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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Der fibrotische Umbau des Herzmuskels kommt bei einer Reihe von Herzerkrankun-
gen zum Vorschein. Eine tragende Rolle fir diese Entwicklung spielen die bindege-
websproduzierenden Fibroblasten des Herzens. Im Zusammenspiel mit den Kardio-
myozyten sind sie fir die kardiale Funktionalitat von groBer Bedeutung. Unter patho-
logischen Bedingungen differenzieren Fibroblasten zu Myofibroblasten, die sich u.a.
durch eine erhdhte Produktion extrazellularer Matrixproteine, der Sekretion profibroti-
scher Faktoren und der Expression von Glattmuskelaktin (a-SMA) auszeichnen. Sie
spielen eine entscheidende Rolle bei der Gewebsfibrotisierung und riicken daher zu-
nehmend in den Fokus aktueller Forschungen. cAMP wird mit einer Inhibierung der
Fibroblasten-Transformation in Verbindung gebracht. Im Zentrum dieser Arbeit stehen
daher die B-adrenerge Signalkaskade und ihr potenzieller Einfluss auf den fibrotischen
Umbau. Anders als in Kardiomyozyten wird in Fibroblasten die PKA-abhangige Phos-
phorylierung von Phosphoproteinen hauptsachlich durch den B2-Rezeptorsubtyp ver-
mittelt, wohingegen der B1-Rezeptor in diesem Zusammenhang nicht in Erscheinung
tritt. In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkung eine chronische B2-Rezep-
torstimulation auf die Expression profibrotischer Faktoren in kultivierten Fibroblasten
aus neonatalen Rattenherzen hat. Auf diese Weise wurde ein Zustand simuliert, der
einer Herzinsuffizienz mit erhéhten Katecholaminspiegeln nahekommt. Durch diese
Intervention konnte eine deutliche Reduktion des Fibrose-assoziierten sekretorischen
Faktors CTGF erreicht werden, wahrend die Expression von a-SMA unverandert blieb.
Von einer vollstandigen Rekonversion zu ruhenden Fibroblasten war unter Berlcksich-
tigung der konstanten a-SMA-Spiegel nicht auszugehen. Die Herunterregulation von
CTGF ist eine Folge der erhéhten cAMP-Spiegel nach B-adrenerger Simulation. Der
Botenstoff CAMP besitzt ein antifibrotisches Potenzial. In einem cAMP-Assay konnte
gezeigt werden, dass durch die Isoprenalingabe ein cAMP-Anstieg erreicht wurde. Als
Begleiterscheinung trat im Rahmen der chronischen Stimulation das Phanomen der
B-adrenergen Desensitivierung auf, welche durch Analyse des Phosphoproteins
p-CREB und des sinkenden cAMP-Spiegels nachvollzogen werden konnte. Im Folgen-
den stellte sich die Frage, ob durch Verstarkung des (3-adrenergen Signalwegs eine
zusatzliche antifibrotische Wirkung eintritt. Als Verstarkerelement diente dazu der
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Phosphatase-Inhibitor-1 (I-1). In den Uberexpressionsversuchen konnte zunéchst eine
Zunahme des PKA-abhangigen Phosphorylierungsniveaus in Gegenwart des I-1 de-
monstriert werden. Eine antifibrotische Wirkungssteigerung lief3 sich allerdings durch
diese MaBnahme nicht herbeifiihren.

Durch Modulation der B-adrenergen Signalkaskade und damit der cAMP-Homd&ostase
kann bis zu einem gewissen Ausmalf3 also in die Regulation von profibrotischen Fak-
toren eingegriffen werden. Es bleibt jedoch abzuwarten inwieweit sich dieses Konzept
auf das lebende Herz Ubertragen Iasst. In vivo stellt sich die Situation viel komplexer

dar, da Fibroblasten immer in Interkation mit den Kardiomyozyten treten.



2. Summary

2. Summary

The fibrotic remodeling of the heart appears in several cardiac diseases. Especially
fibroblasts, which are known as the tissue producing cells in the heart, contribute to
this process. Interacting with cardiomyocytes they play an important role for the cardiac
functionality. Under pathological conditions fibroblasts differentiate to myofibroblasts,
which are characterized by an increased production of extracellular matrix, secretion
of profibrotic markers and the expression of smooth muscle actin (a-SMA). They play
an important role in tissue fibrosis and hence they receive more and more attention in
research. cAMP is associated with an inhibition of fibroblast transformation. Central
aspects of this work are the B-adrenic receptor pathway and its potencial impact on
fibrotic remodeling. In contrast to cardiomyocytes PKA-dependend phosphorylation in
fibroblasts is mainly mediated by the B2-receptor subtype. The B1-receptor does not
seem to be involved in this mechanism. In this work the effects of chronic Bz-receptor
stimulation on the expression of profibrotic markers in cultured fibroblasts from
neonatal rat heart were closer analysed. This set-up was meant to simulate the
conditions in chronic heart failure, when catecholamine levels reach a maximum.
Through this intervention the expression of the fibrosis associated secretory marker
CTGF was significantly reduced, whereas a-SMA levels remained constant.
Considering the constant a-SMA levels a reconversion to fibroblasts did not take place.
The downregulation of CTGF is a result of increasing cAMP-levels induced by B-ad-
renic stimulation. It is known, that the second messenger cAMP has antifibrotic
potential. In cAMP-assays we could demonstrate an increase of CAMP-levels after
application of isoprenaline. A side effect of the chronic stimulation is the phenomenon
of B-adrenic desensitization, which could be seen in the phosphorylation of CREB and
the decreasing cAMP-levels. Another question, which resulted from the findings, was
whether a boost of the B-adrenic pathway induces an additional antifibrotic effect. For
this purpose inhibitor-1 (I-1), a well known amplifier of the pathway, was used by
infecting fibroblasts with Ad-1-1. By overexpressing I-1 an increase of PKA-dependend
phosphorylation level was achieved. Nevertheless there was no hint of an additional
profibrotic effect in presence of I-1.
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To sum up, a modulation of B-adrenic pathway can regulate fibrosis to a certain extent.
How far this concept can be conveyed to the conditions in vivo remains to be seen. In
vivo fibroblasts constantly interact with cardiomyocytes.
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3.1 Herzinsuffizienz
3.1.1 Allgemeines

Die Herzinsuffizienz stellt eine der haufigsten internistischen Erkrankungen in der Me-
dizin dar. Weltweit belaufen sich die Schatzungen auf mehr als 24 Millionen Menschen,
die von einer Herzinsuffizienz betroffen sind (Kapur et al. 2012). Die Préavalenz und
Inzidenz dieser Erkrankung ist sowohl alters- als auch geschlechtsabhangig. Laut An-
gaben des Statistischen Bundesamtes war die Herzinsuffizienz im Jahre 2012 die am
haufigsten gestellte Hauptdiagnose aller weiblichen Krankenhauspatienten in der Bun-
desrepublik Deutschland und auch bei den méannlichen Patienten die h&ufigste Ursa-
che einer Krankenhauseinweisung. Bei den Todesursachen rangierte sie im selben
Jahr auf dem zweiten Platz hinter der chronisch-ischdmischen Herzkrankheit. Die ab-
solute Anzahl von Todesféllen durch Herzversagen wurde vom Statistischen Bundes-
amt auf 30.850 beziffert (Statistisches Bundesamt 2013). Damit hat sie sich innerhalb
einer Zeitspanne von 6 Jahren vom dritten auf den zweiten Rang in dieser Statistik
vorgeschoben und gewinnt immer mehr an Bedeutung. Unbestritten ist, dass die Pra-
valenz mit steigendem Alter deutlich zunimmt. Wahrend schatzungsweise ca. 1% der
Bevolkerung in der Altersgruppe zwischen 25-54 Jahren an einer Herzinsuffizienz lei-
det, steigt dieser Wert bei den 65-74-Jahrigen auf 4-5% an. Bei den Uber 75-Jahrigen
wird sogar eine relative Haufigkeit von mehr als 10% angenommen (Kannel et al.
1994). Die Rate der Neuerkrankungen jenseits des 65. Lebensjahres betrug im Jahre
2012 10 von 1000 Einwohnern (Go et al. 2013). In den letzten Jahren konnten durch
intensive Forschung Fortschritte in der Behandlung der Herzinsuffizienz erzielt wer-
den, die sich auch in einem Rickgang der Sterblichkeit und Verbesserung der Lebens-
qualitat bemerkbar machen. Jedoch bleibt die Prognose dieser Erkrankung auch unter
medikamentdser Behandlung limitiert. Die jahrliche Mortalitatsrate betragt trotz Thera-
pie bei Patienten mit moderaten oder ernsten Symptomen zwischen 30 bis 60%
(Sachse et al. 2012). Angesichts dieser Dimensionen wird deutlich, dass es sich bei
der Herzinsuffizienz um eine ernst zu nehmende Volkskrankheit handelt und weitere
Anstrengungen auf diesem Gebiet der Forschung auch hinsichtlich neuer Thera-
piestrategien essentiell sind.
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3.1.2 Klinik der Herzinsuffizienz

Bei der Herzinsuffizienz ist das Herz unfahig ein angemessenes Herzzeitvolumen zu
generieren, um das Gewebe mit ausreichend Blut und damit Sauerstoff zu versorgen.
Je nach Lokalisation wird sie eingeteilt in eine Rechtsherz-, Linksherz- oder Globalin-
suffizienz. Darlber hinaus unterscheidet man je nach Verlauf eine akute und chroni-
sche Form. Im Prinzip ist die Herzinsuffizienz keine eigenstandige Erkrankung im en-
geren Sinne, sondern kann eher als ein Symptom betrachtet werden. Sie stellt den
gemeinsamen Endpunkt &tiologisch unterschiedlicher Pathologien des Herzens dar.
Zu diesen Pathologien zahlen unter anderem die koronare Herzerkrankung, die ver-
schiedenen Subtypen der Kardiomyopathie, Herzvitien, Herzrhythmusstérungen, Er-
krankungen des Perikards und selten auch Infektionserkrankungen des Herzens. Der
Hauptrisikofaktor zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz ist und bleibt aber die hyper-
tensive Herzerkrankung (McMurray und Stewart 2000). Sie ist gekennzeichnet durch
eine weitestgehend kompensatorische Phase mit charakteristischem hypertrophem
Wachstum des Herzmuskels. Auf die einzelnen Kompensationsmechanismen wird
weiter unten in diesem Abschnitt ndher eingegangen. Im Verlauf versagen allerdings
diese Kompensationsmechanismen und es kommt zu den klassischen Symptomen ei-
ner Herzinsuffizienz. In diesem Stadium spricht man dann von einer dekompensierten
Herzinsuffizienz. Zu den Symptomen gehdren bei der Linksherzinsuffizienz eine allge-
meine verminderte Belastbarkeit und eine Belastungsdyspnoe mit Husten bedingt
durch den Rickstau des Blutes in das pulmonale GefaBbett. Dieser Zustand miindet
nicht selten in ein klinisch manifestes Lungenédem (Kindermann 2007). Die Rechts-
herzinsuffizienz geht klassischerweise mit einem Flissigkeitsrickstau im Kérperkreis-
lauf einher, welcher sich klinisch in Form einer Odembildung in den abhangigen Kor-
perpartien oder als Aszites manifestiert (Cowie et al. 1997). Im Rahmen einer Rechts-
herzinsuffizienz kénnen unter anderem auch die Nieren und die Leber in Mitleiden-
schaft gezogen werden. Der Schweregrad der Erkrankung wird in der Regel klinisch
nach der NYHA-Klassifikation (New York Heart Association) in 4 Stadien eingeteilt.
Der Ausbruch der Symptome wird im frihen Stadium einer chronischen Herzinsuffizi-
enz in der Regel durch entsprechende Kompensationsstrategien des Koérpers zuriick-
gehalten. So wird zur Aufrechterhaltung der Pumpleistung das sympathische Nerven-

