt einen wesentlichen Risikofaktor fir die
Entwicklung einer diastolischen Dysfunktion als Vorlaufer der diastolischen Herzinsuffi-
zienz dar'®. An weiblichen Renin-transgenen Ratten wurden nach Oophrektomie bei
normaler Salzdiat eine eingeschrankte Relaxation und erhdhte linksventrikulare Ful-
lungsdriicke beobachtet. Die héhergradige diastolische Dysfunktion ging mit verstarkter
Fibrose wie auch verstérkter Aldosteronsekretion einher'®. Diese Arbeiten fanden an
den mRen(2).Lewis-Ratten statt, die durch Verpaarung der urspriinglichen mRen(2)-
Ratten des Tierstamms Sprague Dawley mit Lewis Ratten Uber neun Generation ent-
standen sind. Im Unterschied zu den mRen(2) Sprague Dawley Ratten entwickeln die
Renin-transgenen Lewis Ratten eine geringere renale Schadigung und keine maligne

Hypertonie'’.

Es liegen demzufolge nicht nur im Hinblick auf Pravalenz und Altersverteilung der Hy-
pertonie, linksventrikularen Hypertrophie sowie der Herzinsuffizienz geschlechtsabhan-
gige Unterschiede vor. Auch die sich hinter den Symptomen und Krankheitsbildern ver-
bergende Pathophysiologie und damit auch das Ansprechen auf die entsprechende
Therapie weist Gemeinsamkeiten aber auch Diskrepanzen zwischen den Geschlech-

{128 Weibliche Ren2-transgene Ratten wiesen eine weniger ausgepragte links-

tern au
ventrikulare Hypertrophie auf, was altere Befunde bestatigen'?'. Auf molekularer Ebene
zeigte sich bei weiblichen Tieren eine erhdhte SERCA2a-Expression. Dies ging mit ei-
ner hdheren Ca?*-Transportgeschwindigkeit einher, was auf eine erhdhte SR Ca*'-

Transportreserve schlieBen lasst.

Diese im Vergleich zu mannlichen Ren2 und SERen-dTG bessere Funktion ist zum Tell
durch den niedrigeren Blutdruck bei weiblichen Tieren zu erklaren. Die Veranderungen
der am Ca®*-Haushalt des Kardiomyozyten beteiligten Komponenten gehen mit niedri-
geren mRNA-Spiegeln des Hypertrophie Markers ANP einher. Die Frage, ob weibliche
Ren2-transgene Tiere Uber eine bessere Blutdruckregulation hinaus weitere adaptive
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Mechanismen entwickeln, die in der Lage sind, die durch die arterielle Hypertonie her-

vorgerufenen Endorganschaden am Herzen zu modifizieren, bleibt offen.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch an Mausmodellen gemacht'?®. Diese Arbeits-
gruppe untersuchte vor allem die zeitabhangigen Unterschiede zwischen den Ge-
schlechtern bezlglich der kardialen Dysfunktion. In diesem Mausmodell mit Druckiber-
lasthypertrophie zeigten sich nach zwei Wochen keine geschlechtsabhangigen Unter-
schiede. Nach neun Wochen jedoch traten kardiale Funktionsunterschiede auf. Die
Druckiberlast wurde mittels operativer Konstriktion des Aortenbogens erreicht. Der
klassische Marker der Hypertrophie ANP war bei beiden Geschlechtern vergleichbar
erhdht'?°. Allerdings fanden die Messungen der mRNA-Spiegel nach zwei Wochen der
Druckiberlast statt, zu einem Zeitpunkt also zu dem noch keine geschlechtsabhangigen
Unterschiede bezlglich der Hamodynamik bestanden.

4.2 Limitierungen

Bei der Interpretation der hier erhobenen Daten sind Vorteile und Nachteile des Tier-
modells “Ratte” fir Untersuchungen der Herzinsuffizienz zu bertcksichtigen. Dies gilt
umso mehr, will man die Ergebnisse mit anderen Tierspezies vergleichen oder sogar
auf den Menschen Ubertragen. Die Ratte als Tiermodell kardiovaskularer Erkrankungen
weist einige Vorteile gegeniber anderen Tierarten auf. Tierversuche an Ratten sind re-
lativ kostenglnstig, Ratten weisen eine kurze Generationsdauer auf und demzufolge
kann kurzer Zeit eine relativ groBe Studienpopulation generiert werden. Allerdings be-
stehen einige grundlegende Unterschiede zwischen der humanen Herzfunktion und der
der Ratte.

