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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Herzmuskelhypertrophie

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die Haupttodesursache in den westlichen
Industrielindern [1]. Dabei stellt die chronische Herzinsuffizienz unter den
internistischen Erkrankungen mit mehreren Millionen Patienten weltweit die haufigste
Diagnose dar [2, 3]. Trotz intensiver Forschungen sind die Mechanismen, die zu einer
Herzinsuffizienz fiihren bislang unzureichend aufgeklart und die therapeutischen Ansitze
beziehungsweise Moglichkeiten begrenzt. Ein friihzeitiges Eingreifen in den Prozess der
Herzinsuffizienzentwicklung ist daher notwendig um einen therapeutischen Erfolg zu
erzielen.

Im Verlauf einer sich entwickelnden Herzinsuffizienz nimmt die myokardiale
Hypertrophie eine zentrale Rolle ein. Sie ist haufig ein Prddiktor einer sich spéater
entwickelnden Herzinsuffizienz [4]. Die myokardiale Hypertrophie wird generell als
adaptiver Prozess des Myokards verstanden, der vor allem zur Kompensation der
verminderten = Herzauswurfleistung  beitragt  [5].  Charakterisiert ist die
Myokardhypertrophie durch eine Zunahme der Herzmuskelmasse, die durch eine
chronisch erhohte Druck- oder Volumenbelastung entsteht. In einem gesunden Myokard
ist dieser Anpassungsprozess reversibel, das heifdt, wenn die Auslosefaktoren nicht weiter
bestehen, findet eine Riickbildung der strukturellen Adaptation statt [6]. In diesem Fall
wird von einer physiologischen oder adaptiven Hypertrophie gesprochen, wie sie zum
Beispiel bei Sportlerherzen, Schwangerschaften oder in der Entwicklungshypertrophie
beim postnatalen Wachstum zu beobachten ist. Von einer pathologischen bzw.
maladaptiven Hypertrophie wird gesprochen, wenn das Herz einer dauerhaften
mechanischen Uberlastung oder permanenten neuroendokrinen Stimulation ausgesetzt ist
[4, 7]. Es kommt zu irreversiblen Remodelingprozessen im Myokard, die mit einer
Wandsteifigkeit und einem Kontraktionsverlust verbunden sind und letztendlich zur
Abnahme der Herzleistung fiihren [5, 8]. Wird das Herz anhaltend mehrbelastet, geht die
anfanglich reversible Hypertrophie in eine dekompensierte Herzinsuffizienz mit Dilatation
iiber [9, 10]. Da das Mortalitatsrisiko bei Patienten mit einer kardialen Hypertrophie,
unabhédngig von Alter, Geschlecht und anderen Risikofaktoren um das Zwei- bis Vierfache
ansteigt, ist es von grofier Relevanz die kardiale Hypertrophie durch therapeutische

Mafdnahmen zu verringern [11].
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1.1.1 Pathophysiologie der Herzhypertrophie

Wird das Myokard geschiadigt oder einer erhdéhten hdmodynamischen Belastung
ausgesetzt, finden entsprechende Anpassungsmechanismen im Myokard statt. Es kommt
zu einer gesteigerten Kontraktilitdt durch Erhéhung der Herzfrequenz (Bowditch-Effekt),
um das Schlagvolumen des Herzen aufrecht zu erhalten. Zudem findet eine Aktivierung
des Frank-Starling-Mechanismus, sowie die Fliissigkeitsretention durch Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) statt. Des Weiteren wird eine Erh6hung des
peripheren Widerstandes durch eine gesteigerte Katecholaminausschiittung beobachtet.

Allgemein wird die Hypertrophie eines Organs als dessen Gréfdenzunahme verstanden

(Abbildung 1).

Normales Herz Hypertrophes Herz

rechter Ventrikel linker Ventrikel

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines gesunden und hypertrophierten Herzens. Bei der
Hypertrophie sind die Wénde des linken Ventrikels im Vergleich zu dem des gesunden Herzens verdickt.

Modifiziert nach www.healthcare.com.

Im Falle einer chronischen Mehrbelastung soll geméafi dem Laplace-Gesetz erreicht
werden, dass der Anstieg der Wandspannung durch Zunahme der Wanddicke
ausgeglichen wird [12, 13]. Die Zunahme der Myokardmasse ist auf eine Vergrofierung der
Kardiomyozyten zuriickzufiihren sowohl in der Lange als auch in der Breite, die in
Begleitung einer Vielzahl komplexer Verdnderungen erfolgt. Da der Durchmesser des
Myokards trotz gleichbleibender Kapillarisierung zunimmt, findet ein Ungleichgewicht
zwischen der Myokardmasse und der Sauerstoffversorgung statt. Es wird dann von einer
pathologischen Myokardhypertrophie gesprochen. Die Folge ist eine Unterversorgung des
Herzens mit Sauerstoff. Die Diffusionsstrecke fiir den Sauerstoff wird immer grofder und
die Grofdenzunahme des Herzens ist begrenzt. In diesem Stadium spricht man bereits von

einem kritischen Herzgewicht (>500 g).
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Je nachdem ob das Herz einer Druck- oder Volumenbelastung ausgesetzt ist, wird
pathophysiologisch zwischen zwei Formen der kardialen Hypertrophie unterschieden
[13]. Im Zuge einer arteriellen Hypertension oder Aortenklappenstenose kommt es infolge
einer linksventrikuldren Druckerhohung zu einer konzentrischen Hypertrophie der
Ventrikelkammer. Um das Schlagvolumen aufrechtzuerhalten muss eine grofiere
Wandspannung aufgebracht werden. In diesem Fall erh6ht sich entsprechend dem
Laplace-Gesetz die Wandspannung, nicht jedoch der Kammerradius [14]. Charakteristisch
fiir die Druckbelastung ist der Einbau parallel angeordneter Sarkomere, der mit der
Vergroflerung des Kardiomyozytendurchmesser einhergeht [15]. Von einer exzentrischen
Hypertrophie wird gesprochen, wenn es durch eine linksventrikuldre Volumenbelastung
im Herzen in Folge von Mitral- oder Aortenklappeninsuffizienz, Vorhof- oder
Kammerseptumdefekt zu einer Vergrofierung des linksventrikuldaren Durchmessers
(LVEDD) kommt. Das Schlagvolumen ist bei der exzentrischen Hypertrophie erh6ht, um
das im linken Ventrikel verbleibende Blutvolumen zu Kkompensieren [16]. Die
Wandspannung nimmt proportional zum Radius zu [15, 17]. Zudem sind auf zelluldrer
Ebene der Einbau von Sarkomeren und eine Langenzunahme der Kardiomyozyten zu
beobachten. Die aus diesen beiden Hypertrophieformen resultierenden strukturellen
Verdanderungen werden als Remodeling bezeichnet. Beide Kompensationsformen kénnen
letztendlich zu einer Dilatation des Herzens und somit zu einer Herzinsuffizienz fiithren.

Trotz der morphologischen Unterteilung ist die Myokardhypertrophie keine uniforme
Reaktion des Herzens, sondern unterliegt einer ausgeprigten Heterogenitit in
Abhangigkeit vieler unterschiedlicher Ausléser wie beispielsweise mechanische Reize und

neurohumorale Stimuli.

1.1.2 Zellulare und molekulare Verinderungen in der pathologischen

Herzhypertrophie

Zu den zelluliren Hauptbestandteilen des Herzens gehdren zu einem Drittel die
Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen), die fiir die Kontraktilitiat des Herzens verantwortlich
sind. Kardiomyozyten sind die grofdten Zellen im Herzmuskel und machen bis zu 75 % des
Herzvolumens aus [18]. Weiterhin befinden sich im Herzmuskel unter anderen
Fibroblasten, Endothelzellen und glatte Muskelzellen sowie Mastzellen und Makrophagen
[19]. Umgeben ist das Myokard von einer extrazelluldren Matrix. Im postnatalen Herzen
von Sdugetieren geht die Fahigkeit der Kardiomyozyten zu proliferieren verloren und sie
befinden sich in einem postmitotischen Zustand [20]. Die Vergrofierung des Herzens
resultiert von da an primdr aus der Gréfdenzunahme der Kardiomyozyten [21-23]. Neben

der Vergrofderung der Kardiomyozyten und der Neuorganisation der Sarkomere findet
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eine gesteigerte Proteinsynthese statt [24]. Die zelluldre Umgestaltung wird zudem durch
molekulare Verdnderungen, wie der kardial spezifischen Reexpression des fetalen
Genprogramms ,fetal shift” und der Aktivierung diverser Signalkaskaden, begleitet [25,
26]. Zur Reprogrammierung embryonaler Gene gehort die Expression von B-MHC (B-
myosin heavy) und Skelett-a-Aktin, die an der Kontraktilitit der Herzmuskelzellen beteiligt
sind [27-30]. Auch die Peptidhormone ANF (atrialer natriuretischer Faktor) und BNP (B-
natriuretisches Peptid) sind durch wichtige Markergene kodiert, die eine signifikante
Verianderung der Genexpression im hypertrophierten Herzen aufweisen [26, 27, 31]. Uber
die Ursache fiir das Auslosen der charakteristischen Reprogrammierung wird derzeit noch
spekuliert. Die Aktivierung und Stimulation der molekularen Ereignisse sind fiir den
veranderten Phanotyp im Herzen verantwortlich und sind daher typische Attribute bzw.
ein ,readout” fiir eine pathologische Hypertrophie [10].

Nicht nur Kardiomyozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Progression einer
pathologischen Hypertrophie, auch kardiale Fibroblasten sind mafdgeblich an den
strukturellen Veranderungen im Herzen verantwortlich und beeinflussen die molekularen
Mechanismen. Eine durch Angiotensin II (ANG II) gesteigerte Transforming Growth Factor
B1-Expression (TGF-B1l) wird nicht nur in den Kardiomyozyten induziert, sondern wirkt
auch auf den Angiotensin 1 Rezeptor (AT1R) in den Fibroblasten. Die verstiarkte Synthese
dieses para- und autokrinen Signalfaktors fiihrt zu einer vermehrten Einlagerung von
Extrazellularmatrix [32]. Durch TGF-81 kommt es zudem durch die Proliferation der
Fibroblasten zu einer verstarkten Fibrosebildung und fiihrt ebenso zum Fortschreiten der

kardialen Hypertrophie.

1.1.3 Signalwege in der pathologischen Myokardhypertrophie

Infolge einer himodynamischen Uberbelastung werden die Kardiomyozyten nicht nur
mechanischem Stress, sondern auch zahlreichen parakrinen und autokrinen humoralen
Faktoren wie ANG II, Endothelin (ET-1), Phenylephrin (PE), insulin-like growth factor 1
(IGF1), TGF-B und Cardiotrophin ausgesetzt. Durch ihre Bindung an Membranrezeptoren
werden zahlreiche intrazelluldre Signalwege aktiviert, die letztendlich die Modulation der
Genexpression, wie die Reexpression des fetalen Genprogramms, beeinflussen und zu dem
pathologischen Phanotyp der Kardiomyozyten fithren [25, 33].

Die Arbeiten der letzten Jahre zeigen eine starke Zunahme der Identifizierung diverser
hypertropher Signalwege im Myokard. Ebenso konnte deutlich gemacht werden, dass
nicht nur ein, sondern mehrere Signalwege infolge einer Mehrbelastung des Herzens
aktiviert werden und somit eine hypertrophe Antwort induzieren [5, 10, 34-36]. Die

zahlreichen Querverbindungen zwischen den verschiedenen Signaltransduktionskaskaden
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fiihren zu einer erheblichen Signalamplifikation, -modulation und -integration. Am Ende

dieser Signalwege steht die Aktivierung zahlreicher nukledrer Transkriptionsfaktoren.

s

ANGIL NE, ET-1

ANP, BNP, 3-MHC
[ Hypertrophie

Transkriptionsfaktoren

Abbildung 2: Illustrierte Darstellung der prominentesten Signaltransduktionswege in der
pathologischen Myokardhypertrophie. Dargestellt sind die GPCR induzierten Signalwege, wie der
Calcineurin-regulierte NFAT Signalweg, der MAPK Signalweg und der PI3K/AKT/GSK3p Signalweg, die an der
Modulation von NFAT beteiligt sind. Modifiziert nach Frey et al. [10].

Diese modulieren wiederum die Bindung an Promoter- bzw. Enhancer-Regionen und
beeinflussen so die Transkription einer Vielzahl von Genen. Die Komplexitit der
Signalkaskaden oder der Rezeptoren, die fiir die kardiale Hypertrophie verantwortlich
sind und den zelluldren Stoffwechsel regulieren, lasst sich nur erahnen. In der Abbildung 2
sind exemplarisch die bekanntesten und am besten charakterisierten Signalkaskaden, die
Ausloser einer pathologischen Myokardhypertrophie sind, dargestellt. Zu den
prominentesten Signalkaskaden, die in den letzten Jahren aufgedeckt wurden, gehoren der
mitogen activated protein kinases (MAPK), der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K-
p110y)/AKT und der Calcineurin Signaltransduktionsweg. Im Weiteren soll genauer auf
die Regulation und Funktion der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Signalwege im

Zuge der pathologischen Hypertrophie eingegangen werden.
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1.1.3.1 Calcineurin in der pathologischen Myokardhypertrophie

Calcineurin ist ein zentrales Protein in der Regulierung der kardialen Funktion. Beginnt
man mit dem Herzschlag so ist dieser assoziiert mit dem Einstrom von Calcium in die
Kardiomyozyten. Calcium ist essentiell um die kontraktile Funktion und das Wachstum
des Herzens zu kontrollieren. Verantwortlich fiir diesen Prozess sind second messenger
aber auch Phosphatasen wie Calcineurin und Kinasen wie die Calcium/Calmodulin-
abhingige Proteinkinase (CaMKs), die tiber das GPCR Signaling aktiviert werden [45, 46].
Calcineurin ist eine Serin/Threoninphosphatase, die sich aus einer katalytischen und einer
regulatorischen Untereinheit zusammensetzt [47]. [hre Aktvierung erfolgt durch Ca2* und
dem Kalziumsensor Calmodulin, der nach Bindung von Ca?* seine Konformation dndert
und somit in seinen aktivierten Zustand iibergeht [48].

Ein wichtiges Substrat von Calcineurin, das vor allem in der pathologischen
Myokardhypertrophie eine Rolle spielt, ist der Transkriptionsfaktor NFAT. Dieser
moduliert die Calcineurinaktivierung dahingehend, dass der Calcineurininhibitor MCIP
(myocyte-enriched calcineurin-interacting protein) exprimiert wird.

Calcineurin ist allerdings nicht ausschliefflich fir die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFAT verantwortlich. Es bestehen zahlreiche Verbindungen
ausgehend von Calcineurin zu anderen Signalmolekiilen, z. B. GSK-33 und MAPK, die an

der Induktion der Hypertrophie beteiligt sind [49].

1.1.3.2 Die MAPK-Signaltransduktion in der pathologischen Myokardhypertrophie

Die MAPK-Kinasen werden in 3 Subfamilien unterteilt, extracellular signal-regulated
kinase (ERK), p38-MAPK und c-Jun amino-terminal kinase (JNKs). Sie alle sind fiir die
Phosphorylierung und  Regulierung  unterschiedlicher = Transkriptionsfaktoren
verantwortlich und sind daher auch an der Induktion und Hochregulation hypertropher
Gene beteiligt [37, 38]. Die Aktivierung der MAPK-Kinasen erfolgt nach Bindung der G-
Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) Agonisten an ihre entsprechende Rezeptoren wie
AT1 Rezeptor, Endothelin Rezeptor und al-adrenerger Rezeptor. Bei diesen Rezeptoren
handelt es sich um Gaq gekoppelte Rezeptoren [39]. Nachdem es zu einer Aktivierung der
Rezeptoren an der Membran kommt, wird eine Kaskade von Kinasen ausgelost, die in der

Phosphorylierung und Aktivierung der drei MAPKs miinden.
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ERK1/2

Bei den ERKs, auch als p42/44-MAPK bezeichnet, handelt es um ubiquitir expremierte
Proteinkinasen, die nicht nur zytosolische Substrate, sondern auch nukledre Proteine
phosphorylieren kdnnen [40]. Die primare Funktion der ERK1/2 liegt im Gegensatz zur
JNK und p38 vor allem in der Vermittlung anaboler Prozesse wie der Hypertrophie, der
Zellteilung und der Zelldifferenzierung [41]. Die ERK1/2-Aktivierung erfolgt iiber MAPK-
Kinasen (MAPKK), welche sich oberhalb im Signaltransduktionsweg der ERK1/2 befinden.
MAPK phosphorylieren ERK1/2 innerhalb des TEY Motifs an den Threonin- und
Tyrosinresten. Zu den MAPKK gehoren zum Beispiel mitogen activated ERK activating
kinase (MEK1/2) und SAPK Kinase (SEK), die wiederum durch MAPKK Kinasen, wie MEKK
und Raf, aktiviert werden konnen [42, 43].

Die Arbeit von Lorenz et al. aus dem Jahr 2009 zeigte, dass eine Autophosphorylierung der
ERK1/2 an Thr188 die Translokalisation in den Zellkern unterstiitzt und somit
hypertrophe Initiatoren phosphoryliert und dadurch die Transkription hypertropher Gene
veranlasst. Wichtig ist hierbei, dass es im Zuge einer Autophosphorylierung im Vergleich
zu einer Phosphorylierung im TEY Motif der ERK, zu einer Interaktion des Raf/MEK/ERK
Komplex mit der GBy-Untereinheit kommt [44].

1.1.3.3 PI3K/AKT/GSK3 Signaling

Unter den Phosphoinositit-3-Kinasen (PI3K) gibt es drei Isoformen, die PI3Ka (p110a),
PI3KB (p110B) und PI3Ky (pl10y). Die PI3Ks koénnen durch verschiedene 7-
Helixtransmembranrezeptoren aktiviert werden. Im Vergleich zu den ersten beiden
Isoformen wird die PI3Ky iiber GPCRs wie den adrenergen Rezeptor, den Angiotensin II-
Rezeptor oder Endothelinrezeptor aktiviert [45, 46]. Dabei spielen vor allem die G-
Proteinuntereinheiten Gas/Gai/Goq eine wesentliche Rolle. Durch Induzierung einer
pathologischen Hypertrophie kommt es selektiv zu eine Hochregulation der PI3Ky im
Herzen und PI3Ky wird dann zum Hauptaktivator von AKT (PKB) [45, 47]. Nach
Assoziation der PI3K-Untereinheit p110y mit der By-Untereinheit der Gag-Untereinheit
kommt es zu einer Aktivierung der PI3K. Diese phosphoryliert das membranstdndige
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
(PIP3). Die Phosphorylierung von PIP; zu PIP3 veranlasst die Rekrutierung der PDK1 und
AKT an die Zellmembran. Die Pleckstrin Homologie (PH) Domane der AKT und dessen
Aktivator PDK1 (3-phosphoinositidedependent protein kinase-1) assoziieren mit dem 3‘-
phosphorylierten Lipid und erméglichen so PDK1 durch dessen Phosphorylierung AKT zu

aktivieren.
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Ein Gegenspieler dieser Kinase ist PTEN (Phosphatase and Tensin homolog). Dabei handelt
es sich um eine Phosphatase, die ebenfalls mit der Zellmembran assoziiert ist. Sie
katalysiert die Hydrolyse verschiedener Phosphorsdureester. In diesem Fall

dephosphoryliert PTEN PIP; und hemmt so zum Beispiel den PI3K/AKT/PKB Signalweg.

AKT

Die AKT, auch unter dem Namen Proteinkinase B bekannt, ist eine Serin/Threonin Kinase
und ein wichtiges Zielprotein der PI3Kinase. Es gibt drei AKT-Gene, wobei nur AKT1 und
AKT2 im Herzen verstiarkt exprimiert werden. Die Phosphorylierung von AKT durch PDK1
findet am Threoninrest 308 innerhalb der katalytischen Domane statt [48]. Eine weitere
Phosphorylierungsstelle ist der Serinrest 473, der sich in der regulatorischen Doméane
befindet. Nach Phosphorylierung von PDK1 ist der mTOR Komplex 2 mTORC2
(mammalian target of Rapamycin complex 2) in der Lage die Phosphorylierung von Ser
473 zu katalysieren [49].

Beide Phosphorylierungen sind fiir eine vollstindige Aktivierung der AKT ndtig. Eine
Phosphorylierung allein am Threoninrest fiihrt nur teilweise zur Regulierung seiner

Substrate. Ein wichtiges Zielprotein von AKT ist die Glykogensynthase Kinase 3 (GSK3[3).

GSK3f8

Die GSK3f wurde urspriinglich als Kinase identifiziert, welche die Glykogensynthase
phosphoryliert und somit inaktiviert. Heute betrachtet man GSK3f als einen wichtigen
Regulator verschiedenster Prozesse und ist am Zellwachstum und der Apoptose beteiligt.
Im Herzen beeinflusst GSK3B sowohl nach physiologischen als auch pathologischen
Stimuli das kardiale Wachstum negativ. In einer Arbeit von Haq et al. konnte gezeigte
werden, dass eine konstitutiv aktive Form von GSK3f das kompensatorische Wachstum
nach Druckitiberbelastung oder chronischer -adrenerger Stimulation reduziert [50]. Die
hypertrophiehemmende Wirkung entfaltet GSK3B durch die Inhibition von
Transkriptionsfaktoren, die eine Hypertrophie férdern. So ist GSK3f zum Beispiel fiir die
Phosphorylierung von NFAT verantwortlich und verhindert so dessen Translokation in
den Nukleus. GSK3 ist konstitutiv aktiv. In vitro und in vivo Arbeiten zeigten, dass unter
hypertrophen Bedingungen GSK3{ im Vergleich zu lhrer Isoform GSK3a inaktiviert wird
[50]. Eine Inhibierung und folgende Inaktivierung der GSK3f2 erfolgt durch
Phosphorylierung am Serinrest-9 durch die Kinase AKT.

Verschiedene Studien zeigen, dass eine Inaktivierung des AKT-Substrats GSK3( bei der
Induktion der pathologischen Hypertrophie eine wichtige Rolle spielt. Verschiedenste
GPCR-aktivierende Hypertrophiestimuli fiihren zZur PI3K/AKT-abhangiger
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Phosphorylierung von GSK3B. Ein Austausch von Serin-9 gegen Alanin, der die
Phosphorylierung und damit die Inaktivierung von GSK3f verhindert, blockiert die GPCR-
induzierte Hypertrophie [51, 52].

1.1.3.4 Transkriptionsfaktor NFAT

NFAT (nukledrer Transkriptionsfaktor aktivierter T-Zellen) Proteine, von denen es fiinf
Formen gibt, spielen eine zentrale Rolle in der induzierbaren Gentranskription der
pathologischen Myokardhypertrophie. Trotz ihres Namens kommen sie nicht nur in T-
Zellen sondern in sehr vielen Geweben vor. In nicht stimulierten Zellen verbleiben die
NFAT Proteine im Zytoplasma. In einem hyperphosphorylierten Stadium zeigten sie eine
niedrige Affinitdt zur DNA. Die Dephosphorylierung von NFAT, wie es im hypertrophen
Herzen durch Calcineurin beispielsweise geschieht, erlaubt es NFAT, in den Nukleus zu
translozieren. Zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren wie GATA4 und MEF2
bewirken die NFAT Proteine im Nukleus eine Umprogrammierung der Genexpression mit
einem deutlichen Anstieg von hypertrophieassoziierten Genen wie B-MHC und den
natriuretisch wirkenden Peptiden ANP und BNP [53, 54]. Die Phosphorylierung von NFAT
durch die Kinase GSK3{3 dagegen verhindert eine Translokation von NFAT in den Nukleus

und somit auch die Reexpression der pro-hypertrophen Gene.