system verstéarkt aktiviert, was in einer vermehrten Ausschattung von Hormonen wie
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Adrenalin und Noradrenalin resultiert (Thomas und Marks 1978). Dieser Mechanismus
wird auch als neurohumorale Aktivierung bezeichnet. Die Katecholamine erzielen
durch Stimulation der B1-Rezeptoren in den Herzmuskelzellen positiv inotrope, chro-
notrope und dromotrope Effekte. Es kommt also unweigerlich zu einer Erhéhung von
Schlagkraft, Frequenz und Reizweiterleitung in Verbindung mit einem gesteigerten
Sauerstoffverbrauch des Herzens, um weiterhin die Blutversorgung der Peripherie zu
gewahrleisten. Die Katecholamine entfalten jedoch auch ihre Wirkung in der Periphe-
rie, indem sie im arteriellen Gefa3system eine Vasokonstriktion, also eine Engstellung,
herbeifihren mit einer konsekutiven Erhéhung der Nachlast. Auch die Hochregulation
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) ist Teil der neurohumoralen Akti-
vierung. Innerhalb dieser Kaskade erfolgt die enzymatische Abspaltung von Angioten-
sin, in deren Folge das Hormon Aldosteron aus der Nebennierenrinde ausgeschuttet
wird. Aldosteron wiederum fuhrt durch Eingriff in den Elektrolythaushalt und renale
Ruckresorption zu einer VergroBerung des Blutvolumens und damit Anhebung des
Blutdrucks (Unger und Li 2004). Neben der humoralen Antwort auf das drohende
Pumpversagen ist der Organismus auch durch mechanische Regulationsmechanis-
men fahig entgegenzusteuern. In diesem Kontext spielt der sogenannte Frank-Star-
ling-Mechanismus eine tragende Rolle. Das Herz ist bei zunehmender Flllung der
Ventrikel in der Lage, bis zu einem gewissen Grad seine Auswurfleistung den neuen
Anforderungen anzupassen und zu optimieren. Das Ausmaf3 der Kontraktiliatssteige-
rung wird durch die Ruhedehnungskurve vorgegeben. Im Rahmen einer Herzinsuffizi-
enz sind diesem Mechanismus jedoch Grenzen gesetzt, auch ein vélliges Versagen
abhangig vom Schweregrad der Erkrankung ist méglich (Kitzman et al. 1991). Die
Kompensationsmechanismen kommen kurzfristig der Perfusion des Organismus zu-
gute, auf lange Sicht jedoch fligen sie dem Herzen mehr Schaden als Nutzen zu. Die
humorale und mechanische Umstellung ist der Anstof3 zu einer strukturellen Verande-
rung des Herzens in Form einer Herzmuskelhypertrophie und bei chronischer Belas-
tung auch einer Herzfibrose. In diesem Zusammenhang fallt haufig der Begriff ,kardi-
ales Remodeling*. Sowohl der Aktivierung des RAAS als auch der B-adrenergen Uber-
stimulation wird eine entscheidende Beteiligung an diesen UmbaumaBnahmen zuge-
schrieben (McEwan et al. 1998).
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Abbildung 1: Circulus vitiosus der dekompensierten Herzinsuffizienz. Ohne therapeutische Inter-
vention miindet die dekompensentierte Herzinsuffizienz unweigerlich in die oben dargestellte Endlos-
schleife mit Progress der Erkrankung. Im Stadium der Kompensation kommt es zu einer neurohumora-
len Aktivierung. Die beiden prominentesten Vertreter dieser humoralen Antwort sind das Renin-Angio-
tensin-Aldosteron-System (RAAS) und die Sympathikusaktivierung. Langfristig reagiert das ge-
schwéchte Herz infolge der veranderten Kreislaufverhéltnisse und der dauerhaften humoralen Stimula-
tion mit einer strukturellen Modifikation zwecks Anpassung. Das sogenannte ,kardiale Remodeling*
wirkt sich ungunstig auf den Krankheitsverlauf aus. Der Kreislauf beinhaltet nicht nur eine Aufrechter-
haltung der Dekompensation, sondern dartber hinaus eine weitere Zustandsverschlechterung.

Therapeutisches Ziel der Behandlung einer Herzinsuffizienz ist die medikamentdse
Unterbrechung des Circulus vitiosus, der ohne Intervention eine Degeneration des
Herzmuskels zur Folge hat (Abb. 1). Die Anwendung der einzelnen Therapeutika er-
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folgt stadiengerecht und ist klar definiert. Mittel der Wahl in allen Stadien der Herzin-
suffizienz ist der ACE-Hemmer, dessen Angriffspunkt das RAAS ist. Erwiesenermafen
wird dem ACE (Angiotensin-converting enzyme)-Hemmer eine Prognoseverbesse-
rung attestiert und ist deshalb unentbehrlich in der Therapie der Herzinsuffizienz
(Flather et al. 2000). Ab dem zweiten Stadium wird erganzend ein B-Blocker in das
Therapieregime aufgenommen. Dieser macht es sich zur Aufgabe die Sympathikus-
aktivierung am Herzen durch kompetitive Hemmung der entsprechenden Rezeptoren
zu drosseln, um eine Entlastung des Herzens zu erreichen. Das Stadium NYHA Il
rechtfertigt die Gabe eines Diuretikums und eines Aldosteronantagonisten wie Spiro-
nolacton. Beide greifen in den Wasser- und Elektrolythaushalt des Organismus ein mit
dem Ziel die Vor- und Nachlast des Herzens zu minimieren. Eine Blutdrucksenkung
wirkt sich glnstig auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz aus. Bei einer therapiere-
fraktaren Verlaufsform kénnen ab dem dritten Stadium auch wahlweise Digitalisglyko-
side eingesetzt werde. Durch Hemmung der Na*/K*-ATPase sorgen sie fir einen Cal-
ciumeinstrom in die Zelle und haben damit positiv inotrope Eigenschaften bei gleich-
zeitiger Senkung der Herzfrequenz. Im Gegensatz zu den zuvor genannten Therapeu-
tika ist ihr Einsatz rein symptomatischer Natur, d.h. sie verbessern nicht die Prognose
der Erkrankungen (Swedberg et al. 2005). Auch ihrer niedrigen therapeutischen Breite

ist es geschuldet, dass sie nur mit Vorsicht ihre Einsatzberechtigung finden.

3.2 Kardiale Sympathikusaktivierung: B-adrenerge Signaltransduk-

tion in Kardiomyozyten
3.2.1 B-adrenerge Signaltransduktion unter physiologischen Bedingungen

Das Herz besitzt die Fahigkeit innerhalb kurzer Zeit das Herzminutenvolumen um ein
Vielfaches, genau genommen um das Sechsfache, auf den Wert 30 Liter/Minute zu
steigern. Das Herzminutenvolumen setzt sich zusammen aus dem Produkt der Herz-
frequenz und dem Herzschlagvolumen. Beide Parameter kbnnen unabhangig vonei-
nander variiert werden. Besonders die im Herzen vorkommenden 3-Rezeptoren besit-

zen die Fahigkeit die Herzleistung durch Beeinflussung beider Variablen zu modulie-
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ren. Ein GroBteil der kardialen B-Rezeptoren, ca. 70-80%, sind dem B1-Subtypen zu-
zuordnen. Der B2-Subtyp macht im Herzen etwa 20-30% aus (Bristow 2000). Beide
Subtypen sind assoziiert mit einem Anstieg der Herzfrequenz und der Kontraktiliat Es
gibt aber auch Hinweise flr die Existenz von Bs-Rezeptoren, die mengenmagig im
Herzen eher eine untergeordnete Rolle spielen und funktionell entgegengesetzt zu 3+-
und B2-Rezeptoren eine negativ inotrope Wirkung ausiben (Lohse et al. 2003). Die
prominentesten Mediatoren der B-adrenergen Signaltransduktion sind Adrenalin und
Noradrenalin, die physiologisch in Stresssituation ausgeschuttet werden. Die Bindung
des Hormons an den Rezeptor setzt die Signaltransduktion in Gang. Ein entscheiden-
der Zwischenschritt in der Kaskade ist dabei die Freisetzung des sekundaren Boten-
stoffes cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) durch die membranstéandige Ade-
nylylzyklase (AC). Die Kommunikation zwischen diesem Enzym und dem Rezeptor
wird durch sogenannte G-Proteine vermittelt. Im Falle der B1-Rezeptoren handelt es
sich dabei um ein stimulierendes Gs-Protein. Dieses ist aus drei Untereinheiten mit den
Bezeichnungen q, B, y zusammengebaut. Im ruhenden Zustand bindet die a-Unterein-
heit GDP. Kommt es nun zur Stimulation des Rezeptors, wird GDP durch GTP ersetzt,
was eine Abspaltung dieser Untereinheit von den beiden anderen zur Folge hat. Die
mit GTP-beladene Gas-Untereinheit besitzt nun die Fahigkeit die AC zu aktivieren
(Hamm 1998). Diese katalysiert in der Folge die Reaktion von ATP zu cAMP. Die
Hauptzielstruktur vom cAMP ist die Proteinkinase A (PKA), die fir die Phosphorylie-
rung verschiedener zellularer Proteine verantwortlich ist. Die PKA setzt sich aus vier
Untereinheiten zusammen, zwei von diesen bilden die regulierende und die anderen
beiden die katalytische Untereinheit (Davies et al. 1994). cAMP dockt an die regulie-
rende Untereinheit, wodurch die katalytische Untereinheit in den aktiven Zustand ver-
setzt wird. Die Phosphorylierung der Proteine durch die PKA erfolgt an Serin- oder
Threonin-Resten und kann je nach Protein eine Aktivierung oder Hemmung induzie-
ren. Es existieren jedoch auch Gegenmechanismen zum Schutz vor einer unkontrol-
lierten Stimulation, die in die Ablaufe der Signaltransduktion eingreifen. Die Interven-
tion kann auf zwei unterschiedlichen Stufen der Kaskade erfolgen. Zum einen ist die
Zelle mit Phosphodiesterasen (PDE) ausgestattet, die das cAMP in inaktives 5-AMP
Uberfihren kénnen (Torphy et al. 1992). Zum anderen ist die Phosphorylierung an Se-

rin-, Threonin- und Thyrosinresten der Zielproteine durch Proteinphosphatasen (PP)
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vollstéandig reversibel. Im Gegensatz zum (B1-Rezeptor ist der f2-Rezeptor neben dem
stimulierenden Gs-Protein auch an ein inhibitorisches Gi-Protein gekoppelt. Aufgrund
dieser Konstellation fuhrt die Aktivierung des B2-Rezeptors zeitabhangig auch zu einer
Reduktion der Kontraktilitat. Zu Beginn der Stimulation besitzt der 32-Rezeptor eine
héhere Affinitat zum Gs-Protein. Die zunehmende Aktivierung der PKA flhrt zu einer
Phosphorylierung des [32-Rezeptors. Dieser Mechanismus ist mit einer Verschiebung
der Affinitat zugunsten des Gi-Proteins assoziiert (Devic et al. 2001).

In den Kardiomyozyten sind die Phosphorylierungsprozesse essentiell fir die
Calciumhomoostase der Zelle und vermitteln auf diesem Weg die positive Inotropie,
Lusitropie und Chronotropie, also die Steigerung der Kontraktilitat, der
Relaxationsfahigkeit sowie der Herzfrequenz. Die Kontraktionsfahigkeit der
Herzmuskelzelle ist abhangig von dem Calciumgehalt im Zytosol. Die Aktvierung der
B-adrenergen Signalkaskade bewirkt eine Phosphorylierung der membranstandigen
L-Typ-Ca?*-Kanale (Dihydropyridinrezeptoren), die nun einen Calciumeinstrom
entlang des elektrochemischen Gradienten in das Zellinnere zulassen (Trautwein et
al. 1990). Der Calciumgehalt in der Zelle wird noch zusétzlich gesteigert, indem das
einstromende Calcium an den Ryanodin-Rezeptor bindet und so eine weitere
Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischem Retikulum, dem zellularen
Calciumspeicher, triggert. In der Folge bindet das zytosolische Calcium an Troponin C
und leitet so den Kontraktionszyklus ein. Die erhéhte Phosphorylierungsaktivitat nach
B-adrenerger Stimulation geht also folglich mit einer Inotropiesteigerung einher. Aber
auch die Lusitropie, also die Fahigkeit des Herzmuskels zur Erschlaffung, ist an den
Phosphorylierungsstatus von Zellproteinen gebunden. Der Muskel relaxiert im Zuge
der Abnahme des zytosolischen Calciumgehaltes. Dies geschieht unter anderem
durch die Wiederaufnahme des Calciums ins sarkoplasmatische Retikulum Gber eine
Ca?*-ATPase (SERCA=_Sarcoplasmatic/-Endoplasmatic Reticulum Calcium ATPase).
Die Regulation dieser ATPase wird durch Phospholamban (PLB) Ubernommen,
welches cAMP/PKA-abhangig nach B-adrenerger Stimulation phosphoryliert wird. Im
phosphorylierten Zustand hebt sie die Hemmung der SERCA durch PLB auf, sodass
das Calcium aktiv in das sarkoplasmatische aufgenommen und gespeichert werden
kann (MacLennan und Kranias 2003). Weitere Substrate der PKA, die in die
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Calciumhomoostase der Herzmuskelzelle involviert sind, sind das Troponin | und das
Myosin-Binding-Protein C.

Interessanterweise konnte klrzlich gezeigt werden, dass nicht nur Kardiomyozyten,
sondern auch kardiale Fibroblasten tber B-adrenerge Rezeptoren verfiigen und damit
eine potenzielle Zielstruktur sympathischer Aktivierung darstellen (Aranguiz-Urroz et
al. 2011)

Innerhalb der B-adrenergen Signalkaskade hat auch der Proteinphosphatase-Inhi-
bitor-1 (Inhibitor-1) eine wichtige Bedeutung. Seine PKA-abhéngige Phosphorylierung
verstarkt zusatzlich die Effekte einer B-adrenergen Stimulation. In diesem aktivierten
Zustand inhibiert er die katalytische Untereinheit der dephosphorylierenden PP-1 (EI-
Armouche et al. 2008) und leistet so einen entscheidenden Beitrag zum Erhalt der

Phosphorylierung.