Ratten weisen im Gegensatz zum Menschen ein kurzes Aktionspotential auf, welches
meist ohne Plateauphase verlduft. Der SERCA2a-vermittelte Ca®*-Transport in das Lu-
men des SR spielt bei jeder Herzaktion die herausragende Rolle fiir die Absenkung der
zytosolischen Ca?*-Konzentrationen auf diastolische Werte. Nach Schatzungen gelan-
gen bei Ratten 90% des transportierten Ca?* in das SR und beim Menschen ca.70%?.

SERCA2a ist das meist abundante Protein im SR und macht 40% des gesamten SR

Proteingehalts aus. NCX1 spielt quantitativ in der Ratte eine untergeordnete Rolle fir



Diskussion 60

die zellulare Ca**-Homdostase '’

. Allerdings bestehen zwischen einzelnen Herz-
kompartimenten Unterschiede'®?. In Nagetieren findet man doppelt so hohe SERCAZ2-
Spiegel im Atrium im Vergleich zum Ventrikel, wahrend die atrialen PLN-Spiegel 20 bis

25% des Ventrikelgehalts betragen'®.

Dies geht mit einer kirzeren Kontraktion und schnelleren Relaxation in den Vorhéfen im
Vergleich zu den Kammern einher. So basieren beispielsweise die Unterschiede der
atrialen und ventrikularen Reaktion auf beta-adrenerge Stimulation auf diesen unter-
schiedlichen SERCA2a- und PLN- Proteinspiegeln'?,

Im gesunden Rattenherzen wird vor allem die a-myosin heavy chain (a-MHC) Isoform
exprimiert. Unter hdmodynamischer Last oder bei humoralen Veranderungen kommt es
zu einer Verschiebung in Richtung B-Isoform. Die Ruheherzfrequenz ist ungefahr finf-
mal héher als die des Menschen und in den meisten Untersuchungen wurde eine inver-
se Kraft-Frequenz Beziehung nachgewiesen. Es lasst sich sagen, dass trotz vieler
Ubereinstimmungen auch wichtige Unterschiede in der kardialen Physiologie der Ratte

und des Menschen vorliegen®'°.

Einen weitereren entscheidenden Faktor neben der Spezies stellt der Zeitpunkt dar, an
dem die Genexpressionsanalyse im Verlauf der Erkrankung bzw. des pathophysiologi-
schen Kontinuums stattfindet. An einem Herzinfarkt-Tiermodell beobachtet man eine
kontinuierliche Abnahme der SERCA2a-mRNA-Spiegel mit Zunahme des Zeitintervalls

nach der Ligatur des Ramus interventricularis anterior'*.

Zwar wurde in einigen Arbeiten ein verminderter SERCA2a-Gehalt in Herzen beobach-
tet, die wegen einer terminalen Herzinsuffizienz bei der Herztransplantation enthommen
wurden, jedoch ist durch die langjahrige Multimedikation der Einfluss anderer Faktoren
groB. Auch bleibt damit die Frage offen, ob die SERCA2a-Herrunterregulation eine de-
letare Folge der Herzinsuffizienz ist, oder ob eine verminderte SERCA2a-Expression
zur Herzinsuffizienz beigetragen hat oder die verminderte SERCA2a-Expression ein
Kompensationsmechanismus des Kardiomyozyten darstellt.

Dieser Frage ging kirzlich Schultz et al. nach. Sie wiesen nach, dass SERCA2 +/-
Knockout-Mause mit vermindertem SERCA2a-Gehalt zu einem friilheren Zeitpunkt Zei-
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chen der Herzinsuffizienz bei chronischer Drucklberlast entwickeln als die Wildtyp-
Kontrollgruppe'®.

Bei der Erforschung der Pathophysiologie des Ubergangs von der linksventrikuldren
Hypertrophie hin zur Herzinsuffizienz bietet die Ratte auf Grund oben genannter Cha-
rakteristika Vorteile. Es sei an dieser Stelle nur auf die kurze Generationsdauer hinge-
wiesen. Allerdings weisen Tiermodelle der Herzinsuffizienz auch entscheidende Unter-

schiede zur Entwicklung der humanen Herzinsuffizenz auf.