1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) und G-Proteine

Bei der Induzierung pathologischer Signalwege und der Weiterleitung extrazellularer
hypertropher Signale im kardiovaskuldren System nimmt das GPCR Signaling (GPCR),
welches von verschiedenen Agonisten wie ANG II, ET-1 und Katecholaminen aktiviert
wird, eine zentrale Rolle ein. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind aus sieben
Transmembran Helices aufgebaut. Durch die Interaktion mit heterotrimeren
Guaninnukleotid-bindenden Proteinen (G-Proteinen) werden Signale an nachgeschaltete
Effektormolekiile wie die Adenylatcyclase (AC), die Phospholipase C (PLC), die Mitogen
Activated Protein Kinasen (MAPK), die Phospatidylinositol 3-Kinase (PI3K) oder Ras
Proteine iibertragen und aktiviert [47, 55]. Beim Menschen wurden derzeit tiber 800
verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren entdeckt [56]. Im kardiovaskuldren
System spielen vor allem die GPCRs wie ANG II-, ET1- und a- und (-adrenerge-Rezeptoren
eine zentrale Rolle.

Sie sind im Herzen an der Kontraktion und Herzfrequenz, sowie am Wachstum der Zellen
wesentlich beteiligt. Vor allem die Signalweiterleitung iiber die Gag-Proteine spielt eine

zentrale Rolle bei der hypertrophen Antwort des Herzens auf pathologische Reize.
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GPCRs sind an G-Proteine gekoppelt. Diese bestehen aus drei Untereinheiten, einer o-
Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 39-46 kDa, einer (-Untereinheit (36 kDa)
und einer y-Untereinheit (8 kDa) [57]. Die a-Untereinheit verfiigt liber eine Bindungsstelle
fiir Guanosintriphosphat (GTP)/Guanosindiphosphat (GDP). Im inaktiven Zustand liegt Ga
als Ga-GDP vor, im aktivierten Zustand liegt nach Interaktion mit einem aktivierten
Liganden-Rezeptor-Komplex als Ga-GTP vor. Die 8- und y-Untereinheit bilden einen festen
Komplex [57, 58]. Alle Untereinheiten sind Bestandteil der Signalweiterleitung und
zeichnen sich durch eine grofde Diversitat aus [57, 59, 60].

Nach Bindung eines Agonisten an dem membrangebundenen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor, findet zunidchst dessen Konformationsianderung und Interaktion des Liganden-
Rezeptor-Komplexes mit einem heterotrimeren G-Protein statt. Diese Interaktion
veranlasst einen Austausch von GDP zu GTP an der Ga-Untereinheit, wobei der G-Protein-
gekoppelte Rezeptor als Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) wirkt [57, 59, 61].
Gleichzeitig dissoziiert die Go-Untereinheit von der Gfy-Untereinheit [62]. Woraufhin
diese freien G-Protein Untereinheiten nachgeschaltete Effektormolekiile wie zum Beispiel
Adenylatzyklasen, Phospholipasen und zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP)-
abhingige Phosphodiesterasen, regulieren bzw. aktivieren kénnen [58, 63].

Diese aktivierten Effektormolekiile fiihren wiederum zur Freisetzung von sogenannten
second messenger wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), Diacylglycerol (DAG), Inositoltrisphosphat (IP3) und
Caz+, die ihrerseits wieder Reaktionen auslosen [57]. Aufgrund der intrinisischen GTPase
Aktivitat der o-Untereinheit findet die Terminierung der Signaltransduktion statt, da
durch die Hydrolyse von GTP zu GDP die Reassoziation der G-Protein-Untereinheiten a, 3
und vy erfolgt.

Die wichtigsten G-Proteine, die im Herzen exprimiert werden, sind die Gas, Gai/0 und
Gag. Die B-adrenergen Rezeptoren, die an Gas-Proteinen oder Gai-Proteinen gekoppelt
sind, verbinden das sympathische Nervensystem mit der Myokardfunktion und regulieren
die Kontraktionskraft und die Herzfrequenz [64, 65]. Rezeptoren, wie Angiotensin II-,
Endothelin-, und a-adrenergen-Rezeptoren, welche an Goag-Proteine gekoppelt sind,
spielen eine zentrale Rolle bei der hypertrophen Antwort des Herzens auf pathologische
Stimuli [66-70]. Nach Bindung des Liganden an den Rezeptor findet durch Dissoziation der
Ga- von der Gy-Untereinheit die Aktivierung des Effektormolekiils Phospholipase C
durch Ga-Untereinheit statt. Dieser ist fiir die Spaltung des Substrats Phosphatidylinositol-
(4,5)-bisphosphat (PIP2) verantwortlich und setzt dadurch die beiden second messenger
[P3 und DAG frei [57, 67, 71]. Das membranstindige DAG aktiviert wiederrum die
membranstindige Proteinkinase C, die verschiedene Substrate phosphoryliert und somit

verschiedenste Signalkaskaden auslost, welche an der Regulation der Transkription und
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kardialer Hypertrophie beteiligt sind. Die GBy-Untereinheit wiederum aktiviert ebenso
Signalmolekiile und initiiert Signaltransduktionswege wie zum Beispiel den PI3K/AKT

Signalweg.

1.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2)

Unter den G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen gibt es sieben verschiedene Isoformen,
die hauptsachlich die agonist-besetzte Form der GPCRs als Substrat erkennen.
Charakteristisch fiir GRKs ist deren grofder Amino- und Carboxyterminus, der sich in
bestimmten Subdomanen deutlich von den anderen Kinasen unterscheidet. Aufgrund des
unterschiedlichen  Aufbaus des C-Terminus und des Mechanismus der
Membrantranslokation werden die GRKs in Subfamilien gegliedert: a) die
Rhodopsinkinasen zu denen die GRK1 und GRK7 zdhlen werden am C-Terminus prenyliert
und dadurch in der Membran verankert, b) die $-adrenergen Rezeptorkinasen GRK2 und
GRK3, die als einzige Subfamilie eine PH Domédne im C-Terminus aufweisen und c) die
Subfamilie GRK4 mit ihren Isoformen GRK4, GRK5 und GRK6. Dabei werden GRK4 und
GRK6 im C-Terminus palmityliert. Am C-Terminus der GRKS5 befinden sich positiv
geladene Aminosauren [72]. Die GRK2 war die erste GRK, deren Nukleotidsequenz 1989
von der Gruppe von Robert ]. Lefkowitz aufgeklart werden konnte [73]. Als Substrat
wurde damals hauptsachlich der (:-adrenerge Rezeptor eingesetzt, weshalb die GRK2
urspriinglich $-adrenerge Rezeptorkinase 1 ($-ARK1) genannt wurde. Heute werden laut
Nomenklatur die Kinasen allgemeiner als G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK)
bezeichnet und die Nummerierung richtet sich nach dem Zeitpunkt ihrer Entdeckung.

Die GRK2 gehort zur Familie der Serin/Threonin Kinasen, die bevorzugt Serin und
Threonin in der Nachbarschaft von neutralen und sauren Aminosdureresten
phosphorylieren [74]. Als ubiquitdr vorkommendes zytosolisches Protein wird die GRK2,
neben der GRK3 und GRKS5 als hiufigste Isoform im Myokard exprimiert. Wie genau die
Expression der GRK2 reguliert wird, ist noch nicht geklart und Gegenstand intensiver
Forschung. Im Vergleich zu den anderen Isoformen stellt die GRK2 ein Schliisselmolekiil in
der Regulation der Physiologie des Herzens dar [72, 75]. Ihre Expression ist bei einer
Vielzahl von Erkrankungen verdndert so auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz,
Hypertrophie, Myokardinfarkt und Hypertonie [76-82]. Die GRK2 gehort, wie auch die
GRK5 zu den variabelsten GRKs in Bezug auf ihre Substratspezifitit. Vor allem die
physiologisch wichtigen GPCR-Rezeptoren wie [-adrenerge Rezeptoren, or-adrenerge
Rezeptoren, Angiotensin II Typ 1-Rezeptoren werden von GRK2 phosphoryliert und
reguliert [83]. Es ist bis heute nicht geklart wie die Rezeptorspezifitit von GRK bzw. die

Praferenz fiir bestimmte GPCR vermittelt wird. Es wird vermutet, dass die biologisch
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relevante Rezeptorspezifitdt durch Co-Expression und Co-Lokalisation von GRK und ihre
GPCR und zusétzliche regulatorische Mechanismen erreicht werden [72]. Aber auch nicht

GPCR Proteine stehen unter der Modulation von GRK2 [83-85].

1.3.1 Aufbau von GRK2

Grundsatzlich unterscheidet sich der Aufbau der 78-80 kDa grofsen GRK2 nicht von denen
der anderen GRKs. Die katalytische Domdadne wird von einer aminoterminalen (N-
Terminus, ~185 AS) und einer variablen carboxyterminalen (C-Terminus, ~105-230 AS)
Domane flankiert. Zudem ist die Proteinsequenz der katalytischen Domane zwischen den
einzelnen GRKs stark konserviert (~45 %) und besteht aus ca. 270 Aminosauren, deren
Zentrum ein Lysin darstellt, welches fiir die Bindung von ATP verantwortlich ist

(Abbildung 3).

oy W
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Regulation des Homologe Membrantranslokation
GPCR Desensitivierung von GRK2

Abbildung 3: Aufbau und Funktion der einzelnen Doménen von GRK2. Modifiziert nach Rebas et al. [86].

Anders verhélt es sich mit dem C- und N-Terminus. Hier gibt es starke Unterschiede vor
allem im C-Terminus, der sowohl in seiner Aminosauresequenz als auch in seiner Linge
zwischen den einzelnen Familien der GRKs sehr verschieden ist.

Der C-Terminus der GRK2 geht eine Bindung mit freien GBy Untereinheiten an der
Membran ein, nachdem es zu einer agonistabhidngigen Membrantranslokation von GRK2
nach GPCR Aktivierung kommt [87, 88]. Untersuchungen konnten diese Interaktion auf
einen kleinen Teil des C-Terminus, den Bereich der Aminosdauren 648 bis 665, kartieren
[89, 90]. Dabei tiiberlappt der kleine Teil mit einer sowohl in GRK2 als auch in GRK3
vorhandenen Domaéne, der Pleckstrin-Homologie-Doméne (PH-Doméne), die sich ebenfalls
am C-Terminus befindet [91]. Die PH-Domane ist zudem fiir die Interaktion der GRK2 mit
Phospholipiden, wie PIP; verantwortlich [87]. Die Interaktion zwischen Phospholipiden
und der PH Domane der GRK2 ist nicht von der Aktivierung durch GPCRs abhingig, wie es
zum Beispiel bei der Interaktion zwischen GRK2 und GBy zu beobachten ist [92].
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Auflerdem wird die katalytische Aktivitat der Kinase PKC negativ durch die PH- Domaéne
beeinflusst [93].

Innerhalb des N-Terminus gibt es eine ca. ~120 AS lange Domaine, die eine starke
Homologie zu den sogenannten RGS Proteinen (Regulator of G-protein signaling) aufweist,
die sogenannte RGS-Domaéne. RGS Proteine, die die GTPase-Aktivitdt der GTP-gebundenen
Ga-Untereinheiten erhdhen, indem sie an diese binden und so die Hydrolyse von Ga-GTP
zu GaGDP beschleunigen. Dabei kommt es zu einer tausendfach beschleunigten
Inaktivierung des G-Proteins gefolgt von einer Signalterminierung.

Analysen konnten zeigen, dass die RGS Doméane der GRK2 spezifisch auf Gaq/11 wirkt und
es so zu einer schnelleren Abschaltung der gekoppelten Rezeptorsignale kommt [66]. Die
Aktivitit der RGS Domédne von GRK2 bleibt dabei unbeeinflusst von der katalytischen
Aktivitat der Kinase, ebenso wie das Phosphorylierungsstadium der Rezeptoren keinen
Einfluss darauf nimmt [94-100].

Neuere Arbeiten zeigen, dass auch der N-Terminus der GRK2 eine Gfy-Bindestelle besitzt
und so nicht nur die Kkatalytische Aktivitit, sondern auch die Gfy-induzierte
Signaltransduktionen beeinflusst [101, 102]. Welche der beiden Bindungsstellen der GRK2

fiir GBy-Untereinheiten die physiologisch bedeutendere ist, bleibt zu erforschen.

N-terminal domain Catalytic domain C-terminal domain
(~185 aa) (~270 aa) (~105-230 aa)
o-actinin PI3K
Goag/11
20-185 492-689
GBy GRK2 Clathrin GBy
53 643-670
Caveolin (80 kDa) 498502 caveolin
63-71 567-584
v
. .. Phosphorylation of phosducin, L 1]
13 29 86 92 synuclein, tubulin,ribosomal 670 685
c-Src PKC c-Src protein P2, ezrin, R-smads ERKPKA

Abbildung 4: Interaktome der GRK2. Modifiziert nach Ribas et al. [86].

1.3.2 Funktionelle Rolle von GRK2

Ist das biologische System dauerhaft Reizen ausgesetzt, so werden physiologische
Prozesse, wie Desensibilisierung oder Adaptation in Gang gesetzt um die Ansprechbarkeit
auf neue oder stirker werdende Reize zu vermindern. Die G-Protein-gekoppelte
Signalweiterleitung iiber die GPCR wird in diesem Zusammenhang durch die GRKs
moduliert.

Durch die Aktivierung der GPCRs werden die GRKs an die Zellmembran rekrutiert, wo sie
vor allem Zielproteine phosphorylieren. Die Rezeptorerkennung ist dabei zwischen den

GRKs sehr unterschiedlich [103]. Zum einen liegt das an den unterschiedlichen Affinitaten
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zu den verschiedenen GBy-Untereinheiten des heterotrimeren G-Proteins, zum anderen an
der direkten Rezeptor-GRK-Interaktion [104]. Die Phosphorylierung der GPCRs durch die
GRKs erfolgt ausschliefilich iliber eine durch Agonisten aktivierte Form der GPCRs.

Nach Aktivierung des GPCRs durch entsprechende Bindungspartner kommt es zu einer
Konformationsdnderung der Rezeptoren. Diese Strukturdnderung sorgt fiir eine rasche
Translokation der GRKs an die Zellmembran und Membranverankerung (Abbildung 5). Im
Falle der GRK2 scheint der C-Terminus eine essentielle Rolle zu spielen. Arbeiten belegen,
dass durch Expression des C-Terminus von GRK2 nicht nur die Translokation der GRK2,
sondern auch die Rezeptorphosphorylierung und die damit einhergehende
Desensibilisierung verhindert wird [89]. Nach Translokation der GRK2 an die
Zellmembran wird der Rezeptor an den Serin- und Threoninrest des zytoplasmatischen C-
Terminus phosphoryliert. Dies fiihrt zu einer Senkung der Affinitat des Rezeptors fiir G-
Proteine und erhoht gleichzeitig die Affinitdt zu dem Adapterprotein 3-Arrestin, welches
nach Phosphorylierung an die Membran rekrutiert wird. Die Bindung durch B-Arrestin
verhindert die Interaktion mit den G-Proteinen (Desensibilisierung) und der Rezeptor
wird internalisiert. Die anschliefRende Dephosphorylierung des Rezeptors und seine
Rekrutierung an die Membran (recycyling) oder proteolytische Degradation
(downregulation) bewirkt eine Abnahme der Rezeptordichte an der Zelloberflache, welche
mit einer verminderten Ansprechbarkeit der Zelle auf den spezifischen Agonisten
einhergeht [104]. Wiirde dieser Prozess nicht stattfinden, kdme es zu einer
iiberschiefienden Reaktion der Zelle. Die GPCRs werden in das Zytoplasma aufgenommen
und abgebaut bzw. rezirkulieren an die Membran. Neben ihrer Funktion als Kinase kann
die GRK2 auch durch direkte Interaktion = mit  Proteinen diese
phosphorylierungsunabhangig regulieren. So konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion
von GRK2 mit der Gaq Untereinheit die GPCR desensitiviert und somit die GTPase
Aktivitat von Gaq stimuliert, was die Gag-vermittelte PLC-Aktivierung hemmt [97]. Auch
die GBy-Untereinheiten werden durch GRK2 beeinflusst [89, 105]. Dahingegen ist keine
Interaktion mit Gas, Gai, Gao, Gal2/13 oder Gal6 zu beobachten [97, 98, 106]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass GRK2 auch mit Ga14 interagiert [106]. Einen ganz anderen
Weg verfolgt die Phosphorylierung von P2, einen ribosomalen Protein, durch GRK2. Nach
Rezeptoraktivierung und Phosphorylierung wird die Proteinneusynthese gesteigert und
so die translationale Aktivitit indirekt durch GPCRs beeinflusst [107]. Hier hat die
Phosphorylierung durch GRK2 &dhnliche Effekte wie bei der Phosphorylierung anderer
GPCRs. Es kommt zur Desensibilisierung und zu einer verringerten Oberflachenexpression
sowie zu einer verstiarkten MAP-Kinase-Aktivierung [108]. In der Abbildung 4 sind die
Interaktionspartner von GRK2 dargestellt.
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Desentivisierung/ Internalisierung Modulation von Effektoren |

Abbildung 5: Darstellung der unterschiedlichen Mechanismen, durch die GRK2 verschiedene

Signalwege moduliert. Modifiziert nach Ribas et al.[86].

1.3.3 Die kardiale Bedeutung von GRK2

Die zentrale Rolle der GRK2 im kardiovaskuldren System beruht auf der Modulation der
GPCRs durch deren Desensibilisierung. Im Fokus steht hierbei ihre Bedeutung in der
Herzinsuffizienz. Aufgrund der eingeschrankten Herzleistung kommt es zu einer
vermehrten Ausschiittung von Katecholaminen, gefolgt von einer erhohten
Desensibilisierung der -adrenergen Rezeptoren, was wiederum zu einer verstirkten
Herunterregulation und zu einer gehduften Entkopplung von Gas fiihrt [64, 109].
Aufgrund einer veranderten Aktivitit und Expression der GRK2 in der Pathogenese der
Herzinsuffizienz variiert die pathophysiologische Rolle der GRK2 im Verlauf der
Erkrankung. So zeigen verschiedene Studien, dass Menschen mit einer Herzinsuffizienz
eine erhohte GRK2-Aktivitat und eine vermehrte GRK2-mRNA Produktion aufweisen, was
die Ursache fiir eine verstarkte Rezeptordesensibilisierung ist und zu einer Abnahme der
kardialen Leistungskraft fithrt [77, 78]. Dariiber hinaus gibt es Arbeiten, die eine
Korrelation der GRK2-Expression und Aktivitit mit einer Dysregulation von op-
Adrenozeptoren, wie sie bei Herzinsuffizienz auftritt, zeigen. Eine Dysregulation der
Rezeptoren wird hier durch einen Anstieg der GRK2-Expression verstarkt, was die GRK2
als mogliches sympatholytisches Zielmolekiil identifiziert [110]. Weitere Studien belegen,
dass eine hohe GRK2-Konzentration mit erhohten Angiotensin II-Konzentrationen und
einer Hypertension einhergeht [111]. Um in den maladaptiven Prozess der GRK2
einzugreifen, wurden verschiedene Therapieansatze verfolgt. Neben einer Inhibierung der
GRK2 durch das pharmakologische Peptid M119, gehdéren zu den neuesten

therapeutischen Ansitzen die Uberlegungen iiber den gentherapeutischen Einsatz, der im
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Mausmodell und Grofdtiermodell getesteten GRKZ2-Inhibitoren, fARK-ct und BARK-nt
[112-114]. Eine gezielte Uberexpression dieser GRK2 Dominen wiirde ein verlingertes

Rezeptorsignal in den pathologischen Prozessen fordern.

1.4 Stand der Forschung

Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es zu einer Hochregulation von GRK2 im Herzen.
Dies konnte bereits die Arbeitsgruppe um Prof. Lohse 1993 aufzeigen [76]. Arbeiten von
Raake et al. konnten zudem darlegen, dass GRK2 als zentraler Regulator der -adrenergen
Signaltransduktion mafdgeblich zur Entstehung und Progression der Herzinsuffizienz
beitragt [115-117]. Nicht nur bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz, sondern auch in
einem Mausmodell der ischdmischen Kardiomyopathie konnte gezeigt werden, dass eine
Zunahme von GRK2 und ihrer Aktivitdt zu beobachten ist. Durch genetische Ablation von
GRK2 (konditionelle knockout Maus) konnte eine signifikante Verbesserung der
Uberlebensrate herzinsuffizienter Miuse erzielt werden [115, 117]. Interessanterweise
konnte auch das adverse Remodeling in den GRK2KO Méausen unterdriickt werden. In vivo
Daten an konditionellen GRK2KO Maiusen, die zuvor einer transversalen
Aortenkonstriktion als Modell der pathologischen Myokardhypertrophie unterzogen

wurden, lieferten erste Hinweise auf eine Beteiligung von GRK2 in der pathologischen

Myokardhypertrophie.
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Abbildung 6: Genetische GRK2-Inhibition reduziert die pathologische Myokardhypertrophie. (A)
Uberlebenskurve nach TAC in ménnlichen WT und GRK2KO Miusen, B) Relative Wanddicke gemessen in
mm/mm, (C) Zellflaiche post TAC isolierter Kardiomyozyten in pm?2, Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. Statistik: One-way Anova (Prism); * p<0,05, ** p<0,01.



1 Einleitung 17

Die GRK2ZKO Tiere zeigten in diesem Hypertrophiemodell neben einem im Trend
verbesserten Gesamtiiberleben eine signifikant verringerte myokardiale Hypertrophie.
Zudem zeigten erste Analysen auf mRNA Ebene eine deutliche Hochregulation der GRK2
bei Tieren, die einer transversalen Aortenkonstriktion unterzogen wurden (Abbildung 7).
Im Vergleich zur maladaptiven Hypertrophie zeigen GRK2KO Mause unter physiologischer
Stimulation durch regelmafdiges Schwimmtraining keine Unterschiede der GRK2-
Expression verglichen mit untrainierten Kontrolltieren, was darauf hinweist, dass GRK2
nur in der pathologischen und nicht in der physiologischen Hypertrophie eine Rolle spielt

(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Vermehrte GRK2-Epxression im Rahmen der pathologischen nicht jedoch der
physiologischen Myokardhypertrophie. Vergleich der GRK2-mRNA Werte in einem Modell der
physiologischen sowie in einem Modell der pathologischen Myokardhypertrophie in vivo. (A) GRK2-mRNA
Level 6 Wochen nach TAC in Wildtyp- und GRK2KO Mausen. (B) GRK2-mRNA-Werte in Wildtypmausen nach 4
Wochen regelméafiigen Schwimmtrainings und in untrainierten Kontrollméausen. Die Daten sind als Mittelwerte
+ SEM dargestellt. Statistik: One-way Anova (Prism); * p<0,05, ** p<0,01.

Trotz der Erkenntnis, dass die linksventrikulare Masse ein unabhangiger Risikopradiktor
fiir fatale Ereignisse bei Patienten mit Herzinsuffizienz darstellt, ist bislang keine klinische
Therapie verfiigbar, die speziell auf die Behandlung der pathologischen
Myokardhypertrophie ausgerichtet ist [118]. Etablierte Herzinsuffizienztherapien, wie f3-
Blocker, ACE-Inhibitoren oder Aldosteron-Antagonisten blockieren neurohormonale
Systeme, die als Folge der Herzinsuffizienz moduliert werden. Obwohl die Blockade dieser
neurohormonalen Systeme die Prognose in der Herzinsuffizienz verbessern, ist es
wahrscheinlich, dass sowohl maladaptive als auch adaptive nachgeschaltete Prozesse
gehemmt werden [119]. Somit ware die pathologische Myokardhypertrophie ein frither
Ansatzpunkt fiir eine therapeutische Intervention und koénnte die Entstehung der

Herzinsuffizienz gar verhindern.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2) galt bislang vor allem als ein zentraler
Regulator der B-adrenergen Signaltransduktion. In Vorarbeiten konnte aufgezeigt werden,
dass GRK2 in dieser Funktion mafdgeblich zur Entstehung und Progression der

Herzinsuffizienz beitragt.