3.2.2 Veranderungen der B-adrenergen Kaskade in der Herzinsuffizienz

Ein bekanntes Phanomen einer chronischen Exposition des Herzens gegenitber Ka-
techolaminen im Stadium einer Herzinsuffizienz ist die Desensitiverung der 3-Adreno-
rezeptoren (Benovic et al.1988). Bereits innerhalb kurzer Zeit kommt es zu einer Phos-
phorylierung der besetzten Rezeptoren durch die verstarkte (B-AR-Kinase-Aktivitat
(BARK1 = GRK2), was in einer Entkopplung des Rezeptors von dem Gs-Protein und
einer Internalisierung des Rezeptors endet (Hausdorff et al. 1990). Weiterhin kann man
im Verlauf eine Verminderung der (3-AR-Dichte und eine Zunahme des Gi-Proteins
feststellen (EI-Armouche und Eschenhagen 2009). In den Kardiomyozyten betrifft die
Desensitiverung besonders den B1-Rezeptor und hat eine Verschiebung des Rezep-
torverhaltnisses auf 1:1 zur Folge. Das Ausmal der Reduktion an 3-Rezeptoren kor-
reliert dabei mit der Schwere der Erkrankung (Kiuchi et al. 1993, Engelhardt et al.
1996). All diese Veranderungen tragen zu einem verminderten Ansprechen des Her-
zens auf Katecholamine bei (Choi et al. 1997). Kontrovers diskutiert werden die Kon-
sequenzen eines solchen Regulationsmechanismuses. Einerseits kann die Desensiti-

verung als adaptiver Schutzmechanismus des Herzens interpretiert werden, da auf
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diese Weise die Gefahr einer Arrhythmie, Hypertrophie, Apoptose und Energieun-
gleichgewichts nach B-adrenerger Uberstimulation entschérft wird (Lohse et al. 2003).
Unterstitzt wird diese Sichtweise durch einen Blick auf die bewahrte Pharmakothera-
pie einer Herzinsuffizienz. Lange erwiesen ist der prognoseverbessernde Einsatz von
Beta-Blockern bei Herzversagen (Doughty et al. 1997). Sie funktionieren nach dem
Prinzip der kompetitiven Hemmung und schitzen das Herz vor dem Einfluss von Ka-
techolaminen, was vergleichbar ist mit dem Zustand nach Desensitiverung. Im Gegen-
satz dazu stehen Therapiestrategien, die durch den Versuch eine Desensitiverung mit
einem KatecholaminUberschuss zu kompensieren eine Mortalitdtszunahme zur Folge
haben und deshalb als kontraproduktiv anzusehen sind (O’Connor et al. 1999). Ande-
rerseits muss aber auch in Betracht gezogen werden, dass die Desensitiverung dem
Herzen die Fahigkeit beraubt, in Belastungssituationen seine Leistung dem Bedarf an-
zupassen (Eschenhagen 2008). In der Summe wird der Mechanismus von Experten
allerdings als protektive Adaptation bewertet (EI-Armouche und Eschenhagen 2009).

3.3 B-adrenerge Signalverstarkung: Protein-Phosphatase-Inhibitor-1

in Kardiomyozyten

Der Protein-Phosphatase-Inhibitor-1 (I-1) ist ein selektiver und hochpotenter Hemmer
der PP-1. Es handelt sich dabei um ein kleines Protein aus 171 Aminosauren mit ei-
nem Molekulargewicht von 32 kDa (Elbrecht et al. 1990, Wittkbpper et al. 2011). Auf-
fallig ist unter anderem, dass es charakteristische Elemente einer Sekundérstruktur
vermissen lasst. Diesem Merkmal ist es wahrscheinlich auch zu verdanken, dass der
I-1 thermo- und saurestabile Eigenschaften aufweist und auch widerstandsfahig ge-
genlber Detergenzien und Lésungsmitteln ist (Nimmo und Cohen 1978). Der I-1 wurde
zum ersten Mal von Huang und Glinsmann im Jahre 1978 im Skelettmuskel von Ka-
ninchen entdeckt. MengenmaBig wird er am starksten im Gehirn, in Fettzellen, Niere
und Skelettmuskel exprimiert (MacDougall et al. 1989), in Herz und Lunge dagegen ist
der I-1 in etwas geringeren Konzentrationen (Neumann et al. 1991, Gupta et al. 1996)

vertreten. Besonders in erregbarem Gewebe wie Gehirn und Herz kommt dem I-1 eine
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wichtige Bedeutung zu, wo er im Zusammenhang mit Vorgangen rund um die neuro-
nale Plastizitdt und Kontraktilitat des Herzmuskels in Erscheinung tritt (Sahin et al.
2006). Im Herzen scheint er zum gréBten Teil (ca. 80%, Gupta et al. 2003) am sarko-
plasmatischen Retikulum lokalisiert zu sein. Eine Phosphorylierung an der Stelle T35
durch die PKA versetzt den I-1 in den aktiven Zustand und beféhigt ihn die katalytische
Untereinheit der PP-1 auszuschalten (Cohen 1988). MaBgeblich flir die Interaktion des
I-1 mit der PP-1 ist die KIQF-Sequenz (Eto et al. 2004). Es handelt sich hierbei um
eine N-terminale Tetrapeptid-Sequenz, die auch in anderen Regulatoren der PP-1 wie-
derzufinden ist. Sie ist der Schllissel zur Bindung und Inhibierung des Enzyms (Connor
et al. 2000). Diese Fahigkeit macht den I-1 zu einem effektiven Verstarker der B-adr-
energen Signalkaskade, indem er das PKA-abhangige Phosphorylierungsniveau in
der Zelle anhebt (EI-Armouche et al. 2003). Die Arbeitsgruppe um Cohen konnte zei-
gen, dass die basale Phosphorylierungsrate des I-1 im Herzen und in der Skelettmus-
kulatur ca. 30% betragt und nach Verabreichung von Adrenalin bis auf 70% gesteigert
werden kann (Aitken und Cohen 1982). In weiteren Untersuchungen konnte dann ein
Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungsniveau von PLB und dem Aktivitats-
status des I-1 nachgewiesen werden (lyer et al. 1988). Durch Uberexpressionsversu-
che mit I-1 konnte eindrucksvoll demonstriert werden, dass das Kontraktionspotenzial
der Zellen zunimmt und die Sensitivitdt gegentber Katecholaminen positiv beeinflusst
wird (EI-Armouche et al. 2003), was die These einer Verstarkerfunktion des I-1 unter-
stlitzt. Die Phosphorylierung an der Stelle T35 kann aber auch genauso wieder aufge-
hoben werden. Diese Aufgabe entfallt auf die PP-2A und 2B aus der Klasse der Typ-2
Serin/Threonin-Phosphatasen (El-Armouche et al. 2006). Dabei ist die Aktivitat der
PP-2B an die Anwesenheit von intrazellularem Ca?+ gekoppelt, sodass der I-1 auch als
Bindeglied der beiden wichtigsten intrazelluldren sekundaren Botenstoffe Ca?* und
cAMP betrachtet werden kann (Sahin et al. 2006). Der I-1 ist aber auch ein Substrat
der ebenfalls Ca2*-regulierten Proteinkinase Ca, die eine Phosphorylierung an der
Stelle S67 vornimmt. Im Gegensatz zu der Phosphorylierung an T35 durch PKA wird
in diesem Fall eine Aktivitatsminderung des I-1 erreicht (Braz et al. 2004, Sahin et al.
2006). Eine weitere Phosphorylierungsstelle der PKCa mit anschlieRender Aktivitats-
abnahme befindet sich an T75 (Rodriguez et al. 2007). In beiden Fallen hat die Phos-

phorylierung eine gesteigerte Aktivitdt der PP-1 zur Folge, weil die Hemmung durch
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den I-1 entfallt. Funktionell macht sich dies durch ein verminderte kontraktile Reserve
bemerkbar (Rodriguez et al. 2007, Rodriguez et al. 2006).

Eine Betrachtung des I-1 im insuffizienten Herzen veranschaulicht einerseits die Re-
gulation des Proteins als auch seine tbergeordnete Funktion. Mengenmafig I&sst sich
in diesem Stadium ein Rickgang des I-1 und auch ein vermehrtes Vorliegen in dephos-
horylierter Form beobachten (El-Armouche et al. 2004), sodass insgesamt eine Aktivi-
tadtsminderung zu verzeichnen ist. Die Arbeitsgruppe um El-Armouche konnte experi-
mentell eine Reduktion des I-1-Proteinlevels um 58% und eine um 77% geminderte
Phosphorylierung des I-1 in insuffizienten menschlichen Herzen feststellen. Diese Ver-
schiebungen kénnen plausibel mit der Herunterregulation der B-AR bei Herzinsuffizi-
enz erklart werden. Die 3-adrenerge Desensitiverung geht automatisch mit einem nied-
rigeren cAMP-Niveau und damit auch einer Hypophosphorylierung des I-1 einher. In
der Tat konnte auch in Tiermodellen gezeigt werden, dass eine chronische Isoprenalin-
stimulation zu verminderten I-1-mRNA- und Proteinspiegeln fuhrt (EI-Armouche et al.
2007). Dartber hinaus steuert auch die vermehrte Aktivitat der PP-2B in der Herzin-
suffizienz zu einer Dephosphorylierung des I-1 bei (Wittkbpper et al. 2011). Die theo-
retische Uberlegung, dass eine verminderte |-1-Aktivitat eine zunehmende Dephos-
phorylierung von Zielproteinen wie PLB nach sich ziehen musste, konnte in Versuchen
bestéatigt werden (EI-Armouche et al. 2004). Folglich kommt es zu einer verminderten
SR-Beladung (Wittkbpper et al. 2010) mit reduzierter Kontraktilitat der Myozyten. Wie
die B-adrenerge Desensitiverung wird auch die Reduktion von I-1 im Rahmen der
Herzinsuffizienz als ein méglicher Schutzmechanismus diskutiert. So konnte demons-
triert werden, dass I-1 Knockout-M&use vor Katecholamin-induzierten Arrhythmien und
einem Fortschreiten der Herzinsuffizienz geschitzt waren (EI-Armouche et al. 2008).
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Abbildung 2: Regulationsmechanismen des Inhibitor-1. Die Stimulation der B-adrenergen
Signalkaskade bewirkt liber eine Aktivierung der cAMP-abhangigen PKA eine Phosphorylierung des I-1
an der Stelle T35. Dies ist gleichbedeutend mit einer Aktivitdtszunahme des Proteins und Uber eine
Inhibierung der PP-1 einer Anhebung des Phosphorylierungsniveaus in der Zelle. Die Interaktion wird
von der KIQF-Sequenz des I-1 vermittelt. Eine Phosphorylierung an der Stelle S67 durch die
Ca2+-abhangige PKCa hat den gegenteiligen Effekt im Sinne einer Deaktivierung des Proteins zur Folge.
Als Konsequenz ergibt sich eine Aufhebung der PP-1-Hemmung und somit eine progrediente
Dephosphorylierung von Phosphoproteinen. Auf makroskopischer Ebene wird durch dieses
Verstarkerelement Einfluss auf die Kontraktion bzw. Relaxation in Kardiomyozyten genommen.Die
Phosphorylierung des I-1 an der Stelle T35 ist jedoch auch reversibel. Eine Dephosphorylierung an
dieser Stelle kann durch die PP-2A und 2B erfolgen. Durch diesen Vorgang wird der I-1 in seinen
inaktiven Zustand versetzt und die Hemmung der PP-1 wird aufgehoben. Auf diese Weise steigt das
Phosphorylierungsniveau in der Zelle an.
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3.4 Kardiale Fibroblasten
3.4.1 Allgemeines

Kardiale Fibroblasten stellen die Mehrheit an Zellen im kardialen Gewebe mit einem
Anteil von 64% in Rattenherzen und 72% im menschlichen Herzen. Die Kardiomyozy-
ten hingegen machen nur 30% bzw. 28% aller Zellen aus, wenngleich sie aufgrund
ihrer GréBe die eigentliche Masse des Herzmuskels stellen (Banerjee et al. 2007).
Wahrend in der Vergangenheit den Kardiomyozyten in der Forschung mehr Beachtung
zukam, stehen die kardialen Fibroblasten heute immer mehr im Blickpunkt. Sie sind
gleichmaBig Gber dem gesamten kardialen Gewebe verteilt und umschlieBen die Kar-
diomyozyten. Der Raum zwischen den Kardiomyozyten ist folglich mit Fibroblasten
Uberbrickt (Camelliti et al. 2005). Sie sind Zellen mesenchymalen Ursprungs und wer-
den im Allgemeinen auf ihre Kollagenproduktion beschrankt (Baudino et al. 2006). Je-
doch stellt man bei ndherer Betrachtung schnell fest, dass sie viel komplexere Funkii-
onen innerhalb des kardialen Netzwerks tGbernehmen, deren Bedeutung bis heute
nicht ganzlich erschlossen ist. Durch ihren direkten Kontakt zu den Kardiomyozyten
haben sie die optimalen Voraussetzung um einen entscheidenden Beitrag zu struktu-
rellen, biochemischen, mechanischen und elektrischen Eigenschaften des Arbeitsmy-
okards zu leisten (Camelliti et al. 2005). In erster Linie sind sie fur die Synthese und
Aufrechterhaltung des dreidimensionalen Gerustes zustandig, in welches die Kardio-
myozyten eingebettet sind (Eghbali 1992). Das Gerist besteht aus der sogenannten
extrazellularen Matrix (EZM) und beinhaltet neben Kollagen unter anderem Proteogly-
kane, Glykoproteine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Proteasen (Corda et al. 2000).
Die strukturelle Anordnung der EZM gewahrleistet eine effiziente und gleichmaBige
Verteilung der einwirkenden Kraft (iber das gesamte Herz durch Ubertragung mecha-
nischer Signale auf einzelne Zellen. Zudem trennt es in Form des Anulus fibrosus
elektrisch den Vorhof von den Kammern (Krenning et al. 2010). Adaquate Stimuli, auf
die kardiale Fibroblasten mit der Sekretion von Kollagen Typ | und Il als auch Elastin
und Laminin reagieren, sind zum Beispiel Wachstumshormone, Zytokine oder auch
mechanischer Stress (Bosman und Stamenkovic 2003, Krenning et al. 2010). Fib-

roblasten sind flr die gesamte Homdostase der EZM zustandig, d.h. sie steuern nicht
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nur ihren Aufbau sondern auch den Abbau durch Sekretion von Matrixmetallopro-
teasen (Tsuruda et al. 2003). Fibroblasten tragen auch zur elektrischen Signalweiter-
leitung im Herzen bei (Kamkin et al. 2003). Dabei haben sie die Moglichkeit sowohl
passiv als auch aktiv in die Elektrophysiologie des Herzens einzugreifen. Da es sich
bei den Fibroblasten um nicht erregbare Zellen handelt und sie zwischen den Kardio-
myozyten positioniert sind, stellen sie zusammen mit der EZM einen Widerstand flr
die Erregungsweiterleitung dar (Krenning et al. 2010). Neuere Studien belegen aller-
dings, dass Fibroblasten durch ihre mechanosensitiven Eigenschaften auch in der
Lage sind, aktiv elektrische Signale an Kardiomyozyten weiterzuleiten (Li et al. 2009,
Isenberg et al. 2003). Durch Bildung und Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfak-
toren kdnnen die kardialen Fibroblasten Einfluss auf Wachstum, Proliferation und
Funktion von Kardiomyozyten nehmen (Ottaviano und Yee. 2011). Die Kommunikation
zwischen beiden Zelltypen erfolgt aber nicht nur auf parakrinem Weg, sondern auch
durch direkten Zellkontakt Gber Connexine (Souders et al. 2009).

