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Das Retinoblastomaprotein pRb ist ein universeller Regulator des Zellzyklus in S&ugetieren und
ist an der Regulierung von vielen biologischen Funktionen wie Apoptose, Zellwachstum und
Differenzierung beteiligt. Wenn pRb durch Cyclin-/CDK-Komplexe phosphoryliert wird, 10st es
sich vom Transkriptionsfaktor E2F-1, welcher nun die Transkription vorantreiben kann.

Bis heute ist die Funktion von pRb im Herzen nicht ausreichend verstanden. In Herzpraparaten
von Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz konnte gezeigt werden, dass pRb sich in einen
phosphoryliertem Zustand befindet. Dies deutet darauf hin, dass der pRb/E2F-Signalweg in der
Entstehung der pathologischen Veranderungen eine Rolle spielt. Deshalb ist das Ziel dieser
Arbeit, die Rolle von pRb im Herzen besser zu verstehen. Dies kdnnte auch in der Zukunft
klinische Konsequenzen haben.

Im ersten Experiment zeigte sich in Wildtyp-Mausen, die vier Wochen Druckberlastung
erhielten (erzielt durch ,,transverse aortic constriction‘), ein signifikanter Anstieg von
phosphoryliertem pRb an S780. Dieser Vorgang wurde in der Literatur bereits als Folge der
Phosphorylierung durch Cyclin D/CDK4 in vitro beschrieben, welcher zur Losldsung von E2F-1
fuhrt.

Um die Rolle von pRb im Herzen genauer zu untersuchen, wurden herzspezifische pRb
Knockout-Mause mit Hilfe des Cre-loxP Systems generiert. Unter Ausgangsbedingungen zeigten
diese Mduse eine Erhohung des Gesamtherzgewichts, des Gewichts des linken Ventrikels, sowie
des Lungengewichts. Biochemisch konnte eine Erhéhung der Fibroserate und der ZellgréRe
sowie eine erhohte Expression von Ki-67 und phospho-histone H3, beides Zellmarker fir
Proliferation, gezeigt werden. Des Weiteren war die Apoptoserate signifikant gesteigert, welche
durch TUNEL-Farbung und der Messung von gespaltener (aktivierter) Caspase 3 bestimmt
werden konnte. Die M&use zeigten auBerdem eine Abnahme der Herzfunktion (verminderte
Ejektionsfraktion) und einen Anstieg in der VentrikelgroRe.

Um ein tieferes Verstandnis fir die Vorgénge zu bekommen, die zu den beobachteten
Veranderung in den Knockout-Mdausen gefiihrt haben, wurde eine RNA-Sequenzierung
durchgefiihrt und diese mit [PA ® und ,,DAVID analysis* untersucht. Die Ergebnisse dieser
Analyse zeigten eine signifikante Steigerung in der Expression von 38 E2F-1- Zielgenen, was
dafiir spricht, das die Aktivitat von E2F-1 in diesen M&usen erhéht war.

Weiterhin waren Zellprozesse wie p53-vermittelte Signalwege, Zellzyklusprozesse und DNA-
Replikationsprozesse angereichert. p107, ein weiteres Mitglied aus der ,,pocket protein““-Familie,
war in den Knockout-Méausen signifikant hoher exprimiert und kénnte fir die partielle
Kompensation des pRb-Verlustes verantwortlich sein. Die nachfolgend durchgefiihrte
Elektronenmikroskopie zeigte die Abldsung von Zellen untereinander und deutliche Zeichen der



Apoptose, wie Pyknose, Membran-Blebbing und Schrumpfung. Diese Ergebnisse unterstiitzen
die Hypothese, dass der pRb Knockout zu einer Aktivierung von Apoptose flhrt.

Mit dem Ziel den Phanotyp weiter hervorzuheben und um ein Verstandnis fir die Effekte des
pRb Knockouts unter Stress zu entwickeln, wurde eine ,.,transverse aortic constriction® in 3-5
Monate alten Mdusen durchgefiihrt, welche vier Wochen nach dem Eingriff untersucht wurden.
Nach vier Wochen Druckiiberlastung zeigten die Knockout-Mause ein noch starker erhéhtes
Herzgewicht, linksventrikuléres Gewicht, sowie Lungengewicht im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In der Echokardiographie zeigte sich eine starke Verminderung der Funktion des
linken Ventrikels, nachgewiesen durch eine stark eingeschrénkte Ejektionsfraktion (Abnahme der
Ejektionsfraktion um 45,3 %) sowie durch einen eingeschrankten systolischen Druck im linken
Ventrikel. Zusatzlich waren die Fibroserate, die ZellgroRe und Apoptoserate deutlich erhéht. Eine
elektronenmikroskopische Untersuchung dieser Méause zeigte viele Zellen mit Zeichen der
Apoptose, wie auch mit einer zerstdrten Sarkomerstruktur. Dies verdeutlicht nochmals den
betréchtlichen Schaden der Kardiomyozyten.

Um diese Untersuchungsergebnisse weiter zu festigen, wurde ein pRb-Knockdown-Virus
generiert um das pRb in neonatalen Kardiomyozyten in vitro auszuschalten. Die mit dem Virus
behandelten Kardiomyozyten zeigten einen Anstieg der ZellgroRRe, der Expression von Ki-67 und
phospho-histone H3 sowie eine héhere Anzahl von TUNEL-positiven Zellen und hoéhere Level
von aktivierter Caspase-3. Die hiermit gewonnenen in vitro Ergebnisse unterstitzen die in vivo
Experimente.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass der Knockout von pRb in Kardiomyozyten
in vivo zu Hypertrophie, Fibrose, Apoptose, kardialer Dysfunktion und zur Expression von
Proliferationsmarkern fuhrt, insbesondere nach Druckiberlastung. Entsprechende Ergebnisse
wurden durch in vitro - Experimente in neonatalen Kardiomyozyten bestétigt. pRb zeigte sich als
bedeutungsvoll fur die Aufrechterhaltung der Zellfunktion und —struktur von Kardiomyozyten.

Da eine Inaktivierung des pRbs sowohl als Folge einer chronischen Druckuberlastung, als auch in
Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz funktionell auftritt, kdnnten pharmakologische
Interventionen, welche den pRb/E2F- Signalweg beeinflussen, in der Zukunft eine nutzliche
therapeutische Intervention darstellen.