Eine Vielzahl von kardiovaskuldren Stérungen, wie der Myokardinfarkt, die arterielle
Hypertonie und die durch Mutationen sarkomerischer Proteine verdnderte Kontraktilitat
provozieren eine pathologische Hypertrophie der Kardiomyozyten. Diese Stressinduzierte
Myokardhypertrophie normalisiert zunachst die Wandspannung des linken Ventrikels,
was eine voriibergehende Entlastung des linken Ventrikels bedeutet. Ein andauernder
hypertropher Stimulus mit dann iiberschiefender, pathologischer Myokardhypertrophie
fiihrt letztlich zu einer Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen und plétzlichem

Herztod.

In der vorliegenden Arbeit soll der bislang unerforschte und mdgliche kausale
Zusammenhang von GRK2 bei der Entstehung der pathologischen Myokardhypertrophie

charakterisiert werden.

Die in vivo an einer konditionellen GRK2KO Maus untersuchten Veranderungen
hypertropher Parameter sollen an Hand eines Zellkulturmodells mit neonatalen
Kardiomyozyten nachvollzogen werden. Hierbei wird die pathologische Hypertrophie
durch pharmakologische Stimulation induziert und gentechnische Ansatze durch virale
Uberexpression bzw. silencing der GRK2 herangezogen. Zudem soll die Rolle von GRK2
beziiglich ihrer Einflussnahme auf hypertrophe Signaltransduktionskaskaden

entschlisselt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Neonatale ventrikulire Kardiomyozyten aus der Ratte

Die in der Zellkultur eingesetzten ventrikuldren Kardiomyozyten wurden aus ein bis drei
Tage alten mannlichen und weiblichen neonatalen Ratten der Rasse Wistar isoliert. Die
trachtigen Muttertiere wurden von der Firma Janvier bezogen und in die Interfakultire

Biomedizinische Forschungseinrichtung der Universitit Heidelberg geliefert.

2.1.2 Zellkulturmaterialien

CaCl 1 mM Sigma Aldrich, Miinchen
DNAse 110.000 U/ml Sigma Aldrich, Miinchen
DMEM High Glucose (4,5 g/1) mit L-Glutamin PAA, Colbe

Dulbecco’s PBS (10x) ohne Ca2+ und Mg2+ PAA, Colbe

FCS-Gold PAA, Colbe

L-Glutamin 200 mM PAA, Colbe

HEPES Puffer 1 M PAA, Colbe

HBSS (ohne Ca?+ und Mg2* mit Phenolrot) PAA, Colbe
Medium-199 ohne L-Glutamin Sigma Aldrich, Miinchen
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA, Colbe

Trypsin 1:250 Unit 100 GM Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin-EDTA 0,25 %, Phenolrot Invitrogen, Karlsruhe

2.1.3 Adenoviren

Der NFAT-Luziferase-Virus (Ad5-NFAT-Luz) wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Johannes Backs, Universitatsklinikum Heidelberg, zur Verfiigung gestellt. Der Ad5-CMV-
LacZ und der Ad5-CMV-GRKZ wurde aus dem Labor von Prof. Walther Koch in
Philadelphia bezogen.
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Adenoviren

Ad5-CMV-LacZ Replikationsdefizient (Deletion des E1-und E3-Gens)

LacZ Gen unter Kontrolle des CMV Promotors

Ad5-CMV-GRK2 Replikationsdefizient (Deletion des E1-und E3-Gens)

GRK2 Gen unter Kontrolle des CMV Promotors

Ad5-NFAT-Luz Replikationsdefizient (Deletion des E1-und E3-Gens)

NFAT-Gen unter Kontrolle des Luziferase Promotors

2.1.4 Primersequenzen fiir die quantitative Real-Time PCR

Zur Durchfiihrung der quantitativen Real-Time PCR erfolgte zunachst die Erstellung der
bendtigten Primer mit dem Programm Primer-BLAST (NCBI, Bethesda, MD, USA) (siehe
Tabelle 2). Die optimale Anealingtemperatur der Primer wurde {iber einen
Temperaturgradienten bestimmt. Die Primer wurden anschlief}end in Vorversuchen

getestet und anhand der DNA-Agarosegelelektrophorese validiert.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Primersequenzen

Primerbezeichnung Sequenz

CSQ2 For 5-TCA AAG ACC CAC CCT ACG TC-3°

CSQ2 Rev 5-GGG TCA ATC CAC AAG ATG CT-3°

BNP For 5-CTG AAG GTG CTG TCC CAG AT-3"

BNP Rev 5-CCT TGG TCC TTC AAG AGC TG-3°
B-MHC For 5-GCC AAC ACC AACCTG TCC AAG TTC-3"
B-MHC Rev 5-TGC AAA GGC TCC AGG TCT GAG GGC-3°
ANP For 5-TGC CGG TAG AAG ATG AGG TC-3°

ANP Rev 5-TGC TTT TCA AGA GGG CAG AT-3"
GRK2 For 5-CCC TCT CAC CAT CTC TGA GC-3°

GRK2 Rev 5-CGG TTG GGG AAC AAG TAG AA-3°

2.1.5 siRNA Sequenzen

Die verwendeten siRNA-Sequenzen (siehe Tabelle 3) wurden von der Firma Ambion

synthetisiert.
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Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten siRNA Sequenzen

siRNA Bezeichnung Sequenz
sense-siRNA-Negativkontrolle 5°AGC AUU CAU UCG CGU UGG 3¢
antisense-siRNA-Negativkontrolle 3‘CCA ACG CGA AUG AAU GCU 5°
sense-siRNA-GRK2 (2.1) 5" AGA UCA UCCUGG GCCUUGA 3’
antisense-siRNA-GRK2 (2.1) 3’ UCA AGG CCCAGG AUGAUCU 5’
sense-siRNA-GRK2 (2.3) 5" UCA AGU UACUGG ACAGUGA 3
antisense-siRNA-GRK2 (2.3) 3’ UCA CUG UCC AGU AACUUGASY

2.1.6 Medien, Puffer, Losungen

Sofern nicht anders beschrieben wurden alle Puffer und Lésungen in doppelt destilliertem
Wasser (ddH20) angesetzt. Vor Gebrauch wurden die Losungen entweder durch Filtration

oder im Autoklav sterilisiert.

Verdaulésung Trypsin-HBSS 3 % Trypsin (v/v)
3% DNAse I (v/v)
0,04 M HEPES Puffer
4 mM NaOH
2%P/S (v/v)
ad 50 ml HBSS

Stopplésung Antitrypsin-HBSS 4 % FCS-Gold (v/v)
3 % DNase |
(Endkonzentration 300 U/ml)
2%P/S (v/v)
0,06 M HEPES
ad 50 ml HBSS

Kulturmedium (10 % FCS) Medium 199
10 % FCS-Gold (v/v)
1% P/S (v/v)
1 % L-Glutamin

1 mM Caz+
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Kulturmedium (0,5 % FCS) Medium 199
0,5 % FCS-Gold
1% P/S
1 % L-Glutamin

1 mM Caz+

Wachstummedium fiir AD 293 (10 % FCS) DMEM
10 % FCS
1%P/S

Kulturmedium fiir AD 293 (2 % FCS) DMEM
2 % FCS
1%P/S

Einfriermedium Ad 293 DMEM
10 % FCS
10 % DMSO

6x Agarose Gel-Ladepuffer 30 % Glycerol (v/v)
0,25 % Bromphenol Blau (m/v)
0,05 % SDS (m/v)

Blocking Puffer (iBlock) 0,2 % iBlock (m/v)
0,1 % Tween 20 (m/v)

0,04 % Natriumazid

RIPA Lysepuffer 150 mM NacCl
50 mM Tris
50 mM EDTA
1 % NP40 (v/v)
0,5 % Desoxycholat
10 mM NaF

10 mM Nay-Pyrophosphat
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Semi-Dry Transferpuffer 48 mM Tris
39 mM Glycin
20 % Methanol (v/v)

10x TBS 0,25 M Tris
1,5 M NacCl
10 mM CaCl;
- pH 7,5 ad 2,5 L mit dest. H20

10x Anodenpuffer 1 M Tris
ad 1 L mit dest. H,0

1x Kathodenpuffer 0,1 M Taurin
0,1 M Tris
0,1 % SDS
ad 2,5 L mit dest. H20

1x TBST 20 % 10x TBS (v/v)
ad 0,5 L mit dest. H20
0,1 % Tween 20 (v/v)

5x SDS-PAGE Probenpuffer 30 % Glycerol (v/v)
(Laemmli-Puffer) 50 mM TRIS
10 % SDS (v/v)
250 mM DTT
10 mM EDTA

0,1 % Bromphenol Blau (w/v)
- pH 6,8; ad 1 L mit dest. H,0

4 % Paraformaldehyd 4 % PFA (m/v)
4 9% Sacharose
1x PBS
bei 60 °C erhitzen, pH 7-8
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Casiumchlorid-leicht

Casiumchlorid-schwer

2.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Agarose

ANGII

BSA

Casiumchlorid

Chloroform

DC™ Protein Assay Reagent Kit
DEPC H;0

DNS Langenstandard 100 bp
DTT

EDTA

Ethanol 99 % vergallt mit 1 % Petrolether

Ethidiumbromid
Formaldehyd (37 %)
Glutaraldehyd (25 %)
Glycerin

Glycin

HiPerfect Transfektionsreagenz
HCI

iBlock Reagenz

iScript cDNA Synthesis Kit
[sopropanol

iQ SYBR Green Supermix
KCl

KH2PO4

LiCl

Laminin

MeOH

1,25 g/ml
1,45 g/ml

Invitrogen, Karlsruhe

Merck Calbiochem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
BioRad, Miinchen

Carl-Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Schwert
Sigma Aldrich, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
SERVA GmbH, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Qiagen, Hilden

VWR, Darmstadt

AppliedBiosystems, Carlsbad, USA

BioRad, Miinchen

AppliChem GmbH, Darmstadt
BioRad, Miinchen

Sigma Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen

Sigma Aldrich, Miinchen
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NaCl

Na-Deoxycholat

NaF

NaOH

Na;HPO,

Na; Pyrophosphat

NP40 (Nonidet P40)
(R)-(-)-Phenylephrinhydrochlorid
Phenylephrin

PMSF

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2,3
Polyacryl-Carrier

Proteinmarker (7-175 kDa)
Proteaseinhibitor Complete Mini EDTA- free
Rothiphorese 10x TBE
Saccharose

SDS

Tris

Triton X100

Trizol

Tween 20

Vectashield® Hard Mounting Medium /Dapi

Sigma Aldrich, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
SERVA GmbH, Heidelberg
Sigma Aldrich, Miinchen
Molecular Research Center, USA
NEB GmbH, Frankfurt am Main
Roche, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe

SERVA GmbH, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe

Linaris Biologische Produkte
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2.1.8 Antikorper

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Primérantikoérper

Primarantikorper Verdiinnung Grofde Spezies
anti-GAPDH
monoklonal, Klon 6C5 1:20000 38 kDa Maus
Millipore

anti-GRK2 (C-15)
polyklonal, sc-562 1:1000 80 kDa Kaninchen

Santa Cruz

anti-GRK2 (C-20)
polyklonal, sc-18409 1:1000 80 kDa Ziege

Santa Cruz

anti-Pan-Calcineurin A
polyklonal, #2614 1:1000 59 kDa Kaninchen

Cell Signaling

anti-GSK3p (H-76)
polyklonal, sc-9166 1:1000 47 kDa Kaninchen

Santa Cruz

anti-phospho-GSK3 (Ser 9)

monoklonal, sc-373800 1:1000 47 kDa Maus
Santa Cruz
anti-AKT
polyklonal, #9272 1:1000 60 kDa Kaninchen
Cell Signaling

anti-phospho-AKT (Ser 473)
monoklonal, 587F11, #4051 1:500 60 kDa Kaninchen IgG

Cell Signaling

anti-phospho-AKT (Thr 308)

monoklonal, C31E5E, #2965 1:500 60 kDa Kaninchen
IgG2b

Cell Signaling
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anti-a-Actinin
monoklonal, Klon EA-53 1:800 100 kDa Maus IgG1
Sigma-Aldrich
anti-phospho-ERK1/2
monoklonal, (E10), #9106S 1:500 42 kDa Maus IgG1
Cell Signaling 44 kDa
ERK1/2
polyklonal, #9106S 1:1000 42 kDa Kaninchen
Cell Signaling 44 kDa
anti-Geq (E-17)
polyklonal, sc-393 1:30 45 kDa Maus
Santa Cruz
anti-NFATc4 (H-74)
polyklonal, sc-13036 1:30 140 kDa Kanichen
Santa Cruz
anti-NFATc1 (K-18)
polyklonal, sc-1149 1:30 90/110/140 kDa Ziege
Santa Cruz
anti-PI3Ky (H-199)
polyklonal, sc-7177 1:30 58-68 kDa Kaninchen
Santa Cruz
Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Sekundirantikorper
Sekundirantikérper Verdiinnung
Ziege anti-Maus IgG (H+L)
Alexa Fluor® 680, A-21057 1:10000
Invitrogen
Kaninchen anti-Ziege IgG (H+L)
Alexa Fluor® 680, A-21088 1:10000
Invitrogen
Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)
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IRDye800®
Rockland

1:10000

Ziege anti-Maus IgG (H+L)
Alexa Fluor®488, A-11001

Invitrogen

1:200

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)
Alexa Fluor®568, A-11011

Invitrogen

1:200

Ziege anti-Maus IgG (H+L)
Alexa Fluor®568, A-11011

Invitrogen

1:200

2.1.9 Verbrauchsmaterialen

Whatmanpapier

GE Healthcare, Freiburg

Deckglaser rund, g 15 mm

neo lab, Heidelberg

Dialysekassetten Slide-A-Lyzer

Thermo Scientific, Karlsruhe

Duolink Il PLA probe anti-Ziege PLUS

Sigma Aldrich, Miinchen

Duolink I PLA probe anti-Kaninchen MINUS

Sigma Aldrich, Miinchen

Duolink Detection Reagents Green

Sigma Aldrich, Miinchen

Eppis 1,5 ml RNAse-, DNase-, Pyrogenfrei

nerbe plus, Winsen/Luhe

Eppis 1,5 ml; 2ml

Sarstedt, Niimbrecht

Falcons Sarstedt, Niimbrecht
Filter Sartorius, Gottingen
Kaniilen BD, Heidelberg

Konische Zentrifugengefifde, 500 ml

Corning;, Kaiserslautern

Kryorohrchen, 1,5 ml

neo lab, Heidelberg

Kulturschalen, g 145 cm, ¢ 6 cm

greiner bio-one, Frickenhausen

Luziferasesubstrat

Promega, Mannheim

Objekttrager Superfrost® Plus

Menzel, Braunschweig

PCR Gefafie, 0,2 ml

kisker Biotech, Steinfurt
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PCR-Platte PP natur 96 Well

nerbe plus, Winsen/Luhe

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht

ProGel Tris Glycin 4-20 %

anamed Gele, Grof3- Bieberau

Rohrchen, 5ml 75 x 12 mm

Sarstedt, Niimbrecht

Scrapper

greiner bio-one, Frickenhausen

Serologische Pipetten

Sarstedt, Nimbrecht

Sterilfilter 0,45 um, 0,33 mm Millex GS

Merck Millipore, Darmstadt

Spritzen

BD, Heidelberg

Transfermembranen Porengrofie 0,45 pm

Merck Millipore, Darmstadt

6 Well Platten greiner bio-one, Frickenhausen
12 Well Platten Corning, Kaiserslautern
96 Well Platten greiner bio-one, Frickenhausen

Zellsiebe 100 Mikron Nylon Gewebe

neo lab, Heidelberg

2.1.10 Sonstige Materialien
Praparationsbesteck

Zahlkammer nach Neubauer

2.1.11 Laborgerite

Agarose-Gelkammer

Biorad, Miinchen

Brutschrank, 37 °C

HEREUS, Kleinostheim

CO; Inkubator Thermo Scientific, Karlsruhe
Elektrophoresegerit Biorad, Miinchen
Feinwaage Mettler, Gief3en

Fluoreszenzmikroskop [X81

Olympus, Hamburg

Kiihlzentrifuge 1-15 PK

Sigma Aldrich, Miinchen

Konfokales Laserscan Mikroskop

Nikon, Diisseldorf

Luminometer

Berthold, Bad Wildbach

Magnetrithrer Model L-71

Labor Brand, Giefen

MylQ ICycler (PCR-Gerit)

Biorad, Miinchen
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Nanodrop Thermo Scientific, Karlsruhe
Odyssey CLX Licor, Bad Homburg
Pipetboy neo lab, Heidelberg

pH-Meter MP220

Mettler Toledo, Gief3en

SemiDry Blot

Biorad, Miinchen

Spektrophotometer U-2000

Hitachi, Mannheim

Sterilwerkbank

Thermo Scientific, Karlsruhe

Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge

neo lab, Heidelberg

Transilluminator Alpha DigiDoc

Alpha Innotech, Santa Clara, CA, USA

Ultrazentrifuge & Rotor

Thermo Scientific, Karlsruhe

Vortexgerat

neo lab, Heidelberg

Waage EW 6000-1M

Kern, Balingen

Wasserbad E100

Lauda, Lauda-Konigshofen

Widefield-Mikroskop

Nikon, Diisseldorf

Wippe

neo lab, Heidelberg

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung neonataler Rattenkardiomyozyten und kardialer Fibroblasten

Zur Praparation der neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRVCMs) und der kardialen
Fibroblasten wurden ein bis zwei Tage alte neonatale Ratten verwendet. Zundchst wurden
20-30 Tiere dekapiert um ihnen anschlieRend durch Offnung des Brustkorbes die Herzen
zu entnehmen. Die isolierten Herzen wurden in eiskalten HBSS Puffer tberfiihrt, von
Vorhofen und Blutgerinnseln entfernt und anschliefend in HBSS gewaschen. Nach
Zerkleinerung der Herzen wurden die Gewebestiicke in ein 50 ml Falcon iiberfiihrt, das
HBSS abgezogen und kurz mit 5 ml Verdaulésung gespiilt, bevor sie in 10 ml Verdaulésung
fiir 10 min auf einem Schiittler inkubiert wurden. Nach der Inkubationszeit wurde zu der
Verdaulosung 10 ml Stopplosung gegeben. Nach Absetzen des unverdauten Gewebes
wurde der Uberstand in ein neues 50 ml Falcon mit 2,5 ml FCS auf Eis tiberfiihrt. Der

Verdau- und Stoppvorgang wurde achtmal wiederholt, so dass je acht Falcons mit
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Zellsuspension vorlagen. Anschliefiend erfolgte die Zentrifugation fiir 15 min bei 610 rpm
und 4 °C. Die Uberstinde wurden vorsichtig abgenommen und verworfen. Die Zellpellets
wurden mit je 4 ml Kulturmedium homogenisiert, ineinander iiberfiihrt und mit 10 %-
igem Kulturmedium auf 50 ml aufgefiillt. Nach Zugabe von 2 ml DNase wurde die
Zellsuspension durch ein Zellsieb auf eine 145 cm grofde Kulturschale gegeben und fiir
90 min in einem Inkubator inkubiert. Durch dieses sogenannte Preplating wurden die
Kardiomyozyten durch dreimaliges Schlagen der Schale auf den Tisch von den bereits
adhirenten ,Nicht-Myozyten-Zellen“ getrennt. Das Uberfithren des Uberstandes in ein
neues Gefafd ermoglichte die Trennung der NRVCMs von den kardialen Fibroblasten. Der
Uberstand mit den Zellen wurde mit 10 %-igem Kulturmedium auf 50 ml aufgefiillt. Die
Zellzahl wurde mittels einer Neubauerkammer bestimmt und in verschiedenen
Wellformaten ausgesit (siehe Tabelle 6). Fiir die Immunfluoreszenzversuche wurde die
Zellsuspension zusatzlich mit Laminin (1:200) versetzt, damit eine Adhdrenz der Zellen
gewahrleistet wird. Fiir die Fibroblastenversuche wurden die adhdrenten Fibroblasten mit
frischem Medium versetzt und iiber Nacht kultiviert. Am nichsten Tag erfolgte die Aussaat
mit 10 %-igem Kulturmedium in gréf3ere Kulturflaschen. Nachdem die Fibroblasten bis zu
einer Konfluenz von 70 % herangewachsen waren, wurden die Zellen entsprechend der
Versuche ausgesat.

Die Isolierung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Bei den Kardiomyozyten
wurde der Tag der Praparation als Tag 0 bezeichnet. Am Tag 1 erfolgte ein Medienwechsel
und an den weiteren Tagen wurden die Zellen auf 0,5 %-iges Medium gesetzt und
entsprechend den Versuchen behandelt. Bei den Fibroblasten wurde der Tag der Aussaat

in die entsprechende Zellkulturschalen als Tag 0 definiert.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Zellkulturansitze

Zellkulturschale Zellzahl Experiment
6-Well Platte 2x106 Zellen/ml Western Blot
6-Well Platte 1x106 Zellen/ml Real-Time PCR
12-Well Platte 1,5x105 Zellen/ml Immunfluoreszenz
12-Well Platte 3x105 Zellen/ml Luziferase Assay

2.2.1.2 siRNA Behandlung der NRVCMs

Ein zellspezifischer knockdown von Zielgenen, wie der GRK2, wurde mittels der siRNA

(small interfering RNA) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um kurze doppelstrangige
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RNA-Fragmente, die dazu fithren, dass komplementire mRNA bindet und durch
bestimmte Proteine abgebaut wird.

Nachdem die NRVCMs isoliert und ausplattiert wurden (Tag 0), erfolgte am Tag 2 und Tag
4 die siRNA Behandlung. Je nach Versuchsvorhaben wurden neonatale
Rattenkardiomyozyten in unterschiedlicher Dichte ausgesdt. Nach dem Absaugen des
10%-igen Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschliefend mit 1,1 ml
reduziertem Medium (0,5 %) versetzt.

Die Transfektion erfolgte mit dem Transfektionsreagenz HiPerFect. Die eingesetzte
Endkonzentration der siRNA betrug 2,5 x 10-5 M. Der Transfektionsansatz pro Well betrug
dabei 100 pl. Zu der siRNA wurden 6 pl HiPerFect gegeben und mit 0,5 %-igem Medium
auf 100 pl aufgefiillt. Der Mastermix wurde invertiert und anschliefSend bei

Raumtemperatur fiir 10 min inkubiert, bevor dieser auf die Zellen gegeben wurde.

2.2.1.3 Pro-hypertrophe Stimulation der NRVCMs und Fibroblasten

Fiir die Induzierung einer pathologischen Hypertrophie in den NRVCMs und kardialen
Fibroblasten wurden die GPCR Agonisten Angiotensin II (ANG II) und Phenylephrin (PE)
verwendet. Die Stimulation der Zellen erfolgte am Tag 5 nach dem Medienwechsel (0,5 %).
Das Gesamtvolumen betrug 1,5 ml. Beide Stimulantien wurden in HPLC Wasser gel6st, PE
wurde anschliefdend noch steril filtriert. Die Endkonzentration von PE war 104 M und von
ANG II 10-7 M. Fiir die quantitative Real-Time PCR und fiir die Immunfluoreszenzversuche
wurden die NRVCMs fiir 24 Stunden stimuliert. Fiir die Proteinanalyse mittels Western
Blot wurden die Zellen fiir 48 Stunden behandelt. Wahrend dieser Zeit fand kein weiterer
Medienwechsel statt.