Die kardialen Fibroblasten leisten einen ganz entscheidenden Beitrag zu der Reorga-
nisation nach myokardialem Infarkt oder Verletzungen am Herzen. Durch Chemotaxis
werden sie an den Ort der Verletzung gefthrt (Brown et al. 2005). Hier sind Prolifera-
tion und ein nachfolgender Anstieg der Matrixproduktion erwinscht, sodass eine
Narbe am Zielort entstehen kann mit dem lbergeordneten Ziel die Integritat des kar-
dialen Gewebes aufrechtzuerhalten (Sun et al. 2000).

3.4.2 Kardiale Fibrose

Die kardiale Fibrose tritt neben der Hypertrophie des Herzmuskels im Zuge des kardi-
alen Remodeling auf. Die Umbauprozesse am Herzen betreffen sowohl die kardialen
Fibroblasten als auch die Kardiomyozyten zugleich. Das neurohumorale Ungleichge-
wicht ist ein entscheidender Faktor in diesem Zusammenhang. Insbesondere die chro-
nische Aktivierung des RAAS steht im Verdacht das Remodeling voranzutreiben. So
bewirkt die lbermaBige Freisetzung von Angiotensin Il eine Steigerung der DNA-Syn-
these in Fibroblasten und eine vermehrte Proteinproduktion sowohl in Fibroblasten als
auch Kardiomyozyten. Durch seine zytotoxischen Effekte auf Kardiomyozyten férdert
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es die Entwicklung einer fortschreitenden Fibrotisierung des Herzgewebes durch In-
duktion von Apoptose und Nekrose. Das nach Aktivierung des RAAS ebenfalls freige-
setzte Aldosteron stimuliert zusatzlich die Kollagensynthese der Fibroblasten und in-
duziert wahrscheinlich durch Eingriff in den Salzhaushalt den Untergang der Kardio-
myozyten (Cohn et al. 2000).Jedoch sind auch andere Mediatoren wie zum Beispiel
andere neurohumorale Faktoren, Zytokine, Wachstumshormone, lonenkanéle, oxida-
tiver Stress und mechanischer Stress fir den Veranderungsprozess verantwortlich.
Letztendlich kann zusammengefasst eine initiale Kardiomyozytenhypertrophie gefolgt,
von Kardiomyozytenverlust und eine zunehmende Fibrotisierung des Gewebes beo-
bachtet werden, die wiederum gekennzeichnet ist durch Proliferation und Persistenz
von Myofibroblasten sowie der UberschieBenden Produktion von EZM-Bestandteilen
(Takano et al. 2003). Im Folgenden sollen besonders die Umbauprozesse in den kar-

dialen Fibroblasten dargestellt werden, die eine Fibrose beglnstigen.

Kardiale Fibroblasten sind per se unerlasslich fir die strukturelle Integritat und ein-
wandfreie Funktion des gesunden Herzens. Erst die unkontrollierte Synthese von
EZM-Bestandteilen, insbesondere Kollagen, flihrt zu einer pathologischen Fibrose und
behindert im Verlauf die Relaxierung und Kontraktion des Herzens (Fan et al. 2011).
Der Uberschuss an Kollagen sorgt einerseits fiir eine zunehmende Versteifung des
Herzmuskels, andererseits stellt es aber auch ein Hindernis fur die Erregungsweiter-
leitung des Herzens dar und kann im Zuge der Fibrose zu Rhythmusstérungen, Herz-
versagen und plétzlichem Herztod fihren (Sovari und Karagueuzian 2011). Neben der
chronischen Aktivierung des RAAS wird vor allem auch die mechanische Uberlastung
des Herzens fUr die Entwicklung in Richtung einer Fibrose verantwortlich gemacht. In
Experimenten konnte verdeutlicht werden, dass die mechanische Uberlastung des
Herzens eine vermehrte Produktion von Kollagen | und eine verminderte Aktivitat von
Kollagenasen nach sich zieht (Bishop und Lindahl 1999, Lépez et al. 2004) Die kardi-
ale Fibrose l&sst sich in zwei Unterformen einteilen, die reaktive interstitielle Fibrose
und die verdrangende Fibrose (Anderson et al. 1979). Die initiale reaktive interstitielle
Fibrose stellt eine adaptive Antwort dar mit dem Ziel dem zunehmenden Druck stand-
zuhalten. Diese Form der Fibrose geht nicht mit einem Verlust an Kardiomyozyten
einher. Im Gegensatz dazu ist die verdrangende Fibrose durch eine Hypertrophie und
anschlieBender Nekrose der Herzmuskelzellen charakterisiert (Krenning et al. 2010).
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Die UberméBige Produktion von EZM ist eng verknUpft mit der Transformation von
Fibroblasten zu Myofibroblasten, die nachweislich eine héhere Syntheserate an Kol-
lagen aufweisen (Lijnen und Petrov 2002). Vor diesem Hintergrund ist es nicht ver-
wunderlich, dass sich diese Zellform haufig in Wundgewebe im Rahmen von Repara-
tionsvorgangen findet und dort sowohl flr die Organisation der EZM als auch fir die
Wundkontraktion verantwortlich ist. Es handelt sich hierbei um spezialisierte kontrak-
tile Fibroblasten, die wahrend der physiologischen Wundheilung Spannung generie-
ren, aber auch zu pathologischen Kontrakturen (Powell et al. 1999) mit Behinderung
der Organfunktion fihren kénnen. Im Normalfall werden die Myofibroblasten nach Ab-
schluss der Wundheilung gezielt in die Apoptose getrieben. Wird das Wundheilungs-
programm jedoch nicht adaquat terminiert, verbleiben die Myofibroblasten in den L&-
sionen und sind dann maBgeblich an der Entstehung von Narbengewebe beteiligt
(Moulin et al. 2004). Ein anerkannter Mediator dieser Transformation und damit auch
der Ubersteigerten Kollagenproduktion ist TGF-1 (transforming growth factor beta 1)
(Petrov et al. 2002), welches zu der Gruppe der Zytokine gezahlt wird. Es wurde ins-
besondere ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Typ 1 Kollagen und dem
Uberschuss von TGF-B+ festgestellt (Laviades et al. 2000). So férdert es nicht nur die
Sezernierung von extrazellularer Matrix, indem es die Expression der Matrixgene in-
duziert (Ignotz und Massagué 1986), sondern vermindert auch die Expression von Me-
talloproteasen, die fir den Abbau der extrazellularen Matrix zusténdig sind. Gleichzei-
tig steigert es die Produktion der Inhibitoren der Metalloproteasen, sodass hier zusatz-
lich ein Abbau des Bindegewebes verhindert wird (Overall et al. 1991, Yuan und Varga
2001, Leask und Abraham 2003 ). TGF-31 kann einerseits von inflammatorischen Zel-
len (Desmouliére et al. 2005) als auch von Myofibroblasten selbst zur Aufrechterhal-
tung ihres eigenen Phanotypen gebildet werden (Petrov et al. 2002). Potenzielle Sti-
muli flr die Ausschittung dieses Zytokins sind zum Beispiel mechanischer Stress
(Kessler et al. 2001) oder auch Angiotensin Il (Campbell und Katwa 1997). Beide Sti-
muli wurden weiter oben im Text auch als mdgliche Mediatoren einer Herzfibrose bzw.
des kardialen Remodeling genannt. Somit I&sst sich an dieser Stelle eine Briicke zwi-
schen zellularen Mechanismen und der Klinik schlagen. Unter Berlcksichtigung dieser
Zusammenhénge |asst sich also konstatieren, dass die durch TGF-B1-vermittelte Um-

wandlung zu Myofibroblasten eine herausragende Rolle in der Pathophysiologie der
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Fibrose einnimmt. In der Literatur ist darGber hinaus beschrieben, dass das von Myo-
fibroblasten ausgeschuttete TGF-B1 auch eine Hypertrophie von Kardiomyozyten her-
beifihren kann (Gray et al. 1998). Dies berechtigt zur Annahme, dass TGF-B31 nicht nur
im Rahmen der Fibrose involviert ist, sondern im Gesamtkonzept des kardialen Remo-
deling Bertcksichtigung finden muss. Die Differenzierung von Fibroblasten zu Myo-
fibroblasten kann anhand des spezifischen Myofibroblastenmarkers a-SMA (alpha-
smooth muscle actin) verifiziert werden, welcher sich entlang der Mikrofilamente von
Stressfasern organisiert (Darby et al. 1990). Die Expression von a-SMA wird von
TGF-B1 Uber den Smad-Signalweg reguliert (Feng et al. 2005). a-SMA ist mit seinen
kontraktilen Eigenschaften ein essentieller Bestandteil der Stressfasern von Myo-
fibroblasten und befahigt diese zur Kontraktion (Hinz et al. 2001). Grundsatzlich sind
die Stressfasern bestehend aus F-Aktinmikrofilamentbindeln, a-Aktinin und Myosin zu
einem kontraktilen Apparat zusammengesetzt, in welches a-SMA eigebettet ist. Die
Stressfasern sind Uber das asB1-Integrin, einen Rezeptor auf der Membranoberflache
der Myofibroblasten mit dem extrazellularen Fibronektin, welches einen wichtigen Be-
standteil der EZM verkérpert, verbunden (Welch et al. 1990, Petroll et al. 1993). In
diesem Sinne kommt die kontraktile Kraft des Gewebes durch ein Zusammenspiel von
intrazellularen Aktinfasern und dem extrazellularen Fibronektin zustande, sodass eine
Zugkraft auf die extrazellulare Matrix entsteht (Petroll et al. 1993). Die Arbeitsgruppe
um Petroll konnte im Wundgewebe der Kornea ein charakteristisches Muster bezlglich
der Formation von Stressfasern in Myofibroblasten beobachten. Anders als die eher
willktrliche Anordnung in ruhenden Fibroblasten richten sich die Fasern in den Myo-
fibroblasten vorwiegend parallel zueinander in Richtung der Langsachse der Wunde

aus.

Neben dem TGF-1 wurde das sezernierte Glykoprotein CTGF (connective tissue
growth factor) in Verbindung mit der Entwicklung einer Fibrose gebracht. Es hat ein
Molekulargewicht von 36-38 kDa und wird der CCN-Familie zugeordnet (lhn 2002).
Nach Synthese erfolgt die Sekretion durch den Golgi-Apparat (Chen et al. 2001).
Durch Adhésion an die Oberflache seiner Zielzellen entfaltet es seine Wirkung. Diese
Anlagerung wird dabei durch diverse Integrine vermittelt (Babic et al. 1999, Jedsa-
dayanmata et al. 1999, Chen et al. 2001). Isoliert wurde dieses Glykoprotein erstmalig
in humanen Endothelzellen der Umbilikalvene (Bradham et al. 1991). CTGF wird unter
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ruhenden Bedingungen nicht in adulten mesenchymalen Zellen exprimiert. Erst mit
Beginn der Wundheilung l&sst sich eine CTGF-Sekretion nachweisen (Leask 2007).
Da die CTGF-Synthese vorwiegend durch TGF-B1 stimuliert wird und beide in ihrer
Funktion Parallelen aufzeigen, wird CTGF haufig als Downstream-Mediator von
TGF-B1 eingestuft (Grotendorst 1997). Zudem sind unter fibrotischen Bedingungen
beide Mediatoren Gberexprimiert (Igarashi et al. 1995). Wie TGF -1 ist auch CTGF in
der Lage die Transkription von extrazellularen Matrixproteinen wie ai-Typ-I-Kollagen,
as-Integrin und Fibronektin anzuregen und die Proliferation der Bindegewebszellen zu
steigern (Frazier et al. 1996). Mittels Transfektion eines fur CTGF-kodierenden Vektors
in Fibroblasten konnte bewiesen werden, dass CTGF die Kollagen-41-Synthese ganz
unabhangig anstoBen kann (Shi-wen et al. 2000). In Tierversuchsmodellen von Mori
und Mitarbeitern (1999) konnte durch Injektion von CTGF alleine eine transiente fibro-
tische Antwort provoziert werden, in Kombination mit TGF-31 hingegen wurde eine
langanhaltende Fibrose erzeugt. Es ist also davon auszugehen, dass beide Faktoren
besonders im Zusammenspiel miteinander an der Entwicklung einer Fibrose beteiligt
sind.

