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Zusammenfassung

Das Herzkreislaufsystem ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung lebenswichtiger Organ-
funktionen wie z.B. die des Gehirns. Die Anpassung der Herzfunktion an eine verinder-
te transiente oder chronische himodynamische Belastung initiiert adaptive oder mal-
adaptive Anpassungsreaktionen. Das Ubiquitin-Proteasom-System ist eine zentrale
Kontrolleinheit zelluldrer Proteine, dessen Manipulation abhéingig von ihrem Ausmafl
kardiale Umbauprozesse sowohl positiv als auch negativ beeinflussen kann. Die Funkti-
on der fakultativen proteasomalen Untereinheit low molecular mass peptide 2 (Lmp2)

bei der Pathogenese kardialer Umbauprozesse ist unzureichend verstanden.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von kardialem Lmp2 auf kardiale Umbauprozes-

se in der Maus umfassend zu bestimmen.

Unter basalen Bedingungen entwickelten erwachsene Lmp2 Knock-out-Méuse keinen
offensichtlichen kardialen Phénotyp. Thre chronotrope, inotrope und lusitrope Reaktion
auf kontinuierliche B-adrenerge Stimulation iiber vier Tage war nicht von der bei Wild-
typ-Geschwistertieren zu unterscheiden. Nach anhaltender Stimulation bis insgesamt
sieben Tage allerdings waren Verkiirzungsfraktion und aktive diastolische Ventrikelfiil-
lung gegeniiber der Wildtyp-Gruppe deutlich verringert. Gleichzeitig konnte bei Lmp2
Knock-out-Méusen eine wesentlich stirkere Zunahme beim Verhaltnis von Herz- zu
Korpergewicht, bei der Kardiomyozytenquerschnittsflache, der Hinterwanddicke sowie
der interstitiellen Kollagen-Einlagerung beobachtet werden. Die Aktivitat des 26S-
Proteasoms war bei Lmp2 Knock-out-Tieren weniger stark erhoht. Kardialer Gentrans-
fer von Lmp2 verhinderte den systolischen Funktionsverlust und begrenzte das Ausmafl
der kardialen Hypertrophie auf das Niveau der Wildtypmé&use. In einem proteomischen
Ansatz mittels zweidimensionaler differenzieller Gelelektrophorese wurden bei Lmp2
Knock-out-Tieren 36 durch Isoprenalin differenziell regulierte Proteine detektiert, von
denen 27 im Vergleich zur parallel behandelten Wildtyp-Gruppe gegensatzlich reguliert

warerl.

Zusammengefasst scheint Lmp2 fiir die myokardiale Entwicklung und basale Herzfunk-
tion nicht notwendig zu sein. Nach hypertropher Stimulation tragt Lmp2 jedoch zur
Erhaltung der physiologischen Herzfunktion bei und begrenzt maladaptive Umbaupro-
zesse im Herzen, sodass dieser induzierbaren Proteasomuntereinheit eine kardioprotek-

tive Rolle zugeschrieben werden kann.
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Summary

Effect of Endogenous Proteasome Regulation on Cardiac Function and Remodel-

ling in a Murine Hypertrophy Model

The cardiovascular system is essential for maintaining proper organ function and via-
bility. Modulation of cardiac function in response to a transient or chronic change in
haemodynamic load initiates adaptive or maladaptive cardiac remodelling. The ubiqui-
tin-proteasome system (UPS) is a major regulator of cellular proteostasis. Depending
on its extent, manipulation of UPS function can ameliorate or exacerbate cardiac re-
modelling processes. The impact of the facultative proteasome subunit low molecular

mass peptide 2 (Lmp2) on cardiac remodelling is so far poorly understood.

Therefore it was the aim of this study to comprehensively determine the impact of car-

diac Lmp2 on cardiac remodelling in mice.

Unchallenged mice congenitally lacking Lmp2 did not develop an obvious cardiac phe-
notype. Additionally, their chronotropic, inotropic and lusitropic response to continu-
ous (-adrenergic stimulation for four days was indistinguishable from that of wild type
littermates. After a total of seven days stimulation with isoproterenol, though, left-
ventricular fractional shortening and active diastolic filling were markedly impaired
compared to that found in wild type animals. Decline of cardiac function was accom-
panied by an augmented gain in heart weight to body weight ratio, cardiomyocyte
cross-sectional area and left-ventricular posterior wall thickness as well as by an in-
creased interstitial collagen content and reduced induction of 26S proteasomal activi-
ties. Cardiotropic transfer of the Lmp2 gene prevented loss of systolic cardiac function
and restricted hypertrophy to level observed in wild type mice. With a proteomic ap-
proach utilising two-dimensional differential gel electrophoresis, in Lmp2 knock-out
mice 36 proteins differentially regulated by isoproterenol treatment were detected,

27 of which were regulated inversely compared to wild type animals treated in parallel.

In conclusion, Lmp2 seems to be non-essential for myocardial development and cardiac
function at baseline. In contrast, following hypertrophic stimulation, Lmp2 contributes
to maintaining physiological cardiac function and restricts maladaptive remodelling.
Hence, a cardioprotective role can be assigned to this inducible subunit of the pro-

teasome.
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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in das kardiovaskulire System

Die Aufgabe des Herzkreislaufsystems besteht in der Versorgung des Organismus durch
den Transport von Atemgasen, Nahrstoffen, Neurotransmittern, Hormonen und Be-
standteilen des Immunsystems sowie in der Regulation der Korpertemperatur und des
Blut-pH-Wertes. Das Transportmedium Blut erreicht seine Zielstrukturen durch das
Gefasystem des Korpers. Das Herz ist eine autonome, muskulére Pumpe und foérdert
so den Blutfluss durch arterielle Gefiafie in die Peripherie und zuriick durch vendse Ge-
fifle. Anatomisch betrachtet, handelt es sich beim Herzen um ein Hohlorgan, welches
aus vier Kammern aufgebaut ist: linker Vorhof (Atrium) und linke Kammer (Ventri-
kel) sowie rechtes Atrium und rechter Ventrikel.!: 2 Die Anordnung der vier Kammern,

zu- und ableitender Blutgefafie sowie der Blutfluss sind in Abbildung 1 dargestellt.

Vor der Systole kontrahiert die kardiale Muskulatur und erzeugt so intraventrikularen
Druck ohne das ventrikulare Fiillvolumen zu verdndern (isovolumetrische Kontrakti-
on). Ubersteigt der intraventrikulire Druck den Druck in der Ausflussbahn distal der
Aortenklappe (entsprechend dem totalen peripheren Widerstand), 6ffnet sich diese und
die Auswurfphase beginnt. Sobald die ventrikuldre Kontraktion beendet ist und sich
die Aortenklappe schlieit, relaxiert die Ventrikelmuskulatur (isovolumetrische Relaxa-
tion). Da nun der atriale Druck den ventrikuldren iibersteigt, 6ffnet sich die Mitral-
klappe und Blut stromt aus dem linken Vorhof in den linken Ventrikel (passive
Ventrikelftillung). Sobald im Atrium und Ventrikel gleiche Driicke herrschen, bewirkt
die aktive atriale Kontraktion den restlichen Bluteinstrom (ca. 30%) in den Ventrikel
(aktive Ventrikelfilllung). Die Kontraktion der Herzmuskelzellen beruht auf einer elekt-
romechanischen Aktivierung, wobei die autorhythmische Aktivierung von Schrittmach-
erzellen eine elektrische Potenzialanderung in den Kardiomyozyten des Arbeitsmyo-
kards in den Vorhofen und in den Ventrikeln auslost. Zu den Erregungszentren zéhlen
in absteigender Hierarchie der Sinusknoten, der Atrioventrikular (AV)-Knoten und das

His-Biindel.! 2

Das Herzkreislaufsystem ist dynamisch reguliert, um kurzzeitigen und langfristigen
Anforderungen gerecht zu werden. So kann aufgrund sympathischer Innervierung
durch B-adrenerge Stimulation die Herzfrequenz (Chronotropie), die Pumpkraft (Inot-

ropie), die Erregungsweiterleitung (Dromotropie) und die Relaxationsgeschwindigkeit




Einleitung

(Lusitropie) gesteigert werden. Langfristig kann eine gesteigerte Herzarbeit wie Muskel-
training zu einer Adaption in Form von Muskelwachstum (Hypertrophie) fithren. Auf
der anderen Seite kann eine dauerhafte mechanische Uberlastung, zum Beispiel durch
Bluthochdruck oder Tachykardie, auch maladaptive hypertrophe Anpassungsreaktio-

nen hervorrufen.! 2

—— Peripherie

Pulmonalvene
obere Hohlvene
AV-Knoten
Sinusknoten
rechtes Atrium
Pulmonalarterie
Pulmonalklappe
Trikuspidalklappe
untere Hohlvene
Tawara-Schenkel

rechter Ventrikel

I
I
I
-1

Karotiden
Schliisselbeinarterien
Aortenbogen
Pulmonalvene
aufsteigende Aorta
linkes Atrium
Mitralklappe
Koronararterien
Aortenklappe
His-Blindel

linker Ventrikel

[ — Purkinje-Fasern
u—k absteigende Aorta
—J

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Herzanatomie und Erregungszentren. Weifle Pfeile stellen die Rich-

Peripherie

tung des Blutflusses dar. Rote Gefae und Linien stellen sauerstoffreiches, blaue sauerstoffarmes Blut dar. Die Klap-
pen verhindern durch ihre Segelstruktur einen Riickfluss des Blutes in vorangegangene Strukturen. Gestrichelte
Linien skizzieren den ,kleinen“, durchgezogene den ,grofien“ Kreislauf. Die Versorgung der Herzmuskulatur mit Blut
erfolgt vorwiegend in der Diastole iiber die Koronararterien. Zusammengefasst nach Schmidt & Lang: Physiologie des
Menschen' und Bonow et al.: Braunwald’s heart disease: A textbook of cardiovascular medicine.”

1.2 Regulation und Entwicklung der kardialen Hypertrophie

Maladaptives kardiales Remodelling ist mit der Entwicklung von Herzerkrankungen
assoziiert. Kardiale Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit. In
Deutschland ist Herzinsuffizienz aktuell die haufigste Einzeldiagnose vollstationdrer
Patienten und die Erkrankungshaufigkeit (Morbiditatsziffer) hat sich in den letzten 20
Jahren verdoppelt.® In den USA droht bis 2030 ein Anstieg der Pravalenz um mehr als
30%, wobei sich die Kosten fir das Gesundheitswesen mehr als verdoppeln werden.?
Die Abgrenzung von Adaption und Maladaption des Herzens wird kontrovers disku-

tiert. Eine Abgrenzungsmoglichkeit beruht auf der Fahigkeit der inversen Remodellie-
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rung, wie zum Beispiel das Athletenherz nach Beendigung der Ausdauersportkarriere
oder das hypertrophe Herz nach Schwangerschaft wieder die urspriingliche Grofie an-
nehmen kann,” das pathologische vergrofierte Herz dazu aber nur begrenzt in der Lage
ist.5 Diese Differenzierungsmoglichkeit ist allerdings limitiert, da z.B. bei Athleten
durch Remodelling verstirkt Arrhythmien auftreten und den plotzlichen Herztod aus-

losen konnen.”

Wie auch der quergestreifte Skelettmuskel unterliegt der Herzmuskel Anpassungsreak-
tionen. Vermehrter Sauerstoffbedarf durch muskulire Arbeit z.B. erfordert vermehrten
Blutfluss, wofiir $-adrenerg Chronotropie und Inotropie positiv reguliert werden.®
Chronisch erhohte Inotropie stimuliert hypertrophes Muskelwachstum.® Gleichméafiges
Wachstum der Kardiomyozyten in Lange und Querschnitt wird als physiologisch ange-
sehen (z.B. Athletenherz oder Schwangerschaft).” Starkere Zunahme des Kardiomyozy-
tenquerschnitts im Vergleich zur Léange bzw. der Wanddicke im Verhaltnis zum
Durchmesser wird als konzentrische Hypertrophie bezeichnet,* 1 stirkere Zunahme der

Linge bzw. des Durchmessers hingegen als exzentrische Hypertrophie;* ' beide Hyper-

trophieformen gelten als pathologisch (Abbildung 2).

Normales Herz

fl 1}
V,w. Y,

Exzentrische Physiologische

Hypertrophie Konzentrische Hypertrophie
Hypertrophie

Abbildung 2: Schematische Darstellung kardialer Hypertrophie. Hypertrophie wird iiber
Ventrikelwachstum und Kardiomyozytenwachstum definiert; LV: linker Ventrikel, RV: rechter
Ventrikel. Adaptiert nach Hunter & Chien® und Heineke & Molkentin."
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Kardiale Kontraktion wird u.a. durch kardiale 3-Adrenorezeptoren gesteuert. Natiirli-
che Agonisten an diesen Rezeptoren sind Katecholamine wie Adrenalin und Noradrena-
lin, aber auch synthetische Molekiile wie Isoprenalin. Aktivierung von {;-Rezeptoren
stimuliert iiber Gag-Proteine Adenylylcyclasen, welche tiber cAMP-Bildung Protein
Kinase A aktivieren. Diese steuert Calcium-abhingige Kontraktion und Relaxation,
sarkomere Aktivitat und die Aktivierung von Schrittmacherzellen. Insgesamt werden
dadurch Inotropie, Lusitropie, Dromotropie und Chronotropie gesteuert.” '* 3 Insbe-
sondere erhéhter Calcium-Einstrom initiiert allerdings auch die Aktivierung von Prote-
inen, die mit prohypertropher Signalvermittlung assoziiert sind, wie z.B. die Phospha-

tase Calcineurin.™ * 15

1.3 Tiermodelle kardialer Hypertrophie und Insuffizienz

Murine Modelle sind in der Erforschung der Pathomechanismen kardialer Erkrankun-
gen weit verbreitet. Als hypertrophes Modell hat sich die kontinuierliche Applikation
von Isoprenalin etabliert.!® " Nach initialer Steigerung von Chronotropie und Inotropie
werden chronisch hypertrophe Umbauprozesse ausgelost. Abhéngig von der Dosis und
Dauer kann hier Hypertrophie mit erhohter systolischer Funktion oder Herzinsuffizienz,
Fibrose und erhéhte Sterblichkeit ausgelost werden.!™ Weitere gut etablierte Modelle,

die im Rahmen dieser Arbeit relevant sind, werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Ischémie/Reperfusion (I/R) wird verwendet, um eine infarktartige Verletzung durch
kurzzeitige Unterbrechung der linksventrikuléren Durchblutung/Sauerstoffversorgung
(Ischimie) mittels einer Koronararterie, gefolgt von einer Wiederherstellung der
Durchblutung (Reperfusion), zu erzeugen.” Prikonditionierung durch eine oder mehre-
re kurze Episoden von I/R kann in diesem Zusammenhang Kardioprotektion ermogli-
chen.?’ Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine Sammelbezeichnung kardialer
Muskeldefekte. Eine Form vererbter HCM wird durch homozygote Punktmutation
(G>A) auf dem letzten Nukleotid des Exon 6 auf dem Gen, welches kardiales Myosin-
bindendes Protein C3 kodiert (cMyBP-C3), erzeugt.?? Tiere mit defektem ¢cMyBP ent-
wickeln von Geburt an kardiale Hypertrophie und sind bereits nach drei Monaten herz-
insuffizient.?> 2 Bei transverser Aortenkonstriktion (TAC) wird durch Verengung der
Aorta am Aortenbogen eine Aortenstenose erzeugt,? welche erhohte Nachlast und kar-
diale Umbauprozesse provoziert. Erhohter Bluthochdruck kann pharmakologisch durch

Applikation von Angiotensin II erzeugt werden.? Neben der peripheren Vasokonstrikti-
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on wirkt Angiotensin u.a. durch kardiale ATi-Rezeptoren an Kardiomyozyten und kar-

dialen Fibroblasten auch direkt prohypertroph und profibrotisch.?: %

1.4 Echokardiographie in der Diagnostik kardialer Dysfunktion

Als Goldstandard zur Analyse kardialer Funktion in klinischer und tierexperimenteller
Praxis, insbesondere in murinen Modellen, hat sich die Echokardiographie als nicht-
invasive Methode etabliert.” Als wichtigste Indikatoren systolischer Funktion werden
die Verkiirzungsfraktion (prozentuale Verkiirzung des Ventrikeldurchmessers von End-
diastole zu Endsystole) und Auswurffraktion (Prozentsatz des endsystolisch ausgewor-
fenen Volumens zum enddiastolischen Volumen) angesehen.®® Neben Schlagvolumen
und Herzminutenvolumen dient auch die circumferentielle Faserverkiirzungsgeschwin-
digkeit als weitere Messgrofie systolischer Funktion.* 3! Letztere ist weniger von der
Vorlast (kurzzeitig starkere enddiastolische Fiillung, welche grofleren ventrikuliren
Druck erzeugt) abhéingig.®! Die systolische Funktion kann zweidimensional im B-Modus
(bright mode) oder eindimensional im M-Modus (motion mode), welcher einen beliebi-
gen Querschnitt im B-Modus zeitlich auflost, analysiert werden. 3 Auch ventrikulire
Dimensionen wie Wanddicken und oder Durchmesser konnen so bestimmt werden.*
Zwar sind kardiale Strukturen durch deren Bewegung in zweidimensionalen B-Modus-
Aufnahmen besser qualitativ erkennbar, M-Modus-Aufnahmen erlauben aber durch die
zeitliche Auflésung ein besseres Erfassen und reproduzierbareres Auswerten mehrerer
Zyklen simultan. Die verlasslichsten Ergebnisse werden daher durch parallele Auswer-
tung in B- und M-Modus erzielt, wobei der B-Modus hauptsachlich zur Identifikation

von Strukturen und der internen Kontrolle dient.

Diastolische Funktion wird mit Doppler-Techniken gemessen. Hauptsachlich findet
hierbei der Pulsed Wave (PW)-Doppler, mit welchem die Flussgeschwindigkeit des
ventrikuldren Einstroms gemessen wird, Verwendung.*® Technische Weiterentwicklun-
gen der letzten Dekade ermoglichen erginzend durch die Verwendung des Gewebe-
Dopplers, mit welchem die Bewegungsgeschwindigkeit in Relaxation und auch Kon-
traktion gemessen wird, ein umfassenderes Bild.***? Letzterer ist neben seiner Neuheit
aber insbesondere aufgrund der Schwierigkeit der Standardisierung und Reproduzier-
barkeit in der Maus noch kaum etabliert.’!: 3 Gemessene Parameter sind die maximalen
ventrikuliren Einstromgeschwindigkeiten des Blutflusses bzw. Geschwindigkeiten der
Geweberelaxation am Mitralklappenannulus in der passiven Fiillphase (E-Welle bzw.

E‘-Welle) sowie wihrend der aktiven Fiillphase (A-Welle bzw. A‘-Welle).
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Wiéhrend die vorgestellten Parameter die gesamte Ventrikelfunktion wiedergeben, ist in
der klinischen Praxis das Interesse an der Bestimmung der regionalen Ventrikelfunkti-
on gewachsen. Durch die Messung der Verformung des Endokards (strain) kann hier
die individuelle Funktion einzelner ventrikuldrer Bereiche bestimmt werden, welches
beispielsweise in der Infarkt-Diagnostik eine Rolle spielt. Allerdings ist so auch die
Moglichkeit gegeben, globale systolische Funktion besser beurteilen zu kéonnen, da der
Strain sich dreidimensional differenziell messen lasst (radial zentral nach innen zum
Ventrikel hin, circumferentiell in der Kurzachse um den Ventrikel bzw. longitudinal in
der Langsachse um den Ventrikel) und so der gegenlaufigen Struktur der kardialen
Muskelstrange gerecht wird.?* Die Besonderheit der Strain-Analyse liegt darin, dass sie
als post processing-Analyse nicht als eigene Aufnahme erstellt wird, sondern offlline
mithilfe der erfolgten Aufnahmen berechnet wird. Eine Moglichkeit dies zu erschlieflen
bietet der Gewebedoppler, indem die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten
35-37

distinkter Punkte einzeln gemessen und zusammengefithrt werden. Technische Ent-

wicklungen der letzten Jahre ermoglichen es, den Strain aus B-Modus-Aufnahmen zu
analysieren, indem diese in Speckle Tracking-Aufnahmen transformiert werden.?" 3% 3
Hierbei wird die zu analysierende Muskelschicht (i.d.R. Endokard) in unabhéingige
Bildpunkte zerlegt und deren Bewegung gemessen. Als Bezugspunkt dient bei radialen
Messungen das Epikard. Bei longitudinalen und circumferentiellen Strain-Analysen
wird der Abstand zweier endokardialer Bildpunkte betrachtet, da sich dieser Strain in
der entsprechenden Bewegungsrichtung verdndert. Als Bezugspunkt wird der enddias-
tolische Abstand betrachtet; der Strain berechnet sich als Prozentsatz der Vergrofie-
rung des Abstands bis zur Endsystole und ist daher radial positiv, longitudinal und
circumferentiell hingegen negativ. Dies spiegelt die Verdickung des Endokards in radia-
ler und die Verkiirzung in longitudinaler und circumferentieller Richtung somit direkt
wider.? Ergédnzend zum Strain wird ebenfalls dessen Geschwindigkeit bzw. Ableitung
nach der Zeit," Strain Rate, gemessen. Verkiirzungs- und Auswurffraktion sind abhan-
gig von Strain und Wandverdickung.** ¥ Strain-Analysen erlauben daher eine differen-
zielle Diagnostik, falls ein Riickgang systolischer Funktion durch gleichzeitig eintreten-
de Wandverdickung scheinbar kompensiert wird. So konnte im Bluthochdruckmodell
der Ratte durch Riickgang des longitudinalen Strains, welcher dort aufgrund der Herz-
groBe wesentlich stéarker ausgeprigt ist als in der Maus,* Herzinsuffizienz mit erhalte-
ner Auswurffraktion lange vor der Dekompensation detektiert werden.* % Dartiber

hinaus korrelierte der longitudinale Strain signifikant mit der Entwicklung endokardia-
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ler Fibrose und Versteifung des Ventrikels.** In murinen Modellen sind Strain-Analysen
kaum verbreitet, bieten sich aufgrund der diagnostischen Moglichkeiten jedoch als Er-

ganzung zu Standard-Analysen an.