Die Versuche mit den Fibroblasten erfolgten kongruent zu denen mit den NRVCMs.

2.2.1.4 Einsatz von Inhibitoren in den NRVCMs

In den Versuchsansatzen, bei denen zusatzlich ein Inhibitor eingesetzt wurde, erfolgte die
Zugabe der Inhibitoren 60 min vor der Stimulation. Die Endkonzentration von

Lithiumchlorid (LiCl) betrug 10 mM, von Wortmannin 0,1 pM.

2.2.1.5 Auftauen und Einfrieren der Zelllinie 293

Fir die Kultivierung der AD-293 Zellen wurden diese zunachst im Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut und unmittelbar danach in eine Zellkulturflasche mit frischem Kulturmedium
gegeben (siehe 2.2.1.6). Da das Einfriermedium sehr toxisch fiir die Zellen ist, ist es
wichtig, dass sich die Zellen so kurz wie moglich im Einfriermedium befinden. Nach

erfolgreicher Adharenz der Zellen wurde das Medium durch neues ersetzt.



2 Material und Methoden 33

Zum Wegfrieren wurden die Zellen, wie unter 2.2.1.7 beschrieben, trypsiniert und
resuspendiert. Anschliefdend wurde die Zellsuspension bei Raumtemperatur fiir 4 min und
310x g abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in 1 ml
Gefriermedium resuspendiert, in 1,5 ml Kryor6hrchen iiberfiihrt und in fliissigen Stickstoff
eingefroren. Fir eine Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in einen Stickstoffltank

uberfiihrt.

2.2.1.6 Kultivierung der Zelllinie AD-293

Die Kultivierung der AD-293 Zellen erfolgte im Wachstumsmedium DMEM (10 %) im
Inkubator bei 37 °C und 5 % COs.

2.2.1.7 Passagieren der permanenten Zelllinie AD-293 und Primarzellen

Die Zelllinie AD-293 und die Primarzellen (kardiale Fibroblasten) wurden, nachdem sie zu
80-100 % konfluent vorlagen, passagiert. Hierzu wurde das Kulturmedium abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen. AnschliefRend wurden die Zellen mit 3 ml einer Trypsin-
EDTA Losung versetzt und im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich die Zellen von der
Zellkulturflasche gelost hatten, wurde der Verdau mit 7 ml Kulturmedium abgestoppt. Zur
Vereinzelung der Zellen wurde die Zellsuspension mehrmals resuspendiert und in einer
1:10 Verdiinnung auf neue Kulturschalen bzw. Flaschen verteilt. Die kardialen
Fibroblasten wurden ebenso geerntet und in einem Falcon gesammelt. Anschlief3end

wurde die Zellzahl bestimmt und entsprechend dem Versuchsansatz ausgesat (Tabelle 6).

2.2.1.8 Adenovirale Infektion der NRVCMs

Fiir entsprechende Uberexpressionsversuche wurden die NRVCMs, wie in 2.2.1.1
beschrieben, isoliert und in 6 Well-Platten zu je 2 Mio. Zellen/ml ausplattiert. Am Tag 1
erfolgte der Medienwechsel mit frischen 10 %-igen Kulturmedium, am Tag 2 wurden die
Zellen auf reduziertes Medium (0,5 %) gesetzt und am Tag 4 erfolgte mit dem
Medienwechsel (0,5 %) die Zugabe des Adenovirus (Ad). Dabei wurde der AAGRK2 und
AdLacZ mit einer MOl (Multiplicity of Infection) von 50 eingesetzt. Bei zusatzlicher
Verwendung eines Inhibitors erfolgte die Zugabe des Inhibitors 60 min vor Viruszugabe.
Die Ernte der Zellen fand 48 Stunden nach Viruszugabe statt.

Fiir den NFAT-Luziferase Assay wurde vergleichbar vorgegangen. Hier wurden die Zellen
60 min vor der ANG II Stimulation mit dem NFAT-Luziferase Virus mit einer MOI von 100

transfiziert. Die Ernte der Zellen erfolgte 24 Stunden nach ANG II Stimulation (10-7 M).
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2.2.1.9 Luziferase Assay in NRVCMs

Das NFAT-Luziferase Konstrukt enthdlt 9 NFAT-Bindungsstellen, gefolgt von einer
Luziferase kodierenden DNS Sequenz, deren Transkription durch den NFAT Promotor
reguliert wird. Wird NFAT aktiviert, folgt die Translokation in den Zellkern der
Kardiomyozyten. Dort werden die NFAT Bindungsstellen besetzt und fiihren so iiber den
NFAT Promotor die Expression des Luziferaseenzyms aus. Die Expression der Luziferase
wird in Abhdngigkeit von der NFAT-Aktivitat reguliert. Flir die Luziferase Experimente in
Kardiomyozyten wurden die NRVCMs, wie unter 2.2.1.8 beschrieben, in 12 Well Platten
(3x105 Zellen/ml) ausplattiert. Nach der Lyse der NRVCMs in 100 pul Ripapuffer wurden
die Proteine isoliert und die Messung der Luziferaseaktivitit vorgenommen. Hierzu
wurden im Assay 20 pl des Zelllysats und 25 pl des Luziferasesubstrats Luziferin

eingesetzt. Zur Messung der Aktivitdit wurde das Luminometer verwendet.

2.2.1.10 Immunfluoreszenzfarbung in NRVCMs

Fir die Zytoskelettfirbung in den NRVCMs wurden 150.000 Zellen/ml in 12 Well
Plattenformat ausgesiat und wie in 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschrieben, entsprechend
behandelt. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt und die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen. Anschliefdend erfolgte die Fixierung der Zellen mit 500 pl 4 %-igem PFA fiir
10 min. Nach der Fixierung und dreimaligem Waschen mit PBS fiir je 5-10 Minuten
wurden die Zellen mit 0,2 % Triton X permeabilisiert. Danach erfolgten erneut drei
Waschschritte fiir je 10 min. Die Anfarbung des Zytoskeletts erfolgte mit dem
Priméarantikorper a-Actinin (1:800) iiber Nacht bei 4 °C. Am nichsten Tag wurden die
Zellen erneut dreimal gewaschen und mit dem entsprechenden Sekundarantikérper
(1:200) fiir drei Stunden bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS (+0,002 %-
iges TritonX) erfolgte die Eindeckelung im Mounting Medium. Die Untersuchung und

Aufnahme der Actininfarbung erfolgte an einem konfokalen Mikroskop.

2.2.1.11 Duolink Assay

Der Duolink Assay in situ ist eine Nachweismethode bei den Interaktionen von endogenen
Proteinen, wie zum Beispiel Ligandenbindungen von Membranproteinen und
intrazelluldaren Proteinen mittels Immunfluoreszenz visualisiert werden kénnen.

Die Methode basiert auf der Bindung eines primaren Antikérperpaares, welches spezifisch
am zu untersuchenden Protein bindet. Befinden sich diese Proteine bzw. Antikérper in
raumlicher Ndhe zueinander, kann mit Hilfe von PLA Sonden (Zweitantikdrper) und DNS
Amplifizierung die Interaktion visuell durch Zugabe von Fluoreszenzsonden sogenannten

,Dots“ dargestellt werden. Die anschlieRende Quantifizierung erfolgte nach
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mikroskopischer Aufnahme anhand der Auszdhlung der einzelnen fluoreszierenden
,Dots“. Das Prinzip des Duolink Assays ist in Abbildung 8 dargestellt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Duolink Assay basierend auf dem
Herstellerprotokoll leicht modifiziert. Die Antikérper wurden in einer Konzentration von
6,7 ug/ml eingesetzt. Die Aktinfirbung erfolgte vor der Durchfithrung des Duolink Assays.
Dabei wurde der Primarantikérper (1:800) fiir drei Stunden und der Sekundarantikérper

(1:200) fiir eine Stunde inkubiert (2.2.1.10).

Fluoreszenzsignal

- +

PLA Sonden

PE— - " L Primérantikorpel
Primarantikorper Primérantikorper b

Protein
B

Protein
A

Protein
B

Protein
A

Protein
B

Protein
A

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Duolink Assay.

2.2.2 Virologische Methoden

2.2.2.1 Produktion rekombinanter Adenoviren

Fir die Uberexpressionsversuche von GRK2 und fiir die Untersuchung der NFAT
Translokation wurden Adenoviren verwendet. Adenoviren sind in der Lage
Kardiomyozyten zu infizieren und somit klonierte Gene in den infizierten Zellen zu
exprimieren. Die verwendeten Adenoviren sind E1 und E3 deletiert (AE1/AE3) und
demzufolge replikationsdefizient. Allerdings bleiben sie weiterhin infektids. Ausgehend
von einem Virusstock (~1x107 pfu/ml) wurde die Virusproduktion im groflen Maf3stab,
der sogenannten Large Scale Virus Preparation, durchgefiihrt. Eine erfolgreiche Infektion
lasst sich mit dem Eintritt des zytopathischen Effektes (CPE) darstellen. Das bedeutet, dass
es wahrend der Virusreplikation und Produktion durch einen lytischen adenoviralen
Infektionszyklus zum Absterben der Zellen kommt und somit neue Partikel freigesetzt
werden. Der zytopathische Effekt zeigte sich, je nach Virusqualitat, bereits 24 Stunden
nach Infektion hauptsachlich in der Abkugelung der virusinfizierten Zellen. Bis zur Lyse
der Zellen waren die Adenoviren in den Zellen eingeschlossen.

Fir die Produktion der Adenoviren wurde die humane embryonale Nierenkarzinom-
Zelllinie AD-293 verwendet, da diese im Vergleich zu den HEK-293 eine bessere Adhdrenz
aufweist. Die Aussaat der AD-293 Zellen erfolgte in T75 Flaschen. Bei einer Konfluenz von

ca. 80 % wurden die Zellen mit 107 pfu/ml oder mit einer Viruslésung von 2-5 ul infiziert.
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Sowohl fiir die Kultivierung als auch fiir die Infektion wurde das Wachstumsmedium
(10 % FCS) verwendet. Parallel zu der AD-293 Zellaussaat in den T75 Flaschen wurden 20
Zellkulturschalen (a 175 cm?) mit den AD-293 Zellen ausgesit und bis zu einer Konfluenz
von 70 % kultiviert (37 °C, 5 % COz). Nach 24-30 Stunden konnten die infizierten AD-293
Zellen geerntet werden. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 3 ml Trypsin
versetzt und mit 7 ml Medium abgestoppt. Der geerntete Zellansatz wurde in einem 50 ml
Falcon gesammelt und bei 1200 rpm und 4 °C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet mit frischem Medium auf ca. 5 ml aufgefillt und
resuspendiert. AnschliefRend folgten 3 Frier-Tau-Zyklen, wodurch die Zellen lysiert und
der Virus aus den Verpackungszellen freigesetzt wurde. Hierzu wurde die Zellsuspension
abwechselnd in flliissigem Stickstoff eingefroren und umgehend danach in 37 °C
Wasserbad aufgetaut. Nach dem Zellaufschluss und Freisetzung der Viren erfolgte eine 10
miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 4500 rpm um die Zelltriimmer abzuzentrifugieren.
Im Uberstand befand sich der konzentrierte Virusansatz, der in ein neues Falcon tiberfiihrt
wurde und mit 20 ml Medium resuspendiert wurde. Auf den bereits zu 80 % konfluenten
Zellrasen in den Kulturschalen wurde je 1 ml der Viruslésung gegeben. Nach Eintreten der
Lyse der AD-293 Zellen, nach der Tranfektion mit dem Virus, erfolgte wie bereits
beschrieben die Ernte der infizierten Zellen. Der virushaltige Uberstand (ca. 15 ml) wurde

anschlief3end bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2 Aufreinigung der Adenoviren

Die produzierte Virussuspension besteht neben den funktionellen viralen Partikeln aus
defekten Viruspartikeln und Zelltriimmerresten. Um eine moglichst reine Viruslosung mit
infektiosen Partikeln zu erhalten, wurde die Virussuspension iiber einen Cisiumchlorid-
Gradienten aufgereinigt. Hierfiir wurden quick Seal Zentrifugenrohrchen zundchst mit
3 ml der schweren Casiumchloridlésung (Dichte 1,4 g/cm3) befiillt und mit 3 ml der
leichten Casiumchloridlosung (Dichte 1,2 g/cm3) unterschichtet. Anschliefend wurden ca.
2-3 ml der Virussuspension vorsichtig auf die leichte Casiumchloridlosung gegeben. Der
Gradient wurde fiir 4 Stunden bei 4 °C und 220000 g zentrifugiert. Die nach der
Zentrifugation entstandene Bande mit den infektiosen Viruspartikeln wurde eluiert und
erneut Uber einen Casiumchlorid-Gradienten aufgereinigt (Abbildung 9). Die
Zentrifugationszeit der zweiten Aufreinigung betrug mindestens 18 Stunden. Im nachsten
Schritt wurden die Casiumchloridreste durch Dialyse aus der Viruslésung entfernt. Fiir die
Dialyse wurde der Virus in Dialysekassetten (Slight-a-lyzer membrane) gegeben und mit
1x PBS Dialysepuffer iiber Nacht inkubiert. Nach der Dialyse wurden je 100 pl des Virus

aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 9: Aufreinigung der Adenoviren. Darstellung des CsCl-Gradienten vor und nach Zentrifugation.

2.2.2.3 Titerbestimmung mittels TCID>0

Zur Bestimmung des adenoviralen Titers wurde der tissue culture infectious dose 50
(TCID50) Test angewandt. Dieser Test basiert auf der Auspragung des CPE in 293A Zellen
nach Infektion einer Verdiinnungsreihe des Adenovirus. Hierzu wurden die 293A Zellen
standardgemaf3 in 96 Well Platten in einer Dichte von 10.000 Zellen pro Well und jeweils
ein Volumen von 100 pl in 2 % DMEM ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium
durch neues Medium (je 90 pl) ersetzt. Direkt im Anschluss erfolgte die Zugabe des Virus
mit 10 pl. Da es sich um eine Verdiinnungsreihe handelte, wurden aus der ersten
Wellreihe 10 ul der Viruslosung in die ndchste Reihe pipettiert. So entstand eine
sequentielle Verdiinnungsreihe. Jeweils 8 Wells wurden mit derselben Virenkonzentration
infiziert. Zwei weitere Spalten wurden nicht infiziert und stellten die Negativkontrolle dar.
Nach der Infektion wurde die Platte bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Nach
10 Tagen erfolgte die Auswertung durch Auszihlung der CPE positiven Wells. Dabei
wurden die infizierten Zellen mit den Negativkontrollen verglichen. Typische
Infektionszeichen sind grofde Locher in dem sonst noch intakten Zellrasen. Auch kleine
Bereiche in denen ein CPE zu finden war, wurden als positiv bewertet. Anschlief3end

erfolgte die Berechnung des Virustiters.

Die Berechnung fand nach folgender Formel statt:

T=101+d(5-0,5)
Dabei gilt:
d=1log 10 (Verdiinnungsfaktor)

S= Anzahl der CPE-Wells/Anzahl der Wells gesamt in einer Spalte
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Zur Umrechnung des TCID-Titer in Plaque forming unit (pfu) gilt:

Pfu/ml= TCIDso/ml * 0,7

2.2.2.4 Replikationstest der Adenoviren

Die Replikationskompetenz der Adenoviren wurde ebenfalls in AD-293 Zellen
durchgefiihrt. Fiinf T75 Flaschen wurden mit 293A Zellen ausgesat und bei 37 °C im CO»-
Brutschrank inkubiert. Bei einer Konfluenz von 70 % wurden die Zellen beimpft. Fiir die
Kultivierung der Zellen wurde DMEM (10 % FCS) benutzt. Fiir die anschlief;enden
Infektionen bzw. Virusreplikation wurde DMEM (2 % FCS) verwendet.

Nach folgendem Schema wurden die 5 Flaschen beimpft:

Flasche 1: MOCK Kontrolle (Inokuliert mit 100 pul Medium, keine Viren vorhanden)
Flasche 2: Gentherapievektor (Adenovirus) unverdiinnt (100 pl, >108Virionen)
Flasche 3: Gentherapievektor (Adenovirus) verdiinnt (100 pl, 1:100)

Flasche 4: AV5-Virus (100 pl, 104 TCID, 1:100 Verdiinnung)

Flasche 5: Gemisch aus AV5 und Adenovirus-Gentherapievektor

Die beimpften Zellen wurden fiir drei Tage inkubiert und regelmafig beziiglich des
cytopathischen Effekts (CPE) beobachtet. Nach drei Tagen wurden die Flaschen bei -80 °C
fiir drei Stunden eingefroren und anschlief3end fiir ca. 30 min im CO;-Inkubator aufgetaut.
Anschlieffend wurden 200 pl aus Passage 1 entnommen und in eine neue konfluent
bewachsene Zellkulturflasche gegeben (Passage 2) und erneut fiir 3 Tage inkubiert. Dieser
Vorgang wurde wiederholt (Passage 3). In Passage 3 erfolgte die CPE Auswertung.
Entscheidend hierbei war, dass in Flasche 1, 2 und 3 keine CPE beobachtet wurde. Die
Flaschen 4 wund 5 =zeigten CPE. Der Gentherapievektor war somit nicht

replikationskompetent.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 RNA-Extraktion

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den NRVCMs erfolgte mit dem Trizolreagenz,
basierend auf dem einstufigen RNA-Isolations-Protokoll von Chomczynski und Sacchi
[120]. Nach Isolierung der Gesamt-RNA und Resuspension in RNase-freiem Wasser wurde
der Gesamt-RNA-Gehalt ermittelt. Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA-

Proben erfolgte mittels des Nano Drop-Spektrophotometers. Der Absorptionsquotient
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Aze0/Azg0 lag bei einer reinen RNA bei 1,9-2,1. Absorptionsquotienten von Azeo/Azs0 < 1,7

und Azeo/A230 >2,2 waren auf Verunreinigungen in der isolierten Probe zurtickzufiihren.

2.2.3.2 Agarosegelektrophorese

Fiir die Qualitatskontrolle der RNA-Isolierung und zur Untersuchung der Primerspezifitat
der quantitativen Real-Time PCR wurden sowohl die isolierten RNA-Fragmente als auch
die amplifizierten DNA-Fragmente entsprechend ihrer Groéfie aufgetrennt.

Fiir die Analyse der RNA-Qualitit und der Analyse der quantitativen Real-Time PCR Pro-
dukte wurde ein 2 %-iges Agarosegel hergestellt und mit 1x TAE Puffer aufgekocht und
mit 2 pul/50 ml Ethidiumbromid versetzt. Nachdem die Agarose fest geworden war, fand
die Beladung mit den RNA-Proben und den DNA/RNA Groéfdenstandard statt. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei einer angelegten Spannung von 130 Volt. Das Ergebnis der

Gelelektrophorese wurde am Transilluminator unter UV-Licht dokumentiert.

2.2.3.3 Reverse Transkription der RNA in cDNA

Bei der reversen Transkription verlauft die Transkription in umgekehrter Richtung.
Hierbei dient die RNA als Matrize und wird in DNS umgeschrieben. Die so entstandene
DNS ist komplementadr zu der verwendeten RNA-Matrize. Nach erfolgreicher Isolierung
der Gesamt-RNA und der Konzentrationsbestimmung erfolgte im weiteren
Versuchsschritt die Transkription der RNA in komplementire DNA (cDNA). Hierbei wurde
das Transkriptionskit iScript cDNA Synthese Kit nach dem Protokoll des Herstellers
verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurde 1 pg/pl an Gesamt-RNA eingesetzt und
entsprechend dem Herstellerprotokoll erfolgte die reverse Transkription der RNA fiir 45
min im Thermocycler. Das Temperatur-Zeit-Profil ist in der Tabelle 7 dargestellt. Nach

erfolgreicher Umschreibung wurde die cDNA fiir weitere Vorhaben bei -20 °C gelagert.

Tabelle 7: Temperatur-Zeit-Profil der reversen Transkription

Zeit Temperatur
5 min 25°C
30 min 42 °C
5 min 85 °C
0 4°C
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2.2.3.4 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) ermoglicht durch Vergleich der
Amplifikationsmengen einer Gensequenz, riickwirkend quantitative Aussagen iiber die
Genexpression in der Probe abzuleiten. Die in dieser Arbeit verwendete Methode beruht
auf der Messung der Fluoreszenz einer Chemikalie namens SYBR Green. Durch die
Anregung mit ultraviolettem Licht emittiert SYBR Green ein spezifisches Lichtsignal, wenn
es mit der DNS interkaliert. Bei jedem Reaktionszyklus der PCR wird die aktuelle
Fluoreszenz bestimmt, die direkt proportional zu der Menge des gebildeten PCR
Produktes ist. Die Versuchsauswertung erfolgt anhand des Cycle Treshold-Wertes (Ct-
Wert). Dieser Wert gibt die Anzahl der Zyklen an, bei der das Fluoreszenzsignal des
Amplifikationsproduktes das erste Mal signifikant t(ber das unspezifische
Hintergrundsignal ansteigt und somit ein spezifisches und messbares PCR-Produkt
kennzeichnet. Fiir die Quantifizierung wurde das Verhiltnis der Zielmolekiile zur Anzahl
der ubiquitir endogenen gene (CSQ) bestimmt. Die Auswertung erfolgte unter der
Berechnung der A Ct-Werte [121].

Bevor ein Primer fiir die quantitative Real-Time PCR eingesetzt wurde, erfolgte eine
sogenannte Primervalidierung. Hierzu wurden die entsprechenden cDNA-Proben von

NRVCMs iiber einen Temperaturgradienten von 54-94 °C getestet.

In der vorliegenden Arbeit wurden 1 pg cDNA und 3 puM der spezifischen Primer fiir die
quantitative Real-Time PCR eingesetzt und mit dem iQ SYBR Green Supermix Kit nach dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Der Zyklenablauf der quantitativen Real-Time PCR ist in

Tabelle 8 dargestellt. Die Annealingtemperatur der verwendeten Primer lag bei 57 °C.

Tabelle 8: Ubersicht des quantitativen Real-Time PCR Programms

ZyKlus Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
1 1 95°C 3 min 1x
1 95°C 10 Sek.
2 2 57°C 45 Sek. 40x
3 72°C 30 Sek.
3 1 95 °C 1 min 1x
4 1 55°C 1 min 1x
5 1 55°C 10 Sek. 80x
6 1 4°C o
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Proteinisolierung und Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Proteinisolierung wurden die NRVCMs in je 50 ul Ripapuffer
(Phosphataseinhibitorcocktail 1, 2 und Proteaseinhibitor) mit Hilfe eines Zellschabers von
der Platte geldst und lysiert. Um eine ausreichende Proteinkonzentration zu bekommen,
wurden 2 Wells & 2 Mio. Zellen/ml, gepoolt. Nach Uberfiihrung des Zelllysats in ein
Eppendorf-Reagenzgefafl wurde das Zelllysat zur Pelletierung von Zelltriimmern bei 4 °C
und 14000 rpm fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand mit den enthaltenden Proteinen
wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reagenzgefify iiberfiihrt. Aus dem Uberstand
erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry et al. mit Hilfe des ,,RC DC
Protein Assays“ durch photometrisches Auslesen der Farbumschlagsintensitit bei 750 nm
[122]. Nach Messung der Absorption wurde auf Grund der unterschiedlichen
Ausgangskonzentrationen die Proteinkonzentration auf dieselbe Konzentration (mind. 3

ug/pl) mit dem RIPA-Lysepuffer eingestellt.