Die dargestellten Mechanismen greifen natlrlich auch bei der physiologischen Wund-
heilung und sind deswegen fir die Integritdt des Bindegewebes unverzichtbar. Erst
der Uberschuss an profibrotischen Faktoren kann in einen fibrotischen Zustand um-
schlagen. Dies wird dann beglnstigt, wenn die regulatorischen Mechanismen, die eine
Fibrose unterdriicken, auBer Kraft gesetzt werden (Leask und Abraham 2003).

3.4.3 Die Rolle der cAMP- und cGMP-abhangigen Signaltransduktion in

Fibrosehemmung

cAMP kommt eine Schllsselrolle im Rahmen von Regulationsmechanismen in einer
Vielzahl von Zelltypen zu. Das Wirkprofil und die Funktion des sekundaren Botenstof-
fes kdnnen abhangig vom Gewebe und zugrundeliegendem Organismus unterschied-
lich ausfallen. Es entfaltet dabei seine Wirkung tber mehrere Mechanismen. Weiter
oben im Text wurde bereits die Anlagerung an die regulatorische Untereinheit der PKA
und die daraus resultierenden Effekte in Kardiomyozyten thematisiert. Wéahrend es
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sich hierbei um indirekte Effekte von cAMP handelt, ergibt sich eine direkte unmittel-
bare Wirkung nach Bindung an lonenkanale und konsekutiver Aktivitatsanderung die-
ser (Gancedo 2013). In Kardiomyozyten spielen cAMP-abhangige HCN (hyperpolari-
zation-activated cyclic nucleotide gated)-Kanéle eine entscheidende Rolle bei der
Herzfrequenzbildung. Daneben existiert auch eine Verbindung zwischen cAMP und
der Aktivierung der monomeren GTPase Rap1. Wéahrend bei heterotrimeren G-Prote-
inen wie Gs der Austausch von GDP zu GTP Uber einen Rezeptor katalysiert wird,
bendtigen monomere G-Proteine spezielle Austauschfaktoren. Im Fall von Rap1 wird
dessen Aktivierung durch das cAMP-abangige Epac (exchange protein activated by
cAMP) reguliert. Die Aktivierung von Rap1 fiihrt in der Regel zu einer Anderung des
zellularen Transkriptionsmusters und ist neben der Aktivierung der PKA ein weiterer
wichtiger Effektormechanismus von cAMP. cGMP wird analog zum cAMP durch Gua-
nylylzyklase erzeugt in Gegenwart von Stickstoffmonoxid (NO) oder natriuretischen
Peptiden im Sinne einer Rezeptorstimulation. Die weitere Signaltransduktion beinhal-
tet eine Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) oder die cGMP-gesteuerte Regulation

von lonenkanélen.

Neuere Erkenntnisse (Yokoyama et al. 2008) weisen auf eine antifibrotische Wirkung
cAMP und cGMP-abhangiger Signalkaskaden hin, nicht nur im Herzen, sondern auch
in anderen vernarbenden Organen wie Niere oder Lunge. Beziiglich cAMP scheinen
sowohl PKA als auch Epac 1 in diesem Kontext eine entscheidende Rolle einzuneh-
men. Die Tatsache, dass profibrotische Agonisten eine Hemmung der Epac-1-Expres-
sion bewirken, ist ein deutliches Indiz fir diese Annahme. Im Gegenzug kann durch
eine Epac-1-Uberexpression die TGF-B1-vermittelte Kollagen-Synthese in Fibroblasen
aufgehalten werden. Gemeinsam ist den Mediatoren Epac-1 und PKA die Eigenschaft
die Kollagen- und DNA-Synthese von Fibroblasten zu inhibieren (Yokoyama et al.
2008). Jedoch weisen sie hinsichtlich ihrer Wirkung auf Fibroblasten auch signifikante
Unterschiede auf. Wahrend Epac-1 die Migration von Fibroblasten férdert und flr ein
rundes Aussehen der Zellen sorgt, hat die PKA eine Hemmung der Migration und eine
sternenférmige Morphologie der Zellen zur Folge (Yokoyama et al. 2008). Die fibro-
sehemmende Eigenschaft von cAMP wurde bisher gréBtenteils in Versuchen demons-
triert, in welchen ein cAMP-Anstieg mittels des AC-Aktivators Forskolin oder cAMP-
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Analoga erzeugt wurde. Dagegen existieren nur wenige Daten Uber die rezeptorver-
mittelte cAMP-Generierung und ihre Auswirkung auf fibrotische Prozesse. Auch dem
cGMP werden fiborosehemmende Effekte zugeschrieben. So konnte die TGF-B1-indu-
zierte Myofibroblastentransformation und EZM-Synthese in kardialen Fibroblasten er-
folgreich unterbunden werden (Li et al. 2008). Der entscheidende Mechanismus
scheint dabei die Phosphorylierung des TGF-B1-Effektors Smad 3 durch die PKG zu

sein.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die beiden sekundaren Botenstoffe
cAMP und cGMP sowohl in Kardiomyozyten als auch Fibroblasten eine herausra-
gende Stellung in der Signaltransduktion mit eindriicklichen Effekten hinsichtlich des

Zellverhaltens und Auswirkung auf das gesamte Herz besitzen.
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Mechanischer Stress | | Oxidativer Stress | | Angiotensin Il NO ANP
™ — = cGMP
“P1
CTGF
v
% PKG
Fibroblasten ©

d Metalloproteasen |
\\ ~ \
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Aktivierte Kollagen Typ |
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i

cAMP

Epac-1

| G,PCR |
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Abbildung 3: Profibrotische und antifibrotische Faktoren. Dargestellt ist eine vereinfachte
Veranschaulichung von fibroseférdernden und -hemmenden Mechanismen im Herzen. Eine zentrale
Schlusselrolle in diesem Zusammenhang spielt das Zytokin TGF-B1, welches fiir diverse profibrotische
Ablaufe im Herzen verantwortlich ist. Am Ende dieser Ablaufe steht die vermehrte Produktion der
extrazellularen Matrix. Aufgefihrt sind beispielhaft Faktoren einer vermehrten TGF-31-Synthese. Eng
verbunden mit der Prasenz von TGF-B1 ist die a-SMA-Expression, welche charakteristisch fur
Myofibroblasten ist. CTGF hingegen wird als Downstream-Mediator des TGF-1 gehandelt, da es mit
vielen seiner profibrotischen Eigenschaften versehen ist. Dem gegenlber stehen die beiden wichtigen
sekundéren Botenstoffe cAMP und cGMP, denen antifibrotische Merkmale attributiert werden. Uber ihre
Mediatoren sind sie in der Lage die Kollagenproduktion zu verhindern. Dahinter verbergen sich

komplizierte Mechanismen, die unter anderem die TGF-B1-induzierten Effekte antagonisieren.

3.4.4 B-adrenerge Signalkaskade in Fibroblasten

Die B-adrenerge Signalkaskade in Fibroblasten ist noch nicht so umfangreich unter-
sucht wie in Kardiomyozyten. Erst aktuellere Forschungen legen den Fokus auch zu-
nehmend auf die Prozesse in Fibroblasten, um die Physiologie des Herzens besser zu
verstehen. So ist mittlerweile bekannt, dass die B-adrenerge Stimulation in Fibroblas-
ten die DNA- und die Kollagensynthese moduliert (Aranguiz-Urroz et al. 2011). Speziell
cAMP kommt im Rahmen der Kollagenhomdostase eine zentrale Rolle zu. Eine B-ad-
renerg vermittelte Produktion von intrazellularem cAMP bewirkt nach heutigen Er-
kenntnissen die Inhibition der Kollagensynthese, indem es einerseits die TGF-B1-ver-
mittelte Phosphorylierung der ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) verhin-
dert und andererseits die Smad-vermittelte Rekrutierung von transkriptionalen Coakti-
vatoren wie das cAMP respond element-binding protein 1 (CREB-1) reduziert. Die Bin-
dungsstellen am Smad-Komplex fur CREB-1 werden dabei kompetitiv gehemmt. Die-
ser Vorgang geht auf die Phosphorylierung von CREB nach B-adrenerger Stimulation
zurlck (Liu et al. 2006). So wird heute die gangige Meinung vertreten (Insel et al.
2012), dass erhdhte Spiegel von cAMP eine Konversion von Fibroblasten zu Myo-
fibroblasten verhindern oder sogar riickgangig machen kénnen, nachweisbar durch
den Rickgang von CTGF, Kollagen und a-SMA. Auch dem sekundaren Botenstoff
cGMP werden &hnliche antifibrotische Eigenschaften zugesprochen. Das cGMP Uber-
nimmt eine zentrale Rolle im Rahmen der Vasodilatation und stellt auch eine Schalt-
stelle antihypertropher Signalwege dar (Zhang und Kass 2011). Bekannt ist aber auch,
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dass die B-adrenerge Stimulation eine Proliferation der kardialen Fibroblasten als Kon-
sequenz hat (Leicht et al. 2000). So kommt es Uber die Aktivierung der PKA zu einer
Phosphorylierung des schon erwahnten Transkriptionsfaktors CREB. Dieser bindet
anschlieBend an CRE, einem regulatorischen Element in einem Promotor von diversen
Genen, und vermittelt auf diese Weise die Zellproliferation (Leicht et al. 2000). Man
weil3 aber auch, dass cAMP je nach Zelltyp ebenfalls proliferationshemmende Eigen-
schaften besitzen kann. Uber einen langeren Zeitraum erhdhtes intrazelluldres cAMP
drosselt die Zellproliferation kardialer Fibroblasten, die unter anderem durch Wachs-
tumshormone wie PDGF (platelet derived growth factor) angesto3en wird (Marienfeld
et al. 2001; Leicht et al. 2000).

3.5 Funktionsweise eines Durchflusszytometers (FACS, Fluorescen-

ce Activated Cell Sorting)

Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich Zellen hinsichtlich bestimmter Eigen-
schaften wie GréBe, Struktur und Expressionsmuster naher typisieren. Dabei basiert
die Durchflusszytometrie auf dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung. Das
bedeutet, dass die in Suspension vorliegenden Zellen Uber eine diinne Kapillare mit-
tels Druckluft angesaugt werden und dann in einem Flussigkeitsstrom vorliegen. Dabei
wird die Probe von einem Hullstrom umgeben, der eine Bindelung und Verengung der
Probenflissigkeit zur Folge hat, sodass die Zellen hintereinander gereiht werden. Die
Zellen werden in eine aus Quarzglas bestehende Messklvette beférdert. Im weiteren
Verlauf passiert jede einzelne Zelle einen vom Gerat ausgesandten fokussierten La-
serstrahl. Am Kreuzpunkt von Laserstrahl und Flissigkeitsstrom kommt es zu einer
Streuung des Lichtes in zwei Richtungen sequenziell an jeder einzelnen Zelle. Anhand
eben dieser Streuphdnomene kann man auf GréBe und Beschaffenheit der einzelnen
Zellen schlieBen. Zum einen erfolgt eine Streuung des Lichtes entlang des eintreffen-
den Lichtstrahls in einem Ablenkungswinkel von 0,5-2°. Diese sogenannte Vorwarts-
lichtstreuung (Forward Scatter) ist ein MaB3 fir die Beugung des Lichtes und korreliert
mit der Zellgr6Be. Zum anderen erféhrt das Licht zusétzlich eine seitliche Streuung
(Sideward Scatter) im rechten Winkel, die als Seitwartslichtstreuung bezeichnet wird.

26


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leicht%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11054474
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leicht%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11054474
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leicht%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11054474

3. Einleitung

Sie steht fir die Brechung des Lichtes und reprasentiert die Zellgranularitat. Die Inten-
sitat des Lichtes wird in der Messkammer ermittelt und von Photodetektoren in einen
elektrischen Impuls umgewandelt. Ein zuséatzlicher zellularer Parameter kann durch
Bestimmung der Fluoreszenz ermittelt werden, welche Auskunft Gber Menge und Art
von Oberflachenantigenen oder des Erbmaterials geben kann. Nur wenige Zellen sind
dazu im Stande spontan ein Fluoreszenzsignal zu emittieren. Aus diesem Grund be-
handelt man die Zellen vorerst mit einem Fluoreszenzfarbstoff, der an einen Antikérper
gebunden ist und mit dem ganz spezifisch Oberflachenantigene aber auch intrazellu-
lare Antigene markiert werden kdnnen. Au3erdem kommen noch weitere Fluoreszenz-
farbstoffe wie z.B. DAPI zur Anwendung, die in der Lage sind sich an die DNA anzu-
heften. Aufgrund dieser Eigenschaften der Farbstoffe kann man zusatzlich noch Aus-
sagen Uber die Zellzyklusphasen treffen. Durch Einsatz der Farbstoffe erfolgt eine Ab-
sorption von Lichtenergie in einem fur den Farbstoff charakteristischen Wellenlangen-
bereich. Fallen die Elektronen auf ihr urspriingliches Niveau zurtck, wird Licht einer
bestimmten Wellenldnge emittiert. Die Unterscheidung mehrerer Antigen-Antikorper-
Komplexe wahrend einer Messung ist durch Verwendung von verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen gewahrleistet, da diese unterschiedliche Emissionsspektiren haben.
Moderne FACS-Gerate verfliigen Gber mehrere Laser, Filter und Photodetektoren, so-

dass die unterschiedlichen Wellenlédngen erfasst werden kénnen.