1.5 Differenziclle Analysen des zellularen Proteoms

Wihrend sich der Western Blot als Standardmethode zum Nachweis einzelner Proteine
und deren Regulation etabliert hat, ist es mit dieser Methode schwer moglich, An-
haltspunkte zur differenziellen Regulation mehrerer Proteine im zelluléren Zusammen-
hang zu gewinnen. Als Werkzeug zur differenziellen Proteomanalyse bietet sich die
zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) an,*” da diese zahlreiche Proteine auflost,
ohne dass danach eine spezifische Detektion nur einzelner Proteine z.B. per Antikorper
erfolgen muss. Bei 2-DE werden denaturierte Proteine zuerst nach ihrem isoelektri-
schen Punkt (isoelektrische Fokussierung, IEF) und im Anschluss nach Molekularge-

wicht mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt.

Eine Moglichkeit quantitative Vergleiche zu erzielen, bietet die differenzielle Gelelekt-
rophorese (DIGE). Die Detektion der Proben erfolgt durch Markierung mit Fluores-

) Die Verwendung von drei verschiedenen Farbstoffen (Cy2,

zenzfarbstoffen (CyDyes
Cy3, Cyb) ermoglich die Auftrennung von bis zu drei Proben pro IEF-Streifen/Gel.
Eine spezielle Anwendung, die den statistischen Quervergleich mehrerer Gele ermog-
licht, ist es, eine Mischung aller Proben des experimentellen Ansatzes als Referenz (in-
ternal pooled standard, IPS) einzusetzen und auf jedem Streifen/Gel mit zwei Proben

laufen zu lassen.

Mittels 2-DE konnten schon friihzeitig kardiale Proteine identifiziert und kartiert wer-
den.® % Speziellere Analysen erfassten posttranskriptionale Modifikationen wie S-Nitro-
sylierung bei I/R oder Proteinphosphorylierung bei Bluthochdruck.” *! Per 2-D-DIGE
und MALDI/TOF2-Massenpektrometrie wurden einige bei Myokardinfarkt und kardia-
ler Hypertrophie differenziell regulierte Proteine identifiziert, speziell des Stoffwechsels
(Glykolyse/Citratzyklus) und kontraktiler Strukturen (z.B. Myosin, leichte Kette,
a-Aktin, Troponin T u.a.), welche Hinweise auf die unterschiedliche Maladaption des
Herzmuskels bei verschieden Stressstimuli liefern.”? In einer anderen Studie konnten bei
verschiedenen Stadien TAC-induzierter Hypertrophie (Hypertrophie mit geringerem
Funktionsverlust sowie schwerere Hypertrophie mit massivem Funktionsverlust und
Lungenodem) differenziell regulierte Proteine identifiziert werden.” 2-D-DIGE ist somit

ein vielversprechendes Werkzeug, um Hinweise auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede
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von Pathomechanismen, die zu verschieden klinischen Bildern fiithren, im proteinbio-

chemischen Zusammenhang zu erhalten.

1.6 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) als zellulare Kontrol-

linstanz

Das UPS trigt durch Verdau von Proteinen zu einem Gleichgewicht von Proteinaufbau
und -abbau (Proteinhomoostase) bei und ist daher essentiell fiir zellulare Struktur und
Funktion.”® Proteasomen sind Threoninproteasen.” Strukturell und funktionell ldsst
sich zwischen proteolytisch aktiven 20S- und 26S-Proteasomen unterscheiden (s.u.).
20S-Proteasomen konnten mit dem Abbau oxidierter und nicht mehr gefalteter Protei-
ne in Verbindung gebracht werden.’® 7 Komplexere, gefaltete Proteine kénnen nach
Polyubiquitinylierung von 26S-Proteasomen abgebaut werden.”* °" Polyubiquitinylie-
rung durch Vernetzung von mindestens vier Ubiquitinmolekiilen iiber das e-Amin am
Lysss in der Ubiquitinsequenz (Lysss-Polyubiquitinylierung) ist ein zellulares Signal fiir

den Abbau iiber das 26S-Proteasom.> 5

Ubiquitinylierung von Proteinen wird von spezifischen Enzymen vollzogen. E1-Enzyme
aktivieren Ubiquitin durch ATP-abhingige Erzeugung eines Thioesters an der Car-
boxylgruppe des terminalen Gly, wonach dieses auf das aktive Zentrum (Cys) eines
konjugierenden E2-Enzyms tibertragen wird. E3-Ligasen katalysieren letztendlich die

Bindung der aktivierten Carboxylgruppe an ein Lys-e-Amin im Zielprotein.> > %

26S-Proteasomen bestehen aus einem 20S-Proteasom mit proteolytischer Aktivitat und
einem 19S-Proteasom, welches spezifischen Zugang zum proteolytischen Zentrum ge-
wahrt (Abbildung 3). 19S-Proteasomen bestehen aus ATP- und nicht-ATP-abhéingigen
Untereinheiten. ATP-abhéngige (z.B. Rpt4) entfalten und translozieren Proteine,
nicht-ATP-abhéngige (z.B. Rpnl) sind fir die Struktur und den Zusammenbau des
26S-Proteasoms verantwortlich. 61 20S-Proteasomen sind aus vier Ringen a sieben
Untereinheiten aufgebaut. Die dufleren Ringe bestehen aus a-Untereinheiten, die inne-
ren aus B-Untereinheiten, jeweils von 1 bis 7 bezeichnet.®” Wiahrend «-Untereinheiten
den Zugang zu den (B-Untereinheiten und Bindung des 19S-Partikels gewéhrleisten,
stellen 3-Untereinheiten das aktive Zentrum dar: 81, 32 und 35 sind proteolytisch ak-
tiv und mit den verschiedenen proteasomalen Aktivitaten assoziiert (31: Caspase-; 32:
Trypsin-; 85: Chymotrypsin-artig).”™ © % Jedes 20S- oder 26S-Proteasom hat sechs ak-

tive Zentren. Die proteolytische Aktivitat liegt im o-Amin des Thr; der Untereinhei-
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2

ten,* 2 welches (exemplarisch) bei 85 mit Aspi; und Lyss; eine katalytische Triade

bildet.®

1.7 Die Rolle induzierbarer Untereinheiten

Die proteolytisch aktiven konstitutiven Untereinheiten kénnen gegen ihre induzierba-
ren, sich jeweils primér-strukturell unterscheidenden Formen ausgetauscht werden (B1i:
Lmp2, B2i: Mecl-1, 85i: Lmp7).% Dies wird vor allem mit zelluldren, z.B. Interferon
(besonders IFN~)-vermittelten Stimuli assoziiert.®® ¢ In zellbasierten Untersuchungen
ist bei der IFNy-vermittelten Induktion von Lmp2 und Lmp7 eine Erhéhung Chy-
motrypsin- und Trypsin-artiger Aktivititen beobachtet worden.® Lmp2-Transfektion
von Zellen verringerte Caspase-artige Aktivitdten, erhohte Chymotrypsin- und
Trypsin-artige Aktivita-
ten® und &dnderte dar-
itber hinaus die Lokalisa-
tion von Schnittstellen
an gespaltenen Pepti-
den.5" ™ Lmp2 wird mit

Chymotrypsin-artiger
Aktivitat assoziiert, da
erhohter Trypsin-artiger
26S — Umsatz in der Ko-
Induktion von Mecl-1

und Lmp2 begriindet
liegt.”™ FErste Untersu-
chungen in Lmp2

Knock-out-Méusen zeig-

ten in Milzlysaten ver-

<
(A) (B)
Inaktivierung von X Inaktivierung von'Y ringerte  Chymotrypsin-
Aktivierung von X

und Trypsin-artige Akti-

Abbildung 3: Schematische Darstellung von UPS-vermitteltem Proteinver- vitaten und erhohte
dau und proteasomaler Heterogenitat. X sei ein zellulares Protein und Y . o
dessen endogener Inhibitor. Ist X ein UPS-Substrat, fithrt Abbau zur vollstandi- Caspase_artlge Aktiviti-
gen Inaktivierung von X (Weg A). Wird jedoch Y abgebaut, wird dadurch X ten.”
proteasomal kontrolliert aktiviert (Weg B). Ein B-Ring des 20S-Proteasoms ist
vergrofert projiziert und der Austausch der konstitutiven gegen induzierbare

Untereinheiten dargestellt; Ub: Ubiquitinmolekdil.
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Die Induktion der induzierbaren Untereinheiten wurde daher als Teil der Immunant-
wort verstanden und mit der UPS-vermittelten Présentation von Antigenen
assoziiert.”™ In vivo konnte eine von induzierbaren Untereinheiten abhingige Ande-
rung von Peptid-Schnittstellen gezeigt werden.® Ob letztendlich die Modulation des
proteasomalen Substratumsatzes oder der Préiferenz der Peptidspaltung eine gesteigerte
Antigen-Prisentation begiinstigt, ist aber weiterhin kontrovers. In weiteren Untersu-
chungen konnte mittels Hepatitis-C-Virus-Infektion gezeigt werden, dass das Ausmafl
der Induktion von Lmp2, Lmp7 und Mecl-1 vom applizierten Virustiter abhangt.”
Miéuse mit einem Knock-out der induzierbaren Untereinheiten zeigten eine verringerte
Immunreaktion nach viraler Infektion oder Impfung.™ ™ Auch im Herzen konnte eine
Modulation der Entziindungsantwort nach Coxsackie-Virus-Infektion durch induzierba-
re Untereinheiten beobachtet werden.*’ #' Existenz und funktioneller Einbau induzier-
barer Untereinheiten im Herzen unter basalen Bedingungen konnte 2007 nachgewiesen
werden,* was die Frage aufwirft, ob es auch nicht-inflammatorische Funktionen indu-

zierbarer Untereinheiten gibt.

Jenseits von Modellen viraler Infektion konnte gezeigt werden, dass Lmp2 und Lmp7
neben IFNv auch von Stickstoffmonoxid (NO) induziert werden.® So wird der NO-
abhéngige Abbau einer Cytochrom P450-Familie (CYP2B) mafgeblich von Lmp2 be-
einflusst.® Lmp2 und Lmp7 waren ebenfalls nach zelluldrer Behandlung mit Wasser-
stoffperoxid in humanen Linsen-Epithelzellen oder Hitzeschock in Mausfibroblasten
(SVB6) sowie murinen und humanen Kolon-Karzinomzellen (CT26, SW620)
induziert.® *¢ HyOs-Vorbehandlung induziert eine Protektion gegen eine spétere, stirke-
re H,O»-Behandlung.®” Knock-down von Lmp2 in murinen embryonalen Fibroblasten
verhinderte diesen schiitzenden Effekt fast vollstandig.®® Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass induzierbare Untereinheiten auch zum vermehrten Abbau beschédigter
Proteine bei IFN-induziertem oxidativen Stress beitragen.® Knock-out von Lmp2 trug
dartiber hinaus zu einer Akkumulation von oxidierten Proteinen bei Alterungsprozessen
in Leber und Gehirn bei.” Zusammengefasst wurden fiir induzierbare Untereinheiten

daher inflammatorische und zellprotektive Funktionen beobachtet.

Der Einbau induzierbarer Untereinheiten geschieht mechanistisch gesehen nicht als
Austausch an sich, sondern induzierbare Untereinheiten werden bereits im Aufbau der
Proteasomen anstatt der konstitutiven Form eingebaut.’! Hierbei entsteht zuerst ein o-
Ring, bevor 3-Untereinheiten an diesen gebunden werden, um ,Halb-Proteasomen* aus

einem o- und einem B-Ring zu bilden.” Die proteolytisch aktiven Untereinheiten sowie

10
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B6 und B7 werden als Propeptide mit einem N-terminal gebundenen Peptid (im Falle
von Lmp2 aus 18 Aminosiuren bestehend) eingebaut,” welches notwendig ist um die
Dimerisation zweier ,Halb-Proteasomen“ zu ermoglichen.”’ Wahrend der Dimerisation
werden N-terminale Teile der Propeptide jenseits von Thr; autolysiert und die Un-

tereinheiten somit potenziell aktiviert.

1.8 Das UPS und kardiale Erkrankungen

Nachdem vor iiber 30 Jahren ein Zusammenhang zwischen kardialer Stimulation, Pro-
teinsynthese und -degradation entdeckt worden war,” wurde die Rolle des UPS in der
Entwicklung kardialer Erkrankungen in den letzten zwei Jahrzehnten naher untersucht

94, 95

(Zusammengefasst von Drews und Drews & Taegtmeyer). Dabei wurden zahlreiche

Proteine, die mit der Entwicklung von Herzkrankheiten assoziiert sind, als UPS-

% regulatorische Proteine

Substrate identifiziert, darunter Enzyme (z.B. Calcineurin),
(z.B. der NF-KB-Inhibitor IKBa,”™ modulierendes, Calcineurin-interagierendes Pro-
tein, MCIP," und Troponin I)!*' sowie Proteine des kontraktilen Apparats (z.B. B-

Myosin, schwere Kette).!*

Im TAC-Modell,' bei der genetisch bedingten HCM!™ sowie im Modell des Angioten-
sin II-'% bzw. Isoprenalin-induziertem'* kardialen Remodellings wurde eine Erhéhung
proteasomaler 26S-Aktivitidten und ein verdnderter Abbau ubiquitinylierter Proteine
beobachtet. In anderen Studien wurde der Einfluss von Aktivititen-unspezifischer Pro-
teasominhibierung auf die Entwicklung kardialer Umbauprozesse untersucht. Protea-
sominhibierung kann in vivo durch Gabe kleinmolekularer Wirkstoffe erzielt werden.
Die einzelnen Untereinheiten und demzufolge Aktivititen werden dabei unterschiedlich
stark inhibiert,'” welches zu einer konzentrationsabhéngigen Selektivitat der Inhibito-
ren fiihrt. Priferenzielle Bindung von z.B. Lmp2 oder Lmp7 ist Gegenstand aktueller

Forschungen.10% 109

Bei funftagiger TAC, sieben Tagen Isoprenalin- bzw. zwei Wochen Angiotensin II-
Behandlung konnte durch gleichzeitige tégliche Gabe von Proteasominhibitoren kardia-
le Hypertrophie verringert oder sogar unterbunden und kardialer Funktionsverlust ver-
hindert werden.!® 1% 110 Ebenfalls wurde im I/R-Modell durch Proteasominhibition
30 Minuten vor Ischémie-Eintritt und nach 30 Minuten Reperfusion die Infarktgrofie
und Verlust systolischer Funktion reduziert.!!! Bei verzogerter Gabe von Proteasomin-
hibitoren konnte nach einer Woche Isoprenalin in der zweiten Woche durch Gabe des

110

Inhibitors ein Fortschreiten der Pathogenese verhindert werden,''’ in einer weiteren

11
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Studie (3 Wochen TAC) konnte Applikation von Proteasominhibitoren ab der dritten

12 Tm Gegensatz zu diesen Beobach-

Woche etablierte Hypertrophie sogar riickbilden.
tungen konnten bei einer anderen Studie im TAC-Modell bei gleichzeitiger Proteaso-
minhibition massive Umbauprozesse bis hin zur Dilatation des Ventrikels und systoli-
schem Funktionsverlust beobachtet werden.'”® Interessanterweise fithrte Proteasomin-
hibition alleine bei Sham-Behandlung bereits zu kardialem Remodelling.!"® Auch in
Schweinen wurden durch Proteasominhibition ohne weitere kardiale Stimulation kardi-
ale Hypertrophie, diastolische Dysfunktion sowie eine tendenziell verringerte systolische
Funktion und interstitielle Kollageneinlagerung beobachtet.!'* In Méusen, die eine pro-
teolytisch inaktive 35-Variante iiberexprimieren, wurden verringerte kardiale Funktion
nach I/R,'® keine Reduktion der Hypertrophie bei ,moderater TAC“!6 dafiir geringere
kardiale Funktion als in Kontrolltieren, und bei ,schwerer TAC“!!® verringerte Hyper-
trophie sowie kardiale Nekrose und erhoéhte Sterblichkeit beobachtet.!'® Der Einfluss
proteasomaler Inhibition auf die Entwicklung kardialer Erkrankungen kann daher nicht
verallgemeinert werden und ist abhéngig von der applizierten Dosis und der spezifi-
schen molekularen Wirkung des Inhibitors sowie der beeinflussten Untereinheiten und

Aktivitaten.”

Drews et al. zeigten, dass bei hypertrophem Remodelling mit erhohter systolischer
Funktion im Isoprenalinmodell konstitutive und induzierbare proteolytisch aktive Un-

106 welches die distinkte Untersu-

tereinheiten differenziell verstarkt exprimiert werden,
chung einzelner Untereinheiten nahelegte. Lmp2 und Lmp7 waren bei Isoprenalinbe-
handlung vermehrt exprimiert und verstirkt in proteasomale Komplexe inkorporiert.'’
Lmp2 war bereits 30 Minuten nach Isoprenalinbehandlung verstiarkt exprimiert.!® Die
Induktion von Lmp2 ist daher eine frithe Regulation bei kardialem Remodelling, welche

im Verlauf aufrechterhalten wird.

Die Rolle von Lmp2 in weiteren Modellen kardialer Umbauprozesse ist kaum unter-
sucht worden, jedoch scheint Lmp2 eine kritische Funktion nach der Induktion von
kardialem Remodelling zu haben. Ob diese Funktion in Verbindung mit einer Immun-
bzw. inflammatorischen Antwort oder einem zellprotektiven Effekt besteht, ist soweit
unbekannt. Dies wurde bislang nur im akuten I/R-Modell mit ischdmischer Priakondi-
tionierung genauer untersucht. Der protektive Effekt ischamischer Prikonditionierung
ist proteasomabhéingig.!'” In C57Bl/6J-Méausen mit Knock-out von Lmp2™ konnte
durch prékonditionierende I/R (10 min/5 min) vor I/R (30 min/120 min) im Gegen-

satz zu Wildtypméausen kein kardioprotektiver Effekt erzielt werden.!’ Um den Ein-

12
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fluss von Lmp2 bei chronischem kardialen Remodelling zu untersuchen, behandelten
wir Lmp2 Knock-out-Méuse im Isoprenalinmodell. Bisherige Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe zeigten, dass (1) Verlust von Lmp2 in C57Bl/6J-Mausen eine stiarkere
kardiale Hypertrophie nach sieben Tagen Isoprenalinbehandlung auslost als in vorheri-
gen Untersuchungen in Wildtypméausen,'Y dass (2) die systolische Funktion nach sie-
ben Tagen geringer ausgeprigt ist als in Wildtypméusen'® und dass (3) kardiotrope
Rekonstitution von Lmp2 nach sieben Tagen Isoprenalinbehandlung zu einer verringer-
ten Herzhypertrophie und verbesserter Herzfunktion als in Kontroll-Gentransfer-

behandelten Tieren fiithrt.'!