2.2.4.2 SDS-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte die Auftrennung der
Proteine mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Es wurde mindestens 60 ug
Protein eingesetzt, mit Dithiothreitol (DTT)-haltigem Probenpuffer versetzt und fiir 5 min
bei 85 °C denaturiert. Direkt im Anschluss erfolgte die Auftragung der Proben und des
Langenstandards auf ein Tris-Glycerin-Gradientengel (4-20 %). Die elektrophoretische
Auftrennung der Proteine erfolgte in der Gelkammer bei 100 V. Da die zu trennenden
Molekiile eine Ladung besitzen, wandern sie beim Anlegen einer Spannung durch das
Polymer und werden abhingig von der Ladung, Grofde, Molmasse und Beschaffenheit des

Trennmediums elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.4.3 Western Blot

Zur Detektion der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurde das Western Blot
Verfahren herangezogen. Hierbei wurden die Proteine mittels des Semi-Dry Verfahrens
unter Einfluss eines elektrischen Feldes auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid)
iibertragen.

Fiir den Proteintransfer wurde die Semi-Dry Blot Kammer verwendet. Zuerst wurden zwei
Whatmanpapierstiicke, sowie eine PVDF-Membran in der Grofde des zu analysierenden

Tris-Glycin Proteingels zugeschnitten. Das Filterpapier und das Gel, welches zuvor aus der



2 Material und Methoden 42

Gelapparatur entnommen wurde, wurde in Semi-Dry Puffer fiir 1-2 min auf dem Schiittler
inkubiert. Die PVDF-Membran wurde zuvor fiir ein paar Minuten in Methanol dquilibriert,
bevor sie ebenfalls im Semi-Dry Puffer inkubiert wurde. Im Anschluss daran erfolgt der
Aufbau des Western Blots nach dem ,Sandwich-Prinzip“. Dazu wurde auf die Anode der
Semi-Dry-Blot-Kammer zuerst ein in Transfer Puffer getauchtes Whatmanpapier, gefolgt
von einer dquilibrierten PVDF-Membran, gelegt. Als weitere Schichten folgten das Tris-
Glycin Proteingel, eine weiteres befeuchtetes Whatmanpapier und schlief3lich die
Kathodenplatte. Der Transfer der Proteine erfolgte bei einer konstanten Spannung von
15V bei einer maximalen Stromstiarke von 55 mA/cm? fiir 48 min. Auf Grund der
senkrecht zur Gelebene angelegten Spannung und der negativen Ladung der Proteine
wandern diese in Richtung der Anode und damit in das Netz der PVDF Membran.

Im Anschluss daran wurden das Tris-Glycin Proteingel und die PVDF-Membran der
Blotting-Apparatur entnommen. Die PVDF-Membran wurde fiir die darauffolgende
Immundetektion zundchst in Blockingpuffer (iBlock) fiir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Dies verhindert, dass offene unspezifische
Bindungsstellen der Membran verschlossen werden und die Proteine zudem in ihrer

Position fixiert werden.

2.2.4.4 Immundetektion

Nach der Membranblockierung erfolgte die Inkubation mit dem in Blockingpuffer
verdiinnten Erstantikorper bei Raumtemperatur iiber Nacht auf dem Schiittler.
Anschlieflend wurde die Membran dreimal fiir 5 min mit PBST gewaschen, um
ungebundene Antikorper zu entfernen. Danach erfolgte die Inkubation fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur und unter Lichtschutz mit dem in Blockingpuffer verdiinnten
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper. Nach anschliefendem dreimaligem Waschen
der Membran mit TBST erfolgte die Detektion der Fluoreszenz mittels Odyssey Infrared

Imaging Systems.

2.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe des Programms
GraphPad Prism (Version 5.0). Zur Berechnung der statistischen Signifikanzen wurde
beim Vergleich von zwei Gruppen der Student’s t-Test angewandt. Wurden mehrere
Gruppen hinsichtlich der Signifikanz getestet, so wurde der One-Way ANOVA mit
anschlieffendem Turkey-Test durchgefiihrt. Die in den Graphiken dargestellten
Fehlerbalken entsprechen, soweit im Abbildungstext nicht anders angegeben, dem

Standardfehler (SEM).



3 Ergebnisse 43

3  Ergebnisse

Beobachtungen an Vorversuchen mit GRK2 knockout (GRK2KO) Mausen bei denen, nach
einer transversalen Aortenkonstriktion (TAC), ein im Trend verbessertes
Gesamtiiberleben und eine signifikant verringerte myokardiale Hypertrophie verzeichnet
werden konnten, begriinden die nahere Untersuchung von GRK2 in einem in vitro Modell
an isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRVCMs) (Abbildung 6). Zur Modulation
der GRK2 wurden zwei Versuchsansatze herangezogen, zum einen ein siRNA vermittelter

knockdown und zum anderen die Uberexpression von GRK2 durch Adenoviren.

a) Analyse verschiedener siRNA Sequenzen zum gezielten GRK2 knockdown
A B
GRK2-mRNA knockdown
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Abbildung 10: Analyse verschiedener siRNA Sequenzen zum gezielten GRK2 knockdown in NRVCMs.
Vergleich zwei verschiedener siRNA Sequenzen unter Basalbedingungen. NRVCMs wurden zweimal mit 5 nM
siRNA fiir jeweils 48 h transfiziert. (A) Quantitative Auswertung der GRK2-mRNA Expression nach siRNA
Behandlung mittels quantitativer Real-Time PCR. (B) Grafische Darstellung der Herunterregulation von GRK2
mittels Western Blot. Die GRK2-mRNA Expression wurde gegen die Expression des Referenzgens CSQ
normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05; n=2.

Um eine signifikante Herunterregulation von GRK2 auf Genexpressions-und Proteinebene
in den NRVCMs zu erzielen, wurden zunichst zwei verschiedene siRNA Sequenzen fiir
GRK?2 getestet. Verglichen wurde die siGRK2 (2.1) und die siGRK2 (2.3) mit der Scrambled
siRNA (Scr). Beide siGRK2 Sequenzen zeigten auf mRNA Ebene einen GRK2 knockdown
von 70 %. (Abbildung 10 A). Dabei unterlag die GRK2-mRNA Expression mit siGRK2 2.1
grofderen Schwankungen. Auf translationaler Ebene konnte eine starkere Inhibition der
GRK2 Expression mit der siGRK2 2.3 erzielt werden (Abbildung 10 B). Die GRK2
knockdown Versuche wurden daher mit der siGRK2 2.3 durchgefiihrt.
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b) Adenovirale Uberexpression der kardialen GRK2
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Abbildung 11: Adenovirale Uberexpression von GRK2. Die NRVCMs wurden mit AdGRK2 und AdLacZ
(MOI50) fiir 48 h transduziert. Nach Proteinisolierung erfolgte die quantitative Auswertung der GRK2
Uberexpression auf Proteinebene mittels der Western Blot Analyse. Als Kontrolle dienten zum einen nicht
transduzierte Zellen und zum anderen Zellen, die mit einem Kontrollvirus (AdLacZ) transduziert wurden. (A)
Grafische Darstellung der quantitativen Auswertung von GRK2. (B) Qualitative Darstellung eines
reprasentativen Blots. Die Expression von GRK2 wurde in der quantitativen Analyse gegen die Expression des
Referenzgens GAPDH normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Normierung der
transduzierten Probe erfolgte an AdLacZ. Statistik: One way Anova (Prism); ***<0,001; n=2.

Eine gezielte Uberexpression von GRK2 erfolgte mit Hilfe des adenoviralen Gentransfers
(AdGRK2). Die Expression der -Galaktosidase diente hierbei als Kontrolle (AdLacZ). Wie
densiometrisch ermittelt, konnte mit einer MOI von 50 eine 5-fache GRK2 Uberexpression
beobachtet werden (Abbildung 11). Ein Anstieg in der GRK2 Proteinexpression durch die
Virusgabe per se war nicht zu beobachten. Dementsprechend wurden die NRVCMs mit

einer MOI von 50 in den nachfolgenden Versuchen transduziert.
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Teil 1

3.1 Die Untersuchung der kardialen GRK2 in der pathologischen
Hypertrophie

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die GRK2 Expression sowohl auf transkriptionaler als
auch auf translationaler Ebene in pro-hypertrophen NRVCMs untersucht. Dazu wurden
isolierte primare Kardiomyozyten neonataler Ratten (1-2 Tage alt) mit Phenylephrin (PE),
einem al-adrenergen Rezeptor-Agonisten als Mediator der pathologischen Hypertrophie,
und mit Angiotensin Il (ANG II) als nicht-adrenergen pro-hypertrophen Agonist stimuliert
[66, 123]. Die zusatzliche Transfektion der Kardiomyozyten mit einer siGRK2 und die
Transduktion mit AAGRK2 sollte die Rolle von GRK2 in der pathologischen Hypertrophie
determinieren, indem die pro-hypertrophen Parameter, wie Zellgrofde und fetale

Genexpression nach GRK2 Modulation untersucht wurden.
3.1.1 Die GRK2 Expression unter pro-hypertrophen Bedingungen

In in vivo Vorversuchen wurde in hypertrophen Mauseherzen eine erhohte GRK2-mRNA
Expression gemessen. Um diese Beobachtung in vitro zu bekraftigen, wurden NRVCMs mit
PE (104 M) und ANG II (107 M) stimuliert. Fiir die Analyse der GRK2-mRNA Expression
wurden die Zellen 24 Stunden nach Stimulation mit den Agonisten geerntet. Fiir die
Untersuchung der GRK2 Proteinexpression erfolgte, 48 Stunden nach Stimulation der
NRVCMs, die Termination des Versuches. Im Hinblick auf nachfolgende Versuche wurden
die Zellen 24 Stunden vor Zugabe der pro-hypertrophen Agonisten mit einer Kontroll-
siRNA behandelt (Scr).
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Abbildung 12: GRK2-mRNA Expression unter pro-hypertropher Stimulation in vitro. NRVCMs wurden
nach Transfektion mit Scr (5 nM) fiir 24 h mit PE (10-4 M) und ANG II stimuliert (10-7 M). (A) Auswertung der
mittels quantitativer Real-Time PCR analysierten GRK2-mRNA Expression nach Behandlung der NRVCMs mit
Scr und PE und (B) nach Behandlung mit Scr und ANG II. Nicht stimulierte Kardiomyozyten dienten jeweils als
Kontrolle. Die Expression der GRK2-mRNA wurde gegen die Expression des Referenzgens CSQ normalisiert
und in Relation zu der normalisierten Expression nicht stimulierter Zellen (Scr Kontrolle) gesetzt. Die Daten
sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: t-Test (Prism); *<0,05; PE: n=12, ANG II: n=7.

Bei der Stimulation der NRVCMs mit PE wurde keine Zunahme in der GRKZ-mRNA
Expression beobachtet. Der Anstieg der GRK2-mRNA blieb hier auf dem Basalniveau,
wohingegen nach Stimulation mit ANG II eine signifikante Hochregulation (~23 %) der
GRK2-mRNA in den NRVCMs verzeichnet werden konnte (Abbildung 12). Eine Zunahme
der GRK2-mRNA, wie sie im Modell der transversalen aortalen Konstriktion (TAC) bei

Mausen beobachtet wurde, konnte in vitro bestatigt werden (siehe Kapitel 1.4).

Anders als auf mRNA Ebene konnte im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen nach PE
Stimulation ein Anstieg von 29 % in den GRK2-Proteinlevels gemessen werden
(Abbildung 13 A). Ebenso wurde durch ANG II eine Zunahme der GRK2 Proteinexpression
von 29 % festgestellt (Abbildung 13 B).
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Abbildung 13: GRK2 Proteinexpression unter pharmakologischer pro-hypertropher Stimulation in
vitro. NRVCMs wurden mit hypertrophen Agenzien fiir 48 h nach Scr siRNA Transfektion stimuliert. (A)
Auswertung der mittels Western Blot analysierten GRK2 Proteinexpression nach Behandlung der NRVCMs mit
Scr (5 nM) und PE (104 M) und (B) nach Behandlung mit Scr (5 nM) und ANG II (10-7 M). Nicht stimulierte
Kardiomyozyten dienten jeweils als Kontrolle. (C) Reprasentativer Western Blot der GRK2 Proteinexpression.
Die Expression der GRK2 wurde gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert und in Relation
zur normalisierten Expression nicht stimulierter Zellen gesetzt. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. Statistik: t-Test (Prism); *<0,05, ***<0,001; PE: n=10, ANG II: n=11.

3.1.2 GRK2 und die pathologische Hypertrophieantwort

Pro-hypertrophe Agenzien wie PE und ANG II fithren nicht nur zu zellularen
Veranderungen, sondern beeinflussen ebenso den Phanotyp der Zellen [66]. Welchen
Einfluss GRK2 auf die pro-hypertrophe Zellantwort hat, sollte im Folgenden untersucht
werden. Charakteristische Ausleseparameter waren hierbei die Grofienverdnderung der
Kardiomyozyten und die Expression des fetalen Genprogramms. Die Untersuchung einer
moglichen Modulation von GRK2 auf die pathologischen Verdnderungen in den
Kardiomyozyten erfolgte zum einen durch den Einsatz einer gegen GRK2 gerichteten
siRNA und zum anderen durch die adenovirale Uberexpression von GRK2,

Fiur die GRK2 knockdown Versuche wurden die NRVCMs mit siRNA behandelt und
anschlieffend mit den pharmakologischen Agenzien PE und ANG II stimuliert. Die
Terminierung des Versuches erfolgte 24 Stunden nach Zugabe der Agonisten. Fiir eine
erfolgreiche GRK2 Uberexpression wurden die NRVCMs mit einer MOI von 50

transduziert. Der Versuch wurde 48 Stunden nach Viruszugabe beendet und die Grof3e der
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NRVCMs mit Hilfe der Imnmunfluoreszenz bestimmt. Die Analyse der mRNA Expression der

fetalen Gene ANP, BNP und 3-MHC erfolgte mittels quantitativer Real-Time PCR.

3.1.2.1 Einfluss des GRK2 knockdowns auf die Kardiomyozytengréfie unter pro-
hypertropher Stimulation
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Abbildung 14: Verdnderung der Kardiomyozytengrofie unter PE und ANG II Stimulation nach
Herunterregulation von GRK2. Nach Transfektion der NRVCMs mit Scr und siGRK2 (5 nM) erfolgte die
Stimulation mit PE (104 M) und ANG II (10-7 M) fiir 24 h (reprasentative Bilder in Abbildung C). AnschliefRend
erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung gegen o-sarkomerisches Actinin (rot). Die Farbung des Nukleus
erfolgte mit DAPI (blau). Nicht stimulierte Kardiomyozyten dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden
mikroskopisch in 20-facher Vergrofierung aufgenommen und mit Hilfe von Sigma Scan durch Messung der
Zellgrofie in Pixel quantitativ ausgewertet (Abbildung A und B). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); **<0,01, ***<0,001; PE: n=4; ANG II: n=5 mit je 80-100 Zellen
pro Ansatz.

Die Zunahme der Kardiomyozytengrofie ist ein physiologischer Parameter fiir die in vitro
Untersuchung der Hypertrophie [22, 23]. Die Zugabe von PE bewirkte eine
Groflenzunahme der Zellen um 100 % (Abbildung 14 A). In den ANG II behandelten Zellen
wurde eine Zunahme der Kardiomyozytengroéfie um 87 % gemessen (Abbildung 14 B). In
den NRVCMs, in denen zuséatzlich ein knockdown von GRK2 induziert wurde, wurde keine
Vergroflerung der Kardiomyozyten beobachtet. Trotz pro-hypertropher Stimulation
konnte die Grofde der Zellen auf dem Basalniveau (Scr) gehalten werden. Der alleinige

GRK2 knockdown hatte keine Auswirkungen auf die Zellgrofie.
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3.1.2.2 Einfluss der GRK2 Uberexpression auf die Kardiomyozytengrofie
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Abbildung 15: Einfluss einer adenoviralen Uberexpression von GRK2 auf die Kardiomyozytengrofie.
Die NRVCMs wurden mit AAGRK2 und AdLacZ (MOI 50) fiir 48 h transduziert. Anschliefiend erfolgte eine
Immunfluoreszenzfarbung gegen a-sarkomerisches Actinin (rot). Die Farbung des Nukleus erfolgte mit DAPI
(blau). Die Zellgrof3e wurde mikroskopisch in 20-facher Vergrofierung aufgenommen und mit Hilfe von Sigma
Scan durch Messung der ZellgrofRe in Pixel quantitativ ausgewertet. (A) Quantitative Darstellung der Zellgrofie.
(B) Représentative Bilder der Kardiomyozyten. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One
way Anova (Prism); *<0,05; n=3 mit je 80-100 Zellen pro Ansatz.

Die Zunahme der Zellgrofde, wie sie unter pro-hypertropher Stimulation zu verzeichnen
war, wurde ebenso wihrend einer GRK2 Uberexpression beobachtet. Die Uberexpression
von GRK2 bewirkte im Vergleich zu den AdLacZ transduzierten Zellen, welche als
Kontrolle dienten, eine Grofdenzunahme der NRVCMs um bis zu 58 %. Eine Vergrofierung

der Kardiomyozyten durch die Virusgabe per se war nicht zu beobachten (Abbildung 15).
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3.1.2.3 Einflussnahme der GRK2 auf das fetale Genprogramm unter pro-
hypertropher Stimulation

Ein wichtiger Marker der pathologischen Myokardhypertrophie ist die Re-Expression
fetaler Gene, die im Laufe der Entwicklung des Herzens heraufreguliert werden [26].
Unter pathologischen Bedingungen werden natriuretische Peptide, wie das Peptid des Typ
B (BNP) und das atrial natriuretische Peptid (ANP) exprimiert, aber auch die Expression
kontraktiler Proteine wie -Myosin Heavy Chain (-MHC) wird reaktiviert.
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Abbildung 16: GRK2 Einfluss auf die Expression fetaler Gene unter pro-hypertropher Stimulation in
vitro. Nach Behandlung der NRVCMs mit Scr und siGRK2 (5 nM) und anschlief3ender PE (10-4 M) bzw. ANG II
(10-7 M) Stimulation fiir 24 h erfolgte die quantitative Auswertung mittels Real-Time PCR. (A, B) ANP-mRNA
Expression, (C, D) BNP-mRNA Expression und (E, F) f-MHC-mRNA Expression. Die Expression der mRNA
wurde in der quantitativen Analyse gegen die Expression des Referenzgens CSQ normalisiert Die Daten sind
als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05, **<0,01, ***<0,001; n>4.

Im folgenden Versuch wurde die mRNA Expression der fetalen Gene mit Hilfe der
quantitativen Real-Time PCR ermittelt. Die pro-hypertrophe Zellantwort wurde durch
Zunahme der ANP-, BNP- und -MHC-mRNA Level nach PE und ANG II Stimulation
bewertet. Die Behandlung der NRVCMs mit PE bewirkte eine 3-fache Zunahme der ANP-
mRNA Level im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen. Zellen die zuvor mit einer

siGRK2 behandelt wurden, zeigten keinen signifikanten Anstieg in der ANP-mRNA. Es
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wurde eine 45 %-ige verringerte ANP-mRNA Expression beobachtet. Wurden die Zellen
mit ANG II stimuliert, wurde eine Zunahme der ANP-mRNA von 1 auf 1,8 beobachtet.
Anders als bei den PE stimulierten Zellen, war auch nach einem knockdown von GRK2 ein
Anstieg in der ANP-mRNA zu messen (Abbildung 16 A und B). Die Untersuchungen
beziiglich der BNP-mRNA zeigten nach PE Stimulation einen 3-fachen Anstieg, welcher
trotz siGRK2 nicht signifikant verhindert verandert war. Nach ANG II Stimulation waren
die BNP-mRNA Level um das 2-fache erhoht, die durch den knockdown von GRK2 auf dem
Basalniveau blieben (Abbildung 16 C und D). Die Expression des 3-MHC Gens wurde in
den PE stimulierten Zellen um das 1,5-fache gesteigert. Die zusatzliche Behandlung mit
der siGRK2 bewirkte, dass die B-MHC-mRNA Level auf dem Basalniveau blieben
(Abbildung 16 E). Eine signifikante Hochregulation des B-MHC Gens unter ANG II

Stimulation konnte nicht induziert werden (Abbildung 16 F).

3.1.3 Die Bedeutung von GRK2 fiir die Entstehung der pathologischen
Hypertrophie in Fibroblasten

Da bei der verwendeten Methode zur Isolierung der neonatalen Rattenkardiomyozyten,
von einem Fibroblastenanteil von 30-35 % auszugehen war, wurde zur Komplettierung
des ersten Teils der vorliegenden Arbeit die GRK2-mRNA Expression in der reinen
Fibroblastenkultur untersucht, da diese ebenso GRK2 exprimieren. Dariiber hinaus
wurden spezifische Markergene des Fibroblastenwachstums in der Mischkultur in dem
Modellansatz untersucht.

Es sollte zum einen ausgeschlossen werden, dass eine erhohte GRK2-mRNA Expression,
induziert durch pro-hypertrophe Stimulation, auf die Fibroblasten zuriickzufiihren ist.
Zum anderen weisen nicht nur Kardiomyozyten, sondern auch Fibroblasten
Angiotensinrezeptoren auf. Endogene Stimuli wie ANG II und Transforming Growth Factor
(TGFpB) vermitteln unter anderem die Proliferation der Fibroblasten und fiihren zu einer
vermehrten Expression des connective tissue growth factors (CTGF), ein
Wachstumsmarker der Fibroblasten. Dieser wiederum reguliert die Hypertrophie von
Kardiomyozyten sowie die Proliferation und Synthese extrazelluldrer Matrixproteine in

kardialen Fibroblasten [124].
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3.1.3.1 GRK2-mRNA Expression unter ANG II Stimulation in Fibroblasten
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Abbildung 17: Analyse der GRK2-mRNA Expression unter ANG II Stimulation in Fibroblasten. Die
Fibroblastenmonokultur wurde fiir 24 h mit ANG II (107 M) stimuliert. Die Auswertung der GRK2-mRNA
Expression in den Fibroblasten erfolgte mittels quantitativer Real-Time PCR. Die Expression der mRNA wurde
gegen die Expression des Referenzgens 18S normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05, **<0,01; n=3.

Um der Frage nachzugehen, ob die Hochregulation der GRK2 auf die Kardiomyozyten
zuruickzufiihren ist und nicht auf die Fibroblasten, wurde der GRK2-mRNA Gehalt einer
reinen Fibroblastenkultur unter pro-hypertrophen Bedingungen untersucht. Verglichen
mit den Beobachtungen aus den Versuchen im Kapitel 3.1.1 war in den Fibroblasten keine

Hochregulation der GRK2-mRNA nach ANG II Stimulation zu erkennen (Abbildung 17).

3.1.3.2 Analyse der Wachstumsfaktoren der Fibroblasten unter ANG II Stimulation

Um auszuschliefien, dass Fibroblasten moglicherweise durch vermehrte Proliferation die
Hypertrophie in den Kardiomyozyten beeinflussen, erfolgte die Untersuchung der
Expression zweier Wachstumsgene der Fibroblasten unter ANG II Stimulation. Dazu
wurden in der ,Mischkultur®, bestehend aus Kardiomyozyten und einen gewissen Anteil
an Fibroblasten, die Gene CTGF und TGFB auf mRNA Ebene nach siRNA und ANG II

Behandlung mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht.
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Abbildung 18: Quantitative Untersuchung der fibrotischen Wachstumsgene CTGF und TGF@ unter
ANG II Stimulation in der Mischkultur. Zellen wurden mit ANG II (107 M) fiir 24 h nach siRNA (5 nM)
Behandlung stimuliert. Die Auswertung der mRNA Expression der Wachstumsmarker der Fibroblasten
erfolgte mittels quantitativer Real-Time PCR. (A) Quantitative Auswertung der CTGF-mRNA. (B) Quantitative
Auswertung der TGFB-mRNA. Die Expression der mRNA wurde gegen die Expression des Referenzgens 18S

normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); n=4.