3.6 Zielsetzung

In der Forschung wurden bereits viele Anstrengungen unternommen die Pathophysio-
logie der Herzinsuffizienz bezlglich der Kardiomyozyten néher zu durchleuchten. In
diesem Zusammenhang wurden die Fibroblasten eher vernachléssigt. Erst durch ak-
tuellere Veroffentlichungen wird deutlich, dass sich auch ein Blick auf diese Zellen loh-
nen kann, um das Feld der Therapiemdglichkeiten zu erweitern. Trotz der tragenden
Rolle von cAMP in der Aktivierung antifibrotischer Signalwege war bisher wenig be-
kannt Gber die zellularen Auswirkungen einer chronischen 3-adrenergen Stimulation —
eine typische Erscheinung bei Herzinsuffizienz — auf Fibroblasten. Genau dieser As-
pekt sollte in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen werden. So sollte unter anderem
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durch Ermittlung von profibrotischen Parametern wie a-SMA und CTGF untersucht
werden, ob die chronische Stimulation mdglicherweise einen Einfluss auf den Phano-
typ und die Aktivitat der Fibroblasten hat. Bisher gab es auch keine Untersuchungen
hinsichtlich der Rolle des B-adrenergen Verstarkers |-1 in Fibroblasten. Aus diesem
Grund sollte der I-1 in Fibroblasten in vitro Gberexprimiert werden, um anschlieBend
mogliche Veranderungen im Phanotyp oder in der Aktivitat der Zellen ausfindig zu ma-
chen. Ein Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die molekularen Konsequenzen einer I-1-
Modulation zu erforschen und zu untersuchen, ob der I-1 in seiner Rolle als Verstarker
der B-adrenergen Signalkaskade Auswirkungen auf fibrotische Prozesse im Herzen
hat.

4. Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Tiere
Wistar-Kyoto-Ratten, Herkunft: Charles River, Sulzfeld

Die Tiere wurden in der Forschungseinrichtung der Universitat Géttingen unter stan-
dardisierten und konventionellen Bedingungen gehalten. Die Standardkéafige wurden
in vollklimatisierten Raumen bei einer Temperatur von 19-21 °C und einer Luftfeuch-
tigkeit von 50-55% untergebracht. Die Tiere waren dabei einem klnstlichen Tag- und
Nachtrhythmus mit 12 h Lichtexposition und 12 h Dunkelheit ausgesetzt. Wasser und
Qualitatsfutter wurde den Tieren ad libitum zur Verfligung gestellt. Die Haltung und
Pflege der Tiere wurde unter Einhaltung des deutschen Tierschutzrechts, den Tier-
schutzbestimmungen des Landes Niedersachsen und der NIH-Richtlinien (National In-
stitutes of Health, Bethesda, USA) durchgefihrt.
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4.1.2 Antikorper

Antikérper far Immunoblot

N - Inkubationsbedingun- Sekundar-
Primarantikorper | Verd. 1. AK gen antikérper
cp;lc-)IGyilc(Jana(I)), 1:200 U.N, 4 °C oder 2 h bei RT in Anti-g-lgG-HRPO,
Santa Cruz, sc-14939 TBS-T 1:10000
Ph;zﬂ:zl-oil;{lEB, 1:1000 U.N, 4 °C oder 2 h bei RT in Anti-r-lgG-POX,
Cell Signaling 9196 ' 5%iger Michpulverlésung 1:2000
o-Glattmuskelaktin, | 00 (N, 4°Coder2hbei RTin |  Anti-m-IgG-POX,
Sigma-Aldrich A5298 ' 5%iger Michpulverlésung 1:20000
GAPDH (G-9),
monoklonal, . U.N, 4 °C oder 2 h bei RT in .
Santa Cruz, 1:1000 TBS-T Antl-1n.11-:)goC(E)E)POX,
sc-365062 :
GAPDH (6C5),
monoklonal, . U.N, 4 °C oder 2 h bei RT in Anti-m-lgG-POX,
Santa Cruz, 1:500 TBS-T 1:20000
sc-32233
Prokollagen 1A1
(M-60), (.N, 4 °C oder 2 h bei RT i Anti-r-IlgG-POX
olyklonal 1:2000 Hoy ot 2 ooere n bel t N nti-r-gu-rOx,
ganta Cru£ 5%iger Michpulverlésung 1:5000
sc-30136
PhosphoDARPP-32, . o R Anti-r-lgG-POX
Solyklonal, 1:1000 0.N, 4 °C oder 2 h bei RT in (high),
Cell Signaling, 2302 5%iger Michpulverlésung 1:10000
rrY(;'r?oT(rllc:Ir]né| 1:1000 U.N, 4 °C oder 2 h bei RT in Anti-r-lgG-POX,
abcam. ab20346 ' 5%iger Michpulverlésung 1:5000
_a-acuain, 11000 (N, 4°C oder2hbei RTin | Anti-m-IgG-POX,
Sigma-Aldrich A5044 ' 5%iger Michpulverlésung 1:10000
I-1,
polyklonal, 1:2000 U.N, 4 °C oder 2 h bei RT in Anti-r-lgG-POX,
El-Armouche et al. ) 5%iger Michpulverlésung 1:5000
2003
OT?(EZ’al 1:9000 i.N, 4 °C oder 2 h bei RT in Anti-r-IgG-POX,
Cell gigﬁaling 5555 ' 5%iger Michpulverlésung 1:5000

Tabelle 1: Primarantikorper Western Blot

29




4. Material und Methoden

Santa Cruz, sc-2020

Sekundarantikorper Verdiinnung Inkubation
Anti-Ziege-lgG-HRP- . . oy
Konjugat (Esel), 1:5000-1:10000 45 min bei RT in S%iger

Milchpulverlésung

Anti-Maus-lgG-Peroxidase-Konjugat
(Ziege), 1:10000-1:20000
Sigma Aldrich, A3682

45 min bei RT in 5%iger
Milchpulverlésung

Anti-Kanninchen-lgG-Peroxidase-
Konjugat (/ow, Ziege), 1:2000-1:5000
Sigma-Aldrich, A0545

45 min bei RT in 5%iger
Milchpulverlésung

Anti-Kanninchen-lgG-Peroxidase-
Konjugat (high),
Jackson Immuno-Research,
111-035-045

1:10000-1:20000

45 min bei RT in 5%iger
Milchpulverlésung

Tabelle 2: Sekundéarantikérper Western Blot

Antikérper fur FACS-Analyse

Primarantikorper Verdiinnung Sekundarantikorper
a-Glattmuskelaktin, .
monoklonal, 1:5000-1:10000 a’;t_';’g‘(;:)%G’
Sigma-Aldrich '
1lgG1 (MAB002), 1:100 anti-m-igG,
Control R&D Systems ) 1:10000
Kollagen 1A1, —
polyklonal, 1:500 a"1t_'1g‘og%6’
abcam '

Tabelle 3: Primarantikdrper Durchflusszytometrie

Als Sekundarantikorper fir a-Glattmuskelaktin, Prokollagen und die Isotypenkontrolle
mit IgG wurde Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) der Firma Lifetechnolo-

gies in einer Verdinnung von 1:10000 verwendet.
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Antikérper fur Immunfluoreszenz

Primarantikorper Verdiinnung Sekundarantikérper
a-Glattmuskelaktin, .
monoklonal, 1:2000 ant1|7r5'rz)-(l)gG
Sigma-Aldrich )
CTGF, .
polyklonal, 1:50-1:500 a"ﬂ',g’g(')ge
Santa Cruz :

Tabelle 4: Primarantikdrper Immunfluoreszenz

Als Sekundarantikorper zur Darstellung von a-Glattmuskelaktin und CTGF wurde je-

weils Alexa Fluor® 546 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) der Firma Lifetechnologies in einer

Verdinnung von 1:500 verwendet.

4.1.3 Gerate
Geratebezeichnung

Analytikwaage

Akkupipette Pipet-Aid®

BioPhotometer 6131

Biosphere® Pipettenspitzen mit Filter
Chemie—Pumpstand PC 500 Lan NT
Digitalkamera am Fluoreszenzmikroskop
AxioCam MRM

Digitalwaage ED153

Durchlichtmikroskop Axivert S100 TV
Elektrophorese-Spannungsgerat PowerPac Basic
Elektrophoresesystem

(Mini Protean® electrophoresis cell)
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Hersteller

Sartorius AG
Drummond Scientific
Company

Eppendorf

Sarstedt
vacuubrand

Zeiss

Sartorius AG
Zeiss
Bio-Rad

Bio-Rad



4. Material und Methoden

FACS-Messgerat BD LSR Il Flow Cytometer
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Kippwippe Rocking Platform WT15

Inverses Fluoreszenzmikroskop IX81-ZDC
Mr. Frosty™-Nalgene®

KUhlzentrifuge Centrifuge 5417 R
Kuhlzentrifuge Centrifuge 5804 R
Kuhlzentrifuge Megafuge 3.0 R
Magnetrihrer lkamag® Reo

Mikroplattenleser FlexStation 3

Molecular Imager® Gel Doc™ XR Imaging System

Molecular Imager® VersaDoc™ MP 4000 Imaging System

Plattformschattler Titramax 100

pH Meter pH Level 1

Spectrophotometer NanoDrop 1000

Sterile Werkbank Safe 2020 Class |l Biological
Sterile Werkbank SterilGARD Hood Class |l
Vortexer

Wasserbad

Warmeschuttler Thermomixer compact
Wippender Plattformschuttler Duomax 1030
Virusinkubator Forma® Series Il Water Jacketed
Zahlkammer, Neubauer-improved

Zellinkubator Steri-Cult 200 Incubator
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BD Biosciences
Zeiss

Biometra
Olympus

Thermo Scientific
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus

lka

Molecular Device
Bio-Rad

Bio-Rad

Heidolph

inoLab

Thermo Scientific
Thermo Scientific
The Baker Company
Heidolph
Kéttermann Labortechnik
Eppendorf
Heidolph

Thermo Scientific
Laboroptik

Forma Scientific
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4.1.4 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Chromatographiepapier (Whatman 3 MM)
Deckglaser, 24x60 mm

Einwegspritzen, Injekt 10 ml, 20 ml
Gewebekulturplatten, 6-Well, 12-Well
Handschuhe

Kryogeféie

Klvetten (10 x 4 x 45)

Multiplex Pipette Tips, 0,5-200ul
Messkuvetten

Pipetten, 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Pipetten, serologisch, 1 ml,; 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml
Pipetten, serologisch, weitlumig, 10 ml
Pipettenspitzen

Protran® Nitrocellulosemembran
ReaktionsgefalBe

Sammelgefal3e, 15 ml, 50 ml
SuperFrosi® Objekttrager
Zellkulturschalen, 10 cm, 15 cm
Zellkulturflaschen, 75 cm?