1.9 Ziele dieser Arbeit

Bisher ist ein Quervergleich unserer Analysen bei kardialem Remodelling fiir eine um-
fassende Beurteilung des Einflusses von Lmp2-abhangiger proteasomaler Heterogenitét
auf kardiale Umbauprozesse nicht moglich. Daher war die erstmalige, vergleichende
Parallelbehandlung von Lmp2 Knock-out-Tieren, Wildtyp-Wurfgeschwistern sowie
Lmp2 Knock-out-Tieren mit Lmp2- und Kontroll-Gentransfer mit entsprechenden
Sham-Kontrollgruppen ein Ziel dieser Arbeit. Die physiologische, proteinbiochemische
und histologische Analyse sollte unsere bisherigen Ergebnisse absichern und erweitern.
Bei den bisherigen echokardiographischen Untersuchungen wurde die basale Herzfunk-
tion vor Hypertrophieinduktion sowie zum Versuchsende untersucht; daher ist soweit
unklar, ob Verlust von Lmp2 unter Umstinden einen untypischen Isoprenalin-
induzierten Reiz erzeugt und ob die Herzfunktion iiberhaupt zumindest initial ansteigt.
Bisherige Untersuchungen unserer Gruppe legten zudem in begrenztem Stichprobenum-
fang ein Auftreten leichter, interstitieller Fibrose bei Isoprenalinbehandlung und Ver-
lust von Lmp2 nahe,'?! welches noch nicht statistisch valide bestétigt wurde. Neben der
Erweiterung dieser bisherigen Ergebnisse war es eine Zielsetzung, den Verlauf der Pa-
thogenese in Abhéingigkeit von Lmp2 proteinbiochemisch und histologisch zu charakte-

risieren.
Daher wurden folgende spezifischen Ziele in dieser Arbeit verfolgt:

1. Basale vergleichende kardiale Phénotypisierung von Lmp2 Knock-out-Méusen
ohne Gentransfer sowie mit Lmp2- bzw.- Luciferase-Kontrolltransfer und Wild-

typ-Wurfgeschwistern.
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Einleitung

2. Untersuchung des transienten (viertdgigen) Einflusses von kontinuierlicher
B-adrenerger Stimulation durch Isoprenalin in Abhéngigkeit von Knock-out und
kardiotroper Re-Expression von Lmp2 auf die Herzfunktion.

3. Vergleich von kardialem Remodelling nach sieben Tagen kontinuierlicher Iso-
prenalinbehandlung in Abhéngigkeit von Knock-out und kardiotroper Re-

Expression auf biometrischer, zellulirer und molekularer Ebene.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalien fiir Laborarbeiten und Pufferlésungen wurden generell zur Analyse oder
reiner iiber das Chemikalienlager des Zentralbereichs im Neuenheimer Feld von Appli-
Chem (Darmstadt), Biorad (Dreiech), Roth (Karlsruhe), Merck Millipore (Darmstadt),
Sigma-Aldrich (Steinheim), oder Thermo Fisher (Dreieich, Langenselbold) oder direkt

bei diesen Firmen bezogen. Chemikalien, welche sich nicht ohne Anderung der Metho-

de austauschen lassen, sind im Folgenden aufgelistet.

Bezeichnung Hersteller /Vertrieb Katalog-Nr.
2-D Clean-Up Kit GE Healthcare, Freiburg 80-6484-51
5x PhusionTM HF-Puffer Thermo Fisher F-530L
Acrylamid-Losung 40% w/v (29:1) Serva, Heidelberg 10680
Acrylamid-Losung 40% w/v (37,5:1) Serva, Heidelberg 10681
Boc-LSTR-AMC Bachem, Bubendorf, CH 1-1940
Bortezomib LC Laboratories, B-1408

Complete® EDTA-frei

Woburn, USA

Roche, Mannheim

04 693 132 001

DC Protein Assay Kit Biorad 500-0112
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich D8418
Epoxomicin Boston Biochem, [-110
Cambridge, USA
GE Amersham ECL Prime VWR, Bruchsal RPN2236
Isofluran Baxter, Unterschleif}- HDG9623
heim
Isoprenalin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich 15627
Mowiol 4-88 Merck Millipore 475904
Pharmalyte™ pH 3-10 GE Healthcare, Freiburg 17045601
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 11 Sigma-Aldrich P5726
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 111 Sigma-Aldrich P0044
Phusion™ High-Fidelity Polymerase Thermo Fisher F-530L
Precision Plus STD Dual Color Biorad 161-0374
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Bezeichnung Hersteller /Vertrieb Katalog-Nr.
Proteinase K Sigma-Aldrich P4850
Quick Start Bovine Serum Albumin Biorad 5000206
Standard

Richard-Allen-Scientific™ NEG™.-50 Thermo Fisher 6502AP
Suc-LLVY-AMC Bachem, Bubendorf, CH 1-1395
Z-LLE-AMC Calbiochem (Millipore), 53914

Z-Pro-Nle-Asp-H

Schwalbach

Enzo, Lorrach

BML-ZW9490

2.2 Verbrauchsmittel

Bezeichnung Hersteller/Vertrieb Katalog-Nr.
BioTrace™ Nitrocellulose Transfer- VWR, Bruchsal 732-3031
membranen

Immobiline DryStrip pH 3-10 L, 18 cm  GE Healthcare, Freiburg 17-1234-01
IEF-Gelstreifen

Mikro-osmotische Pumpen Durect Corporation, ALZET®

Cupertino/CA, USA

Modell 1002

Plastikwaren fiir Laborarbeit Sarstedt, Nirnbrecht diverse
Polyamid 6 Prime OP-Faden Ethicon, Norderstedt ET7800H
Superfrost Plus Objekttriger Thermo Fisher J1I800AMNZ
Thermo Scientific Microfluor 2 Black Neolab Migge, Heidel- 7805
Fluoreszenzplatten berg

Thermo Scientific Polycarbonat Ultra- Beranek Laborgerite, 343778
zentrifugenréhrchen Weinheim

2.3 Gerate und Werkzeuge

Bezeichnung Hersteller/Vertrieb Modell

Chemolumineszenz-Kamera

Echokardiographie-Schallkopf

Echokardiographie-System

GE Healthcare, Freiburg

VisualSonics, Toron-

to/ON, CAN

VisualSonics, Toron-

to/ON, CAN

LAS Mini 4000

MicroScan™

MS-550D

VEVO® 2100
Imaging System
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Bezeichnung

Hersteller /Vertrieb

Modell

Fluoreszenz-Scanner

GE Healthcare, Freiburg

Typhoon FLA
9500

Fluorometer Thermo Fisher FluoroSkan
Ascent
Isofluranpumpe Groppler, Deggendorf UniVet Prota
Kleintier-Enthaarer Braun, Kronberg GT 420
Konfokal-Mikroskop Olympus, Hamburg IX-81
OP-Besteck b.i.t. Chirurgiemechanik, —
Bammental
Sauerstoffkonzentrator OxyCare Philips Respironics, 20-
EverFlo Murrysville/PA; USA EVERFLO#02
Tenbroeck Glashomogenisierer VWR, Bruchsal 432-1276
Ultrazentrifuge Beckmann Coulter, Kre- TL-100
feld
Ultrazentrifugenrotor Beckmann Coulter, Kre- TLA-100.2
feld
2.4 Praparationen fiir tierexperimentelle Arbeiten
Bezeichnung Hersteller /Vertrieb Katalog-Nr.
Aquagel Parker Labs, Fair- 57-05

Bepanthen Augen- und Nasensalbe

Bupivacain-HCI (Carbostesin®)

lIodsalbe (Braunovidon®)

RODI18A Zuchtfutter (autoklaviert)

Skintact EKG-Gel

SNA Epil Sensitive Enthaarungscréme
Trinkwasser (UV-bestrahlt)

Ultraschallgel

field/NJ, USA
Bayer, Leverkusen
AstraZeneca, Wedel
Braun. Melsungen
LASvendi, Soest

Leonhard Lang, Inns-

bruck, AUT
Axisis, Diisseldorf
IBF

Dahlhausen

PZN: 2182442
PZN: 1177870
PZN: 3188955
D.Rod18.A07
58322

PZN: 2186115

PZN: 8825881
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2.5 Puffer und Losungen fiir tierexperimentelle Arbeiten

10x PBS 1,37 M Natriumchlorid
27 mM Kaliumchlorid
81 mM Natriummonohydrogenphosphat

15 mM Kaliumdihydrogenphosphat

PBS pH 74 10% 10x PBS

Keine pH-Einstellung

PBS pH 4 10% 10x PBS
Salzsédure ad pH 4,0

Sterilfiltration durch 0,22 pm

[soprenalin-Stammlésung 235 mg/mL Isoprenalin-Hydrochlorid
(taglich frisch) (entspr. 200 mg/mL Isoprenalin)

in PBS pH 4
BDM-Losung 30 mM 2,3-Butandionmonoxim (BDM)

2.6 Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Methoden

DNA-Lysepuffer!'? 67 mM TRIS-HCI pH 8.8
16,7 mM Ammoniumsulfat
6,7 mM Magnesiumchlorid
1% v/v B-Mercaptoethanol
0,5% v/v Triton X-100
1 pg/pL Proteinase K

5x DNA-Ladepuffer 45 mM TRIS
36,5 mM Borsaure
1,5 mM EDTA
18,75% v /v Glycerol
0,0025% w/v Xylen Cyanol
0,0025% w/v Bromphenolblau

10x TBE-Puffer 90 mM TRIS
73 mM Boraure
3 mM EDTA
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Agarosegel 1,5% w/v Agarose
30 ppm v/v Ethidiumbromid
in TBE-Puffer

2.7 Puffer und Loésungen fiir proteinbiochemische Methoden

Homogenisierungspuffert®

20 mM HEPES-NaOH pH 7.5
1 mM Magnesiumchlorid

150 mM Natriumchlorid

0,5 mM EDTA

Homogenisierungspuffer
stabilisiert

106

(taglich frisch)

1 mM 1,4-Dithiothreitol (DTT)

1% v/v Phosphatase-Inhibitor-Cocktail II
1% v/v Phosphatase Inhibitor-Cocktail III

in Homogenisierungspuffer pH 7,5

50x Protease-Inhibitor

1 Tablette Complete®
50 pM Bortezomib
in 1000 pL. Homogenisierungspuffer

Homogenisierungspuffer +

Protease Inhibitor

1x Complete®
1 nM Bortezomib

in Homogenisierungspuffer stabilisiert

26S-Assay-Puffer
(tiglich frisch)'

1 mM DTT
50 M ATP
2% v/v DMSO

in Homogenisierungspuffer pH 7,5

Sammelgel

125 mM TRIS-HCI pH 6 8

0,1% w/v Natriumdodecylsulfat

5% v/v Glycerol

4-6% v/v Acrylamid (29:1)

0,2% v/v Ammoniumperoxodisulfat

0,2% v/v TEMED
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Trenngel

375 mM TRIS-HCI pH 8.8

0,1% w/v Natriumdodecylsulfat

5% v/v Glycerol

8-12,5% v/v Acrylamid (29:1)

0,05% v/v Ammoniumperoxodisulfat

0,05% v/v TEMED

5x Ladepuffer

310 mM TRIS-HCI pH 6,8
5% w /v Natriumdodecylsulfat
50% v/v Glycerol

5% v/v B-Mercaptoethanol
0,0025% w/v Bromphenolblau

10x Laufpuffer

240 mM TRIS-NaOH pH 8,8
2 M Glycin
1% w /v Natriumdodecylsulfat

Transferpuffer®

25 mM TRIS

192 mM Glycin

20% v/v Methanol

0,1% Natriumdodecylsulfat

10x TBS

200 mM TRIS-HCI pH 7.4
9% w /v Natriumchlorid

TBST

0,1% w/v Tween-20
in 1x TBS

Milch

5% Blotting Grade Blocker
in TBST

2-D-Lysepuffer®

9 M Harnstoff
4% w/v CHAPS

TRIS-Lysepuffer®?

15 mM TRIS-HCI pH 8,8
in 2-D-Lysepuffer
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Lysepuffer fir [EF®? 1% w/v Pharmalyte 3-10
1 mM DTT
1% v/v Phosphatase-Inhibitor-Cocktail IT
1% v/v Phosphatase Inhibitor-Cocktail III
2% v/v 50x Complete® Losung (ohne Bortezomib)
in TRIS-Lysepuffer

Aquilibrierpuffer 50 mM TRIS-HCI pH 8,8
6 M Harnstoff
25% v /v Glycerol
2% w /v Natriumdodecylsulfat

DTT-Losung 1% w/v DTT
in Aquilibrierpuffer

Iodacetamid-Losung 2,5% w/v lodacetamid
in Aquilibrierpuffer

2-D-Gel 375 mM TRIS-HCI pH 8,8
0,1% w/v Natriumdodecylsulfat
5% v/v Glycerol
12,0% v/v Acrylamid (37,5:1)
0,05% v/v Ammoniumperoxodisulfat

0,005% v/v TEMED

2-D-Agarose-Losung 0,5% w/v Agarose
0,0025% w/v Bromphenolblau

in 2x Laufpuffer

Fixierlosung 10% v/v Essigsaure

40% v /v Ethanol

Coomassie Brilliant Blue- 0,1% w/v Coomassie Brilliant Blue R-250
Losung 10% v/v Essigsaure
45% v /v Ethanol

Entfarbelosung 1 8% v/v Essigsiure
25% v/v Ethanol

Entfarbelosung 2 8% v/v Essigsiure

Sensitizer-Losung 0,02% w/v Natriumthiosulfat
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Silber-Losung 0,2% w/v Silbernitrat
0,02% v/v Formaldehyd (37%)

Developer-Losung 3% w/v Natriumcarbonat
0,05% v/v Formaldehyd (37%)
0,0005% w/v Natriumthiosulfat

Stop-Reagenz 1,5% w/v Glycin

Imprégnierlosung 10% w/v Glycerol
20% v /v Ethanol

2.8 Puffer und Losungen fiir histologische Methoden

Blockierlosung 2% Ziegenserum
0,1% v/v Triton X-100
in PBS pH 74

Antikorperlosung Primér- oder Sekundérantikérper in
1% Ziegenserum
0,05% v/v Triton X-100
in PBS pH 74

Mowiol-Losung 100 mM TRIS
10% w/v Mowiol 4-88
25% v /v Glycerol
2.5% v/v DABCO

2.9 Mauslinie

Bezeichnung  Genetische Veranderung Referenz
Lmp2 Austausch eines Teils von Intron 2 und Exon 2 des Lmp2- 2
Knock-out kodierenden Gens gegen ein Neomycinresistenzgen

2.10 Primer

Bezeichnung Sequenz Referenz
Lnp2-2 (forward) 5/ —CCCGTGTCCCTCCGAGATAC-3’ =
Lmp2-3 (forward) 5/ -AGGGTGTCAGCTCCCCTGGA-3" ™
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Bezeichnung Sequenz Referenz
Lunp2-4 (reverse) 57 —~GGGATCCAGGACCAGGAAAG-3" 72
NeoA (reverse) 5/ ~-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3" 72
2.11 Primarantikorper
Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr. Verdiinnung
Hase anti-Calcineurin Abcam, Cambridge, UK ab3673 WB: 1:2500
Hase anti-Ca,1.2 Alomone, Jerusalem, ISR~ ACC-003 WB: 1:1000
Hase anti-Collagen I Abcam, Cambridge, UK ab34710 [HC: 1:150
Hase anti-Collagen III Abcam, Cambridge, UK ab7778 [HC: 1:300
Hase anti-Desmin Dianova, Hamburg DLN-13734  WB: 1:4000
[HC: 1:400
Hase anti-GAPDH Cell Signaling, 2118 WB: 1:5000
Cambridge, UK
Hase anti-Histon H3 Abcam, Cambridge, UK ab1791 WB: 1:5000
Hase anti-Lysss- Merck Millipore 05-1307 WB: 1:2500
polyubiquitinlierte Proteine [HC: 1:500
Hase anti-MCIP1 Abcam, Cambridge, UK ab140131 WB: 1:10000
Hase anti-pNFATcl Thermo Fisher PA5-38301  WB: 1:2000
(Ser294)
Hase anti-Renilla Luciferase ~ Abcam, Cambridge, UK ab187338 WB: 1:1667
Hase anti-Rpnl Abcam, Cambridge, UK ab140675 WB: 1:2500
Maus anti-GAPDH Merck Millipore MAB374 WB: 1:2500
Maus anti-Lmp2 Enzo, Lorrach PWg840 WB: 1:800
Maus anti-Rpt4 Enzo, Lorrach PW&830 WB: 1:2500
Maus anti-Troponin I Abcam, Cambridge, UK ab19615 [HC: 1:400
Maus anti-o7 Enzo, Lorrach PW&110 WB: 1:2500
Maus anti-o-Actinin Sigma-Aldrich AT811 WB: 1:2000
[HC: 1:1500
Maus anti-g1 Abcam, Cambridge, UK ab58081 WB: 1:1667
Maus anti-3-MHC Merck Millipore MAB1628 WB: 1:5000
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2.12 Sekundarantikorper

Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr. Verdiinnung
Esel anti-Hase Cy5 Dianova, Hamburg 711-175-152 [HC: 1:500
Esel anti-Maus Cy3 Dianova, Hamburg 715-165-151 [HC: 1:1000
Ziege anti-Hase HRP Abcam, Cambridge, UK  ab97051 WB: 1:20000
Ziege anti-Maus HRP Abcam, Cambridge, UK  ab98717 WB: 1:10000
2.13 Farbstoffe
Farbstoffe wurden nach Anweisungen des Herstellers gelost.
Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr. Verdiinnung
Weizenkeim-Agglutinin (WGA), Thermo Fisher =~ W11261 [HC: 1:500
Alexa Fluor® 488-Konjugat in PBS pH 74
Phalloidin, Alexa Fluor® 488- Thermo Fisher — A12379 [HC: 1:40
Konjugat in PBS pH 74 +
1% Ziegenserum
CyDye™ Farbstoffe GE Healthcare,  25-8010-65  DIGE: 400 pM
Freiburg
4' 6-Diamidin-2-phenylindol Life Technolo- D1306 [HC: 1:5000
(DAPT) gies, Darmstadt in PBS pH 74

24



3 Methoden

3.1 Tierexperimentelle Arbeiten

Die tierexperimentellen Arbeiten wurden auf Grundlage der Genehmigung des Regie-
rungsprasidiums Karlsruhe unter dem Aktenzeichen 35-9185.81 fiir die Projekte G-
194/11, T-65/13, T-66/14 und T-70/15 durchgefiihrt.

3.1.1 Lmp2-Gentransfer

Um Verdnderungen der Pathogenese in Lmp2 Knock-out-Mausen myokardialem Lmp2
zuordnen zu kénnen, wurde Lmp2 spezifisch im Myokard von Lmp2-Knock-out-Mausen
re-exprimiert. Fir diesen Gentransfer wurden Adeno-assoziierte Viren des Serotyps 9
(AAV9) und ein Vektor mit Kardiomyozyten-spezifischem, rekombinantem Myosin-
leichte-Ketten-Promoter verwendet. Als Kontrolle wurde ein Luciferase-Gen anstelle
von Lmp2 transferiert. Die Tiere wurden randomisiert unter Verblindung des Experi-
mentators und Planung durch Dr. Oliver Drews, Institut fiir Physiologie und Patho-
physiologie, Medizinische Fakultit Heidelberg, in die Gentransfer-Gruppen eingeteilt.
Das Lmp2-Insert wurde von Dr. Franziska Koser, Institut fiir Physiologie und Patho-
physiologie, Medizinische Fakultit Heidelberg, generiert.'?! Die Viren wurden von Dr.
Andreas Jungmann und Prof. Dr. Oliver Miiller, Abteilung Innere Medizin III, Univer-
sitatsklinik Heidelberg, zur Verfiigung gestellt.!?*12¢ Die Genfihren wurden vier Wo-
chen vor Hypertrophie-Induktion mit einem rechnerischen Titer von 10! vg per

Schwanzveneninjektion von Bianca Neu oder Ulrike Géartner, IBF, appliziert.

3.1.2 Isoprenalin-induzierte Hypertrophie

Kardiale Hypertrophie wurde durch Isoprenalin induziert, welches fiir 7 Tage durch
mikro-osmotische Pumpen mit einer Rate von 30 mg/kg/d subkutan freigesetzt wurde.
In dieser Dosierung 16st Isoprenalin kardiale Umbauprozesse mit erhohter systolischer
Funktion aus'® und eignet sich daher, um durch etwaige Abnahme der systolischen
Funktion schwereres Remodelling und vorzeitige Herzinsuffizienz zu diagnostizieren.'?!
Als Kontrolle dienten Sham-Tiere, deren Pumpe kein Isoprenalin, sondern nur Lo-
sungsmittel (PBS pH 4) enthielt. 12-13 Wochen alte C57Bl/6J-Mause wurden rando-
misiert unter Verblindung und Planung durch O. Drews in die Behandlungsgruppen

eingeteilt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der in vivo-Studic.

3.1.3 Pumpenpriparation und Operation

Die mikro-osmotischen Pumpen (ALZET® Modell 1002, Durect Corporation, Cuperti-
no/CA, USA), wurden nach Instruktionen des Herstellers von O. Drews befiillt. Die
Implantation erfolgte auf einer Wéarmeplatte (37 °C) paravertebral subkutan unter

Isoflurannarkose.