Erstens kommt es meist zu einem abrupten Beginn der pathophysiologischen Bedin-
gungen, beispielsweise infolge eines experimentell-chirurgischen Eingriffs. Zweitens
entwickelt sich im Tiermodell die Herzinsuffizienz meist bei jungen erwachsenen Tieren
und nicht erst im fortgeschrittenen Alter wie beim Menschen. Die Pravalenz kardiovas-
kularer Erkrankungen nimmt beim Menschen mit dem Alter zu und ist vor dem 50. Le-
bensjahr eher selten anzutreffen.

Der Uberwiegende Teil der Tiermodelle der Herzinsuffizienz weist meist nicht die unter
anderem durch die Framingham-Studien nachgewiesenen Risikofaktoren wie Athero-
sklerosis, Adipositas, Diabetes Mellitus oder arterielle Hypertonie auf'®.

Laut Muders und Elsner sind fir ein Tiermodell der Herzinsuffizienz folgende Bedingun-

gen zu erflllen:

—

. Das Tiermodell sollte so weit wie mdglich der humanen Herzinsuffizienz ahneln.
2. Die Griinde sollten sich ahneln.
3. Es sollte Studien in einem chronisch stabilen Zustand zulassen.

4. Das Modell sollte es erlauben, Symptome hervorzurufen, die vorhersehbar und
kontrollierbar sind.

5. Relevante kardiovaskulare, biochemische und hamodynamische Parameter soll-

ten messbar sein.

6. Es sollte finanziell und technisch machbar sein.
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7. Das Modell muss mit den Richtlinien des Tierschutzes konform gehen..

Die in dieser Arbeit verwendeten Modelle der Druckiberlast, systemisch wie auch lokal,
erflllen die letzten flnf Kriterien. Bezlglich des zweiten Kriteriums lasst sich folgendes
sagen: Das transgene Modell der Hypertonie mRen2 ist ein mit einem zusatzlichen
Renin-Gen der Maus einhergehendes monogenetisches Tiermodell der Ratte'®. Aller-
dings weist nur ca. ein Zehntel der Patienten einen sekundaren Hypertonus auf. Die
primare Hypertonie, welche den GroBteil ausmacht, kann auch in Niedrig- und Hoch-
Renin- Hypertonie untergliedert werden. So ist mit diesem Modell nur eine dieser zwei
Entitaten reprasentiert.

4.3 Ausblick

Auf Grund der oben erlduterten herausragenden Rolle der Stérungen der Ca?*-
Homdostase in Kardiomyozyten insuffizienter Herzen sind auf experimenteller Ebene
mehrere Ansatze der therapeutischen Verbesserung des Ca?*-Homdostase entstanden.
In dieser Arbeit wurden Tiere mit einem von Geburt an vorhandenem Transgen unter-
sucht. Es wurden keine deletaren Effekte beobachtet. In einer anderen Arbeit wurde bei
SERCAZ2-transgenen Tieren ein durch Streptozocin induzierter Diabetes Mellitus her-
vorgerufen. Hierbei konnte bei SERCA2-transgenen Tieren eine partielle Normalisie-
rung der kardialen Ca?*-Homdostase im Vergleich zu nicht-transgenen Tieren mit Dia-
betes Mellitus nachgewiesen werden®. Erste therapeutische Interventionen zu Erhé-
hung der kardialen SERCA2a-Spiegel zeigten im Tierversuch erfolgversprechende Er-
gebnisse, u.a. auch im Hinblick auf das Uberleben. Dies lasst sich beispielsweise durch
den Adenovirurs-assoziierten Virus Typ |, der das SERCA2a-Gen tragt, erreichen. Da-
her wurde die erste Phase |- und | -Studie mit SERCA2a-tragenden Adenovirus-