Zellschaber
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Hersteller

GE Healthcare
Marienfeld

B. Braun

Nunc

Meditrade

Nunc

Sarstedt

peglab

Sarstedt
Eppendorf
Falcon

Falcon

Sarstedt
Whatman
Eppendorf
Greiner-Bio-One
Gerhard Menzel GmbH
Sarstedt
Sarstedt

Sarstedt
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4.1.5 Feinchemikalien und Zellkultursubstanzen

Name

Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lésung (37, 5:1)
Ammoniumpersulfat (10%)

Aqua ad injectabilia

Atriales Natriuretisches Peptid (ANP)
Bromphenolblau

CGP 20712

complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO4 x 2 H20)
DMEM, 1g/I Glukose mit Pyruvat

DMEM, 4,5 g/l Glukose

1,4-Dithiothreitol (DTT)

DNase |, Bovine Pancreas

ECL Western Blotting Substrate

Ethanol absolut

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycol-bis (aminoethylether)-
N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure (EGTA)

Fetales Kalberserum (FCS)

Fluoromount-G™

Glucose
Glycerol
HEPES
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Hersteller, Artikelnr.
AppliChem, 3029.1
Bio-Rad, #161-0700
B. Braun

Bachem, H-2095.1000
Sigma-Aldrich, B8026
Tocris, #1024

Roche, 04693159001
Sigma-Aldrich, D9542
Roth, 4984

Gibco, 21885

Gibco, 61965
AppliChem, A1101
Calbiochem

Pierce, 32106

J.T. Baker, 8025.0250
Sigma-Aldrich, A0883
AppliChem, A0878

Gibco, 10270
SouthernBiotech,
0100-01
AppliChem, A0883
AppliChem, A0970
Roth, HN77.4
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Salzséure (HCI)

ICI 118,551

IgG from bovine serum

Isoprenalin Hydrochlorid

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
L-Glutamin

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl2)
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSOa x 7 H20)
MEM, NEAA

Mercaptoethanol

Methanol

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4 x H20)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd

PBS ohne Ca?* und Mg 2*

Pen-Strep, 100 x

Phalloidin-633

Phosphostop-Tablette

Polyoxyethylene (29) sorbitan monolaurate (Tween® 20)

Ponceau S-Lésung

Precision Plus Standard™, All Blue

35

AppliChem, A0659
Tocris, #0821
Sigma-Aldrich, 19640
Sigma-Aldrich, 15627
Merck, 109634
Roth, P018.2

Gibco, 25030-081
AppliChem, A0830
AppliChem, A4425
Merck, A171286
Gibco, 11140
AppliChem, A4338
Roth, 8388.6

Merck, 822335

Roth, 3957

Merck, 6346
AppliChem, A2572
Roth, 6771.1
Sigma-Aldrich, P6148
Gibco, 14190

Gibco , 15140
Invitrogen, A22284
Roche, 04906845001
Sigma-Aldrich, T8787
AppliChem, A1405
Bio-Rad, #1610373
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Rinder-Immunglobulin G
Roti®-Histofix 4%
Rot®-Nanoquant (5x Konzentrat)
5-Sulfosalicylsdure-Dihydrat

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris Hydrochlorid (Tris-HCI)
Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypan Blau

Trypsin 250

Trypsin-EDTA

Ziegenserum

4.1.6 Puffer, Nahrmedien und Lésungen

Puffer fir proteinbiochemische Methoden

Sigma-Aldrich, 15506
Roth, P087.4

Roth, K880.1
AppliChem, A0416
Thermo Scientific,
10220294

Bio-Rad, #161-0801
Roth, P088
AppliChem, A1086
Roth, T8787
Sigma-Aldrich, T8154
Difco, 215240

Gibco, 25200
Sigma-Aldrich

RIPA-Puffer (Radio-Immunoprecipitation 15,7 mM Tris-HCL ph 7,5

Assay) 58,4 mM NaCl
1% Trition-X 100
0,1% SDS

1 mM EDTA

+ eine Protease-Inhibitor Tablette von

Roche (Phosphostop)
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10x Laufpuffer 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1% SDS

5x Transferpuffer 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1% SDS

Ansatz 1x Transferpuffer 20% 5x Transferpuffer
20% Methanol

60% Milipore-Wasser

10x TBS-Puffer 50 mM Tris-Base
150 mM NacCl
pH 7,5
TBS-T-Puffer 10% 10x TBS-Puffer

0,1% Tween 20

Stripp-Puffer 62,5 mM Tris

100 mM B-Mercaptoethanol

2% SDS
6x SDS-Page Probenpuffer 40 mM Tris-HCI
(Laemmli-Puffer) 2% SDS

0,01% Bromphenolblau
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10% Glycerol
100 mM DDT

pH 6,8

Ponceau S-Lésung 0,2% Ponceau-S
3% Trichloressigsaure

3% 5-Sulfosalicylsaure

Wachstumsmedium DMEM, 4,5 g/l Glukose
10% FCS
1% Penicillin/Streptomycin

1% NEAA

Interventionsmedium/Hungermedium DMEM, 1,5 g/l Glukose mit Pyruvat

1% Penicillin/Streptomycin

Transduktionsmedium DMEM, 4,5 g/l Glukose

1% Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium fUr eukaryotische 70% Wachstumsmedium
Zellen 20% FCS
10% DMSO

Puffer und Lésung zur Isolierung von Primérzellen
DNAse-LOsung 0,004 mg/ml DNAse
3,4% FCS
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Nicht-Kardiomyozyten-Medium (NKM)

Trypsin-Losung

Préparationspuffer (CBFHH)

Puffer und Lésungen far Immunfluoreszenz

Blockpuffer
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100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
in CBFHH-Puffer

DMEM
10% FCS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2,6 mg/ml Trypsin
0,004 mg/ml DNAse
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
in CBFHH-Puffer

140 mM NacCl

5,4 mM KCI

0,8 mM MgSQOaxH20

0,44 mM KH2PO4

0,34 mM Na2HPQO4x2H20

5,6 mM Glukose

16,8 mM HEPES/NaOH pH 7,4

- sterilfiltrieren, Lagerung bei 4 °C

100 mM Tris-HCI pH 7,5
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Antikérper-Lésungspuffer

Puffer fir FACS-Messung

Blockpuffer

4.1.7 Adenoviren

Ad-eGFP: Dieser Vektor kodiert flir das Enhanced Green Fluorescent Protein unter
Kontrolle des CMV-Promotors. Dieses emittiert griines Licht bei Anregung
mit Licht einer bestimmten Wellenlange (475 nm), was unter einem Fluo
reszenzmikroskop beobachtet werden kann. Die im Folgenden aufgeliste-
ten |-1-Mutanten exprimieren ebenfalls dieses Gen. Aus diesem Grund
wurde in jedem Versuchsansatz eine mit eGFP-transduzierte Negativkon-

trolle mitgefahrt.

40

150 mM NacCl
0,2% Trition X-100
1% BSA

5% Ziegenserum

100 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NacCl

0,5% Triton X-100

1% BSA

0,1 mM EGTA

1 mM MgCl2

PBS, Gibco
1% BSA
0,5% Triton X-100

5% Ziegenserum



4. Material und Methoden

Ad-I-1WT: Dieser Vektor exprimiert den Wildtypen des I-1. Dieser lasst sich sowohl an
der Stelle T35 als auch S67 phosphorylieren.

Ad-1-1S67A: Bei dieser Mutante wurde ein Aminosaureaustausch von Serin zu Alanin
vorgenommen, sodass eine Phosphorylierung an dieser Stelle nicht
mehr mdglich ist und eine Aktivitdtsminderung durch die PKCa ausge-
schlossen ist. Die Generierung erfolgte ausgehend vom Wildtyp I-1 durch
einen Basenaustausch von Threonin zu Guanin auf RNA-Ebene, die in

dem genanntenten Aminosdureaustausch auf Proteinebene resultierte.

Alle verwendeten rekombinanten Adenoviren stammen aus den Laborbestédnden der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Ali EI-Armouche und wurden von Dr. Katrin Wittkdp-
per (Ad-eGFP, Ad-I-1WT, Ad-1-1S67A) hergestellt bzw. Dr. Simon Ld&mmle (Ad-eGFP)
amplifiziert. Naheres zu den verwendeten |-1-Mutanten ist in der Dissertation von Dr.
Katrin Wittkbpper nachzulesen (Generierung und kardiale Genotypsierung von Mau-
sen, die phosphomutierte Formen des Phosphatase-Inhibitor-1 herzspezifisch und
konditional Uberexprimieren, 2009).

Die Transduktion mit Adenoviren wurde regelmanig fluoreszenzmikroskopisch kontrol-
liert. Die verwendeten Viren kodieren alle fir das Enhancend Green Fluorescent Pro-
tein, was durch Anregung mit Licht einer Wellenlange von 509 nm Fluoreszenzlicht
emittiert. Diese Emission von Licht kann unter einem Fluoreszenzmikroskop erfasst
werden. Zu diesem Zweck kam das Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 von Zeiss
zum Einsatz. Mit der Software Visiview konnten die Einstellungen wie beispielsweise
die Dauer der Belichtungszeit festgelegt und die Aufnahmen digital nachbearbeitet
werden. Das Mikroskop ist tGiber einen Adapter an eine Digitalkamera (AxioCam MRM)
angeschlossen. Durch Verwendung von entsprechenden Filterblécken am Mikroskop
konnte sichergestellt werden, dass nur das abgestrahlte Licht beobachtet wird. Flr den
Farbstoff eGFP bedarf es eines Anregungsfilters fur den Wellenlangenbereich
470 £ 20 nm und eines Emissionsfilters fir den Bereich 522 + 20 nm. Der Teilerspie-
gel sollte so eingestellt sein, dass Licht der Wellenlange 497 nm passieren kann. Es
wurden standardmafig Aufnahmen in 5x und 10x VergréBerung gemacht.
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4.1.8 Verwendete Software

Die Darstellung und Bearbeitung der Immunoblots nach Detektion im Versa Doc
konnte mit dem Programm Quantity One vorgenommen werden. Das FACS-Gerat BD
LSR Il Flow Cytometer konnte Uber die Software FACS DIVA bedient und eingestellt
werden. Diese bietet auch die Méglichkeit die Ergebnisse wie Ublich als Dot-Plot oder
Histogramm abzubilden. Die Auswertung der photometrischen cAMP-Messung am
microplate reader erfolgte mit dem Programm Softmax Pro. Die Einstellungen far die
Fluoreszenzmikroskopie am Axiovert 200 und der damit verbundenen Digitalkamera
konnten Uber das Programm Visiview festgesetzt werden. Die Bilder am inversen Flu-
oreszenzmikroskop /X871-ZDC wurden mit der Software ExcellencePro aufgezeichnet
und bearbeitet. Die Auswertung der ermittelten Daten wurde stets mit Hilfe der Soft-
ware Microsoft Excel durchgefihrt.

4.1.9 Statistische Auswertung

Aus den Einzelwerten wurde statistisch der arithmetische Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) unter Benutzung der Tabellenkalkulationssoftware Microsoft
Excel ermittelt. Weiterhin von Bedeutung war die Berechnung der statistischen Varianz
und der Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweisei-
tigen t-Tests nach Student bestimmt, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05
als statistisch signifikant festgelegt wurde. Mit dem Programm Graph Pad Prism konn-

ten die errechneten Ergebnisse in Form von Balkendiagrammen dargestellt werden.

4.2 Praparation und Kultivierung primarer kardialer Fibroblasten
4.2.1 Gewinnung von neonatalen Rattenkardiomyozten und Fibroblasten

Fir die Praparation der neonatalen Rattenkardiomyozyten und Fibroblasten wurden
ca. 1-3 Tage alte Ratten Uber die Zentrale Tiereinheit (ZTE)/Géttingen bereitgestellt.
Die unten angegebenen Volumina sind fir eine Praparation von ca. 30 Rattenherzen
berechnet. Nach Dekaptierung der Tiere erfolgte mittels thorakaler Inzision die
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Eréffnung des Brustkorbs. Durch leichte thorakale Massage trat das Herz an der
oberen Thoraxapertur hervor und konnte entnommen werden. Die Herzen wurden
vollstandig mit GefaBstimpfen entfernt und unmittelbar danach in Zellkulturschalen mit
eiskaltem Praparationspuffer (CBFHH-Puffer = Calcium and Bicarbonate free Hanks
with HEPES, 140 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,8 mM MgSO4, 0,44 mM KH2POQO4, 0,34 mM
Na2HPO4, 5,6 mM Glukose, 16,8 mM HEPES, pH 7,4, sterilfiltriert) gesammelt. Die
nachsten Schritte wurden auf Eis fortgesetzt. Zunachst wurden die Ventrikel von den
Vorhéfen und GeféBstimpfen getrennt. AnschlieBend wurde das verbliebene kardiale
Gewebe in zwei Hélften geschnitten und in eine weitere Zellkulturschale mit 20 ml
CBFFH-Puffer Gberfuhrt. Nach einmaligem Waschen mit je 20 ml desselben Mediums
wurde das Gewebe mittels Rasierklingen oder Scheren in ca. 1-mms3-Stiicke
zerkleinert. Nach Hinzugeben von 2 ml CBFFH-Puffer wurden die Gewebestlicke in
ein 50-ml-Falcon-Reaktionsgefal3 transferiert. Nach Absetzen des Gewebes auf den
Boden des ReaktionsgefaBes wurde der Uberstand verworfen und die verbleibende
Gewebesuspension zweimal mit 20 ml CBFFH-Puffer gewaschen.

Als erstes gab man 8 ml der Trypsin-Lésung (2,6 mg/ml Trypsin, 0,004 mg/ml DNAse,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, in CBFHH-Puffer) zum Sediment und lie3
die Verdauung fir 10 min bei Zimmertemperatur auf einem Kippschuttler
voranschreiten. Nach Sedimentation wurde der Uberstand verworfen und der
Vorverdau mit 8-ml-Trypsin-LOsung wiederholt mit dem Unterschied, dass der
Uberstand ohne Mitnahme von Gewebestiicken in ein mit 2,5 ml Kalberserum
vorgelegtem Sammelréhrchen Uberfihrt wurde. Im Anschluss wurde das Gewebe mit
7 oder 8 ml einer DNAse-Lésung (100 U/ml Penicillin, 100 pl/ml Streptomycin, 3,4%
FCS, 0,004 mg/ml DNAse, in CBFHH) versetzt. Durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren (ca. 20-25-mal) wurde eine Durchmischung der Gewebesuspension
sichergestellt. Die Uberstande wurden in einem Falcon-ReaktionsgefaB gesammelt.
Daran anknipfend wurde das kardiale Gewebe mehrmals einem erneuten
Verdauungszyklus bis zur vollstindigen Auflésung ausgesetzt unter sukzessiver
Verringerung der Trypsin- und DNAse-Lésung um 0,5 ml und der Inkubationszeiten

um 1 min nach jedem Schritt.
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Die Sammelréhrchen wurden fiir 15 min bei 4 °C und 60 g zentrifugiert (Kihlzentrifuge
Centrifuge 5804 R). Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet jeweils in
2-ml-Nicht-Kardiomyozyten-Medium (DMEM, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) aufgenommen. Der Inhalt der Sammelréhrchen wurde im Anschluss
vereinigt und noch zusatzlich jeweils mit 2 ml Medium gespdlt. Im Folgenden wurden
auf 30-ml-Zellsuspension 250 pl des DNAse1-Stocks (1 mg/ml) hinzupipettiert. Der
Inhalt des Sammelréhrchens wurde nun griindlich durchmischt und anschlieBend ein
weiterer Zentrifugationsschritt fr 15 min bei 4 °C und 60 g angeftigt. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Zellpellet erneut in frischem Nicht-Kardiomyozyten-Me-

dium resuspendiert.