3.1.4 Echokardiographie

Einen Tag vor sowie am vierten und siebten Tag nach der Operation wurden kardiale
Anatomie und Funktion transthorakal echokardiographisch unter Isoflurannarkose (1-
3% bei 1 L/min Sauerstoff) mit Aufzeichnung von Herzfrequenz und Korpertemperatur
untersucht (VEVO® 2100 System mit MicroScan™ MS-550D Schallkopf, VisualSonics,
Toronto/ON, Kanada; Abbildung 5). Generell wurden drei aufeinanderfolge Herzzyklen
unter Aussparung der Atmung analysiert. Die verwendeten Aufnahmeeinstellungen
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Zur Auswertung der Aufnahmen wurde die
VEVO® 2100-Software verwendet. Tabelle 2 listet die im Rahmen der hier dargestell-

ten Analysen angewandten Berechnungen.
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{ nmuﬁ'.l\"

LVET Diastole

Abbildung 5: Reprasentative Aufnahmen echokardiographischer Analysen. Fiir die Analyse von Anatomie, Kon-
traktion und Strain wurden zuerst Aufnahmen im B-Modus in parasternaler langer Achse (PSLAX) (A) und kurzer
Achse (SAX) (B) generiert und anschliefend die Herzmitte im Querschnitt im M-Modus zeitlich aufgelost (C). Die
diastolische Funktion wurde im apikalen Vierkammerblick (APIC4) analysiert. Fir ventrikuldre Einstrom-
geschwindigkeiten wurde im Farb-Doppler der maximale Fluss geortet (D) und dieser mit Pulsed Wave (PW)-
Doppler zeitlich aufgelost (E). Die Geweberelaxationsgeschwindigkeit wurde am Mitralklappenannulus mit Gewebe-
Doppler analysiert (F & G). Zuletzt wurde in der suprasternalen langen Achse (SSLAX) die Auswurfgeschwindigkeit
an der Aortenklappe mit Farb- und PW Doppler aufgenommen (H & I). Die gelbe gestrichelte Linie stellt die Bild-
achse fiir zeitliche Auflosung dar. Skalen: vertikal: mm, horizontal: 50 ms, Geschwindigkeiten: weiff: 200 mm/s, gelb:
15 mm/s; Ao: Aorta, AoV: Aortenklappe, AW: Vorderwand, IVCT: isovolumetrische Kontraktionszeit, IVRT: isovo-
lumetrische Relaxationszeit, IVS: interventrikuldres Septum, LV: linker Ventrikel, LVET: linksventrikuldre Auswurif-
zeit, LVOT: linksventrikuldrer Ausflusstrakt, MV: Mitralklappe, RV: rechter Ventrikel, TV: Trikuspidalklappe.
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Tabelle 1: Aufnahmeecinstellungen fir echokardiographische Analysen mit dem VEVO® 2100 System.

PSLAX, SSLAX B-Modus SAX B-Modus
Frequenz 40 MHz Frequenz 40 MHz
Gain 25 dB Gain 25 dB
Bildtiefe 13,00 mm Bildtiefe 11,00 mm
Bildbreite 12,08 mm Bildbreite 9,08 mm
Dynamischer Bereich 60 dB Dynamischer Bereich 60 dB
PSLAX, SAX M-Modus APIC4 PW-Doppler
Frequenz 40 MHz Frequenz 32 MHz
Gain 25 dB Doppler-Gain 29 dB
Winkel 0° Winkel 0°
Dynamischer Bereich 60 dB Dynamischer Bereich 35 dB

APIC4

Gewebe-Doppler

SSLAX

PW-Doppler

Frequenz 32 MHz Frequenz 32 MHz
Doppler-Gain 25 dB Doppler-Gain 29 dB

Winkel 0° Winkel 30-45°
Dynamischer Bereich 30 dB Dynamischer Bereich 35 dB

Tabelle 2: Ubersicht der Berechnung funktioneller Parameter im Rahmen der durchgefiihrten

echokardiograpischen Analysen; LVID;s bzw. LVID;d: linksventrikuldrer innerer Durchmesser, endsystolisch und
enddiastolisch, L bzw. Lo: Distanz zweier Punkte auf dem Endokard in Systole und Diastole, IVRT: isovolumetrische
Relaxationszeit, vaov: Geschwindigkeit von Aortenausfluss und -regurgitation.

Parameter Berechnung
9% Verki frakti LVID;d — LVID;s
o Verkiirzungsfraktion LVIDd
% Endokardialer Strain 100 - 3
0
Strain Rate M
dt

Ende IVRT
Aortenregurgitation Vaoy * dt

Anfang IVRT
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3.1.5 Euthanasie und Organentnahme

Operierte Tiere wurden nach der Echokardiographie zum priméren Endpunkt der Stu-
die unter Isoflurannarkose per zervikale Dislokation euthanasiert. Nicht operierte Kon-
trolltiere (z.B. fir Basal-Untersuchungen) wurden ohne vorherige Untersuchung unter
[soflurannarkose per zervikale Dislokation euthanasiert. Herzen wurden entnommen, in

PBS pH 7,4 gereinigt, in fliissigem Stickstoff eingefroren sowie bei -80 °C gelagert.

Erginzend wurden Herzen randomisiert fiir histologische Analysen ausgewihlt. Diese
wurden im Querschnitt mittig geteilt. Die Herzspitze wurde darauthin in BDM-Losung
inkubiert und anschliefend mit der Schnittebene abwérts in NEG™-50 mit Isopentan
in flissigem Stickstoff als Kiithlmittel eingebettet und anschliefend bei -80 °C gelagert.
Die Gewebe-Einbettung wurde von O. Drews oder Anita Kiihner, Institut fiir Physio-

logie und Pathophysiologie, Medizinische Fakultidt Heidelberg, durchgefiihrt.

3.1.6 Hypertrophe Kardiomyopathie

In Kollaboration wurden weitere Hypertrophiemodelle analysiert. Familiare hypertro-
phe Kardiomyopathie (HCM) wurde durch homozygote Punktmutation (G>A) auf
dem letzten Nukleotid des Exon 6 auf dem Gen, welches kardiales Myosin-bindendes
Protein C3 kodiert, erzeugt.?? Die Herzen dieser Tiere wurden von Dr. Saskia Schlossa-
rek und Prof. Dr. Lucie Carrier, Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie, Uni-

versitatsklinik Hamburg-Eppendorf, zur Verfiigung gestellt.
3.2 Molekularbiologische Analysen

3.2.1 DNA-Isolation aus Schwanzbiopsien

Schwanzbiopsien wurden im Alter von ca. drei Wochen von Mitarbeitern der IBF zur
Verfligung gestellt. Die Biopsien wurden fiir 6-8 h in Lysepuffer inkubiert. Aus 50 pL
Extrakt wurde die DNA tiber Nacht in 70% v/v Ethanol, 83,3 mM Natriumacetat
bei -20 °C gefillt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Puffer-Zusammensetzung fir DNA-Fallung.

Uberstand nach Verdau 50 nL
100% Ethanol 125 uL
3 M Natriumacetat 5 pL
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Das Préizipitat wurde nach 15 min Zentrifugation bei 20 000 x g und 4 °C sowie Wa-
schen in 70% v/v Ethanol 20 min luftgetrocknet und in 50 pL. 10 mM TRIS-HCI
pH 8,5 aufgenommen. Die DNA-Ausbeute wurde im Anschluss in Triplikaten UV-

spektrometrisch bestimmt.

3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Agarose-Gelelektrophorese

Ca. 50-200 ng DNA wurden amplifiziert, um den Lmp2-Genotyp der Mause zu be-
stimmen. Dazu wurde folgender PCR-Mix angesetzt, um das Lmp2- bzw. das Neomy-
cin-Resistenzgen zu detektieren:

Tabelle 4: PCR-Mix zur Feststellung des Lmp2-Genotyps.

Volumen Endkonzentration
Wasser 14,2 nLL —
5x Phusion™ HF-Puffer 4,0 pL 1,5 mM MgCl,
dANTP-Stammlésung 10 mM 0,2 pL 100 pM
Forward Primer 10 pM 0,2 nL 100 nM
Reverse Primer 10 pM 0,2 nL 100 nM
Phusion™ Polymerase 2 U/pL 0,2 nL 0,02 U/uL
DNA-Lo6sung 1,0 nLL ~2,5-10,0 ng/pL
Reaktionsvolumen 20,0 pL

Die PCR wurde nach dem in Tabelle 5 aufgefiihrten Cycler-Protokoll durchgefiihrt.
Das PCR-Produkt anschliefend 90 min bei 80 V in einem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte durch UV-Detektion.

Tabelle 5: Cycler-Protokoll zur Lmp2-Genotypisierung.

Primer-Paar: Lmp2-2 & Lmp2-4 Lmp2-3 & NeoA
Lmp2/Wildtyp Neomycin/Lmp2 Knock-out
Reaktionsschritt Dauer Temperatur Dauer Temperatur
Initiale Denaturierung 1 min 94 °C 1 min 94 °C
= Denaturierung 1 min 94 °C 1 min 94 °C
E» Annealing 1 min 55 °C 1 min 65 °C
23 Elongation 3 min 72 °C 3 min 72 °C
Abschlieende Elongation 10 min 72 °C 10 min 72 °C
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3.3 Proteinbiochemische Analysen

3.3.1 Extraktion und Fraktionierung von Proteinen aus Gewebe

Die gefrorenen Gewebeproben wurden in 1,5 mL stabilisiertem Homogenisierungspuffer
durch 25 Umdrehungen im Glashomogenisierer auf Eis zermahlen. Die so gewonnene
Fraktion diente als Rohextrakt. Der Uberstand nach 60 min Ultrazentrifugation bei
100 000 x g und 4 °C diente als Zytosol (zur Validierung siehe Abbildung 6). Solubili-
sierung schlecht loslicher Proteine in linger gelagertem Rohextrakt wurde durch 1:2-
Verdiinnung des Rohextrakts mit Homogenisierungspuffer + Protease-Inhibitor und
anschliefender 1:2-Verdiinnung mit 2-D-Lysepuffer erzielt. Unlosliche Bestandteile

wurden 10 min bei 15 000 x g und 4 °C abzentrifugiert.

3.3.2 Protein-Fallung

Solubilisierte Rohextrakte wurden mithilfe des 2-D Clean-Up Kits (GE Healthcare,
Freiburg) nach Anweisung des Herstellers gefallt. 100 pL. Ausgangsvolumen wurden

gefillt und in 40 plL TRIS-Lysepuffer aufgenommen.

&
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&\?’+ &
o KN
< 4
WB: Ca,1.2 : — 250 kDa WB: Desmin
Ponceau S : — 250 kDa Ponceau S
WB: B-MHC IZI —250kDa 6. GAPDH
Ponceau S — 250 kDa Ponceau S
WB: a-Actinin : — 100 kD WB: MCIP1 E
a — 25 kDa
100 kDa 95 kDA
— 75 kDa .
| — 75 kDa
Ponceau S | Ponceau S — 15 kDa

Abbildung 6: Reprasentative Detektion von Marker-Proteinen in Zytosol und frischem, nicht solubilisiertem
Rohextrakt unbehandelter Kontrolltiere. Nachgewiesen wurden B-Myosin, schwere Kette (3-MHC), a-Actinin und
Desmin als Marker von Proteinen kontraktiler Strukturen, L-Typ Calcium-Kanal, Untereinheit alc (Cavl.2), als
Marker membrandser Strukturen, GAPDH und Seras-phosphoryliertes NFATc1 (pNFATc1) als zytosolische Marker,
MCIP1 als hasal Kernmembran-assoziiertes Protein und Histon H3 als Marker nukledrer Proteine in 1-50 g Extrakt
(dabei jeweils gleiche Lademenge fiir Rohextrakt und Zytosol). Die Menge nicht-zytosolischer Proteine im Zytosol
liegt im Bereich der verwendeten Nachweisgrenze. Die fiir das Zytosol charakteristischen Proteine pNFATcl und
GAPDH sind im Zyvtosol bei gleicher Lademenge angereichert gegeniiber dem Rohextrakt.
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3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in wéssrigen Extrakten erfolgte anhand der
Methode nach Bradford.'* Die Messung erfolgte jeweils in Triplikaten gegen eine BSA-
Standardgerade.

Tensid- und Harnstoff-haltige Extraktionen wurden mithilfe des Biorad DC Protein
Assay verwendet, welcher auf einer Modifikation der Methode nach Lowry'* beruht.
Die Anwendung erfolgte nach Instruktionen des Herstellers im Mikrotiterplattenformat

bei einer Anregung mit 750 nm in Duplikaten gegen eine BSA-Standardgerade.

3.3.4 Proteasom-Aktivitatsassays

Die proteolytischen Aktivititen der Proteasomkomplexe wurden nach etablierten Pro-
tokollen bestimmt.®> 1% Nicht-proteasomale Aktivitaten wurden durch Einsatz von spe-
zifischen Proteasominhibitoren gemessen. Die Netto-Aktivitit als Differenz der gemes-
senen Aktivititen mit und ohne Inhibitor wurde als spezifische proteasomale Aktivitéit

betrachtet.

Die Probe (Zytosol; 25 ng) wurde mit oder ohne Inhibitor (Chymotrypsin-, Trypsin-
artig: 10 bzw. 20 pM Epoxomicin; Caspase-artig: 30 pM Z-Pro-Nle-Asp-H) fir 30 min
bei Raumtemperatur abgedunkelt in 26S-Assay-Puffer inkubiert, um die spezifische
Proteasominhibierung zu erméglichen. Nach Aquilibrierung fiir 15 min auf Eis wurde
das jeweilige Reporterpeptid (Endkonzentration: 100 pM) hinzugegeben und die pro-
teasomalen Aktivititen via die AMC-Akkumulation tiber 90 min bestimmt. Die Mes-
sung erfolgte alle 5 min (FluoroSkan Ascent, Thermo Fisher, Langenselbold) bei 390
nM Anregungs- und 460 nM Emissionswellenlénge in Triplikaten gegen eine AMC-
Standardgerade. Anhand der linearen Phase der Enzymkinetik wurde die proteolytische

Aktivitat berechnet.

3.3.5 Eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Rohextrakt oder Zytosol (1-50 pg) wurden mit 5x Ladepuffer fiir 5 min bei 95 °C und
anschlieendem Schockkiihlen auf Eis denaturiert. Danach wurden die Proben mit 1x
Laufpuffer bei 100 V (Minigele) bzw. je 10 mA (20 cm x 20 cm) elektrophoretisch tiber
Polyacrylamid aufgetrennt (je nach Grofile der Zielmolekiile 8-12,5% Acrylamid, 3,3%
Crosslinker). Als Groflenstandard wurden 2 pL Precision Plus Dual Color (Biorad,

Dreieich) in 5x Ladepuffer und Homogenisierungspuffer ohne Erhitzen verwendet.
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3.3.6 Western Blot und Detektion

Nach erfolgter PAGE wurde das Trenngel in Transferpuffer dquilibriert und die Prote-
ine anschlieBend per Wet blot-Verfahren auf eine 0,2 pm Nitrozellulose-Membran
transferiert.'” Der Transfer erfolgte unter Kithlung und Rithren bei 80 V (Minigele) je
nach GroBe der zu detektierenden Proteine fiir 60-120 min bzw. bei 30 V (20 cm X
20 cm) fiir 8 h. AnschlieBend wurde die Membran kurz in Wasser gewaschen und ge-

trocknet.

Fiir die Gesamtproteinfarbung zur Normalisierung wurde die Membran rehydriert, mit
Ponceau S gefarbt, mit Wasser entfarbt und anschliefend in Milch blockiert. Danach
wurde mindestens 4 h mit Primérantikérper in Milch inkubiert, 3x 10 min in TBST
gewaschen, 1 h mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikérper in Milch
inkubiert, 3x 15 min in TBST gewaschen und entwickelt. Dafiir wurde Amersham
ECL Prime-Losung nach Anweisung des Herstellers verwendet. Es wurde die Intensitéit
der entstehenden Chemolumineszenz semi-quantitativ ermittelt und im Verhéltnis zur
Ponceau S-Intensitiat oder adaquater Markerproteine quantifiziert. Die Auswertung

erfolgte mit der ImageQuantTL®-Software (GE Healthcare, Freiburg).

3.3.7 Zweidimensionale differenzielle Gelelektrophorese (DIGE)

Das DIGE-Experiment wurde im Wesentlichen von O. Drews nach publizierten Proto-
kollen durchgefithrt.® '* Die isoelektrische Fokussierung wurde auf linearen Immobi-
lin® pH 3-10, 18 cm Gelstreifen durchgefiihrt. Die anschliefende PAGE wurde in ei-
nem 12,0% Acrylamid-Gel (2,6% Crosslinker) durchfiihrt

Die Detektion erfolgte mittels eines Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, Freiburg).
Die Auswertung wurde mit der DeCyder®-Software (GE Healthcare, Freiburg) durch-
gefithrt. Relevante Spots wurden nach Coomassie- bzw. Silberfarbung fiir die weitere

massenspektrometrische Analyse ausgestanzt.

3.3.8 Gel-Fixierung und Farbung

Die Gele wurden iiber Nacht in Fixierlosung inkubiert. Fiir Coomassie- bzw. Silber-

Féarbung wurden folgende Protokolle angewendet:
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Tabelle 6: Protokoll der Coomassic-Farbung von Gelen.

Schritt Medium Dauer
Waschen Wasser 10 min

Férben Coomassie Brilliant Blue-Losung 20 min
Waschen Wasser 10 min
Entférben Entfarbelosung 1 20 min
Waschen Wasser 10 min
Entfarben Entfarbelosung 2 iitber Nacht

Tabelle 7: Protokoll der Silber-Farbung von Gelen nach Blum ct al.'®

Schritt Medium Dauer
Waschen Wasser 2x 20 min
Aktivieren Sensitizer-Losung 1 min
Waschen Wasser 2x 20 s

Farben Silber-Losung mindestens 20 min
Waschen Wasser 2x 1 min
Entwickeln Developer-Losung 3-10 min

(visuelle Kontrolle)
Waschen Wasser 1 min
Deaktivieren Stop-Reagenz 30 min

3.4 Histologische Analysen

3.4.1 Anfertigen kardialer Querschnitte

Die histologischen Experimente wurden unter der Anleitung von O. Drews und von

Lidia Jost, Institut fiir Physiologie und Pathophysiologie, Medizinische Fakultit Hei-

delberg durchgefithrt. Es wurden 14 pm dicke Schnitte im Microtom in technischen

Duplikaten pro Herz von der Herzmitte nach apikal angefertigt. Diese wurden an-

schliefend 15 min im Kiihlschrank inkubiert und 5 min in PBS pH 7,4 gewaschen. Im

Anschluss wurde 30 min in 4% Paraformaldehyd-Losung bei Raumtemperatur fixiert,

3x 5 min in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden dann anschliefend 2 h blockiert. Als

Néchstes wurde fiir 3x 5 min in PBS gewaschen. Im Anschluss wurde 4 h mit Pri-

marantikorper bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 3x 5 min in PBS gewa-
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schen, gefolgt von 2 h Inkubation mit Sekundarantikorper. Fiir Messung der Zellgrofie
wurde statt Antikorper 2 h mit WGA inkubiert. Dann wurde 3x 10 min mit PBS ge-
waschen. Abschliefend wurde nach Bedarf 20 min Phalloidin-Losung inkubiert, 2x 10
min in PBS gewaschen, 10 min mit DAPI-Loésung inkubiert, 10 min gewaschen und in

Mowiol-Losung eingedeckelt.

3.4.2 Mikroskopie

Die gefarbten Schnitte wurden konfokal mit 20-facher Vergroflerung unter Messung der
Fluoreszenz mikroskopiert. Von jedem Duplikat wurden drei représentative Bereiche
aufgenommen und der Anteil der immunhistochemisch gefiarbten Bereiche (Flache und
Signalintensitat) bestimmt. Je nach Auswertung wurde ggf. das Signalvolumen nach
Flachen-% x Grauwertintensitat berechnet. Kollagen wurde aufgrund der interstitiellen
Einlagerung auf 100 Kardiomyozyten normalisiert, da aufgrund der beobachteten Hy-
pertrophie des Zellquerschnittes in gleich grofien repréisentativen Ausschnitten ver-
schiedener Gruppen weniger Kardiomyozyten und daher auch weniger Interstitium
vorliegt. Die Ungleichméafiige Troponin I-Lokalisation wurde durch Zahlen betroffener
Kardiomyozyten im Verhaltnis zur Gesamtzahl analysiert. Von jedem Schnitt wurden
mindestens drei Aufnahmen verwendet. Kardiomyozytenquerschnitt und -lange wurden
in 120 bzw. 72-79 Zellen pro Herz ausgemessen. Die Auswertung erfolgte mithilfe der

xcellenceRT®- und CellSense Dimension®-Software (Olympus, Hamburg).