Eine erh6hte mRNA Expression sowohl von CTGF als auch von TGFB war unter pro-
hypertropher ANG II Stimulation im Vergleich zum Basallevel nicht zu beobachten. Auch
die siGRK2 Behandlung hatte keinen signifikanten Effekt auf die CTGF- und TGFf-mRNA
Expression (Abbildung 18).

Der erste Teil der Ergebnisse kann folgendermafien zusammengefasst werden. Eine
erhohte GRK2 Expression sowohl auf transkriptionaler als auch auf translationaler Ebene
konnte in hypertrophen neonatalen Kardiomyozyten beobachtet werden. Eine
Herunterregulation von GRK2 verminderte die PE und die ANG II induzierte Zunahme der
Kardiomyozytengrofle und die Re-Expression fetaler Gene im Rahmen der pathologischen
Hypertrophie. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von GRK2
auch zu einem hypertrophen Phéinotyp fiihrt.

Die Ergebnisse lassen darauf schliefien, dass die beobachteten Effekte wahrscheinlich
nicht auf die Fibroblasten zuriickzufithren waren. Ein Anstieg der GRK2-mRNA Expression
konnte in der reinen Fibroblastenkultur unter hypertrophen Bedingungen nicht
beobachtet werden. Ebenso waren Wachstumsmarker der Fibroblasten in dem
angewandten Hypertrophiemodell unter GRK2 knockdown unbeeinflusst.

Die beobachteten Effekte von GRK2 in dem in vitro Hypertrophiemodell waren somit mit

den in vivo Beobachtungen kongruent.
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Teil 2

3.2 Einfluss von GRK2 auf relevante Signaltransduktionswege in
der pathologischen Hypertrophie

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit erfolgte die Untersuchung relevanter
Signaltransduktionswege in der pathologischen Hypertrophie in Bezug auf ihre
Modulation durch GRK2. In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass vor allem
Proteine wie Calcineurin, MAPK und GSK3f3 eine zentrale Rolle in der Weiterleitung pro-
hypertropher Signale spielen, indem sie spezifische Signaltransduktionskaskaden
aktvieren und modulieren [125-127].

Wie im ersten Teil der Arbeit wurden auch hier primire neonatale Rattenkardiomyozyten
verwendet und die pathologische Hypertrophieantwort durch Stimulation mit den
pharmakologischen Agenzien PE und ANG II induziert. Eine Inhibition von GRK2 erfolgte
durch siGRK2, eine GRK2 Uberexpression wurde durch AdGRK2 induziert.

3.2.1 Der Einfluss von GRK2 auf den Transkriptionsfaktors NFAT

Transkriptionsfaktoren wie der nuclear factor of activated T-cells (NFAT) sind an der
Umprogrammierung der  fetalen  Genexpression in der  pathologischen
Myokardhypertrophie beteiligt und werden durch zahlreiche Signaltransduktionswege
moduliert. Unter pro-hypertrophen Bedingungen wird NFAT dephosphoryliert und kann
so in den Zellkern transloziert werden, um mit Hilfe weiterer Transkriptionsfaktoren die
fetale Genexpression zu aktivieren. Im folgenden Versuch sollte mittels einer Reporter-
Luziferase-Analyse unter ANG II Stimulation untersucht werden, ob eine Inhibition von
GRK2 die NFAT Translokation in den Zellkern beeinflusst. Die NRVCMs wurden, wie unter
2.2.1.2 bereits beschrieben, zunachst mit siGRK2 transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die
Transfektion mit dem AdNFAT-Luziferase Virus, gefolgt von einer ANG II Stimulation.
Parallel wurde der Duolink Assay herangezogen, um die Translokation von NFAT in den
Zellkern nach ANG II Zugabe und nach Modulation der GRK2 durch siGRK2 auf

Immunfluoreszenzebene darzustellen.
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Abbildung 19: Analyse der NFAT Promotoraktivitit und Darstellung der NFAT Translokation in
NRVCMs nach GRK2 knockdown. Es wurde ein Reporter-Luziferase-Assay zum Nachweis der
Luziferaseaktivitiat herangezogen. Wie in den Experimenten zuvor erfolgte eine Transfektion der Zellen mit
siRNA (5 nM). Die AANFAT Transduktion (MOI 100) erfolgte eine Stunde vor ANG II (10-7 M) Stimulation. Die
Ernte der Zellen fand 24 h nach Stimulation statt. (A) Quantitative Auswertung der Luziferaseaktivitat. (B)
Darstellung der NFAT Detektion auf Immunfluoreszenzebene mit dem Duolink Assay. Hier erfolgte keine
AdNFAT Transduktion. Rot: Actininfairbung der Kardiomyozyten, Griin: NFAT Molekiil, Blau: Dapifarbung. Die
Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05, **<0,01; n=4.

Im Vergleich zu den nicht stimulierten AANFAT transduzierten Kardiomyozyten wurde in
den mit ANG II stimulierten Zellen eine 2-fach erhéhte Luziferaseaktivitit gemessen. Ein
durch ANG II induzierter Anstieg der Luziferaseaktivitit konnte durch einen knockdown
von GRK2 signifikant verhindert werden. Die Aktivitit der Luziferase lag hier auf
Basalniveau (Scr). Ebenso wurde beobachtet, dass die Behandlung der Zellen mit siGRK2
in Abwesenheit von ANG II, verglichen mit den Scr-Kontrollen, zu einer Abnahme der
Luziferase fithrte (Abbildung 19). Die verminderte NFAT Translokation in den Zellkern
unter GRK2 knockdown und pro-hypertropher Stimulation mit ANG II ist in Abbildung
19 B dargestellt. In Abwesenheit von GRK2 befanden sich mehr NFAT Molekiile im Zytosol

als im Zellkern, wie anhand der griinen Punkte aus der Abbildung 19 B zu entnehmen ist.

3.2.2 Untersuchung der Einflussnahme von GRK2 auf den Calcineurin
Signaltransduktionsweg

Die NFAT-Translokation in pro-hypertrophen NRVCMs wird durch die Phosphatase
Calcineurin induziert, indem diese den Transkriptionsfaktor NFAT dephosphoryliert und
somit dessen Rekrutierung in den Nukleus veranlasst [10, 128]. Basierend auf den
Beobachtungen (3.2.1), dass eine verminderte NFAT Promotoraktivitit, trotz pro-

hypertropher Bedingungen, durch Inhibition der GRK2 gemessen werden konnte, wurde
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die Expression der Phosphatase Calcineurin ndher untersucht. Dazu wurde nach PE und
ANG II Stimulation die Calcineurinexpression auf Proteinebene unter Einflussnahme der
siGRK2 analysiert. Ebenso erfolgte die Analyse der Calcineurinexpression nach

adenoviraler Uberexpression von GRK2.

3.2.2.1 Einfluss von GRK2 auf die Calcineurinexpression unter pro-hypertrophen
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Abbildung 20: Calcineurinexpression unter pro-hypertropher Stimulation. NRVCMs wurden zunichst
mit siRNA (5nM) behandelt und anschlieffend fiir 48 h mit PE (104 M) und ANG II (107 M) stimuliert. Die
quantitative Auswertung erfolgte mittels Western Blot Analyse. (A) Darstellung der Proteinexpression von
Calcineurin nach PE und (B) nach ANG II Stimulation. (C, D) Reprasentative Blots der Calcineurinexpression.
Die Proteinexpression wurde gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05; n=5.

In den NRVCMs wurde nach PE Stimulation kein signifikanter Anstieg in der
Calcineurinexpression gemessen. In Gegenwart von ANG II wurde ein Anstieg der
Calcineurinexpression um 40 % beobachtet. Kardiomyozyten, die zuvor mit einer siGRK2
behandelt wurden, zeigten keinen Anstieg in der Calcineurinexpression. Das
Expressionslevel in den ANG II stimulierten siGRK2 Proben blieb auf dem Kontrollniveau
der Scr Probe ohne ANG II Stimulation. Ein alleiniger knockdown von GRK2 hatte keinen
Einfluss auf die Calcineurinexpression. Das Expressionslevel war unverdndert verglichen

mit den Scr-Kontrollen (Abbildung 20).
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3.2.2.2 Einfluss der GRK2 Uberexpression auf die Calcineurinexpression
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Abbildung 21: Calcineurinexpression nach GRK2 Uberexpression. Die NRVCMs wurden mit AAGRK2 und
AdLacZ (MOI 50) fiir 48 h transduziert. Nach Isolierung der Proteine erfolgte die quantitative Bestimmung der
Calcineurinexpression mittels der Western Blot Analyse. Als Kontrolle dienten zum einen eine nicht
transduzierte Probe (K) und die AdLacZ Probe. (A) Quantitative Auswertung von Calcineurin. (B) Qualitative
Darstellung eines reprasentativen Blots. Die Normierung der Proteinexpression von Calcineurin wurde gegen
die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die Werte von Calcineurin wurden in Relation zur
Kontrolle gesetzt. n=4.

Die adenovirale Uberexpression von GRK2 in den NRVCMs zeigte keine Erhéhung der
Calcineurinexpression, wie sie nach pro-hypertropher Stimulation zu beobachten war. Die
Uberexpression von GRK2 zeigte die Tendenz einer Abnahme der Calcineurinexpression
im Vergleich zu den AdLacZ transduzierten Zellen. Eine signifikante Abnahme in der

Calcineurinexpression wurde nicht gemessen (Abbildung 21).

3.2.3 Der Einfluss von GRK2 auf den MAPK Kinase Signaltransduktionsweg

Zur Klarung der Frage, ob der anti-hypertrophe Effekt durch Herunterregulation der GRK2
neben den Calcineurin Signaltransduktionsweg noch weitere pro-hypertrophe
Signalkaskaden beeinflusst, wurde die Aktivitit der zu der Familie der mitogen
aktivierenden Protein Kinase (MAPK) gehérenden ERK 1/2 untersucht. In einer
pathologischen Hypertrophie wird ERK 1/2 nach einer Phosphorylierung der Threonin-
und Tyrosin-Seitenketten (Thr-X-Tyr-Motiv) durch MAPK-Kinasen (MAPKK) aktiviert.
MAPKs, wie ERK1/2 sind ebenso fiir die NFAT Translokation in den Zellkern
verantwortlich [129].



3 Ergebnisse 58

A B
i pERK1/2 Phosphorylierung
S O ()eE a5t O ()ANGT
S —
S e M ()P % %3 W () ANGT
% z 3 = g .
S F o 52
S, S
£ %,
%51 = 3
o 2 = £
=1 a &0
0 Ser  siGRK2 Scr  siGRK2 Scr  siGRK2Z  Scr  siGRK2
C D
Scr  siGRK2 Scr siGRK2 Scr  siGRK2 Scr siGRK2
‘==-- ‘ pPERK1/2/ ERK1/2 == -=
Total ERK1/2
‘ — e e— ‘ / _— e - e—
() PE (+) PE (-)ANGII (+) ANG II

Abbildung 22: Der Effekt der siGRK2 auf den MAPK Kinase Signaltransduktionsweg in der
pathologischen Hypertrophie. Isolierte NRVCMs wurden mit Scr und siGRK2 (5 nM) behandelt und
anschliefdend fiir 30 min mit PE (104 M) und ANG II (10-7 M) stimuliert. Die Quantifizierung erfolgte mittels
Antikoérper gegen pERK1/2. (A) Quantitative Auswertung der Western Blots des pERK1/2. nach PE-
Stimulation und (B) nach ANG II Stimulation. (C, D) Reprasentative Blots der pERK1/2 Expression und ERK1/2
Expression. Die Normierung der pERK1/2 erfolgte an ERK1/2. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05, **<0,01; PE: n=7, ANG II: n=6.

Sowohl PE als auch ANG II bewirken eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung von
ERK1/2. Dabei war die Phosphorylierung unter PE Stimulation im Vergleich zum
Basalniveau um das 3,5-fache erhoht. Unter ANG II Stimulation konnte eine Zunahme in
der Phosphorylierung von ERK1/2 um das 2,5-fache gemessen werden. Der knockdown
von GRK2 zeigte keinen signifikanten Effekt auf die PE und ANG II induzierte ERK1/2
Phosphorylierung gegeniiber den stimulierten Scr Proben. Eine verringerte Expression
nach der siGRK2 Transfektion, wie sie bei Calcineurin unter pro-hypertropher Stimulation

gemessen wurde, war hier nicht zu verzeichnen.

3.2.4 Die Bedeutung von GRK2 fiir die GSK3f-Aktivierung

Molekulare Verdanderungen in Folge pro-hypertropher Aktivierung, wie die NFAT-
Translokation, unterliegen einer strengen, vielfaltigen Kontrolle durch anti-hypertrophe
Mechanismen. Zu ihnen zahlt die Glykogensynthase Kinase 3 (GSK3{3), welche ihre
Hypertrophie-hemmende Wirkung durch Phosphorylierung von NFAT erzielt. Sie ist somit
ein Gegenspieler der Phosphatase Calcineurin, welche eine Phosphorylierung von NFAT
und dessen Import in den Zellkern verhindert. Eine durch NFAT induzierte Aktivierung

der pro-hypertrophen Gene wird somit unterbunden [50].
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3.2.4.1 Einflussnahme des GRK2 knockdowns auf die GSK3[3-Aktivierung unter pro-
hypertrophen Bedingungen
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Abbildung 23: Phosphorylierungsstatus von GSK3p unter GRK2 Einfluss und pharmakologischer pro-
hypertropher Stimulation. NRVCMs wurden mit Scr und siGRK2 (5 nM) behandelt und anschlief3end fiir 48 h
mit PE (104 M) und ANG II (10-7 M) stimuliert. Die quantitative Auswertung erfolgte mittels Western Blot
Analyse. (A) Expression der pGSK3f nach siGRK2 Transfektion und PE Stimulation. (B) Expression der
pGSK3pB nach siGRK2 Transfektion und ANG II Stimulation. (C, D) Proteinexpression von GSK3p. (E, F)
Reprasentative Blots von pGSK3 und GSK3p. Die Normierung der pGSK3f erfolgte an GSK3[. GSK3p wurde
gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
Statistik: One way Anova (Prism): *<0,05, **¥<0,01; PE: n=3; ANG II: n=6.

Kardiomyozyten, die mit PE oder ANG II stimuliert wurden, zeigten eine Zunahme in der
Phosphorylierung von GSK3f3 von bis zu 60 %, verglichen mit den Werten aus nicht
stimulierten Zellen. Der knockdown von GRK2 verhinderte in den ANG II stimulierten
Kardiomyozyten eine Zunahme der GSK3f Phosphorylierung. Das Phosphorylierungs-
niveau blieb auf dem Niveau, welches in den nicht stimulierten Zellen gemessen wurde. Im
Gegensatz zu den ANG Il behandelten NRVCMs war in den mit PE behandelten Zellen keine
signifikante Verringerung der GSK3[3 Phosphorylierung durch siGRK2 zu beobachten.
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3.2.4.2 Einfluss der GRK2 Uberexpression auf die GSK3B-Aktivierung

A , B
GSK3#: Phosphorylierun GSK3R Proteinexpression
= 2.51 . . '*—'. _ 209
% % 2.0 ' =] E
% b 2 %2 1.5
8 £ 15 ze
s .
2 & < £ 101
S £ 1.0 @z [
= £ 0.5 8 o 0.5
o o
= &
0.0 T (\') o 0.0 T T
g &
& o & & & &
N v ¥ & y»&) &
4& ‘&0 >

Kontrolle AdLacZ AdGRK2

| e | DGSK3P
| | GSK3B

\— _ —-\ GAPDH

Abbildung 24: pGSK3p unter dem Einfluss von AAGRK2. Die NRVCMs wurden mit AAGRK2 und AdLacZ
(MOI 50) fiir 48 h transduziert. Nach der Ernte der Zellen erfolgte die quantitative Bestimmung der pGSK3(
und GSK3 auf Proteinebene mittels der Western Blot Analyse. Als Kontrolle dienten zum einen die nicht
transfizierte Probe und die AdLacZ Probe. (A) Quantitative Auswertung von pGSK3p und (B) GSK3p.
(C) Grafische Darstellung der quantitativen Auswertung. Die Normierung der pGSK3f erfolgte an GSK3f. Die
Proteinexpression von GSK3f wurde gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die Daten
sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05; n=3.

Eine Uberexpression der GRK2 bewirkte eine 2-fache Zunahme der GSK3p
Phosphorylierung in den Kardiomyozyten, im Vergleich zu denen, die mit einem
Kontrollvirus induziert wurden. Das Phosphorylierungsniveau zwischen den mit dem
Kontrollvirus behandelten Zellen und den unbehandelten Zellen blieb unverandert. Die
erhéhte GSK3B Phosphorylierung ist somit auf die alleinige GRK2 Uberexpression
zuriickzufilhren und nicht auf eine mogliche Aktivierung durch den Adenovirus
(Abbildung 24 A). Zudem war zu beobachten, dass die GRK2 Uberexpression keinen
Einfluss auf die Proteinexpression von GSK3f hatte. Die Phosphorylierung lag auf dem

Niveau der Kontrollen (Abbildung 24 B).
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3.2.4.3 Einflussnahme des GRK2 knockdowns auf die GSK3[ Inhibition unter pro-
hypertrophen Bedingungen

Die konstitutiv aktive Kinase GSK3f kann durch den pharmakologischen Inhibitor
Lithiumchlorid (LiCl) inhibiert werden. Die Bindung von LiCl am N-Terminus der GSK3[
GSK3pB
Autophosphorylierung der Kinase. Dadurch befindet sich die GSK3f in einem inaktiven

verursacht eine Konformationsinderung der und fithrt zu einer

Zustand, was wiederum zu einer Inhibition der antihypertrophen Wirkung von GSK3f3
fiihrt. Die Phosphorylierung der GSK3f3 am Serinrest wurde als Parameter fiir das Maf3 der

Inhibition von GSK3# durch LiCl herangezogen.
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Abbildung 25: Einfluss der GRK2 auf den Phosphorylierungsstatus von GSK3f unter pro-hypertropher
Stimulation mittels ANG II und Inhibition der GSK3f durch LiCl. NRVCMs wurden zunichst mit siRNA (5
nM) behandelt. Das LiCl (10 mM) wurde 60 min vor der ANG II (10-7 M) Stimulation zu den NRVCMs gegeben.
48 h nach ANG II Gabe erfolgte die Ernte der Zellen und die quantitative Auswertung mittels Western Blot. (A)
Expression der GSK3B Phosphorylierung nach siRNA Transfektion, LiCl Zugabe und ANG II Stimulation. (B)
Darstellung der Proteinexpression von GSK3f nach siRNA Transfektion, LiCl Zugabe und ANG II Stimulation.
(C) Repriasentative Blots von pGSK3B und deren Gesamtproteinexpression. Die Normierung der pGSK3pB
erfolgte an GSK3f total. GSK3f total wurde gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die
Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05, **¥<0,01; n=6.

Als Ausleseparameter flir eine pro-hypertrophe Zellantwort wurde die Grofie der
Kardiomyozyten bestimmt. Die zusatzliche Transfektion der Zellen mit der siGRK2 sollte
klaren, ob GRK2 direkt in den GSK38 Signaltransduktionsweg eingreift. LiCl wurde 60 min
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vor der ANG II Stimulation zu den NRVCMs gegeben. Die Ernte der Zellen und die Analyse
der Phosphorylierung von GSK3f erfolgte 48 Stunden nach ANG II Behandlung. Parallel
wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz die Groéfie der Kardiomyozyten nach LiCl
Behandlung und ANG II Stimulation untersucht.

Die alleinige Zugabe von LiCl verursachte eine bis zu 4-fache Zunahme der GSK3f3
Phosphorylierung. Die Phosphorylierung der GSK3#3 durch den Inhibitor fallt mit einem 2-
fachen Phosphorylierungsanstieg der GSK3( dabei wesentlich stirker aus, als die
Phosphorylierung unter ANG II Stimulation. Eine zusatzliche Stimulation der LiCl
behandelten Zellen mit ANG II konnte die GSK3{3 Phosphorylierung nicht weiter erh6hen.
Eine Inhibition der GSK3@ Phosphorylierung, wie sie nach einem GRK2 knockdown
gemessen wurde, wurde in den Zellen, die zuséatzlich mit LiCl behandelt wurden, nicht
mehr beobachtet. Die Phosphorylierung der GSK3f3 unterschied sich trotz siGRK2 nicht
von den Scr Proben, die zuvor mit LiCl behandelt wurden (Abbildung 25).

8000+
3 Scr

60001 B8 SiGRK2

Zellgrofde
(Pixel)
>
(=]
(=
<

2000+

Licl - -+ 4+ - -+ o+

Scr+ANG I +Scr+ LiCl Scr+ANGII
¢ +LiCl

SiGRK2+ANG II SiGRK2+ LiCl siGRK2+ANGII

siGRK2
E +LiCl

N

Abbildung 26: Einfluss der siGRK2 auf die Kardiomyozytengréfle nach GSK3f3 Inhibition. NRVCMs
wurden mit siRNA (5 nM) behandelt und 60 min vor ANG II (10-7 M) Stimulation erfolgte die Gabe von LiCl
(10 mM) fiir 24 h. (A) Quantitative Auswertung der Zellgrofle in Pixel. (B) Reprasentative Bilder der
Kardiomyozyten in Anwesenheit von GRK2 (B obere Reihe) und in Abwesenheit von GRK2 (B untere Reihe).
Die Immunfluoreszenzfarbung wurde mit Alexa Red gekoppelten a-sarkomerischen Actinin Antikérper
durchgefiihrt. Die Farbung des Nukleus der Zellen erfolgte mit DAPI (blau). Die Zellen wurden mikroskopisch
in 20-facher Vergrofierung aufgenommen und die Zellgrofie mit Hilfe von Sigma Scan in Pixel quantitativ

ausgewertet. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05, **<0,01; n=3, mit je 70-80 Zellen pro Ansatz.
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Eine Inhibition der GSK3f3 durch den Inhibitor LiCl bewirkte eine Zunahme der
Kardiomyozytengrofle um das 3-fache im Vergleich zu den nicht stimulierten, nicht LiCl
behandelten Scr-Proben. Eine zuséatzliche Stimulation mit ANG II fiihrte zu keiner weiteren
Grofienzunahme der Zellen. Die Verhinderung des pro-hypertrophen Wachstums der
Kardiomyozyten durch den GRK2 knockdown, wurde durch die LiCl Behandlung wieder
aufgehoben. Wie Abbildung 26 zu entnehmen ist, konnte trotz siGRK2 in den ANG II
behandelten NRVCMs nach LiCl Zugabe die Zunahme der ZellgréfRe nicht verhindert

werden.

3.2.5 Die Bedeutung von GRK2 fiir die AKT-Aktivierung

Aufgrund der Beobachtung, dass eine siGRK2 vermittelte Inhibition von GRK2 die GSK3f
Phosphorylierung beeinflusst, erfolgten Untersuchungen beziiglich der Kinasen, die an der
Modulation der GSK3B wund dessen Signaltransduktion beteiligt sind. Eine
Phosphorylierung der GSK3f3 am Serinrest (Ser9) wird durch die Serin/Threonin Kinase
AKT durchgefiihrt. Diese im Zytosol vorliegende Kinase wird wiederum unter pro-
hypertrophen Bedingungen an zwei Stellen phosphoryliert, am Serin 473 und am
Threoninrest 308. Fiir eine vollstandige Aktivierung der AKT ist eine Phosphorylierung an
beiden Stellen erforderlich [130]. Im vorliegenden Versuch wurde der
Phosphorylierungsstatus der AKT unter pro-hypertrophen Bedingungen nach GRK2

knockdown und nach einer Uberexpression der GRK2 untersucht.