assoziierten Viren begonnen'®.
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5 Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie und die koronare Herzkrankheit stellen in Europa die am hau-
figsten zur Herzinsuffizienz filhrenden Krankheitsbilder dar*®. Auch wenn die Herzinsuf-
fizienz ein Syndrom darstellt und sich in unterschiedlichen Formen prasentiert, so sind
doch in den letzten Jahren Gemeinsamkeiten in der pathophysiologischen Endstrecke
erarbeitet worden. Hierunter kommt den Veranderungen der Ca®*-Homdostase des My-
okards eine Schlisselrolle zu, da sie direkten Einfluss auf die Kontraktion und Relaxati-
on und somit auf die systolische und diastolische Funktion haben ®'"'2. Auf molekularer
Ebene beobachtet man Umstellungen in der kardialen Expression funktionell wichtiger
Gene. Eine Abnahme von SERCA2a-Expression und SERCA2a-vermittelter Ca®*-
Transportaktivitat des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) spielen eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der chronischen Herzinsuffizienz. Daher sollten geeignete praventi-
ve bzw. therapeutische Interventionen zur Verbesserung der SERCA2a-vermittelten
Ca?*-Transportaktivitat funktionell wichtige Prozesse wie Kontraktilitit, Relaxation,
elektromechanische Kopplung und Genregulation langfristig positiv beeinflussen kén-
nen®’°. Hiervon ausgehend wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die zusatzliche Ex-
pression eines SERCA2-Transgens in hypertensiven Renin-transgenen Ratten Einfluss
auf die linksventrikulare (LV) Hypertrophie, die kardiale Expression von Biomarkern der
LV Hypertrophie sowie die Expression und Funktion des SERCA2/Phospholamban
(PLN)-Systems hat. Die vergleichenden Untersuchungen an LV Proben von 30-34 Wo-
chen alten mannlichen heterozygoten Renin-transgenen Ratten (Ren2-TG) und doppelt
transgenen SERCA2/Ren2-Tieren (SERen-dTG) wurden durch ausgewéahlte Analysen
entsprechenden Proben weiblicher Tiere erganzt. Als Kontrollgruppen dienten LV Pro-
ben normotensiver nicht-transgener Ratten (NTG) gleichen Alters und Geschlechts.

Bei mannlichen Tieren hatte die Expression des SERCA2a-Transgens keinen Einfluf3
auf die Hypertonie-bedingte linksventrikulare Hypertrophie. So betrug die signifikante
Zunahme der LV Masse im Vergleich zu normotensiven NTG bei Ren2-TG 23%. Zwi-
schen Ren2-TG und SERen-dTG bestand kein signifikanter Unterschied. Auf molekula-
rer Ebene war das assoziiert mit vergleichbar erhéhten mRNA-Spiegeln des Hypertro-
phie-Biomarkers Atriales Natriuretisches Peptid (ANP) bei Ren2-TG (+990% vs. NTG,
p<0.05) und SERen-dTG (+820% vs. NTG, p<0.05). Funktionell unterschieden sich die
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in vitro in LV Membranprdparaten gemessenen SERCAZ2a-vermittelte SR Ca®*-
Transportraten zwischen SERen-dTG (-13% vs NTG) und Ren2-TG (-17% vs NTG)
nicht. Allerdings wurde eine Abnahme der immunreaktiven SERC2a-Proteinspiegel in
Ren2-TG um 34% (p<0.05 vs. NTG) durch die Expression des SERCA2a-Transgens in
SERen-dTG kompensiert, so dass NTG und SERen-dTG vergleichbare SERC2a-
Spiegel aufwiesen. Fir den zusatzlich bestimmten SERCA2a/PLN-Proteinquotienten
ergaben sich vergleichbare Gruppenunterschiede. Im Vergleich zu NTG war dieser
Quotient in Ren2-TG um mehr als 20% vermindert (p< 0,05), wahrend sich die entspre-
chenden Werte von NTG und SERen-dTG nicht signifikant unterschieden. Wie bei
mannlichen Tiere, hatte die zuséatzliche Expression der SERCa2-Transgens bei weibli-
chen SERen-dTG weder EinfluB auf die LV-Masse noch auf die SR Ca*-

Transportaktivitat.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei chronischer Druckiberlast im unter-
suchten Rattenmodell mit Renin-vermittelter arterieller Hypertonie die beobachtete Ab-
nahme der kardialen SERCA2a-Proteinspiegel in Ren2-TG durch zusatzliche Expressi-
on eines SERCA2a-Transgens kompensiert werden kann. Entsprechende zu erwarten-
de glnstige funktionelle Konsequenzen beziiglich des SERCA2a-vermittelten Transpor-
tes von Ca?* in das SR konnten nicht nachgewiesen werden.
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