3.5 Statistik

Wenn nicht ausdriicklich anders angegeben, wurden die erhobenen Daten als Mittel-
wert mit Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Der statistische Vergleich zweier
Gruppen erfolgte mithilfe des zweiseitigen, heteroskedastischen Student’schen t-Tests
(wenn anwendbar, gepaart). Hierbei wurde eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit
kleiner 5% (p<0,05) als signifikant, eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit von kleiner
1% (p<0,01) als hoch signifikant angesehen. Mehr als zwei Gruppen (betrifft 2-D-
DIGE) wurden mit zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) innerhalb der DeCyder
7.2-Software statistisch verglichen. Diese basiert auf einer Priifung zweier Faktoren auf
Abhéngigkeit durch Analyse der Varianzen betreffender Gruppen. Es wurde die Null-
hypothese getestet, dass Isoprenalin-Behandlung in Kombination mit Genotyp keinen

anderen Einfluss hat als einer der Faktoren alleine. Eine Uberschreitungswahrschein-
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lichkeit kleiner 5% (p<0,05) wurde als signifikant, eine Uberschreitungswahrscheinlich-

keit von kleiner 1% (p<0,01) als hoch signifikant angesehen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der verwendeten Signifikanztests. Mit t-Tests wurden jeweils
zwel Gruppen unabhidngig verglichen, wihrend mit zweifaktoricller ANOVA zuerst dic Faktoren (Geno-
typ und Behandlung) unabhingig sowic danach auf Abhangigkeit untersucht wurden.
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4 FErgebnisse

4.1 Induktion von Lmp2 bei hypertropher Kardiomyopathie

Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) wurde durch kardiale Hypertrophie (links-
ventrikulare Masse zu Korpergewicht ca. 89% Zunahme gegentiber Wildtypen, p<0,01,
n=10)% und Verlust systolischer Funktion (Verkiirzungsfraktion des Ventrikelquer-
schnitts ca. 64% Verlust gegeniiber Wildtypen, p<0,01, n=10)% charakterisiert. Es
konnte eine signifikant erhohte Abundanz von Lmp2 im Myokard gegeniiber den Wild-

typmaéusen festgestellt werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Untersuchung der Lmp2-Regulation bei HCM. Lmp2 wurde per Western Blot quantifi-
ziert und auf GAPDH normalisiert (links). Rechts: reprasentative Western Blot-Aufnahme; **p<0,01
gegeniiber Wildtvp-Kontrolle, Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n>4.

4.2 Phanotypisierung von Lmp2 Knock-out-Mausen

Der Lmp2-Genotyp wurde per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) tiberpriift, indem die
Bande eines Lmp2-Genabschnitts oder eines Neomycin-Resistenzgenabschnitts qualita-
tiv nachgewiesen wurde (Abbildung 9). Reprisentativ wurde die Lmp2-Expression im
Wildtyp per Western Blot nachgewiesen. Im Weiteren wurde iiberprift, ob durch
kompletten Verlust von Lmp2 die myokardiale Abundanz von (1 reguliert wird. Zum
Vergleich wurde ebenfalls die Abundanz von «7 untersucht. Bei beiden konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Lmp2 Knock-out-Méausen und Wildtypen festge-

stellt werden.

SDaten zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Lucie Carrier, Experimentelle Pharmakologie und Toxi-
kologie, Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf
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Abbildung 9: Basaluntersuchung proteasomaler Untereinheiten in Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Mausen.
A: Lmp2-Genotypisierung per PCR (links) und reprisentative Uberpriifung der Lmp2-Abundanz im Western Blot
(rechts). Der Knock-out wurde in der PCR durch Anwesenheit der Neomycin-Kassette (NeoA) nachgewiesen. Im
Western Blot wurde eine Spur THP1-Zelllysat als Positivkontrolle hinzugefiigt. B: Untersuchung der Abundanz
von B1 und «7. Die Quantifizierung erfolgte per Western Blot und wurde auf Gesamtprotein (Ponceau S) normali-
siert. Rechts: Reprisentative Aufnahmen; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=4.

Ob der Verlust von Lmp2 die kardiale Entwicklung verandert, wurde makroskopisch

anhand des Korper- und Herzgewichts beurteilt (Abbildung 10). Hier wurde kein Un-
terschied festgestellt.

Bei der echokardiographischen Analyse der kardialen Anatomie sowie systolischer und

diastolischer Funktion wurde ebenfalls kein Unterschied festgestellt (Abbildung 11).
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Abbildung 10: Vergleich von Korpergewicht und Herzgewicht unbehandelter Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-
Mausc; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n>17.
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Abbildung 11: Echokardiographische Untersuchung der Basalfunktion von Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-
Maiusen; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>18.
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4.3 Analyse kardialer Funktion im Isoprenalinmodell

4.3.1 Systolische Funktion

Der Einfluss des globalen Verlusts von Lmp2 auf die kardiale Funktion wurde darauf-
hin unter kontinuierlicher Isoprenalin-Stimulation fiir sieben Tage untersucht. Dabei
wurde sowohl in Wildtyp- als auch Lmp2 Knock-out-Miusen nach vier Tagen ein deut-
licher Anstieg der Herzfrequenz beobachtet, der bis zum Versuchsende aufrechterhalten
werden konnte (Abbildung 12). Ebenfalls reagierten beide Gruppen mit einer gleichmé-
Big erhohten systolischen Funktion nach vier Tagen (ca. 35% erhohte Verkiirzungsfrak-
tion gegentiber Versuchsbeginn). Allerdings konnten nur Wildtypméause die erhohte
Kontraktilitat tiber sieben Tage aufrechterhalten, wéihrend diese in Lmp2 Knock-out-
Tieren bis unter das Ausgangsniveau sank (ca. 13% Verlust gegeniiber Versuchsbeginn

und ca. 32% Verlust gegentiber behandelten Wildtypméusen).

Der maximale circumferentielle Strain sowie dessen Geschwindigkeit (Strain Rate) wa-
ren wie die Verkiirzungsfraktion in beiden Gruppen nach vier Tagen gleichmafig er-
hoht, nach sieben Tagen allerdings wurde ein Abfall von Strain und Strain Rate in

Lmp2 Knock-out Tieren beobachtet (Abbildung 13).

4.3.2 Diastolische Funktion

Neben der systolischen wurde auch die diastolische Funktion analysiert. Hier zeigten
Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Méause nach vier Tagen einen gleichméafiigen Anstieg
der passiven und aktiven Ventrikelfiillung gegeniiber Versuchsbeginn (Abbildung 14).
Nach sieben Tagen allerdings war das E/A-Verhéltnis in Lmp2 Knock-out-Tieren deut-
lich erhoht (ca. 47% Zunahme gegeniiber Wildtypméausen). Diese Veranderung wurde
mafigeblich von der spiten, aktiven Ventrikelfilllung (A-Welle) verursacht, da die E-
Welle in Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren auch nach sieben Tagen erhoht war,
die A-Welle nach sieben Tagen allerdings in Lmp2 Knock-out-Tieren wieder reduziert
war (ca. -32% gegeniiber Wildtypméusen, Abbildung 14 und Abbildung 15). In Ergan-
zung wurde untersucht, ob eine Aortenregurgitation wihrend der diastolischen Ventri-
kelfilllung auftritt. Hier wurden das Volumen-Zeit-Integrals des linksventrikuliaren Aus-
flusstraktes (LVOT) in der Aorta nach der Systole (Tabelle 8, Abbildung 15) sowie
dessen Durchmesser (Tabelle 8, Abbildung 16) untersucht. Es konnten keine Unter-
schiede zwischen Isoprenalin-behandelten Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren festge-

stellt werden.
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Abbildung 12: Untersuchung von Herzfrequenz und systolischer Funktion von Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-

Mausen im Verlauf der Isoprenalinbehandlung. Die Tiere wurden echokardiographisch basal (BL) sowie vier und
sieben Tage nach der Implantation der mikro-osmotischen Pumpen untersucht. Die Daten wurden im M-Modus der
parasternalen langen Achse (PSLAX) ausgewertet. Die orange-gestrichelte Linie illustriert das Ausgangsniveau. Un-
ten: Reprasentative PSLAX M-Modus Aufnahmen nach siebentédgiger Behandlung; Skalen: vertikal: mm, horizontal:
50 ms; **p<0,01 gegeniiber BL, *p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Wildtypmausen, Mittelwert - Fehler des
Mittelwerts, n>8.
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Abbildung 13: Analyse des circumferentiellen endokardialen Strains sowie reprasentative Aufnahmen in der
circumferentiellen Achse nach sieben Tagen Isoprenalinbehandlung. Das Endokard (gelbe Punkte) verschiebt sich
wahrend des Herzzyklus auf den griin dargestellten Bahnen (A). Verglichen wurde der Abstand zweier Punkte wah-
rend der Diastole (weifler Bogen) und Systole (oranger Bogen). Der Verlauf von circumferentiellem Strain (B) und
Strain Rate (C) im Herzzyklus ist vor dem Hintergrund der Verkiirzung im M-Modus illustriert; daraus resultiert eine
unterschiedliche Skalierung bei Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren; *p<0,05 gegeniiber BL, 'p<0,05 gegeniiber

Isoprenalin-behandelten Wildtypen, Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=5.
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Abbildung 14: Untersuchung der diastolischen Funktion von Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Mausen im Ver-
lauf der Isoprenalinbehandlung. Das E/A-Verhéltnis wurde basal (BL) sowie vier und sieben Tage nach der Im-
plantation der mikro-osmotischen Pumpen bestimmt. Die orange-gestrichelte Linie illustriert das Ausgangsniveau;
**p<0,01 gegeniiber BL, 'p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Wildtypmaéusen, Mittelwert & Fehler des Mittel-

werts, n>8.

Zuletzt wurde die maximale diastolische Strain Rate in circumferentieller Richtung
bestimmt. Diese war nach vier Tagen gleichméfig erhoht (wenn auch nicht signifikant
in Lmp2 Knock-out-Tieren), nach sieben Tagen jedoch wieder reduziert in Lmp?2

Knock-out- Tieren (Abbildung 17).
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Tabelle 8: Analyse einer moglichen Aortenregurgitation durch Messungen am linksventrikuldren Ausflusstrakt
(LVOT); *p<0,05, *p<0,01 gegentiber BL, Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n>4.

Wildtyp Lmp2 Knock-out
LVOT (systolisch) (mm) 1,32+0,03 1,34+0,05
1,4240,03** 1,4840,08*
1,50+0,07** 1,56+0,06**
Aortenregurgitation (mm) 1,8+0,3 1,9+0,3
1,604 2,040,3
1,940,7 2,140,2

1200 mm/s

800 mm/s

400 mm/s

PW-Doppler
Mitralklappe

0 mm/s

1600 mm/s

LvoT

800 mm/s

PW-Doppler:

0 mm/s

EKG

Abbildung 15: Reprasentative Aufnahmen der PW-Doppler-Messung nach sieben Tagen Isoprenalinbehandlung.
Untersucht wurden linksventrikuldre Flllung im apikalen Vierkammerblick sowie eine mogliche Aortenregurgitation

in der suprasternalen langen Achse; Skala: 50 ms.

44



Ergebnisse

— 30

(1] * %*
— 2L 25 1
09
— 25 = 20 A
n ]
T5© 15 -
_ © g £ 10 A
EOC
g oV
= 0 '
- BL 4 7 BL 4 7 Tage
Wildtyp Lmp2
- Knock-out
Abbildung 16: Reprasentative Aufnahmen Abbildung 17: Analyse der diastolischen endokardialen Strain
der LVOT-Weite nach sicben Tagen Isop- Rate in Isoprenalin-behandelten Tieren; *p<0,05 gegeniiber
renalin; Skala: mm. BL, 'p<0,05 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Wildtypméusen,

Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>5.

4.4 Phanotypisierung nach kardiotroper Rekonstitution von Lmp2

Um den beobachteten Phanotyp einer verschlechterten kardialen Funktion in der Folge
von chronischer Isoprenalinstimulation bei globalem Verlust von Lmp2 spezifisch dem
Fehlen von Lmp2 in den Herzmuskelzellen zuordnen zu koénnen, wurde Lmp2 kardi-
otrop rekonstituiert. Hierfiir wurde ein Kardiomyozyten-spezifischer Gentransfer
(AAV9 mit rekombinantem Myosin-leichte-Ketten-Promotor) verwendet, mit dem

entweder Lmp2 oder als Kontrolle Luciferase exprimiert wurden.

Um die basale Lmp2-Expression zu tberpriifen, wurde Lmp2 per Western Blot detek-
tiert. Hier wurde die Abundanz zweier Banden (Lmp2-Propeptid und prozessiertes
Lmp2) nachgewiesen (Abbildung 18). Die Abundanz von prozessiertem Lmp2 bei
Sham-behandelten Lmp2 Knock-out-Tieren nach Lmp2-Transfer entsprach trotz grofe-
rer Streuung in etwa dem Niveau Sham-behandelter Wildtypméuse. Erganzend wurde
die Abwesenheit von Lmp2 bei Luciferase-Gentransfer anhand negativer Western Blot-

Detektion bestétigt (vgl. Abbildung 9A).

Der erfolgreiche Gentransfer des Luciferase-Kontrollvehikels wurde mit dem Nachweis
von Renilla Luciferase iiberpriift. Eine Regulation von Luciferase durch Isoprenalin

konnte nicht festgestellt werden (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Expression von Lmp2 nach kardiotroper Rckonstitution. Untersucht wurde dic Abundanz von
Lmp2 Sham-Behandlung im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe, um auf dic basale Expression nach Transfer schlicen zu
konnen. Nach Lmp2-Transfer konnten zwei Formen von Lmp2 nachgewiesen werden: Lmp2-Propeptid (obere Bande)
sowie prozessiertes Lmp2 (untere Bande). Die Detektion des Propeptids wird durch eine unspeszifische Bande knapp
oberhalb erschwert, vgl. die Spuren der Wildtyp- und Luciferase-Kontrolltransfergruppen. Prozessiertes Lmp2 wurde

auf Gesamtprotein (Ponceau S) normalisiert und quantifiziert; Mittelwert 4+ Fehler des Mittelwerts, n>3
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Abbildung 19: Untersuchung der Luciferase-Abundanz. Renilla Luciferase wurde auf Gesamtprotein (Ponceau S)
normalisiert und quantifiziert; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>5.

Da beide Genfdhren zu einer myokardialen Expression fiihrten, wurde als néchstes
echokardiographisch tberpriift, ob sich die basale kardiale Funktion und Anatomie
abhéngig vom Gentransfer unterscheidet. Hierbei wurde kein Unterschied in der kar-
dialen Anatomie sowie bei der systolischen bzw. diastolischen Funktion zwischen

Lmp2- und Luciferase-Transfer festgestellt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Echokardiographische Untersuchung der Basalfunktion von Lmp2 Knock-out-Tieren nach Lmp2-

bzw. Luciferase-Gentransfer; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=16.

4.5 Untersuchung der Herzfunktion im Isoprenalinmodell nach

4.5.1 Systolische Funktion

kardiotroper Rekonstitution von Lmp2

Ob der Rescue von Lmp2 unter hypertropher Stimulation die systolische Funktion auf-

rechterhalten kann, wurde daraufhin echokardiographisch untersucht. Dabei wurde

sowohl nach Lmp2- als auch Luciferase-Transfer und vier Tagen Isoprenalinexposition

ein deutlicher Anstieg der Herzfrequenz beobachtet, der tiber sieben Tage aufrecht-

erhalten werden konnte (Abbildung 21). Beide Gruppen zeigten auflerdem eine um ca.

33% erhohte Verkiirzungsfraktion nach vier Tagen, allerdings konnte diese nur durch
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Abbildung 21: Untersuchung von Herzfrequenz und systolischer Funktion von Lmp2 Knock-out-Tieren nach
Lmp2- bzw. Luciferase-Gentransfer im Verlauf der Isoprenalinbehandlung. Die Tiere wurden echokardiographisch
basal (BL) sowie vier und sieben Tage nach der Implantation der mikro-osmotischen Pumpen untersucht. Die Daten
wurden im PSLAX M-Modus ausgewertet. Die orange-gestrichelte Linie illustriert das Ausgangsniveau; **p<0,01
gegeniiber BL, 'p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Luciferase-Kontrollen, Mittelwert + Fehler des Mittel-

werts, n>6.

Lmp2-Rekonstitution bis zum Versuchsende aufrechterhalten werden (ca. 33% verbes-

serte  systolische Funktion gegeniiber Luciferase-Kontrolltransfer). Isoprenalin-
behandelte Tiere, in denen Lmp2 kardiotrop rekonstituiert worden war, unterschieden
sich in der systolischen Funktion somit nicht von identisch behandelten Wildtypméu-
sen, wahrend der Luciferase-Gentransfer keinen Unterschied gegeniiber Lmp2 Knock-

out-Tieren ohne Gentransfer erbrachte (vgl. Abbildung 12).

4.5.2 Diastolische Funktion

Ebenfalls wurde tiberpriift, wie die Rekonstitution von Lmp2 den Verlauf der diastoli-

schen Funktion im Isoprenalinmodell beeinflusst. Nachdem beide Gruppen nach vier
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Abbildung 22: Untersuchung der diastolischen Funktion von Lmp2 Knock-out-Tieren nach Lmp2- bzw. Luci-
ferase-Gentransfer im Verlauf der Isoprenalinbehandlung. Das E/A-Verhéltnis wurde basal (BL) sowie vier und
sieben Tage nach der Implantation der mikro-osmotischen Pumpen bestimmt. Die orange-gestrichelte Linie illustriert
das Ausgangsniveau; *p<0,05, **p<0,01 gegeniitber BL, *p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Luciferase-

Kontrollen, Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>6.

Tagen ein unverdndertes E/A-Verhaltnis aufwiesen, war dieses nach sieben Tagen und

Luciferase-Gentransfer durch Abnahme der A-Welle signifikant erhoht, konnte durch

Lmp2-Gentransfer aber auf Ausgangs- und somit Wildtypniveau gehalten werden

(Abbildung 22, vgl. Abbildung 14)
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4.6 Analyse kardialer Umbauprozesse in Abhangigkeit von Lmp2

4.6.1 Entwicklung kardialer Hypertrophie

Kardiale Hypertrophie wurde anhand des Herzgewichts im Verhéltnis zum Korperge-
wicht beurteilt. Hier entwickelten Wildtypméuse durch die Isoprenalinbehandlung eine
signifikante Zunahme von ca. 20% gegeniiber Sham-Behandlung (Abbildung 23). Die
Zunahme bei Lmp2 Knock-out-Tieren lag bei ca. 32%, sodass der Zuwachs um ca. 65%
gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen erhoht war. Nach Lmp2-Transfer wurde eine signi-
fikante Zunahme von ca. 20% beobachtet (damit ca. 40% verringert gegentiber den
Lmp2-Knock-out-Tieren), wahrend das Verhéltnis nach Luciferase-Gentransfer um ca.

33% zunahm (ca. 67% erhoht gegentiber dem Lmp2-Gentransfer).

Um die Anderungen des Gesamtherzgewichts auf anatomischer Ebene nachvollziehen
zu konnen, wurden die linksventrikulare Hinterwanddicke sowie der diastolische

Ventrikeldurchmesser im Verlauf der Isoprenalinbehandlung echokardiographisch un-

tersucht.
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Abbildung 23: Herzgewicht zu Koérpergewicht in An- und Abwesenheit von Lmp2 nach Isoprenalinbehandlung.
Die orange-gestrichelten Linien approximieren das Sham-Niveau. Rechts: Reprasentative Aufnahmen der Herzen;
Skala: mm; **p<0,01 gegeniiber Sham, p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-hehandelten Vergleichsgruppen, Mittelwert 4
Fehler des Mittelwerts, n>6.

Abbildung 24: Linksventrikulare Hinterwanddicke und innerer Durchmesser im Verlauf der Isoprenalinbehand-
lung. Die Auswertung erfolgte im PSLAX M-Modus. Die orange-gestrichelte Linie stellt das Ausgangsniveau dar;
*p<0,05, *p<0,01 gegeniiber BL, p<0,05, *p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Luciferase-Kontrollen, Mittel-
wert + Fehler des Mittelwerts, n>6.
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Die Hinterwanddicke nahm unabhéngig von Lmp2 in den ersten vier Tagen signifikant
um 11-16% zu (Abbildung 24). Am Versuchsende konnte bei Lmp2 Knock-out-Tieren
eine um ca. 7% vergroferte Hinterwanddicke gegeniiber Wildtyp-Kontrolltieren festge-
stellt werden, wahrend diese nach Lmp2-Transfer um ca. 6% gegentiber dem Lucifera-
se-Gentransfer reduziert war. Der linksventrikuldre enddiastolische innere Durchmesser
war in Lmp2 Knock-out-Tieren ohne Gentransfer zum Versuchsende signifikant erhoht
(ca. +8% gegeniiber Wildtypméusen). Nach Luciferase-Gentransfer war der Innen-
durchmesser nicht signifikant reguliert, wodurch sich nach Lmp2-Transfer nur eine
nicht signifikante Abnahme um ca. 4% ergab. Die Veranderungen im linksventrikularen
enddiastolischen inneren Durchmesser fielen somit nur geringfiigig aus. Eine Zusam-

menfassung der per Echokardiographie untersuchten Regulationen bietet Tabelle 9.