3.2.5.1 Der Einfluss von GRK2 auf die AKT-Phosphorylierung unter pro-
hypertrophen Bedingungen

Nach Stimulation der Kardiomyozyten mit ANG Il wurde eine bis zu 50 %-ige Zunahme
der AKT-Phosphorylierung am Serinrest 473 beobachtet und blieb durch den GRK2
knockdown auf dem Basalniveau. Nach PE Stimulation war der Anstieg nicht signifikant.
Allerdings konnte mit PE ein signifikanter Anstieg (~ 50 %) in der AKT-Phosphorylierung
am Threoninrest 308 gemessen werden, der mit einem GRK2 knockdown verhindert
wurde. Auch hier blieb die Phosphorylierung auf Basalniveau. Unter ANG II Stimulation
fand keine signifikante Zunahme in der Serinphosphorylierung von AKT statt. Die AKT
Proteinexpression war sowohl unter PE als auch unter ANG II Stimulation unbeeinflusst.
Ebenso hatte die alleinige siRNA Behandlung keinen Einfluss auf die Proteinexpression

(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluss der siGRK2 auf die AKT Phosphorylierung nach PE und ANG II Stimulation.
NRVCMs wurden zunidchst mit siRNA (5 nM) behandelt und anschlieffend fiir 48 h mit ANG II (107 M)
stimuliert. Die quantitative Auswertung erfolgte mittels Western Blot Analyse. (A, E) Effekt der siGRK2 auf die
Phosphorylierung am Serinrest 473 von AKT. (B, F) Effekt der siGRK2 auf die Phosphorylierung am
Threoninrest 308 von AKT. (C, G) Darstellung der Proteinexpression von AKT. (D, H) Reprasentative Blots von
pAKT und deren Gesamtproteinexpression. Ebenso ist die GRK2 Expression dargestellt. Die Normierung der
Phosphorylierung von AKT erfolgte an der AKT Proteinexpression. Die Proteinexpression von AKT wurde
gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05; psAKT: n=4; prAKT: n=3.
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3.2.5.2 Der Einfluss der GRK2 Uberexpression auf die AKT-Phosphorylierung
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Abbildung 28: Die Phosphorylierung von AKT unter dem Einfluss von AAGRK2. Die NRVCMs wurden mit
AdGRK2 und AdLacZ (MOI 50) fiir 48 h transduziert. Nach Isolierung der Proteine erfolgte die quantitative
Bestimmung der pAKT und AKT Proteinexpression mittels Western Blot. Als Kontrolle dienten zum einen
nicht transduzierte Zellen und zum anderen Zellen, die mit einem Kontrollvirus (AdLacZ) transduziert
wurden. (A) Grafische Darstellung der quantitativen Auswertung von psAKT (B) und ptAKT. (C) Quantitative
Auswertung von AKT. (D) Qualitative Darstellung eines représentativen Blots. Die Normierung der
Phosphorylierung der AKT erfolgte an AKT total. Die Proteinexpression von AKT wurde gegen die Expression
des Referenzgens GAPDH normalisiert. Statistik: One way Anova (Prism); *<0,05; psAKT: n=4; prAKT: n=3-5.

Ausgeldst durch die Uberexpression von GRK2 wurde eine Zunahme in der AKT
Phosphorylierung am Serinrest von iiber 100 % beobachtet. Ebenso wurde eine bis zu
70 %-ige Zunahme in der AKT™08 Phosphorylierung nach adenoviraler GRK2
Uberexpression beobachtet. Wie in den Versuchen zuvor war die Veridnderung in der
Phosphorylierung nicht auf eine adenoviralen Infektion per se zuriickzufithren. Auch in
der AKT Proteinexpression wurden Kkeine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Ansatzen beobachtet.
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3.2.6 Der Effekt von GRK2 auf die PI3Ky vermittelte Signaltransduktion

Fiir die weitere Untersuchung des AKT/GSK3[p Signaltransduktionswegs und dessen
Modulation durch GRK2, wurde die im Signaltransduktionsweg oberhalb von AKT
liegende Kinase PI3Ky ndher untersucht. Wahrend einer pathologischen Hypertrophie
kommt es zu einer Hochregulation der PI3Ky im Herzen und wird zum Hauptaktivator von
AKT [45, 47].

Eine Inhibition der PI3Ky durch Wortmannin und eine zusitzliche GRK2 Uberexpression
sollte bei der mechanistischen Aufklarung von GRK2 in der pathologischen Hypertrophie
helfen. Es sollte geklirt werden, ob eine GRK2 Uberexpression trotz PI3Ky Inhibition zu
einer Zunahme der Kardiomyozytengréfie fiihrt. Ebenso sollte untersucht werden, ob die
GRK2 vermittelte Modulation des AKT/GSK3p Signaltransduktionswegs unter dem
Einfluss der PI3Ky Inhibition steht.

Da es sich bei Wortmannin um einen starken PI3Ky Inhibitor handelt und eine zusatzliche
Inhibition der AKT Phosphorylierung und des Zellwachstums durch den GRK2 knockdown
nicht beobachtet werden konnte, wurde die adenovirale Uberexpression von GRK2

herangezogen.

3.2.6.1 Einfluss von GRK2 auf die Kardiomyozytengrofde nach PI3Ky Inhibition
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Abbildung 29: Einfluss der GRK2 Uberexpression auf die Kardiomyozytengréf3e nach PI3Ky Inhibition.
NRVCMs wurden eine Stunde vor Virusgabe mit Wortmannin (0,1 pM) behandelt und fiir 48 h mit einem
AdLacZ und AdGRK2 (MOI 50) transduziert. Anschlieflen erfolgte die Alexa Red gekoppelte Immunfirbung
gegen a-sarkomerisches Actinin. Die Farbung des Nukleus erfolgte mit DAPI (blau). Nachdem die Zellen in 40-
facher Vergroflerung aufgenommen wurden, erfolgte die quantitative Auswertung der Zellgrofle mit Image]
durch Messung der Zellgrofle in Pixel. Statistik: One way Anova; *<0,05, **<0,01, n=2, mit je 8-10 Zellen pro
Ansatz.
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Eine 2-fache GréRRenzunahme der Zellen, ausgeldst durch eine adenovirale Uberexpression
von GRK2, wurde durch den PI3Ky Inhibitor Wortmannin verhindert. Die Gréfie der

Kardiomyozyten war im Vergleich zu den AdLacZ transfizierten Zellen unverdndert.
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Abbildung 30: Einfluss der GRK2 Uberexpression auf die Phosphorylierung von AKT nach Inhibition
der PI3Ky. NRVCMs wurden eine Stunde vor Virusgabe mit Wortmannin (0,1 uM) behandelt und fiir 48 h mit
einem AdLacZ und AdGRK2 (MOI 50) transduziert. Die quantitative Bestimmung der pAKT und AKT erfolgte
auf Proteinebene mittels der Western Blot Analyse. Als Kontrolle dienten zum einen nicht transduzierte Zellen
und zum anderen Zellen, die mit einem Kontrollvirus (AdLacZ) transduziert wurden. (A) Quantitative
Auswertung von psAKT und (B) von prAKT. (C) Quantitative Auswertung von AKT. (D) Qualitative Darstellung
eines reprasentativen Blots. Die Normierung der Phosphorylierung der AKT erfolgte an AKT gesamt. Die
Proteinexpression von AKT wurde gegen die Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Statistik: One
way Anova (Prism); *<0,05, **<0,01, ***<0,001; psAKT: n=4-8, prAKT: n=4.

Eine Behandlung der NRVCMs mit dem PI3Ky Inhibitor Wortmannin verhinderte eine
durch GRK2 induzierte Zunahme der Phosphorylierung von AKT sowohl am Serin- als
auch am Threoninrest. Die Gabe von Wortmannin verhinderte nicht nur, sondern
verminderte sogar im Vergleich zu den Kontrollen die Phosphorylierung am Serin- und
Threoninrest von AKT. Ebenso wurde ein abnehmender Trend beziiglich der AKT

Proteinexpression in Gegenwart von Wortmannin beobachtet.
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Abbildung 31: Einfluss der AAGRK2 auf GSK3B/AKT Signalweg nach PI3Ky Inhibition. NRVCMs wurden
eine Stunde vor Virusgabe mit Wortmannin (0,1 pM) behandelt und fiir 48 h mit AdLacZ und AdGRK2
(MOI 50) transduziert. Die quantitative Bestimmung der pGSK3{ und GSK3p erfolgte auf Proteinebene mittels
der Western Blot Analyse. Als Kontrolle dienten zum einen nicht transduzierte Zellen und zum anderen Zellen,
die mit einem Kontrollvirus (AdLacZ) transduziert wurden. (A) Die quantitative Auswertung von pGSK3f und
(B) von GSK38. (C) Qualitative Darstellung eines reprasentativen Blots. Die Normierung der Phosphorylierung
der GSK3f erfolgte an GSK3f total. Die Proteinexpression von GSK3p wurde gegen die Expression des
Referenzgens GAPDH normalisiert. Statistik: One way Anova (Prism); **<0,01, ***<0,001; pGSK3[; n=4-6.

Eine Inhibition von PI3Ky durch Wortmannin, gefolgt von einer inhibierenden Wirkung
auf AKT, fiihrte zu einer verminderten GSK3f Phopshorylierung. Die signifikante Zunahme
der GSK3#3 Phosphorylierung, welche durch die GRK2 Uberexpression induziert werden

konnte, wurde in Gegenwart von Wortmannin aufgehoben (Abbildung 31).

Nach den Untersuchungen beziiglich der Einflussnahme von GRK2 auf die relevanten
Signaltransduktionswege kann zusammengefasst werden, dass GRK2 unter ANG II
Stimulation die pathologische Hypertrophie iliber den Transkriptionsfaktor NFAT
moduliert. Zudem wurde beobachtet, dass GRK2 nicht nur Einfluss auf die GSK3f3
Phosphorylierung hat, sondern auch die AKT Phosphorylierung moduliert. Dariiber hinaus
wurde beobachtet, dass eine GRK2 induzierte Groféenzunahme der Kardiomyozyten und
Aktivierung der AKT und GSK3(, durch Hemmung der PI3Ky mit Wortmannin, inhibiert

wurde.
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3.2.7 Untersuchung moglicher Bindungspartner von GRK2 und deren
Einflussnahme auf die pathologische Hypertrophie

Die zuvor dargestellten Ergebnisse veranlassten die Hypothese, dass eine maogliche
Interaktion der GRK2 mit PI3Ky besteht und somit die pro-hypertrophe Antwort
begiinstigt. Die PI3Ky ist eine Kinase, welche nach G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR)
Aktivierung durch die Gfy-Untereinheit aktiviert wird und die Phosphorylierung von AKT
durch 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 (PDK1) induziert. Die PI3Ky ist neben
den G-Proteinuntereinheiten wie Gaq ein zentraler Initiator in der Ausbildung einer
pathologischen Myokardhypertrophie. Zudem ist bekannt, dass GRK2 Bindungsstellen fiir
beide Molekiile aufweist [86]. Ob eine Interaktion zwischen der PI3Ky und GRK2 besteht
oder vielleicht doch ein Komplex zwischen GRK2 und Gaq zu beobachten ist, wurde im

Folgenden untersucht.

3.2.7.1 Untersuchung der Interaktion zwischen PI3Ky und GRK2

Basierend auf den Beobachtungen, dass eine durch GRK2 vermittelte AKT- und GSK313-
Aktivierung durch Wortmannin inhibiert wurde und ebenso die Zellgrofde der
Kardiomyozyten trotz GRK2 Uberexpression durch Wortmannin abnahm, wurde
postuliert, dass GRK2 seine pro-hypertrophe Funktion an der Membran ausiibt. Daher
wurde eine mogliche Interaktion zwischen GRK2 und PI3Ky untersucht. Es sollte der
Frage nachgegangen werden, ob GRK2 eine Bindung mit PI3Ky eingeht und diese Bindung
durch Wortmannin unterbrochen werden kann. Die Zellen wurden hierfiir mit
Wortmannin behandelt und mit AdGRK2 beziehungsweise AdLacZ transduziert. Die
Untersuchung der Interaktion zwischen PI3Ky und GRK2 erfolgte mit dem Duolink Assay.
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Abbildung 32: Untersuchung einer méglichen Interaktion zwischen GRKZ2 undPI3Ky in An und
Abwesenheit von Wortmannin. NRVCMs wurden eine Stunde vor Virusgabe mit Wortmannin (0,1 pM)
behandelt und fiir 48 h mit AdLacZ und AdGRK2 (MOI 50) transduziert. Die Inmunfluoreszenzfarbung wurde
mit Alexa Red gekoppelten a-sarkomerischen Actinin Antikdrper durchgefiihrt. Die Farbung des Nukleus der
Zellen erfolgte mit DAPI (blau). (A) Durch Anwendung des Duolink Assay erfolgte die quantitative Auswertung
der Interaktion zwischen GRK2 und PI3Ky (griine Punkte) pro Zellfliche. (B) Reprasentative Bilder der
Kardiomyozyten in Ab-und Anwesenheit von Wortmannin. Statistik: One way Anova gegen Scr (Prism); *<0,05,
**<0,01; n=2 mit je 8-10 Zellen pro Ansatz.

Eine Interaktion zwischen GRKZ und PI3Ky konnte im Vergleich zu den AdLacZ
transfizierten Zellen mit einer GRK2 Uberexpression um 80 % erhéht werden (Abbildung
32). Diese vermehrte Interaktion ging mit einer Zunahme der Kardiomyozytengrofie
einher (Abbildung 29). Dariiber hinaus fand eine weitere zunehmende Interaktion
zwischen diesen beiden Molekiilen in Anwesenheit von Wortmannin statt, obwohl sich die

Grofde der Kardiomyozyten um das 3-fache verringerte (Abbildung 29 und Abbildung 32).
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3.2.7.2 Untersuchung der Interaktion zwischen GRK2 und Gaq

Da bekannt ist, dass GRK2 eine Bindungsdomine fiir Gaq aufweist und die G-
Proteinuntereinheit Goaq mafdgeblich an der Ausbildung einer pathologischen
Hypertrophie beteiligt ist, fanden, unabhingig von einer mdoglichen GRK2/PI3Ky
Interaktion Untersuchungen beziiglich der Interaktion von GRKZ2 mit Gaq unter pro-
hypertrophen Bedingungen statt. Hierzu wurden NRVCMs mit ANG II stimuliert und eine
mogliche Interaktion zwischen der Kinase und der G-Protein Untereinheit Gaq mit dem

Duolink Assay untersucht.

Kontrolle

Gaq/GRK2-Interaktion
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Abbildung 33: Interaktion der GRK2 mit Gaq unter pro-hypertropher Stimulation. NRVCMs fiir 24 h mit
ANG II stimuliert. (A) Die Zellen wurden einer Alexa Red gekoppelten Immunfarbung gegen a-sarkomerisches
Actinin unterzogen. Die Farbung des Nukleus der Zellen erfolgte mit DAPI (blau angefarbt). (B) Durch
Anwendung des Duolink Assay erfolgte die quantitative Auswertung der Interaktion zwischen GRK2 und Gaq
mit Image] (griine Punkte) pro Zellfldche Statistik. One way Anova (Prism); *<0,05; n=2, mit je 8-10 Zellen pro
Ansatz.

Eine Interaktion zwischen GRK2 und Gaq konnte, wie aus Abbildung 33 ersichtlich,
beobachtet werden. Eine zunehmende Interaktion zwischen GRK2 und Gaq wurde nach
Stimulation der Kardiomyozyten mit ANG II beobachtet, gezeigt durch die griinen Punkte,
welche einen Interaktionskomplex dieser beiden Proteine darstellt. Im Vergleich zu den
nicht stimulierten Zellen, war unter ANG II Stimulation eine Zunahme in der Anzahl der

Interaktionskomplexe um 30 % zu beobachten.
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4 Diskussion

Die Mpyokardhypertrophie ist ein Anpassungsmechanismus des Herzens auf
biomechanischen und neurohumoralen Stress und stellt zunachst einen adaptiven Prozess
dar, um eine erhohte Wandspannung zu kompensieren. Eine andauernde Belastung des
Herzens durch eine Vielzahl von kardiovaskuldren Storungen einschliefdlich
Myokardinfarkt, arterielle Hypertonie und verdnderte Kontraktilitit durch Mutationen
sarkomerischer Proteine provoziert jedoch eine Hypertrophie der Kardiomyozyten.
Dilatative Myopathie, Herzrhythmusstérungen und Herzinsuffizienz sind die Folge und
fithren hdufig zum plotzlichen Herztod der Patienten [131, 132].

Trotz des Wissens dartiber, dass die linksventrikuldare Massenzunahme ein unabhéngiger
Risikopradiktor bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz darstellt, gibt es derzeit keine
spezifischen = Therapieansatze, die zur Behandlung der  pathologischen
Myokardhypertrophie fiihren [133]. Bestehende Herzinsuffizienztherapien wie -Blocker,
ACE-Inhibitoren oder Aldosteron-Antagonisten blockieren neurohormonale Systeme, die
in der Herzinsuffizienz moduliert werden. Obwohl diese Therapieansétze die Prognose in
der Herzinsuffizienz verbessern konnten, ist nicht bekannt, inwieweit sowohl maladaptive
als auch adaptive nachgeschaltete Prozesse beeinflusst werden [134]. Die pathologische
Myokardhypertrophie ware ein frither Ansatzpunkt flir therapeutische Interventionen um

die Entstehung der Herzinsuffizienz zu verhindern.

4.1 GRK2, ein neuer Regulator der pathologischen Hypertrophie

Dass GRK2 eine entscheidende Rolle bei kardialen Erkrankungen spielt, konnte bereits die
Arbeitsgruppe um Prof. Lohse 1993 aufzeigen [76]. Sie bewies, dass die GRK2 im Herzen
bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz (dilatative und ischdmische Kardiomyopathie)
hochreguliert ist [76, 79]. Auch Versuche an einem Mausmodell der ischdmischen
Kardiomyopathie zeigten eine Zunahme in der GRK2 Expression und Aktivitat [115].
Allerdings war es relativ lange unverstanden, ob die GRK2 Hochregulation einen
adaptiven oder doch einen maladaptiven Prozess darstellt. Eine genetische Ablation von
GRK2 (GRK2KO), die in herzinsuffizienten Mausen zu einer signifikanten Verbesserung
der Uberlebensrate und der kardialen Funktion im Vergleich zu den Wildtypmiusen
fiihrte, zeigte, dass es sich bei der GRK2 Hochregulation um einen maladaptiven Prozess

handeln muss. Neben einer verbesserten Pumpfunktion in den GRK2KO Mausen konnte
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zudem das adverse Remodeling in den insuffizienten Mausen unterdriickt werden [115,

117].

Nicht nur in infarzierten GRK2KO Mdausen konnte eine Hypertrophieausbildung in Folge
eines Herzinfarktes vermindert werden. Raake et al. zeigten an Hand von in vivo Daten an
konditionellen GRK2KO Madusen, die zuvor einer transversalen Aortenkonstriktion als
Modell der pathologischen Myokardhypertrophie unterzogen wurden, nicht nur ein im
Trend verbessertes Gesamtiiberleben, sondern ebenso eine signifikant verringerte

myokardiale Hypertrophie (Abbildung 6).

Im ersten Teil der Arbeit sollte daher die bislang unerforschte und mégliche kausale Rolle
von GRK2 bei der Entstehung der pathologischen Myokardhypertrophie charakterisiert
werden. Um die Funktion der GRK2 in Folge pro-hypertropher Stimulation ndher zu
untersuchen, wurde der Effekt einer GRK2 Inhibition auf die pro-hypertrophe Antwort in
vitro untersucht. Dazu wurden primére neonatale Rattenkardiomyozyten mit einer gegen
GRK2 gerichteten siRNA behandelt und anschlief3end mit dem a-adrenergen Agonisten PE
und dem neurohumoralen Agens ANG II stimuliert. Die so induzierte pro-hypertrophe
Antwort wurde durch Zunahme der Kardiomyozytengréfie und der fetalen Genexpression
bestimmt. Ebenso wurde die GRK2 Expression auf mRNA und Proteinebene unter
hypertropher Stimulation untersucht. Zusitzlich sollte die adenovirale Uberexpression
endogener GRK2 Aufschluss dariiber geben, ob sich allein durch die GRK2 Uberexpression
eine pro-hypertrophe Antwort induzieren lasst. Hierzu wurde die Zunahme der

Kardiomyozytengrofie als Ausleseparameter herangezogen.

Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass eine Herunterregulation der GRK2
nach siRNA Zugabe zu einer verminderten pro-hypertrophen Antwort in den
Kardiomyozyten sowohl nach PE als auch nach ANG II Stimulation fithrte. Wahrend die
Expressionsanalysen von GRK2 auf mRNA Ebene unter PE Stimulation im Gegensatz zu
den ANG II stimulierten Zellen keine Zunahme der GRK2 Expression zeigten, lasst sich auf
Proteinebene eine signifikante Hochregulation der GRK2 sowohl in den PE als auch ANG II
behandelten Zellen beobachten (Abbildung 13). Eine mdgliche Ursache fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen mRNA und Proteinexpression nach PE Stimulation
konnte in der hoheren Translationsrate der GRK2 liegen. Aber auch posttranslationale
Modifikationen kdnnen beispielsweise zur Stabilitdt des Proteins beitragen und so fiir eine
starkere Proteinexpression verantwortlich sein. Die Beobachtungen, die bereits in einem
TAC Modell an Mausen beziiglich der Verdanderung der GRK2 Level, aber auch der
pathophysiologischen Veranderungen in konditionellen knockout Madusen zu sehen waren,
konnte durch die in vitro Studien verifiziert werden. So wurde gezeigt, dass die zellularen

Verdanderungen, die im Zuge einer pathologischen Hypertrophie entstehen, durch eine
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GRK2 Inhibition unterdrickt werden konnten. Ebenso interessant war, dass durch eine
GRK2 Uberexpression die pathologische Hypertrophie induziert wurde, wie anhand der

Groflenzunahme der Kardiomyozyten gezeigt werden konnte (Abbildung 15).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bereits in der pathologischen
Myokardhypertrophie von einer maladaptiven Rolle der GRK2 auszugehen ist. Wahrend
eine GRK2 Hochregulation mit einer verstarkten Hypertrophieantwort einhergeht, konnte
durch einen knockdown von GRK2 die Ausbildung einer pathologischen Hypertrophie

verhindert werden.

4.2 GRK2 provoziert die pathologische Myokardhypertrophie
iiber den GSK3#3/AKT Signaltransduktionsweg

Die molekularen Mechanismen, die fiir das Wachstum der Kardiomyozyten verantwortlich
gemacht werden, sind sehr komplex. Als Antwort auf mechanische und neurohormonale
Stimuli werden iiber verschiedene Membranrezeptoren, second messenger und
Transkriptionsfaktoren, molekulare Signaltransduktionswege aktiviert, deren genetische
Antwort durch Re-Expression fetaler Gene und Grofdenzunahme der Kardiomyozyten
charakterisiert ist. Sie stellen somit einen Marker fiir die pathologische Hypertrophie im
Herzen dar [33].