Um die Vergroflerung der Hinterwand auf zellulérer Ebene erklaren zu kénnen, wurde
deren Lénge und Querschnittsfliche in WGA-gefarbten Kryoschnitten ausgemessen.
Bei letzterer konnte eine signifikante Zunahme in Isoprenalin-behandelten Wild-
typmausen gegeniiber Sham-Behandlung um ca. 32% festgestellt werden, wiahrend sich
die Kardiomyozytenliange kaum é&nderte (Abbildung 25). Bei Lmp2 Knock-out-Tieren
betrug der Zuwachs ca. 52%, ebenfalls bei unveranderter Kardiomyozytenlinge, woraus
eine um ca. 65% erhohte Zunahme bei Lmp2 Knock-out Tieren gegeniiber Wildtyp-

Kontrolltieren resultierte.

4.6.2 Uberpriifung einer differenziellen Regulation der Calcineurin-Abundanz

Als néchstes wurde tiberpriift, ob die beobachtete kardiale Hypertrophie mit Calcineu-
rin im Zusammenhang steht. Da postuliert wurde, dass Lmp2-abhéngiger proteasoma-
ler Abbau die Calcineurin-Abundanz kontrolliert, wurde Calcineurin per Western Blot
quantifiziert. Allerdings konnte hier kein signifikanter Unterschied nach Isoprenalinbe-
handlung sowohl gegeniiber Sham als auch zwischen Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-

Tieren festgestellt werden (Abbildung 26).
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Abbildung 25: Kardiomyozytenquerschnitt und -lange nach sieben Tagen Isoprenalin- bzw. Sham-Behandlung.
Die Auswertung erfolgte nach Farbung mit WGA. Links: Quantifizierung. Die orange-gestrichelten Linien approximie-
ren das Sham-Niveau. Rechts: Reprisentative Aufnahmen; Messbalken: 50 pm; **p<0,01 gegeniiber Sham, 'p<0,05
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Mittelwert von 120 (Querschnitt) bzw. 72-79 (Lange) gemessenen Zellen + Standardabweichung.
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Tabelle 9 Zusammenfassung der echokardiographischen Analysen im Verlauf der Isoprenalinbehandlung in

Abhangigkeit von Lmp2. Signifikate Erhohungen oder Reduktionen sind durch Pfeile relativ dargestellt. Verande-

rungen, auf stiarkeres Remodelling bei Lmp2 Knock-out-Tieren gegeniiber Wildtypen hinweisen, sind rot hervorgeho-

ben. Veranderungen, die eine Aufrechterhaltung kardialer Funktion bzw. verringertes Remodelling bei Lmp2-

Gentransfer im Vergleich zum Luciferase-Gentransfer andeuten, sind grin hervorgehoben; n.b.: nicht bestimmt.

Parameter Lmp?2 Lmp2- vs.
Knock-out | Luciferase-
VS. Transfer
Wildtyp
Behandlungstage 0-4 47 | 04 4-7
Herzfrequenz « « « «
| Linksventrikulire Hinterwanddicke « T A !
<Z: ~ | Linksventr. diastolischer innerer Durchmesser « T A A
o
< £ | Linksventrikulirer Ausflusstrakt (systolisch) A I A
| Verkiirzungsfraktion « ! < 7
O =
5‘2 8 Maximaler circumferentieller Strain « 1 n.b.
5; — | Maximale systolische circumferentielle Strain Rate | <> ! n.b.
E/A-Verhéltnis « T < !
S - E-Welle ARG A I
; 8 A-Welle > ! PN 1
< =
5 = | Max. diastolische circumferentielle Strain Rate « ! n.b.
Aortenregurgitation « « n.b.
[0 sSham
B Isoprenalin
o 150 - N o
S S S
= 'oé\ Q&o ,06‘ Q&o
N R S &
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3
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Abbildung 26: Untersuchung der Calcineurin-Abundanz. Calcineurin wurde auf Gesamtprotein (Ponceau S) nor-
malisiert und quantifiziert; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=5.
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4.6.3 Untersuchung von interstitieller Kollagen-Einlagerung

Kollagen wurde nach Isoprenalinbehandlung bei Lmp2 Knock-out-Tieren interstitiell
eingelagert (Abbildung 27). Um die unterschiedliche Grofie des Interstitiums im Ver-
héaltnis zur Kardiomyozytenquerschnittsflache zu beriicksichtigen, wurde die gemessene
Kollagen-Fléche auf jeweils 100 Kardiomyozyten normalisiert. Basierend auf der be-
grenzten Menge von drei biologischen Replikaten konnte so ein um ca. 40% signifikant
hoherer Gehalt an Kollagen I bezogen auf die Kardiomyozytenzahl in Lmp2 Knock-
out-Tieren durch Isoprenalinbehandlung gegentiiber Isoprenalin-behandelten Wild-
typmausen festgestellt werden. Bei Kollagen III lag eine etwas schwichere, tendenziell

erhohte Einlagerung bei Lmp2 Knock-out-Mausen vor.

4.7 Regulation sarkomerer Strukturen bei kardialer Hypertrophie

Ob die Zunahme an Herzgewicht, Hinterwanddicke und somit auch Muskelmasse direkt
mit einer differenziellen Regulierung sarkomerer Strukturen in Verbindung gebracht
werden kann, wurde in weiteren histologischen Untersuchungen tberprift. Desmin war
in Z-Scheiben und interkalierenden Scheiben lokalisiert. Es konnten ebenfalls keine
Agglomerate von Desmin detektiert werden (Abbildung 28). Auflerdem wurden a-
Actinin und F-Aktin analysiert. Hier wurde unabhingig von Behandlung und Genotyp

eine gleichmaBige Struktur der Sarkomere festgestellt (Abbildung 29).

Per histologische Analyse konnte kein Unterschied in der Abundanz von Troponin I
(Tnl) festgestellt werden (Abbildung 30). Allerdings wurde eine vermehrte ungleich-
mafige Lokalisation von Tnl im Zellquerschnitt nach Isoprenalinbehandlung in Lmp2
Knock-out-Tieren erkannt, wihrend in Sham-behandelten Wildtyp- und Lmp2 Knock-
out-Tieren sowie Isoprenalin-behandelten Wildtypméusen die typische Struktur sarko-

merer Elemente erkennbar war (vgl. Desmin-Struktur im Querschnitt, Abbildung 28).
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Abbildung 27: Histologische Analyse der interstitiellen Kollagen I- und I1I-Flache nach sieben Tagen Isoprena-
lin- bzw. Sham-Behandlung. Links: Absolute Quantifizierung und normalisiert auf jeweils 100 Kardiomyozyten. Die
orange-gestrichelten Linien approximieren das Wildtyp-Sham-Niveau. Rechts: Reprisentative Aufnahmen; Messbal-
ken: 50 pm; *p<0,05 gegeniiber Sham, 'p<0,05 gegeniiber Isoprenalin-behandelten Wildtypméusen, n=3; jeder Balken
reprisentiert ein bhiologisches Replikat mit dem Mittelwert von 3-6 reprisentativen Ausschnitten + Standardabwei-

chung.
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Abbildung 28: Reprasentative Aufnahmen der Desmin-Farbung in Kardiomyozytenlangs- und
-querschnitt nach sicben Tagen Isoprenalin- bzw. Sham-Bchandlung. Weifie Pfeile deuten auf
interkalierende, gelbe Pfeile auf Z-Scheiben. Messbalken: 50 pm.
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Abbildung 29: Reprisentative Aufnahmen der F-Aktin- und o-Actinin-Farbung im Kardio-
myozytenlangsschnitt nach sieben Tagen Isoprenalin- bzw. Sham-Behandlung. Die Auswer-
tung erfolgte nach spezifischer Auntikorperfarbung (o-Actinin) bzw. Phalloidinfarbung (F-Aktin).
Ausgewahlte Bereiche (gestrichelte Linien) wurden vergroSert dargestellt, um die abwechselnde
Struktur von F-Aktin und o-Actinin qualitativ zu vergleichen. Messbalken: 50 pm.
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Abbildung 30: Histologische Analyse von Troponin I im Kardiomyozytenquerschnitt nach siecben Tagen Isop-
renalin- bzw. Sham-Behandlung. Links: Quantifizierung des TnI-Signalvolumens (oben) und der verdnderten Tnl-
Lokalisation. Die orange-gestrichelten Linien approximieren das Wildtyp-Sham-Niveau. Rechts: Reprasentative Auf-
nahmen der Tnl-Farbung. Quantifiziert wurden im Kardiomyozyten, in denen Tnl verstarkt ungleichméafig detektiert
wurde (gelbe Pfeile) im Verhaltnis zur jeweiligen Gesamt-Kardiomyozytenzahl. Die sarkomere Tnl-Lokation ist mit
weiflen Pfeilen exemplarisch markiert. Messbalken: 50 pm; **p<0,01 gegeniiber Sham, p<0,01 gegeniiber Isoprenalin-
behandelten Wildtypméausen, n=3; jeder Balken représentiert ein biologisches Replikat mit dem Mittelwert von 3-6
reprasentativen Ausschnitten + Standardabweichung.

4.8 Untersuchung der UPS-Funktion in Abhangigkeit von Lmp2

Inwieweit die veranderte Pathogenese im Isoprenalinmodell nach Verlust von kardialem
Lmp2 mit veranderter Regulierung des UPS einhergeht, wurde durch die Messung pro-

teasomaler Aktivitaten untersucht.

Basal wurde bei Lmp2 Knock-out-Mausen tendenziell eine leichte Erhohung proteolyti-
scher 26S-Aktivitaten gegeniiber Wildtyp-Kontrolltieren festgestellt, die bei den
Caspase-artigen Aktivititen signifikant war (ca. +19%; Abbildung 31A). Dies konnte
auch unter Sham-Behandlung nach AAV9-Injektion detektiert werden (Abbildung
31B). Hier wurden jedoch stérker erhohte 26S Caspase-artige Aktivititen ohne Lmp2-
Gentransfer um ca. 41% gegeniiber Lmp2-Gentransfer festgestellt. Nach Isoprenalinbe-
handlung konnte eine ca. 19% signifikante niedrigere 26S Trypsin-artige Aktivitiat nach
Luciferase-Gentransfer gegeniiber Lmp2-Gentransfer detektiert werden. Ferner lag eine

nicht signifikant ca. 12% niedrigere 26S Chymotrypsin-artige Aktivitat vor. Im Gegen-
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satz dazu war die 26S Caspase-artige Aktivitit ohne Lmp2-Gentransfer um ca. 14%

erhoht.

Die beobachteten Regulationen der proteasomalen Aktivititen wurden daraufhin im
direkten Vergleich Isoprenalin- und Sham-behandelter Tiere genauer untersucht. Bei
Wildtypen wurde nach Isoprenalinbehandlung ein signifikanter Anstieg der 26S-
Aktivititen gegeniiber Sham um ca. 52-92% festgestellt (Abbildung 31C). Der Anstieg
von 26S-Aktivitdten bei Lmp2 Knock-out-Tieren war weniger stark ausgepriagt (ca. 16-
24% gegentiber Sham) und nur im Fall der Caspase-artigen Aktivitat signifikant. Dies
bedeutet, dass die zuvor beobachteten Unterschiede 26S-proteasomaler Aktivititen
nach Isoprenalinbehandlung durch eine geringere Erhohung der Aktivititen unter Be-

riicksichtigung basaler Unterschiede in Abwesenheit von Lmp2 erklart werden koénnen.

Die Abundanz der regulatorischen 19S-Untereinheiten Rpnl und Rpt4 wurde ebenfalls
quantifiziert. Diese war nach Isoprenalinbehandlung nicht signifikant unterschiedlich
zwischen Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren reguliert (Abbildung 32). Beide Un-
tereinheiten waren aber in Isoprenalin-behandelten Wildtypen stirker induziert als bei

Lmp2 Knock-out-Tieren, wenn auch nicht signifikant.

Um zu tiberpriifen, wie die unterschiedliche Regulierung 26S-proteasomaler Aktivitaten
den spezifischen Abbau von Proteinen beeinflusst, wurden Lysu-polyubiquitinylierte
Proteine per Immunfluoreszenz quantifiziert. Hier wurde eine geringere Abundanz nach
Isoprenalinbehandlung um ca. 25-27% festgestellt, welche sich jedoch nicht zwischen
Isoprenalin-behandelten Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren unterschied. Auch loka-
le Akkumulationen konnten nicht beobachtet werden (Abbildung 33). Die detektierte
gleichméflige Abundanz wurde daraufhin per Western Blot im Direktvergleich der Iso-
prenalin-behandelten Tiere bestétigt. Auffillig war eine Bande bei ca. 50 kDa
(ubiquitinyliertes Protein 1, UPI), welches bei Lmp2 Knock-out-Méusen signifikant
geringer abundant war als bei Wildtyp-Kontrolltieren.
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Abbildung 31: Aktivitatsassays zur Analyse 26S-protcasomaler Aktivitdten. A: Basaler Vergleich der Protcasom-
aktivitdat in Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren; *p<0,05 gegeniiber Wildtypmé&usen, Mittelwert + Fehler des
Mittelwerts, n=5; B: Vergleich des Einflusses von Lmp2 auf Proteasomaktivitaten (abhéngig von Sham- bzw. Isop-
renalinbehandlung; **p<0,01 gegeniiber Sham-Behandlung und Lmp2-Gentransfer, 'p<0,05 gegeniiber Isoprenalinbe-
handlung und Lmp2-Gentransfer, Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>5; C: Vergleich des Einflusses von  sichen
Tagen Isoprenalin- bzw. Sham-Behandlung auf Protcasomaktivitdten (abhangig von Lmp2); *p<0,05, *p<0,01 ge-
geniiber Sham, Mittelwert £ Fehler des Mittelwerts, n=5.
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Abbildung 32: Quantifizierung regulatorischer 19S-Untereinheiten nach Isoprenalinbehandlung. Reprisentativ

wurden Rpnl und Rptd detektiert und quantifiziert (Abundanz normalisiert auf Gesamtprotein); *p<0,05 gegentiber
Sham; Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=5.
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Abbildung 33: Untersuchung der Abundanz polyubiquitinylierter Proteine nach sieben Tagen Isoprenalin- bzw.
Sham-Behandlung. A: Histologische Analyse. Links: Quantifizierung des Signalvolumens. Die orange-gestrichelten
Linie approximiert das Wildtyp-Sham-Niveau; rechts: reprasentative Aufnahmen der Farbung. Messbalken: 50 pm;
n=3; jeder Balken reprasentiert ein biologisches Replikat mit dem Mittelwert von 3-6 reprisentativen Ausschnitten +
Standardabweichung. B: Proteinbiochemische Analyse Lysss-polyubiquitinylierter Proteine. Links: Quantifizierung per
Western Blot (Abundanz normalisiert auf Gesamtprotein); Rechts: Représentative Aufnahmen; 'p<0,05 gegeniiber
Isoprenalin-behandelten Wildtypmausen, Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>5.
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4.9 DIGE-Analyse differenziell regulierter Proteine

Um den Einfluss des Verlusts von Lmp2 auf Proteomebene zu erfassen, erfolgte eine
weiterfiihrende Analyse per 2-D-DIGE. Auf zehn Gelen konnten nach Filtern irrelevan-
ter Spots zwischen 2773 und 3165 Spots detektiert werden. Das Gel mit den meisten
detektierten Spots wurde daraufthin als Master-Gel definiert. Darauf basierend konnten

zwischen 1986 und 2163 Spots gematcht werden.

Danach wurde nach Proteinen gesucht, deren Regulation durch Isoprenalin abhéngig
vom Genotyp ist. Daher wurde die statistische Untersuchung mithilfe zweifaktorieller
ANOVA durchgefithrt (Abbildung 7). Es wurde nach Proteinen gefiltert, die in min-
desten acht Gelen detektiert werden konnten. Dabei waren 139 reale Spots signifikant
(pi<0,05) reguliert. Fiir weitere Analysen wurde nach regulierten Spots mit p;i<0,01
gefiltert, welches auf 36 durch Isoprenalin und Lmp2 Knock-out differenziell regulierte

Proteine zutraf (Abbildung 34, Tabelle 10).

Dabei wurden elf Proteine detektiert, deren Isoprenalin-induzierte verinderte
Abundanz mindestens um den Faktor 1,5 bei Lmp2 Knock-out-Tieren verringert war,
sowie zehn Proteine, deren Abundanzinderung mindestens 1,5-fach erhoht war. Bei elf
weiteren Proteinen war die Isoprenalin-induzierte Abundanzénderung durch Lmp2
Knock-out mindestens um den Faktor 1,25 schwicher, wihrend sie bei einem weiteren
Protein mindestens um denselben Faktor erhoht war. Bei 27 von diesen 36 Proteinen
wurde eine gegenldufige Regulation festgestellt, d.h. Isoprenalin-abhéngige Erhohung
der Abundanz bei Wildtypméusen und Verringerung bei den Lmp2 Knock-out-Tieren

oder umgekehrt.
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Abbildung 34: DIGE-Analyse differenziell regulierter Proteine mithilfe der DeCyder-Software. A: Reprasentati-
ves 2-D-Gel. Dargestellt sind Proteine, welche durch die Interaktion zwischen Behandlung und Genotyp signifikant
unterschiedlich reguliert sind (p<0,01). Die Nummerierung der Spots bezicht sich auf Tabelle 10. B: Vergrofierung
cines Protein-Spots (weil-gestrichelter Ausschnitt in A). Sh: Sham-, Iso: Isoprenalinbehandlung; C: 3-D-Darstellung
des relativen Spotvolumens in der DeCyder-Software. D: Quantifizicrung des Spotvolumens (magenta-gestrichelter
Ausschnitt in B) normalisicrt auf den jewciligen IPS (relative Abundanz); pi<0,01 nach zweifaktoricller ANOVA,
Mittelwert + Fehler des Mittelwerts, n=>5.

&
<«

Tabelle 10: Ubersicht differenzicll regulierter Proteine mit p<0,01 (1,00E-02). Dic Nummericrung der Spots (#)
bezicht sich auf Abbildung 34A. Master-ID kennzeichnet dic cindeutige Spot-Nummer auf dem Master-Gel. Aufgelis-
tet sind die relativen Abundanzédnderungen cinzelner Spots durch die Isoprenalinbehandlung bei beiden Genotypen
sowic jeweils das Verhéltnis der Abundanzanderungen beider Genotypen. x markicrt Proteine, dic gegenlaufig zwi-

schen den Genotypen reguliert sind.

€-1,50  -1,49¢-1,25 -1,24¢-1,01 1,00 1,01>1,24  1,25>1,49 1,50
# Master- Wildtyp Lmp2 Knock-out Regulation bi
ID Isoprenalin vs. Isoprenalin vs. Lmp2 Knock-out
Sham Sham vs. Wildtyp

1 778 1,53 1,00 6,50E-03
2 755 -2,45 -1,03 8,40E-04
3 1045 1,14 2,07 5,20E-03
4 1333 2,88 1,48 7,70E-03
5 1290 1,02 1,25 1,23 4,40E-03
6 1349 1,82 -1,15 X 4,90E-03
7 1386 1,46 -1,18 X 1,00E-02
8 1390 1,39 -1,18 X 7,10E-03
9 1396 1,31 -1,13 -1,48 X 7,80E-03
10 1392 1,33 -1,12 -1,49 X 8,50E-03
11 1393 1,33 -1,05 -1,40 X 9,90E-03
12 1384 1,38 -1,06 -1,46 X 9,60E-03
13 3072 1,22 -1,20 -1,46 X 2,70E-03
14 1590 1,61 1,24 _ X  6,20E-03
15 1418 1,39 1,06 -1,31 5,80E-03
16 1376 3.07 1,46 - 7.40E-03
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Tabelle 10 (Fortsetzung): Ubersicht differenzicll regulicrter Proteine mit p<0,01 (1,00E-02).

# Master- Wildtyp Lmp2 Knock-out Regulation pi
ID [soprenalin vs. [soprenalin vs. Lmp2 Knock-out
Sham Sham vs. Wildtyp

17 1379 1,76 -1,02 X 7,40E-03
18 1389 1,36 -1,12 b'e 3,30E-04
19 1454 1,31 1,01 3,70E-03
20 3153 1,05 -1,28 b'e 4,40E-03
21 1788 1,62 1,47 x  840E-03
22 1574 1,29 1,31 x  3,30E-03
23 1845 1,13 1,12 x  1,00E-02
24 1883 1,51 1,07 6,00E-03
25 1915 1,27 -1,08 X 4,80E-03
26 1925 1,19 -1,04 -1,24 X 1,90E-03
27 2114 -1,56 1,22 4,80E-04
28 2128 -2,15 1,10 5,80E-05
29 2133 -1,58 1,22 5,80E-04
30 2098 -1,43 1,14 2,10E-03
31 2104 -1,72 1,10 1,80E-03
32 2170 1,41 -1,10 5,20E-03
33 2118 -1,23 1,22 5,90E-03
34 2273 -1,38 1,04 4,70E-03
35 2236 -1,45 1,04 4,30E-03
36 2426 1,06 -1,11 -1,18 X 6,60E-03
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5 Diskussion

5.1 Induktion von Lmp2 als genereller Mechanismus hypertropher

Adaption

Drews et al. zeigten 2010, dass in Antwort auf hypertrophe Stimulation mit Isoprenalin
eine heterogene Induktion von konstitutiven wie induzierbaren proteasomalen Un-
tereinheiten erfolgt.!” Unter den signifikant erhoht exprimierten Untereinheiten war
Lmp2 die einzige, welche zu allen untersuchten Zeitpunkten (30 Minuten, 24 Stunden,
sieben Tage) induziert war.' Li et al. zeigten, dass auch bei Angiotensin Il-induzierter
Hypertrophie nach sieben Tagen mit unveranderter bzw. 14 Tagen mit verringerter
Herzfunktion Lmp2 kardial induziert wird.'” In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass auch bei einer hereditaren Form der hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) Lmp2
im chronischen Stadium induziert wird. Wie auch in den zuvor genannten Modellen
kann auch bei HCM neben der Lmp2-Induktion eine Erhéhung 26S-proteasomaler Ak-
tivitaten beobachtet werden.!™ Nicht abgeschlossene Untersuchungen deuten ebenfalls
auf eine Induktion von Lmp2 im chronischen Verlauf des durch transverse Aortenkon-
striktion (TAC)-bedingten Remodellings hin (Daten nicht aufgefiihrt). Besonders dabei
ist, dass trotz verschiedener Ausmafle der Umbauprozesse mit Erhohung bis hin zu
massivem Verlust kardialer Funktion Lmp2-Induktion als gemeinsamer Mechanismus
festgestellt werden konnte. Offen bleibt soweit, ob die Induktion von Lmp2 mit der
Erhohung der 26S-proteasomalen Aktivitiaten im Zusammenhang steht und ob dies

adaptiv oder maladaptiv in Bezug auf die Pathogenese des kardialen Remodellings ist.

5.2 Lmp2 ist nicht essentiell fiir basale Herzentwicklung und initi-

ale Antwort auf hypertrophe Stimulation

Fiir die Untersuchung der spezifischen Funktion der Lmp2-Induktion in der Entwick-
lung der Herzhypertrophie wurden Lmp2 Knock-out Méuse verwendet, welche unter
basalen Bedingungen keinen offensichtlichen Phénotyp in punkto korperliche Entwick-
lung oder Verhalten besitzen.” In einer erweiterten kardialen Phinotypisierung konnte
gezeigt werden, dass Verlust von Lmp2 ebenfalls keine offensichtlichen Anderungen in
der kardialen Entwicklung oder Funktion unter basalen Bedingungen hervorruft. Mit
Analyse der proteasomalen Aktivititen unter basalen Bedingungen und Sham-

Bedingungen nach kardiotropem Lmp2-Gentransfer wurde gezeigt, dass proteasomale
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Aktivitdten nach Verlust von Lmp2 erhoht waren, was sich am deutlichsten in der
Caspase-artigen 26S-proteasomalen Aktivitiat zeigte. Starkere Erhohungen einzelner
Aktivitaten nach Luciferase-Transfer, konnten damit im Zusammenhang stehen, dass
Luciferase proteasomal degradiert wird"! und als nicht endogenes Protein potenziell
Signalwege und proteasomale Aktivitdten stimuliert. Allerdings kann nicht schlussend-
lich erklart werden, ob die groflere Differenz durch geringere Caspase-artige Aktivitaten
nach Lmp2-Gentransfer oder hohere Aktivitaten nach Luciferase-Gentransfer (oder eine
Kombination von beidem) ausgelost wird. Die kardiale Erhohung Caspase-artiger Akti-
vititen bei Abwesenheit von Lmp2 war bereits zuvor neben verringerten Chy-

motrypsin- und Trypsin-artigen Aktivititen beobachtet worden.!!

Diese Ergebnisse
sind allerdings nur eingeschrankt vergleichbar, da proteasomale Aktivititen unter-
schiedlich bestimmt wurden (Messung der linearen Phase der Kinetik bei 37 °C in die-
ser Studie gegeniiber Endpunktmessung nach 24 h und Raumtemperatur bei Cai et
al.)."®  Ebenfalls waren keine offensichtlichen Unterschiede im Pool Lysus-
polyubiquitinylierter zumindest histologisch unter Sham-Bedingungen erkennbar. Die
Erhohung Caspase-artiger Aktivitit scheint daher unter basalen Bedingungen physio-

logisch kompensiert werden zu konnen.

Als hypertropher Reiz wurde Isoprenalin iiber sieben Tage konstant freigesetzt
(30 mg/kg/d). Nach vier Tagen zeigten Lmp2 Knock-out-Tiere eine Steigerung der
kardialen Funktion und Anzeichen einer kardialen Hypertrophie (Zunahme der Hinter-
wanddicke), welche so auch in Isoprenalin-behandelten Wildtypméausen beobachtet
werden konnte. Eine vergleichbare kardiale Stimulation hatte es in Lmp2 Knock-out-
Tieren nicht gegeben. Bei Mausen, die in Kardiomyozyten eine proteolytisch inaktive

B5-Variante tiberexprimieren,''s

waren in einem ahnlichen zeitlichen Rahmen (fiinf Ta-
ge TAC) Dilatation und Nekrose ausgelost worden.'' Bei TAC ist zwar die mechani-
sche Beanspruchung durch die erhohte Nachlast starker als bei Isoprenalinbehandlung,
allerdings ist die rapide Entstehung einer exzentrischen Hypertrophie bemerkenswert.

Im vorliegenden Modell wurde nach vier Tagen kein derartig anderer Umbauprozess

beobachtet.

Weder die hypertrophe (Mal)adaption noch die initiale 3-adrenerge Signaltransduktio-
nen scheinen daher von Lmp2 direkt abhéngig zu sein, was vor allem vor dem Hinter-
grund der proteasomalen Kontrolle des B-adrenergen Signalings, z.B. via GRK2,%? be-
merkenswert ist. Eine alternative Erklarung wire, dass entsprechende Abhéangigkeiten

zumindest initial kompensiert werden kénnen.
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5.3 Kardiales Lmp2 ist notwendig zur Erhaltung der Kontraktilitat

Der weitere Versuchsverlauf iiber vier Tage hinaus ging mit einem Riickgang der systo-
lischen Funktion bis unter das Ausgangsniveau bei Lmp2 Knock-out-Tieren einher. Ein
signifikanter Riickgang der Kontraktilitit gegeniiber dem Basalwert ist in der gewéhl-
ten Dosierung von Isoprenalin bislang selbst bei einer Applikation iiber 14 Tage nicht
beobachtet worden.”® Nur bei starker Erhohung der Dosis (60 mg/kg/d) wurde ein der-
artiger Riickgang bis hin zum Pumpversagen beobachtet.’® Géingige und hier verwende-
te Parameter systolischer Funktion (Verkiirzungsfraktion,' Auswurffraktion,'®® cir-
cumferentielle Verkiirzungsgeschwindigkeit)!® basieren auf der Verkiirzung des links-
ventrikuliren inneren Durchmessers von der Enddiastole zur Endsystole.?” 3! Da dies
nur indirekt die Kontraktion und Inotropie des Endokards wiedergibt und der interne
Durchmesser nicht nur funktionell, sondern auch anatomisch von dem Umbauprozess
beeinflusst wird, wurde die Auswertung um eine Analyse des endokardialen Strain er-

weitert, um eine Abhingigkeit von dem Remodelling per se zu minimieren.** %

Im hier angewandten Modell wurde der circumferentielle Strain sowie dessen Ge-
schwindigkeit (Strain Rate) in der kurzen Achse als Indikator ventrikuldrer Kontrakti-
on verwendet. Der longitudinale Strain ist aufgrund der geringen Grofie des Mausher-
zens nicht stark genug ausgeprigt und daher nicht aussagekriftig anwendbar.** Be-
sonderer Fokus wurde auf den maximal erreichten Strain bzw. die maximale Strain
Rate gelegt.’** Wie die konventionell gemessenen Parameter waren Strain und Strain
Rate nach vier Tagen in Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-Tieren gleichméafig erhoht,
sanken aber danach in Abwesenheit von Lmp2 wieder ab. Die indirekt gemessene, ver-
minderte Kontraktilitit kann daher durch eine verringerte Kontraktionskraft

und -geschwindigkeit erklért werden.

Neben der systolischen wurde auch die diastolische Funktion untersucht. Hier konnte
ein Anstieg des E/A-Verhéltnisses zwischen vier und sieben Tagen in Lmp2 Knock-out-
Méusen beobachtet werden, welche mafigeblich durch einen Riickgang der A-Welle
(aktive diastolische Funktion) vorangetrieben wurde. Die E-Welle, welche entsprechend
die passive, auf Relaxation beruhende diastolische Fiillphase représentiert, war nach
vier und sieben Tagen in beiden Gruppen gleichméflig erhoht. Analog wurde die maxi-
male circumferentielle Strain Rate wahrend der Diastole ermittelt. Diese verlief kon-
gruent zur systolischen. Bei zunehmender diastolischer Dysfunktion durch verringerte

Lusitropie war zuvor eine Verlangsamung der diastolischen im Vergleich zur systoli-
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schen Strain Rate erkennbar gewesen.® Daher ist die Lusitropie Lmp2-unabhéingig
reguliert. Die Daten der Gewebe-Doppler-Messungen (nicht aufgefiihrt) ergaben keine

zusitzlichen Interpretationsmoglichkeiten und werden daher nicht weiter diskutiert.

Eine verringerte aktive Ventrikelfiillung, wie sie die A-Welle wiedergibt, kann durch
verringerte linksventrikuldre Compliance sowie eine reduzierte linksatriale Kontraktili-
tat verursacht sein.’® Daher wurde untersucht, ob die Compliance als Funktion des
Ventrikelvolumens durch eine Aortenregurgitation beeintriachtigt wird."*” Dabei wurde
zuerst die Weite des linksventrikuldren Ausflusstraktes (LVOT) bestimmt, da davon
ausgegangen wurde, dass bei grofler Weitung der Aorta die Aortenklappen in der kur-
zen Zeit (sieben Tage) nicht ausreichend wachsen wiirden, um einen vollstandigen
Klappenschluss zu gewéahrleisten und somit eine Regurgitation begiintigen."*® Hier war
Lmp2-abhingig kein Unterschied nach Isoprenalinbehandlung feststellbar. In Ergin-
zung wurde der Blutfluss ventrikelwirts an der Aortenklappe wihrend der Diastole
gemessen, da dessen Integral bei gleichem LVOT die diastolisch riickflieBende Blut-
menge widerspiegelt. Bei beiden Gruppen wurde ein geringer Riickfluss direkt an der
Aortenklappe festgestellt. Dies ist die Blutmenge, die diastolisch gegen die Klappe
driickt, aber nicht hindurchflieft. Eine signifikante Aortenregurgitation konnte daher
bei Lmp2 Knock-out-Tieren nicht festgestellt werden. Die Compliance kann jedoch
ebenfalls durch das systolische Restvolumen aufgrund einer verringerten Kontraktilitit
verursacht werden. Ob die beobachtete diastolische Dysfunktion daher hauptsichlich
auf einer verringerten atrialen Kontraktilitit oder einer verringerten ventrikuldren

Compliance beruht, ist nicht abschliefend beurteilbar; vermutlich spielen aber beide

Faktoren eine Rolle.

Lmp2 wurde in vorherigen Arbeiten unserer Gruppe bereits erfolgreich myokardial
transferiert, wodurch geringere kardiale Hypertrophie und eine verbesserte Herzfunkti-
on als in gleichbehandelten Tieren mit Kontroll-Gentransfer beobachtet wurde.' Um
den hier beobachteten Verlust der kardialen Funktion in Lmp2 Knock-out-Tieren aus-
schlieflich kardialem Lmp2 zuweisen zu konnen, wurde Lmp2 auch in der vorliegenden
Arbeit vor Hypertrophie-Induktion per Gentransfer bei Lmp2 Knock-out-Méausen kar-
diotrop re-exprimiert. Die durchgefiihrte Studie ist allerdings die erste, in der Wildtyp-
tiere, Lmp2 Knock-out-Mause ohne Gentransfer sowie mit Lmp2-Rekonstitution und
Luciferase-Kontrolltransfer parallel behandelt wurden und somit ohne Einschrinkung
statistisch vergleichbar waren. Lmp2 und Luciferase wurden erfolgreich kardial expri-

miert, ohne dass ein kardialer Phinotyp sichtbar wurde. Detektiert wurden das Lmp2-
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Propeptid, welches im proteasomalen Zusammenbau in 20S-Proteasomen eingefiigt und
beim Zusammenbau zweier ,Halb-Proteasomen® zu funktionellem Lmp2 prozessiert

91 92139 sowie prozessiertes Lmp2. Die Detektion von prozessiertem Lmp2 kann

wird,
daher als Hinweis zur wiederhergestellten Lmp2-Inkorporation aufgefasst werden.'?!
Deswegen wurde prozessiertes Lmp2 im Vergleich zu Wildtypen unter Sham-
Bedingungen quantifiziert, welches vergleichbare Expressionslevel anzeigte. So konnte
bereits von Koser exemplarisch gezeigt werden, dass die Lmp2-Induktion nach Isop-
renalinbehandlung ebenfalls wiederhergestellt wird.!* Auflerdem wurde Lmp2 protea-
somal inkorporiert.' Auf Basis der echokardiographischen Beurteilung der Herzfunkti-
on war der Krankheitsverlauf von Lmp2 Knock-out-Tieren mit Lmp2-Rekonstitution
nicht unterscheidbar von dem in Wildtypméausen sowie der mit Luciferase transduzier-
ten Kontrolltieren nicht unterscheidbar von dem in Lmp2 Knock-out-M&usen ohne
Gentransfer. Die beobachtete Verschlechterung der Herzfunktion unter Isoprenalin-
Behandlung bei den global Lmp2-defizienten Tieren konnte kurz zusammengefasst mit-
hilfe der kardialen Rekonstitution von Lmp2 verhindert werden, obwohl die Tiere voll-
standig ohne Lmp2 aufgewachsen waren. Sie ist damit auf den Verlust von Lmp2 im

Herzen ohne periphere Einfliisse zurtickzufiithren.

5.4 Verlust von Lmp2 verstarkt kardiales Remodelling

Die erhohte Anforderung an die kardiale Muskulatur zur Aufrechterhaltung der unter
Isoprenalin erhohten Inotropie 16st hypertrophe Adaption aus.'¢ Interessanterweise war
diese nach vier Tagen nahezu gleich zwischen Wildtypméausen und Lmp2 Knock-out-
Tieren, nach sieben Tagen allerdings wesentlich stiarker in Abwesenheit von Lmp2 aus-
gepragt, welches durch eine um 65% grofere Zunahme des Herzge-
wicht/Kérpergewicht-Quotienten, eine um 7% dickere linksventrikulire Hinterwand
und eine ebenfalls um 65% stiarkere Vergroferung der Kardiomyozytenquerschnittsfli-
che angezeigt wurde. Wiahrend diese Betrachtung der Kardiomyozyten somit eine kon-
zentrische Hypertrophie auf zellularer Ebene,” sowohl in Ab- als auch Anwesenheit von
Lmp2, suggeriert, ergab die Messung des Ventrikeldurchmessers in der Diastole die
Tendenz eines outward-Remodellings in Abwesenheit von Lmp2, die auf unterschiedli-

che pro-hypertrophe Mechanismen in Abhéngigkeit von Lmp2 hindeutet (s.u.).

Eine weitere strukturelle Adaption bei kardialer Uberlastung ist die vermehrte Kolla-
geneinlagerung, welche zur Fibrose fithrt. In der vorliegenden Arbeit wurden spezifisch

die Kollagene I und III quantifiziert, da diese den Grofiteil der extrazelluliren Matrix
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im Herzen ausmachen.'*® Bei Isoprenalin konnte in der verwendeten Dosierung zuvor
erst nach 14 und mehr Tagen, nicht aber nach sieben Tagen, interstitielle Fibrose beo-
bachtet werden.!” % L In einer vorhergehenden Arbeit unserer Gruppe konnte erstmals
gezeigt werden, dass Verlust von kardialem Lmp2 potenziell bereits nach sieben Tagen
[soprenalinbehandlung eine interstitielle Fibrose initiiert, welches durch Masson-
Farbung nachgewiesen wurde.'?! Mit dem spezifischem Kollagennachweis in dieser Ar-
beit konnte gezeigt werden, dass Kollagen I signifikant hoher in den Herzen von hyper-
trophen Lmp2 Knock-out-Herzen eingelagert wird als in die Herzen hypertropher Wild-
typméuse. Bei Kollagen III lag eine etwas schwéachere Akkumulation vor. Beide Kolla-
gene akkumulierten interstitiell. Histologisch deutlichere Phénotypen mit z.T. auch
perivaskuldren Auspriagungen wiren bei Modellen wie TAC, Myokardinfarkt oder An-
giotensin II aufgrund deren andersartigen Pathophysiologie zu erwarten.**!** Letztend-
lich wiirde eine massive Einlagerung von Kollagenen endokardiale Steifigkeit erzeugen
und damit die diastolische Funktion (insbesondere in der passiven Phase) und den
Strain beeinflussen.® Eine derart ausgeprigte diastolische Dysfunktion wurde aber
nicht festgestellt (s.o0.). Ebenfalls korreliert die Einlagerung von Kollagen III starker
mit der Entwicklung einer kardialen Dysfunktion bei HCM-Patienten als Kollagen 1.1
Daher liegt bei den Lmp2-defizienten Méausen eine frithe Phase der fibrotischen Ent-
wicklung vor und diese ist noch nicht voll ausgepriagt. Das Auftreten einer milden in-
terstitiellen Fibrose konnte eine Maladaption in Zusammenhang mit einer verringerten

systolischen Funktion sein!4

oder die Folge einer erhéhten Isoprenalin-induzierten Sti-
mulation von kardialen Fibroblasten,'*” welche Lmp2-abhangig reguliert sein konnte.

Beides ist noch hypothetisch und bedarf weiterer, z.B. proteomischer (s.u.), Analysen.