Es gibt eine Vielzahl humoraler Faktoren, die als hypertrophe Stimuli in den
Kardiomyozyten agieren, sich aber in ihrer Wirkung unterscheiden. Vor allem die
Aktivierung heptahelikaler G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs), wie der f:-
adrenerge Rezeptor, der AT1 Rezeptor und der o- adrenerge Rezeptor sind an der
Entwicklung der pathologischen Hypertrophie und der Progression der Herzinsuffizienz
beteiligt [66, 123]. In den letzten Jahren wurden zahlreiche Signaltransduktionswege, die
der pathologischen Myokardhypertrophie von Kardiomyozyten zugrunde liegen,
aufgeklart (Abbildung 2).

Als G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase ist GRK2 hauptsachlich als Modulator von GPCRs
bekannt. So konnten zahlreiche Studien aufzeigen, dass GRK2 durch Einflussnahme auf
das f3-adrenerge Signaling eine entscheidende Bedeutung in der Herzinsuffizienz hat [76,
135-137]. Den Beweis dafiir, dass GRK2 bereits in der pathologischen Hypertrophie eine
maladaptive Rolle einnimmt, konnte anhand einer gesteigerten Expression der fetalen
Gene und einer hypertrophen Zellgrofienzunahme im ersten Teil der Arbeit gezeigt
werden. Wie genau aber GRK2Z den Signaltransduktionsweg in der pathologischen
Hypertrophie moduliert beziehungsweise pathologisch beeinflusst, soll im Folgenden

diskutiert werden.
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4.2.1 GRK2 moduliert den NFAT-Influx in den Nukleus durch GSK31#3-
Inhibition

Arbeiten von Onohara et al. konnten belegen, dass in einer ANG II induzierten
Hypertrophie die NFAT Translokation in den Nukleus durch eine Uberexpression des N-
Terminus (RGS Domine) von GRK2 in NRVCMs verhindert wird [138]. Dass GRK2 an der
Translokation von NFAT in den Zellkern beteiligt ist, belegen ebenfalls die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit (Abbildung 19). Eine durch ANG II induzierte nukledre NFAT
Translokation und der damit verbundene Anstieg der NFAT Aktivitat im Zellkern konnte
durch einen GRK2 knockdown verhindert werden. Die zentrale Rolle von NFAT als einer
der wichtigen Transkriptionsfaktoren in der Aktivierung der pathologischen
Myokardhypertrophie zeigen zahlreiche Arbeiten [54, 139]. Eine Vielzahl an
Signaltransduktionsmechanismen sind fiir die Modulation der NFAT Aktivierung in der
pathologischen Hypertrophie verantwortlich [44, 125]. Aufgrund der Beobachtung, dass
GRK?2 fiir die NFAT Modulation mitverantwortlich ist, erfolgte die genauere Untersuchung
der Aktivatoren wie auch Inhibitoren von NFAT unter GRK2 Einfluss. Zwei zentrale
Gegenspieler der NFAT Translokation standen dabei im Fokus, zum einen die Phosphatase
Calcineurin und zum anderen die Kinase GSK313.

Diverse Studien belegen, dass Calcineurin in der Hypertrophie aktiviert wird und im
aktiven Zustand den Transkriptionsfaktor NFAT dephosphoryliert. Die Folge ist dessen
Translokation in den Zellkern. So zeigten arbeiten an Mausen nach TAC eine vermehrte
Calcineurinexpression und Aktivitat auf, die zudem proportional zu der NFAT Aktvierung
verlief [140, 141]. Auch die in vitro Daten der vorliegenden Arbeit bewiesen, dass
Calcineurin in Folge pro-hypertropher Stimulation vermehrt exprimiert wurde (Abbildung
20). Interessant war hierbei, dass ein Anstieg von Calcineurin durch einen GRK2
knockdown verhindert werden konnte. Allerdings fiihrte eine GRK2 Uberexpression zu
keinem signifikanten Anstieg der Calcineurinexpression (Abbildung 21). Dies deutet darauf
hin, dass Calcineurin nur in einem pro-hypertrophen Milieu durch GRK2 beeinflusst wird
beziehungsweise die Modulation der Calcineurinexpression durch GRKZ2 unter pro-
hypertropher Stimulation anders verlduft, als nach einer GRK2 Uberexpression. Die
genaue Aufklarung des Mechanismus von GRK2 in der Regulation von Calcineurin wére

daher sicherlich interessant zu erforschen.

Auch andere Proteine wie die MAPK sind an der NFAT Translokation beteiligt und spielen
als weitere Effektoren eine zentrale Rolle in der Ausbildung einer pathologischen
Hypertrophie. Der MAPK Signaltransduktionsweg ist nicht nur direkt an der NFAT-

Modulation beteiligt, sondern reguliert iiber Verkniipfungen mit den anderen
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Signaltransduktionswegen wie iiber den Calcineurin/NFAT Signalweg die pro-
hypertrophe Zellantwort [129, 142]. Es ist bekannt, dass MAPK wie ERK1/2 durch ANG II
und Katecholamine aktiviert werden. So wiesen Studien in neonatalen
Rattenkardiomyoyzten auf, dass eine erhohte ERK1/2 Phosphorylierung zu einer pro-
hypertrophen Antwort fithrte [126]. Eine Zunahme der ERK1/2 Phosphorylierung konnte
auch in den in vitro Studien der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Allerdings hatte ein
knockdown von GRK2 keinen Einfluss auf die ERK1/2 Phosphorylierung (Abbildung 22).
Es muss daher davon ausgegangen werden, dass GRK2 keinen Einfluss auf den ERK
induzierten pro-hypertrophen Signalweg hat. In diesem Zusammenhang waire es
interessant zu untersuchen, ob nicht andere Phosphorylierungsstellen der ERK, wie

Thr188, doch unter dem Einfluss der GRK2 stehen [44].

Als Antagonist der Calcineurin induzierten NFAT Aktivierung fungiert die Kinase GSK3{3.
Arbeiten von Antos et al haben gezeigt, dass eine Kkardial-spezifische GSK3f3
Uberexpression zu einer Reduzierung des pathologischen Hypertrophiewachstums der
Kardiomyozyten fiihrte, indem GSK3f4 den Transkriptionsfaktor NFAT an der N-
terminalen Doméane phosphoryliert. Diese Phosphorylierung antagonisiert den Effekt von
Calcineurin und inhibiert den nukledren Import von NFAT [50, 51, 143]. Auf Grund der
Beobachtung, dass GRK2 die NFAT Translokation unter ANG II Stimulation beeinflusst und
die Ergebnisse daraufhin deuteten, dass GRK2 nicht iiber NFAT Agonisten auf den
Transkriptionsfaktor wirkt, erfolgte die ndhere Untersuchung der GSK3f3 Aktivitat. Als
konstitutiv aktive Kinase ist GSK3 im phosphorylierten Zustand beziehungsweise unter
pro-hypertropher Stimulation inaktiv. Neonatale Rattenkardiomyozyten zeigten, nachdem
sie mit verschiedenen pro-hypertrophen Agenzien stimuliert wurden, eine Zunahme der
GSK3£3 Phosphorylierung (Abbildung 23). Interessanterweise konnte eine verstiarkte
GSK3[ Inhibierung, gemessen am Phosphorylierungsstatus, durch den GRK2 knockdown
vermindert werden. Erginzend dazu erfolgte die Untersuchung der GSK3f
Phosphorylierung unter einer adenoviralen Uberexpression von GRK2. Entscheidend war
hierbei, dass im Vergleich zu der Calcineurinexpression eine verstirkte GSK3f3
Phosphorylierung vorzufinden war. Daher war davon auszugehen, dass GRK2 iiber GSK3f3
ihren pro-hypertrophen Effekt ausfiihrt.

Durch die Anwendung eines GSK3[( Inhibitors sollte geklart werden, ob GRK2 an der
direkten Phosphorylierung von GSK3f beteiligt ist oder ob die Modulation auf weiter oben
im Signaltransduktionsweg liegende Effektoren zuriickzufiihren war. Hierzu wurden
NRVCMs mit LiCl behandelt. Anhand des Phosphorylierungslevels von GSK33 und der
Zellgrofle der NRVCMs konnten Riickschliisse auf die Inhibierung und die pathologische

Zellantwort gezogen werde. Lithiumchlorid besitzt eine kompetitive Wirkung auf
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Magnesiumionen, welche fiir die Substratphosphorylierung wichtig sind. GSK3f kann ihre
Phosphorylierung auf vielen Substraten nur in Abhdngigkeit von Mg2+-ATP katalysieren.
LiCl aktiviert aber auch GSK3B-phosphorylierende Kinasen (PKCa, AKT), die daraufhin
GSK3p verstarkt phosphorylieren und somit inaktivieren [144, 145]. Die in der Abbildung
26 dargestellten Beobachtungen zeigen, dass in den LiCl behandelten Zellen trotz
Abwesenheit der GRK2 keine Verringerung in der Zellgrofie festzustellen war. Somit
wurde postuliert, dass GRK2 oberhalb der GSK31 Signalweiterleitung ihren Einfluss haben

muss.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass ein Anstieg der GRK2 Expression mit einer
verstarkten GSK3f3 Phosphorylierung einherging. Der anti-hypertrophe Effekt der GSK3f3
konnte somit unterbunden werden, was an einer erh6hten NFAT Aktivitit gezeigt werden
konnte. Die Behandlung hypertropher Kardiomyozyten mit der siGRK2 fithrte zu einer
erhohten GSK3f3 Aktivitit verbunden mit einem Export von NFAT aus dem Zellkern und
einer Abnahme der NFAT Aktivitit. Die Inhibition der GSK3f Aktivitit konnte somit
aufgehoben werden. Ebenso konnte durch eine Inhibierung der GSK3f2 durch LiCl
verdeutlicht werden, dass GRK2 oberhalb von GSK3f die pro-hypertrophe Antwort in den

Kardiomyozyten moduliert.

4.2.2 GRK2 inhibiert GSK313 durch eine verstarkte AKT-Aktivierung

Dass der PI3Ky/AKT/GSK3f3 Signaltransduktionsweg eine wichtige Rolle in der
Entstehung der pathologischen Hypertrophie spielt, geriet erst in den letzten Jahren
starker in den Fokus der wissenschaftlichen Forschung [50, 127, 146-148].

Interessant ist, dass dieser Signalweg nicht nur eine Bedeutung bei der Entwicklung der
physiologischen Myokardhypertrophie hat, sondern ebenso an der Ausbildung einer
pathologischen Hypertrophie beteiligt ist. Wie an einem ersten in vivo Versuch an
Schwimmmausen gezeigt werden konnte, ist eine Hochregulation der GRK2-mRNA nicht
zu beobachten (Abbildung 7). Von einer GRK2 Beteiligung in der physiologischen
Hypertrophie ist daher nicht auszugehen.

Wahrend in der physiologischen Hypertrophie die Signaltransduktion durch
Wachstumsrezeptoren wie IGF Rezeptoren oder Tyrosinkinaserezeptoren iiber PI3Ka zu
einer Aktivierung von AKT fiihrt, verlauft unter pro-hypertropher Stimulation die
Signalmaschinerie tiber GPCRs, welche PI3Ky aktivieren und somit Einfluss auf die AKT

Aktivierung nehmen.
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Die unter 4.2.1 diskutierten Daten gaben Anlass zu der Annahme, dass GRK2 oberhalb der
GSK3{3 Signalkaskade eingreift und so moglicherweise den anti-hypertrophen Effekt der
GSK3p inhibiert.

Studien an transgenen Miusen belegten, dass mittels einer AKT Uberexpression eine
verstarkte pathologische Hypertrophie induziert wird. Zahlreiche Arbeiten zeigten zudem
auf, dass GSK3R nach pro-hypertropher Stimulation direkt durch AKT phosphoryliert und
inaktiviert wird [149-151]. Die AKT Phosphorylierung erfolgt hierbei am Serin- und
Threoninrest. Dariiber hinaus ist zu erwdhnen, dass eine vollstindige AKT-Aktivierung
nur vorhanden ist, wenn sowohl die Phosphorylierung am Serin als auch am Threoninrest
stattfindet. Eine alleinige Threoninphosphorylierung fiihrt nicht zu einer vollstindigen
AKT-Aktivierung [152]. Da GRK2 eine Bindungsdomdne fiir AKT aufweist, war es
naheliegend zu untersuchen, ob GRK2 an der Aktivierung von AKT beteiligt ist [153].
Daher wurden die Phosphorylierungsstellen der AKT unter siGRK2 in Gegenwart pro-
hypertropher Stimulantien untersucht.

Wie unter 3.2.4 gezeigt, fand sowohl unter a-adrenerger Stimulation als auch unter ANG II
Stimulation eine verstarkte Phosphorylierung von AKT statt. Interessant hierbei war, dass
je nach Art der Stimulation der Zellen, der GRK2 knockdown eine unterschiedliche
Auswirkung auf die Phosphorylierungsstellen von AKT hat. Ebenso war interessant zu
beobachten, dass die Uberexpression von GRK2 zu einer vollstandigen AKT
Phosphorylierung fiihrte. Da die pathologische Myokardhypertrophie nicht nur durch
einen bestimmten, sondern durch verschiedene Signaltransduktionswege reguliert wird,
kann vermutet werden, dass GRK2 bei der AKT Modulation weiteren

Signaltransduktionsmechanismen unterliegt.

4.2.3 GRK2 vermittelt seinen hypertrophen Effekt an der Membran iiber
Gaq und PI3Ky

Aufgrund der Beobachtungen, dass GRKZ zum einen die GSK3f3 Phosphorylierung
beeinflusst und zum anderen, dass die AKT Aktivitat ebenso unter der Modulation von
GRK2 steht, wurde postuliert, dass GRK2 seine pro-hypertrophe Rolle an der Zellmembran
ausfilhren muss und somit den antihypertrophen Signalweg iiber GSK3p negativ
beeinflusst. Oberhalb des AKT Signaltransduktionsweges liegt die PI3Ky. Es ist bekannt,
dass die PI3Ky im Vergleich zur PI3Ka in der pathologischen Myokardhypertrophie
aktiviert wird [45, 46, 146]. Durch ihre Phosphorylierung am Threoninrest der AKT ist sie
mafdgeblich an der Auspragung der pro-hypertrophen Zellgr6fdenzunahme beteiligt und
provoziert die pathologische Hypertrophie. Eine Inhibierung der PI3Ky durch
Wortmannin sollte klaren, ob GRK2 durch direkte Interaktion mit der PI3Ky diese in ihrer
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Aktivitat beeinflusst, da auch hier bekannt ist, dass GRK2 eine Bindungsdomane fiir PI3Ky
aufweist [153]. Wortmannin verhindert sowohl die Threonin- als auch die
Serinphosphorylierung der AKT durch Inhibition der PI3Ky, was zu einer verringerten
AKT Aktivierung und zu einer verstirkten GSK3f3 Aktivierung fiithrt und somit den
antihypertrophen Effekt der GSK31 begiinstigt [152].

Die zentrale Frage war, ob mittels einer GRK2 Uberexpression der inhibitorische Effekt
des Wortmannins, gemessen an der Zellgrofie, aufgehoben werden wiirde. Gleichzeitig
wurde eine mogliche Interaktion der GRK2 mit PI3Ky untersucht (Abbildung 32).

Anders als erwartet zeigten die Versuche, dass kein hypertrophes Wachstum trotz GRK2
Uberexpression in den Wortmannin behandelten NRVCMs zu beobachten war (Abbildung
29). Allerdings konnte eine verstirkte Interaktion zwischen GRKZ2 und der PI3Ky
gemessen werden (Abbildung 32). Interessant war hierbei, dass in Gegenwart von
Wortmannin die Interaktion zwischen GRK2 und PI3Ky verstarkt wurde. Die Vermutung
liegt daher nahe, dass es sich dabei um einen Feedback Mechanismus von GRK2 handelt.
Aufgrund der Inhibierung von PI3Ky durch Wortmannin kommt es zu einer vermehrten
Rekrutierung der GRK2 an die Membran. Das trotz Interaktion keine Verdnderung in der
Vergroflerung der Zellen zu beobachten ist, kénnte an der pharmakologischen

Wirkungsstarke des Inhibitors liegen, so dass die Wirkung von GRK2 unbeeinflusst bleibt.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte Interaktion von GRK2 mit der
Gag-Untereinheit unter ANG II Stimulation vorzufinden war (Abbildung 33). Welche
Auswirkungen das auf die PI3Ky Aktivitat beziehungsweise auf die AKT Phosphorylierung
hat, muss in weiteren Versuchen untersucht werden.

Allerdings fiihren diese Beobachtungen zu der Annahme, dass GRK2 als Scaffold Protein
agiert und so den AKT/GSK3p Signaltransduktionsweg moduliert. Dies bestitigten auch
die Versuche beziiglich der AKT Phosphorylierung, wie bereits unter 4.2.2 diskutiert.

Die Tatsache, dass die PI3Ky iiber die GBy Untereinheit an die Membran rekrutiert und
aktiviert ~wird und die Gaq  Untereinheit  ebenso  pro-hypertrophe
Signaltransduktionswege induziert, liasst die interessante Frage offen, ob GRK2 durch eine

Interaktion mit beiden Initiatoren die pathologische Hypertrophie moduliert [154].
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Abbildung 34: Putativer Mechanismus der GRK2 in der pathologischen Myokardhypertrophie
Vereinfachte Darstellung der G-Protein vermittelten PI3K/AKT Signalkaskade durch die GRK2 mdglicherweise
die Ausbildung der kardialen pathologischen Hypertrophie beeinflusst. Nachdem es in Folge einer GCPR
Aktivierung zu der Dissoziation der G-Protein Untereinheiten Ga und Gy kommt, wird GRK2 an die Membran
rekrutiert. GRK2 geht dabei nicht nur eine Bindung mit Gag, sondern auch eine Bindung mit der PI3Ky ein.
Dieser Interaktionskomplex fiihrt zu einer Aktivierung von AKT. GSK3f§ wird daraufhin durch AKT
phosphoryliert und inaktiviert. Aufgrund der inaktivierten GSK3f3 befindet sich NFAT im nicht
phosphorylierten Zustand. NFAT wird daraufhin in den Zellkern transloziert, wo es die pathologische
Hypertrophie induziert. GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor; Ang II: Angiotensin II; PE: Phenylephrin;
GRK2: G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2; PI3Ky: Phosphoinotisid-3-Kinase gamma; GSK3f:
Glykogensynthase Kinase 33; NFAT: Nuclear factor of activated T-cells

4.3 Ausblick

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass GRK2 in Folge pathologischer pro-
hypertropher Reize vermehrt exprimiert wird und eine Schliisselrolle in der Vermittlung
der pathologischen Myokardhypertrophie einnimmt. Interessant ware jetzt zu
untersuchen, welche Doméanen von GRK2 fiir die Hypertrophieausbildung relevant sind.
Diese Experimente wiirden neue Erkenntnisse zum differenzierten Signaling in der
pathologischen Myokardhypertrophie zulassen und konnten aufierdem neue
Therapiemoglichkeiten bieten. Mogliche Ansitze waren hier der Vergleich der
molekularen Inhibition des Goaq-GRK2-Interaktoms durch Expression der GRK2-RGS-
Doméine (AAV9.GRK2-RGS) mit einer Inhibition des GPy-GRK2-Interaktoms durch
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Expression des Gfy-bindenden C-Terminus von GRK2 (AAV9.BARKct) und einem
kompletten GRK2 knockdown.

Da die pathologische Myokardhypertrophie als Vorstufe zur Entwicklung einer klinisch
manifesten Herzinsuffizienz zu betrachten ist, gilt es diese therapeutisch moglichst frith zu
unterdriicken. Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse stellen GRK2 als ein
interessantes Ziel einer praventiven Therapie dar. Als nachster Schritt ist daher dringend
die Durchfiihrung eines gentherapeutischen Ansatzes zum knockdown von GRK2 in einem
in vivo Modell der pathologischen kardialen Hypertrophie geboten. Dies waire ein
vielversprechender Ansatz um frithzeitig die pathologische Myokardhypertrophie und

damit langfristig die Entwicklung der Herzinsuffizienz praventiv zu hemmen.
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5 Zusammenfassung/Summary

Die pathologische myokardiale Hypertrophie ist eine Anpassungsreaktion des Herzens auf
eine Vielzahl mechanischer und auch hormoneller Stimuli, die ein erster Indikator fiir eine
sich spater entwickelnde chronische Herzinsuffizienz (Herzschwache) darstellt und
letztendlich zu einer erhohten Mortalitdt fiihrt.

Die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2) galt bislang vor allem als ein zentraler
Regulator der -adrenergen Signaltransduktion. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass GRK2 in dieser Funktion mafdgeblich zur Entstehung und Progression der
Herzinsuffizienz beitrdgt. Ebenso konnte an einem Mausmodell (TAC) gezeigt werden,
dass GRK2 im Rahmen der pathologischen Myokardhypertrophie hochreguliert wird, nicht
jedoch bei der physiologischen Hypertrophie nach Schwimmtraining bei Mausen. In einer
kardial-spezifischen konditionellen GRK2 knockout (GRK2KO) Maus nach TAC wurde
zudem eine signifikante Repression der pathologischen Myokardhypertrophie
nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die bislang unerforschte, mogliche kausale Rolle von
GRK?2 bei der Entstehung der pathologischen Myokardhypertrophie und ihr Eingreifen in
die Signaltransduktionskaskaden untersucht.

Die in vivo an einer konditionellen GRK2KO Maus untersuchten Verdanderungen pro-
hypertropher Parameter wurden in einem Zellkulturmodell mit neonatalen
Kardiomyozyten reproduziert. Ebenso konnte eine Zunahme der GRK2 Level, unter pro-
hypertrophen Bedingungen nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch
einen siRNA- vermittelten knockdown von GRK2 die pro-hypertrophe Zellantwort
vermindert wurde.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass GRK2 iiber Gaq und PI3Ky Einfluss auf die
PI3K/AKT/GSK3p induzierte NFAT Aktivierung nimmt und als eine Art Scaffold Protein
die pathologische Hypertrophie moduliert. Die Entschliisselung der Rolle der GRK2 in der
pathologischen Myokardhypertrophie erdffnet die Moglichkeit neuer Therapieansitze
nicht nur in Hinsicht auf die Hypertrophie im Herzen, sondern auch in der Pravention der

Entwicklung einer Herzinsuffizienz.



5 Zusammenfassung/Summary 83

Summary

The pathological myocardial hypertrophy is an adaptive response of the heart to a variety
of mechanical and hormonal stimuli and a precursor of chronic heart failure which leads

to increased mortality.

In preliminary work it has already been shown that GRK2 is a central regulator of the 3-
adrenergic signal transduction and contributes significantly to the development and
progression of heart failure. In a mouse model (of transaortic constriction, TAC) it has
been demonstrated that GRK2 is upregulated under pathological myocardial hypertrophy,
but not in physiological hypertrophy after swimming exercise in mice. In a conditional
cardiac-specific GRK2ZKO mice displayed a significant repression of pathological

myocardial hypertrophy was shown after TAC.

In the present study the previously unexplored, possible causal role of GRK2 in the
development of pathological cardiac hypertrophy and its role into the signal transduction

have been investigated.

The changes in pro-hypertrophic parameters that had been observed in vivo in a
conditional GRK2KO were reproduced in a cell culture model of neonatal rat
cardiomyocytes. Stimulation of NRVCMs with pro-hypertrophic substances resulted in a
pro-hypertrophic phenotype (measured by cell size) and in an upregulation of GRK2.
Moreover, it was demonstrated that GRK2 influences the PI3K/AKT/GSK3f induced NFAT
activation by direct interaction with Gaq and PI3Ky and modulates the pathological
hypertrophy as a kind of scaffold protein. Revealing the role of GRK2 in pathological
myocardial hypertrophy opens up the possibility of new therapeutic approaches not only
in terms of the hypertrophy of the heart, but also in preventing the development of heart

failure.
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