Isoprenalin-bedingte hypertrophe Adaption beinhaltet die Vergroflerung der Zahl an
Sarkomeren.” Die Homoostase zwischen Synthese und Degradation kontraktiler Struk-
turen ist gerade bei verstiarkter Synthese essentiell, um Aggregate fehlgefalteter oder
beschédigter sarkomerer Proteine zu verhindern. Im transgenen Mausmodell konnte

148 Tn einer voraus-

Proteasomaktivierung Desmin-assoziierte Kardiomyopathie mindern.
gehenden Arbeit unserer Gruppe untersuchte Koser bereits die differenzielle Regulation
sarkomerer Proteine in Lmp2 Knock-out-Méusen nach Lmp2- bzw. Luciferase-
Gentransfer und siebentéagiger Isoprenalinbehandlung mittels proteinbiochemischer und
histologischer Analyse.!® Auch in ihrer Arbeit konnte sie zeigen, dass Desmin nach

[soprenalinbehandlung Lmp2-unabhéingig eine gleichméflige Struktur ausbildet und in

Z-Scheiben und interkalierenden Scheiben lokalisiert ist. Gleichzeitig war auch in dieser
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Arbeit keine quantitative Regulation oder Agglomeration auffillig. Die a-Actinin/F-
Aktin-Struktur war ebenfalls unauffillig. Z-Scheiben trennen einzelne Sarkomere, wel-
che durch Myosin-Aktin-Verschiebung kontrahieren. Hierbei koordiniert a-Actinin die
Bindung von Aktin an Z-Scheiben. Stérungen in der Desmin- bzw. «-Actinin-
Organisation wie Aufhebung der Querstreifung und sarkomere Dislokation waren zuvor

in Patienten mit Herzinsuffizienz beobachtet worden.!* 1%

Im Querschnitt der Kardiomyozyten war in Abwesenheit von Lmp2 nach Isoprenalin-
Behandlung eine subzellulidre ungleichméfiige Lokalisation von Troponin I zu erkennen.
Dies konnte eine Dislokation aus Sarkomeren bedeuten. Zuvor war bereits eine deutli-
che Tendenz zur verringerten Troponin I-Abundanz nach Kontrollgentransfer und Iso-
prenalin-Behandlung gegeniiber Lmp2-Gentransfer per Western Blot nachgewiesen
worden.'** Phosphoryliertes Troponin I ist ein endogener Inhibitor der Myosin-Aktin-
Bindung, dessen inhibitorische Wirkung nach Calcium-abhéngiger Aktivierung von
Troponin C durch dephosphorylierungsbedingte Konformationsanderung aufgehoben
wird. "l 192 In einer Studie, in der in M&usen kardiales Troponin I durch genetische In-
tervention unterdriickt worden war, wurde eine Verringerung der Calcium-Sensitivitét
fir die Kontraktion beobachtet.’™ Nahere Untersuchungen zeigten, dass vor allem bei
I/R, aber auch I/R-unabhéngig bei erhohter Vorlast, endogene Troponin I-Spaltung die
kardiale Funktion verschlechtert.’*'*6 Eine solche Anderung der Troponin I-Funktion
kann Hypertrophie auslosen.’ Eine sarkomere Dislokation wie in dieser Arbeit wurde
zuvor offenbar noch nicht beobachtet. Eine intakte Funktion von Troponin I im Sar-
komer ist aber essentiell fiir eine 6konomische kontraktile Funktion.”” In der vorliegen-
den Studie konnte die erhaltene Troponin I-Lokalisation in Sarkomeren daher auf eine
Aufrechterhaltung regulierter Kontraktilitit trotz B-adrenerger Uberstimulation hin-
deuten, wahrend der schwerere Verlauf der Pathogenese in den Lmp2 Knock-out-
Tieren u.a. durch eine sarkomere Dysfunktion von Troponin I gekennzeichnet ist. Da-
her ist eine 6konomische Herzarbeit bei diesen Tieren in der Situation einer permanen-

ten B-adrenergen Stimulation trotz erhohter Muskelmasse nicht gewahrleistet.

Unbeantwortet bleibt in diesem Zusammenhang, ob die verringerte kardiale Funktion
eine Konsequenz der stirkeren Hypertrophie mit ineffizient arbeitenden Sarkomeren ist
oder die verstirkte Hypertrophie selbst den nicht erfolgreichen Versuch einer Kompen-
sation der veranderten Sarkomerfunktion darstellt. Troponin I ist ein Substrat des
UPS-modulierten Proteinabbaus.'™ Sollte dessen Degradation mit Lmp2 assoziiert sein,

ware in Lmp2 Knock-out-Tieren bei kardialer Hypertrophie mit einer Akkumulation
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dieses Proteins zu rechnen gewesen, welches jedoch in dieser Arbeit nicht beobachtet
werden konnte. Die sarkomere Dislokation von Troponin I scheint daher keine primére
Konsequenz des Lmp2-abhéingigem Proteinabbaus zu sein, sondern mit der Entwick-

lung des kardialen Remodellings in Verbindung zu stehen.

5.5 Die Abundanz von Lmp2 beeinflusst die Regulation der pro-
teasomalen Aktivitat in der Pathogenese kardialer Umbaupro-

YASS IS

Drews et al. zeigten, dass 26S-Proteasom-Aktivititen nach sieben Tagen Isoprenalinbe-
handlung um bis zu 90% zunahmen.' Dies wurde auch in der vorliegenden Studie be-
obachtet. Im Gegensatz dazu war die Erhohung der 26S-Aktivititen bei Lmp2 Knock-
out-Tieren durch Isoprenalin wesentlich geringer ausgepragt. Erginzend zur Messung
der Aktivitaten wurde die Abundanz von proteasomalen Untereinheiten in Wildtyp-
und Lmp2 Knock-out-Tieren analysiert. 19S-Untereinheiten (exemplarisch Rpt4 und
Rpnl) waren nach sieben Tagen Isoprenalinbehandlung zumindest tendenziell in Wild-
typméusen starker exprimiert als in Lmp2 Knock-out-Tieren. Die Induktion von Rpt4
in den Wildtyptieren um ca. 40% ist vergleichbar mit zuvor publizierten Ergebnissen.!’
Drews et al. zeigten auflerdem, dass vermehrter Zusammenbau von 26S-Proteasomen
ein regulatorischer Mechanismus ist, der bei siebentégiger Isoprenalinbehandlung zu
erhohten 26S-Aktivitdten fithrt.!'”® Dies wurde hier nicht untersucht. Jedoch kann die
verstiarkte Expression der 19S-Untereinheiten ein Hinweis darauf sein, dass vermehrt
19S-Proteasomen synthetisiert werden und ein erhohter Zusammenbau von 20S- und

19S- zu 26S-Proteasomen erfolgt. Dieser Regulationsmechanismus scheint in Lmp2

Knock-out-Tieren bei Isoprenalinbehandlung weniger stark ausgepragt zu sein.

Im Isoprenalinmodell wurde zuvor bei erhohten 26S-Aktivititen eine Reduktion po-
lyubiquitinylierter Proteine beobachtet.' Auch bei weiteren Modellen kardialen Re-
modellings standen erhohte proteasomale Aktivitdt mit stérkerem Abbau polyubiquiti-
nylierter Proteine im Zusammenhang.l%: ¢ Ebenfalls wurde beobachtet, dass eine Er-
hohung proteasomaler Aktivitdten nicht ausreicht, um eine verstirkte Akkumulation
polyubiquitinylierter Proteine zu verhindern.!® Interessanterweise spiegelt sich die in
dieser Arbeit beobachtete unterschiedliche Regulation proteasomaler 26S-Aktivititen
nicht offenkundig in der Analyse Lysss-polyubiquitinylierter Proteine wider. Auffallig
bei der Analyse der Lyss-polyubiquitinylierten Proteine war eine Bande bei ca. 50 kDa
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(ubiquitinyliertes Protein 1, UPI), welche im Verhéltnis zur Gesamtmenge der Lysus-
polyubiquitinylierten Proteine bei Lmp2 Knock-out-Tieren nach Isoprenalinbehandlung
im  Vergleich zu Wildtypméusen verringert war. Da  spezifisch  Lysus-
Ubiquitinylierungen detektiert wurden, miissen mindestens zwei Ubiquitin-Molekiile
(8,5 kDa je Molekiil) gebunden sein und es handelt sich unter Beriicksichtigung der
nicht ganz genauen Auflosung aufgrund moéglicher Molekiilmodifikation wie unvoll-
standige Denaturierung oder Ladungsverstarkung durch z.B. Phosphorylierung um ein
Protein mit maximal ca. 35-40 kDa im nicht modifizierten Zustand. Jedoch ist es bei
Lmp2 Knock-out-Tieren weniger abundant, welche geringere 26S-Aktivitiaten aufwei-
sen. Daher ist es unwahrscheinlich, dass UP1 ein durch im Rahmen der Pathogenese
veranderte proteasomale Aktivitaten akkumulierendes Protein ist. Weiterhin denkbar
wire die Detektion freier Ubg-Ketten, die nach der Degradation von UPS-Substraten
frei werden. Allerdings miissten dann auch weitere Ketten wie Uby detektiert werden,
woraus man auf einen differenziellen proteasomalen Abbau schliefen kénnte. So bleibt
die Identifikation von UP1 das Ziel anschlieBender Untersuchungen zur Analyse

ubiquitinylierter Proteine.

Eine Moglichkeit ist, dass der beobachtete Unterschied globaler proteasomaler Aktivi-
tét nicht priméar fiir die verstarkte Pathogenese in Abwesenheit von Lmp2 verantwort-
lich ist, sondern eine Folge dieser. In HCM-Patientenproben konnte UPS-Dysfunktion
als Charakteristikum der fortgeschrittenen Erkrankung identifiziert werden.' Auch in
der Maus wurde beobachtet, dass die UPS-Funktion bei TAC zwar initial zunimmt, im
weiteren Verlauf jedoch bis unter das Sham-Niveau abfillt.!'® Dies legt nahe, dass in
den in dieser Arbeit untersuchten Lmp2 Knock-out-Tieren im Rahmen der schwereren
Pathogenese ein Zeitpunkt im Bereich des Umschlags von initial verbesserter UPS-
Funktion zu deren Riickgang beobachtet wurde, der sich noch nicht deutlich in einer
verdnderten globalen UPS-Funktion widerspiegelt und der Akkumulation nicht degra-
dierter ubiquitinylierter Proteine vorausgeht. Der direkt durch die Lmp2-Induktion
ausgeloste Beitrag zur gesamten 26S-proteasomalen Aktivitit scheint eher gering und

vor allem fiir den Abbau einzelner Proteine kritisch zu sein.

5.6 Das kardiale Proteom wird in Abhéangigkeit von Lmp2 diffe-

renziell reguliert

Die Entstehung und Auspriagung muskulirer und kardialer Hypertrophie wird unter

anderem tber die Calcineurin/NFAT-Signalkaskade moduliert.'* * 15 Calcineurin ist
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ein Zielmolekil von E3-Ligasen und ein proteasomales Substrat.” Die Ausgangshypo-
these lautete daher, dass Calcineurin als potenzielles Lmp2-Zielmolekiil unter Basalbe-
dingungen in Abwesenheit von Lmp2 durch andere proteolytisch aktive Proteasomun-
tereinheiten kompensiert abgebaut wird, jedoch unter hypertropher Stimulation akku-
muliert und sich dadurch dessen Phosphatase 2B-Aktivitit erhoht. Ublicherweise wird
die Calcineurin-Aktivitdt experimentell tiber den Abbau eines artifiziellen Phosphats
bestimmt,** % da mit MCIP1 ein endogener Inhibitor identifiziert wurde'®-16> und die
Abundanz von Calcineurin alleine daher nicht dessen Aktivitat widerspiegelt. In der
vorliegenden Arbeit jedoch wurde postuliert, dass die unterschiedliche Stirke des Re-
modellings durch differenziellen proteasomalen Calcineurin-Abbau beglinstigt wird,
weswegen hier die Abundanz untersucht wurde. Allerdings konnte kein signifikanter
Unterschied nach Isoprenalinbehandlung zwischen Wildtyp- und Lmp2 Knock-out-
Tieren festgestellt werden. Stattdessen lag eher eine geringe, tendenzielle Erhohung bei
den Wildtypméusen vor. Ebenfalls konnte die beobachtete Hypertrophie Calcineu-
rin/NFAT-unabhingig z.B. via Mef2!516> reguliert sein.

Um Hinweise auf Lmp2- abhingige Verédnderungen des kardialen Proteoms im Verlauf
der Isoprenalin-induzierten Hypertrophie zu erhalten, wurden differenziell regulierte
Proteine per 2-D-DIGE analysiert. Die hohe Anzahl der differenziell regulierten Protei-
ne und gerade die Tatsache, dass die meisten davon bei Wildtyp- und Lmp2 Knock-
out-Tieren gegenlaufig durch Isoprenalin reguliert werden, deuten eine komplexe Rolle
von Lmp2 in der Entwicklung des kardialen Remodellings an. Dies ist insofern bemer-
kenswert, als zuvor bei verschiedenen TAC-Stadien hauptsachlich stiarkere Regulatio-
nen der bereits bei leichter Pathogenese regulierten Proteine beobachtet wurden.> Der
Verlust von Lmp2 begiinstigt daher im Wesentlichen nicht einen schwereren Verlauf
der Hypertrophie per se, sondern fithrt bereits auf Proteinebene zu einer andersartigen
Pathogenese. Gerade basal unterschiedlich exprimierte Proteine konnten fiir das ver-
starkte Remodelling in Abwesenheit von Lmp2 préidisponieren, welches dann moglich-
weise nur bei transienter Isoprenalinstimulation iiber ca. vier Tage weiter kompensiert
werden kann. Da jedoch ungeklirt ist, wann genau jenseits von vier Tagen der Uber-
gang von der Hypertrophie in die vorzeitige Herzinsuffizienz eintritt, liefert die Unter-
suchung des Proteoms nach sieben Tagen wertvolle Hinweise zu den dabei moglicher-

weise involvierten Proteinen.
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5.7 Welches ist die kritische Funktion von Lmp2 beim kardialen
Remodelling?

In den aktuellen Arbeiten unserer Gruppe wird die Rolle von Lmp2 erstmalig im Kon-
text von kardialer Hypertrophie untersucht. Lediglich im I/R-Modell konnte Lmp2
zuvor eine protektive Rolle zugeschrieben werden.!' Auch jenseits des Herzen ist die
spezifische Rolle von Lmp2 wenig verstanden. Hauptsichlich wurden pro-
inflammatorische Eigenschaften in vitro,” aber auch bei Chorea Huntington!® festge-
stellt, obwohl eine pro-inflammatorische Induktion im zentralen Nervensystem eher
untypisch ist.!” Besser untersucht wurde vor allem Lmp7, dessen Induktion pro-

8L 168, 169 pro-carcinogen,'™ mit Autoimmunerkrankungen assoziiert!”!

inflammatorisch,
und kognitiv einschrinkend z.B. beim Morbus Alzheimer!'® verstanden wird. Interes-
santerweise konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden, dass erhohte Lmp7-Abundanz
mit der Lebensdauer von Primaten positiv korreliert.!'” Ebenfalls konnten protektive
Funktionen induzierbarer Proteasomuntereinheiten bei oxidativem Stress beobachtet
werden.® % 8%, 89 Bej der kardialen Hypertrophie scheint die Induktion von Lmp2 weni-
ger mit inflammatorischen Prozessen in Verbindung zu stehen. Entziindung ist typi-
scherweise durch einen Funktionsverlust des betroffenen Gewebes/Organs gekennzeich-
net (functio laesa).'™ Der beobachtete Phanotyp der Lmp2 Knock-out-Tiere deutet
dagegen eher daraufhin, dass Lmp2 einem solchen Funktionsverlust entgegenwirkt und
daher im Herzen eher keine pro-inflammatorische Rolle spielt. Vielmehr reprisentiert
die Hypertrophie-abhéingige Induktion von Lmp2 eher einen kardioprotektiven Mecha-

nismus (Abbildung 35), dessen genaue Funktionsweise jedoch weiterer Untersuchungen

bedarf.

5.8 Lmp2-spezifische Proteasom-Modulation als therapeutisches

Ziel?

In fritheren Untersuchungen konnten durch Gabe von Proteasominhibitoren kardiale

103, 105, 110-12 Ty ganderen Studien be-

Umbauprozesse verhindert bzw. verringert werden,
wirkte Proteasominhibierung allerdings verstirktes Remodelling bis hin zu einem kar-
dialen Funktionsverlust.!'® 14 Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die
induzierbare proteasomale Untereinheit Lmp2 die kardiale Entwicklung und Funktion
nicht mafigeblich beeinflusst, obwohl sie basal exprimiert und inkorporiert wird.*? Vor-

hergehende Arbeiten'® genauso wie diese Studie attestieren Lmp2 einen kardioprotek-
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Abbildung 35: Schematische Darstellung der vermuteten Rolle von Lmp2. In der basalen Entwicklung kann
fehlender Lmp2-abhéngiger Proteinverdau endogen kompensiert werden, sodass zwar verdnderte proteasomale
Aktivitdt, aber kein funktioneller Phénotyp vorliegt. Unter hypertropher Stimulation nimmt Lmp2 eine
kardioprotektive Rolle durch Abbau einzelner Proteine ein. Fehlender Lmp2-abhéngiger Proteinverdau kann kaum
mehr kompensiert werden, sodass die protektive Wirkung fehlt. Der deutliche Unterschied 26S-proteasomaler
Aktivitdten ist ein Symptom der fortgeschrittenen Erkrankung, die mit verstdrktem Remodelling und entstehender
Fibrose, Riickgang kardialer Funktion und abnormer Troponin I-Lokalisation einhergeht.

tiven Effekt. Kompletter Verlust der Induktion von Lmp2, z.B. durch Knock-out, ver-
hindert diesen Schutzmechanismus. Proteasomale Aktivititen sind wéihrend des kardia-
len Remodellings dynamisch und heterogen reguliert.” Wiahrend der Einsatz von Pro-
teasominhibitoren daher abhingig vom Fortschritt der Erkrankung die Pathogenese

verbessern kann,™

scheint die Hemmung der Lmp2-Induktion grundsétzlich negative
Auswirkungen zu haben. Um Proteasominhibierung therapeutisch einsetzen zu koénnen,
ist zuerst ein detailliertes Verstandnis der Heterogenitéit proteasomaler Induktion wah-
rend der Pathogenese einer Erkrankung notwendig.”® Nach derzeitigem Stand, durch
die Ergebnisse dieser Arbeit untermauert, erscheint spezifische Proteasominhibierung
einzelner Untereinheiten vielversprechender als eine unspezifische Hemmung des Pro-

teasoms insgesamt. Hier konnte im Kontext mit anderen Arbeiten!® 106

gezeigt werden,
dass die Induktion von Lmp2 ein endogener Mechanismus ist, der mindestens drei
murinen Herzhypertrophiemodellen gemeinsam ist. Diese Induktion scheint dabei po-
tenziell kardioprotektiv zu sein. Um Proteasominhibierung therapeutisch bei kardialem

Remodelling einzusetzen, erscheint es daher lohnenswert, eine spezifische Inhibition mit
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keiner oder wenig Beeinflussung der Lmp2-vermittelten Aktivitit zu erreichen. Auf der
anderen Seite erscheint die Verstiarkung der Lmp2-vermittelten proteasomalen Aktivi-

tét ein interessantes therapeutisches Ziel zu sein.

5.9 Limitationen und Ausblick

Durch die Wahl des Isoprenalinmodells kénnen sekundére vaskulire Effekte weitestge-
hend ausgeschlossen werden, welches in diesem Fall den Effekt der Lmp2-Induktion
eindeutig kardialen Remodellierungsprozessen wie den Anpassungen an erhohte Inotro-
pie und Chronotropie durch p-adrenerge Uberstimulation zuordnen lisst. Diese mal-
adaptiven Remodellierungsprozesse liegen auch beim Menschen im fortgeschrittenen
Stadium kardialer Erkrankung vor'™ und treiben Herzinsuffizienz so mafigeblich
voran.'? Insbesondere konnte durch die Wahl von Isoprenalin bei Wildtyptieren eine
nicht-herzinsuffiziente Kontrollgruppe geschaffen werden, die so eine Diagnose der vor-

zeitigen Herzinsuffizienz als solche iiberhaupt erst ermoglichte.

Untersuchungen der Abundanz polyubiquitinylierter Proteine konnten nur zum Teil
auf proteinbiochemischer Ebene tiberpriift werden. Die hier gewéhlte Analyse der Im-
munfluoreszenz bietet zwar die Moglichkeit des quantitativen Vergleichs und der De-
tektion regionaler Unterschiede. Die Verifizierung erfolgte jedoch nur im Rohextrakt im

direkten Vergleich Isoprenalin-behandelter Tiere.

Zweifelsfrei gibt das nicht vollstandig aufgeklarte kardioprotektive Potenzial von Lmp?2
Anlass zu der Frage, inwieweit derartige molekulare Verinderungen wie die Induktion
einer spezifischen proteasomalen Untereinheit Erkrankungen wie die Herzhypertrophie
auslosen, vorantreiben oder eine Konsequenz dieser Erkrankungen sind. Ob sich Kardi-
oprotektion auch durch Uberexpression von Lmp2 im Wildtyp erzielen lisst, ist eine
spannende Frage, die einen néchsten Schritt zur Formulierung eines Therapieansatzes
darstellt, den man spéter auf den Menschen iibertragen konnte. Dies miisste in einem
Herzinsuffizienz-Modell (z.B. 14 Tage Angiotensin II-Behandlung) durchgefiihrt wer-
den, um die Vorteile dieses Ansatzes bei kardialer Hypertrophie mit Funktionsverlust

im Wildtyp (bzw. Kontroll-Gentransfer) zu unterstreichen.

Ob und wie eine Gentherapie letztendlich auf den Menschen tibertragen werden kann,
wird derzeit untersucht. Mit Glybera® befindet sich bereits das erste AAV-basierte
Medikament in klinischer Erprobung, fiir kardiale Erkrankung hat sich das Protein
S100A1 als Zielmolekiil herausgestellt, dessen medikamentése Modulation per AAV
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aktuell entwickelt wird.'™ Sollte sich die AAV-Applikation im Menschen als nicht 6ko-
nomisch oder praktikabel herausstellen, bietet sich die Verwendung von Liposomen als
ein weiteres Organ-spezifisches Vehikel an,' jedoch bedarf es hier noch herzspezifi-
scher Weiterentwicklungen. Fiir eine Lmp2-basierte Gentherapie im Menschen ist es
zwar noch ein weiter Weg, jedoch kann mit jeder weiteren Studie dieser Weg ein Stiick

weiter beschritten werden.
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