Als nachstes wurde ein Zellfilter mit einer Maschenweite von 250 um mit 2-3 ml des
Nicht-Kardiomyozyten-Mediums benetzt, um anschlieBend die Zellsuspension in eine
sterile Zellkulturschale zu filtrieren und dann in ein Reaktionsgefal3 zu Gberfihren. Um
eine Zellzahlung vorzunehmen, wurden die Zellen mittels Trypanblau angefarbt, wobei
jeweils 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau-Lésung (0,5% Trypanblau in
PBS) versetzt wurden. Hiervon wurden 10 pl in eine Neubauer-Zéahlkammer (Neu-

bauer-improved) pipettiert

Die Zellen wurden in eine mit 15 bis 20 ml Medium vorgelegte 15 cm groB3e Zellkultur-
schale ausgesat und diese anschlieBend in einer Atmosphéare mit 5% CO:2 bei 37 °C
unter 100% Luftfeuchtigkeit fir 60 bis 90 min inkubiert. In dieser Zeit adharieren die
Fibroblasten auf dem Schalenboden, wahrend die Kardiomyozyten in Suspension blei-
ben und die beiden Zelltypen kdnnen voneinander selektiert werden.

4.2.2 Kultivierung neonataler kardialer Rattenfibroblasten

Im direkten Anschluss an die Selektion wurden die Zellen mit einem speziellen Fib-
roblastenmedium (DMEM 4,5 g/I Glukose, 10% FCS, 1% MEM NEAA, 100 U/ml Peni-
cillin, 100 pg/ml Streptomycin) versorgt. Im Vorfeld des Mediumwechsels mussten zu-
nachst die Komponenten des Mediums im Warmebad auf 37 °C erwarmt werden. Die
Zellsuspension mit den Kardiomyozyten in den 15-cm-Zellkulturschalen wurde dann
abgenommen und je nach Versuchsaufbau weiterwendet. Durch leichtes Schlagen der
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Schalen auf den Boden konnten auch die am Grund haftenden Kardiomyozyten geldst
werden. Im weiteren Verlauf wurden die Schalen noch zweimal mit 10 ml Calcium- und
Magnesiumfreiem-PBS gewaschen. Daran ankniipfend wurden die Schalen mit etwa
15 ml Medium benetzt und im Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C/5% CO:2 inkubiert. Die
Adhasion und das Wachstumsverhalten der Fibroblasten wurden regelmaBig licht-
mikrokopisch (Axivert S100 TV) kontrolliert. Alle zwei Tage wurde ein Mediumwechsel
bis zum Stadium der 90%igen Konfluenz durchgefiihrt. In der Regel konnte nach zwei
Tagen ein konfluenter Zellrasen lichmikroskopisch beobachtet werden. Fir die Passa-
gierung der Fibroblasten wurden die Zellkulturschalen vorerst nach Absaugen des al-
ten Mediums mit PBS gespdlt und mit 8 ml 0,25%-Trypsin flir 6 min im Brutschrank bei
37 °C/5% CO:z2 inkubiert. Das Trypsin bewirkt sowohl eine Ablésung der Fibroblasten
vom Boden als auch eine Auflésung der Zell-Zell-Verbindungen. AnschlieBend wurde
die Trypsin-Einwirkung durch Zugabe der doppelten Menge Medium gestoppt. Durch
vorsichtiges Klopfen auf den Boden konnte die Ablésung der Fibroblasten vom Schal-
engrund vorangetrieben werden. Als nachstes wurde die Suspension in ein Falcon-
Reaktionsgefal Gberfihrt und dieses dann fir 5 min bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert
(Kuhlzentrifuge Centrifuge 5804 R). Das Zellpellet wurde daraufhin mit 18 ml Kultur-
medium resuspendiert. Die Zellsuspension konnte nun je nach Versuchsanordnung
auf mit 2 ml Medium vorgelegte 6-Well-Platten aufgeteilt werden. Die Zellsuspension
aus einer 15-cm-Zellkulturschale wurde in der Regel auf insgesamt drei 6-Well-Platten
in einer Ratio von 1:1 gesplittet. Die folgenden Versuche wie zum Beispiel die Stimu-
lation oder Transformation der Fibroblasten wurden mit 6-Well-Platten bei einer Kon-
fluenz von 80% durchgefltihrt. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Fibroblasten war
dabei vom Aussaat-Verhaltnis und vom Alter der Zellen abh&ngig. Im Falle weiterer
Passagierungen der Primarzellen wurden die Fibroblasten in einem Zwischenschritt
von den 15-cm-Schalen in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:4 auf 10-cm-Schalen gesplit-
tet bevor eine endgultige Aufteilung auf die 6-Well-Platten erfolgte. Flr die Versuche
kamen sowohl Zellen der Passage 1 als auch der Passage 2 zum Einsatz.

Die verwendeten Mengen fur Trypsin und Medium unterscheiden sich je nach GréBe
der Zellkulturschalen. Im Folgenden sind genaue Angaben hierzu aufgelistet.
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Zellzahl bei _ .
Trypsin 0,05% Medium
Konfluenz
10-cm-Schale
8,8x10° 3ml 10 ml
(Sarstedt)
15-cm-Schale
20x108 8 mi 20 ml
(Sarstedt)
6-Well-Platte (Nunc) 1,2x106 2ml 3-5 ml

Tabelle 5: Zellkuturschalen

4.2.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Fibroblasten konnten zum Zwecke der langfristigen Aufbewahrung mithilfe eines
eigens hergestellten Einfriermediums bei -80 °C tiefgefroren werden. Das Einfrierme-
dium wurde zusammengestellt aus 70% Kulturmedium, 20% FCS, 10% DMSO, wobei
letzteres die kryoprotektive Hauptkomponente darstellt und flr den strukturerhalten-
den Effekt verantwortlich ist. Ahnlich wie bei der Passagierung wurden auch hier die
Zellen bei Erreichen der Konfluenz zunachst trypsiniert und zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann in das besagte Einfriermedium aufgenommen und in daflirr vorgesehene
vorgehkuhlte KryogefaBe (Nunc) transferiert. AnschlieBend wurden die Zellen in einem
Einfriermodul (Mr.Frosty-Nalgene) bei -80 °C unter gleichmaBiger Abkihlung von
1 °C/min eingefrohren. Auf diese Weise konnten in einem Réhrchen etwa 200000 Zel-
len dauerhaft kryokonserviert werden.

Um die kryokonservierten Zellen erneut in Kultur zu bringen, wurden die Kryoréhrchen
zunachst zigig in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und die Fibroblasten
moglichst schnell in Kulturmedium aufgenommen.
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4.3 Pharmakologische Intervention

Fir die Stimulationsversuche kamen Fibroblasten der ersten oder zweiten Passage
zum Einsatz. Die Versuchsanordnung war so konzipiert, dass jeweils die Halfte der
Wells eines Ansatzes mit Isoprenalin behandelt und die andere Halfte unbehandelt als
Kontrolle dem gegentbergestellt wurde. Das Isoprenalin wurde in jedem Well in einer
Endkonzentration von 1 umol eingesetzt. Es wurde sowohl eine akute Stimulation von
10 min als auch eine chronische Stimulation fir 24 h vorgenommen. Dazu wurde vor
der Intervention ein Mediumwechsel von Medium mit 4,5 g/l Glukose auf ein nieder-
glukosiges Medium (1 g/l) mit Pyruvat durchgefiihrt, nachdem die Zellen zweimal mit
frischem Medium gewaschen wurden. Dem neuen Medium wurden noch 1% Penicil-
lin/Streptomycin zugesetzt, jedoch im Gegensatz zum Vollmedium FCS und nicht es-
sentielle Aminosauren entzogen. Durch Weglassen des FCS wird der unspezifische
Einfluss durch Wachstumsfaktoren ausgeschaltet. Zur gleichmaBigen Verteilung der
Wirksubstanz wurden die 6-Well-Platten vorsichtig hin und her bewegt. Bei der akuten
Stimulation wurden die Platten nach Isoprenalingabe im Brutschrank bei 37 °C/5%
CO:z2 far 10 min inkubiert und anschlieBend wurde die Zellernte durchgefihrt. Um bei
der der chronischen Stimulation mdglichst konstante Wirkspiegel zu erreichen, fand
die Lésung von Isoprenalin in einer Endkonzentration von 1 pmol insgesamt pro An-
satz zweimal im Abstand von 12 h statt. Zwischen den Gaben wurden die Platten in
dem Brutschrank bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Direkt im Anschluss wurde die Zell-
ernte durchgeflhrt.

4.4 Adenovirale Transduktion der Fibroblasten

Die adenovirale Transduktion wurde bei einer Konfluenz von 80% in den 6-Well-Plat-
ten begonnen. Vor der Transduktion wurde ein Wechsel auf ein serumfreies Medium
mit 4,5 g/l Glukose und 1% Penicillin/Streptomycin ohne Zugabe von Nicht-essentiel-
len-Aminosauren vorgenommen. Um die Kultur génzlich vom Vollmedium zu befreien,
wurden die einzelnen Wells zunachst zwei Mal mit dem neuen Medium gewaschen.
AnschlieBend konnten die Viruslésungen dem Medium zugesetzt werden. Die Zellli-
nien wurden dabei mit einer MOI (Multiplicity of Infection) von 300 transduziert und das
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bendtigte Volumen nach der Formel V= MOI x Zellzahl in einem Well/Virustiter berech-
net. Bei einer Konfluenz von 80% ergab sich eine Zellzahl von 1 Million zu transduzie-
render Fibroblasten. Die optimale MOI zur Transduktion der Fibroblasten wurde fir
alle verwendeten Viren zuvor schon in der Arbeitsgruppe El-Armouche durch Herstel-
lung einer Verdiinnungsreihe ermittelt. Die MOI beschreibt das Verhaltnis von den in-
fektidsen Agenzien zu deren Zielzellen (Zahl der Viren/Zahl der Zellen). Durch Hin-
und Herschwenken der 6-Well-Platten erfolgte eine gleichméasiige Verteilung der Virus-
I6sung. Anschlie3end wurden die Zellen fir etwa 3 h mit dem Virus bei 37 °C und 5%
CO:z2 inkubiert. Nach anschlieBendem Waschen der Zellen mit Interventionsmedium
(1 g/l Glukose) wurden die Zellen fir weitere 24 h mit frischem Medium bei 37 °C und
5% COzinkubiert. Je nach verwendetem Virus gab es Variationen in der Inkubations-
zeit bis eine zufriedenstellende Transduktion erreicht wurde. Die Transduktionseffizi-
enz wurde mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 200, Zeiss) nach 12 h, 24 h
und eventuell auch nach 36 h kontrolliert, da alle verwendeten Viren zusatzlich fir das
verstarkte, grin-fluoreszierende Protein eGFP kodierten. Die Fluoreszenz wurde mit
einer Digitalkamera (AxioCam MRM, Zeiss) dokumentiert.

Die adenovirale Transduktion erfolgte in zwei verschiedenen Versuchen. Um den Ein-
fluss des I-1 auf die B-adrenerge Signalkaskade naher zu durchleuchten, wurden die
Fibroblasten nach Uberexpression der Serin-67-Alanin-Mutante (S67A) sowohl akut
als auch chronisch mit Isoprenalin behandelt analog zu den vorher beschriebenen Ver-
suchen ohne Virustransduktion. Als Kontrolle wurden mit Ad-eGFP-Viren transduzierte
Fibroblasten, die ebenfalls in zwei Gruppen hinsichtlich erfolgter und nicht erfolgter
Isoprenalinbehandlung eingeteilt wurden, hinzugezogen. So wurden mégliche durch
das eGFP hervorgerufene Effekte ausgeschlossen. Die Inkubationszeit nach Entfer-
nen des Virusmediums betrug fir die verwendeten Adenoviren 36 h. Erst dann konnte
eine ausreichende Fluoreszenz fur beide Transduktionen detektiert werden. Anschlie-

Bend wurde mit der Isoprenalinstimulation begonnen.

Flr die Rezeptortypisierung der B-adrenergen Signalkaskade in Fibroblasten kam das
Ad-1-1-Wildtyp zum Einsatz. Nach der adenoviralen Transduktion wurden die Zellen in
aufsteigender Konzentration mit einem (1-Rezeptorblocker bzw. einem

B2-Rezeptorblocker bei gleichzeitiger Gabe von 1 umol Isoprenalin flir insgesamt
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10 min behandelt. Wahrend der Inkubationszeit wurden die 6-Well-Platten in den Brut-
schrank bei 37 °C und 5% CO:2 gestellt.

4.5 cAMP-Konzentrationsbestimmung in kardialen Fibroblasten

Die Fibroblasten wurden unter tblichen Bedingungen auf 6-Well-Platten ausgesat und
bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Die Aufarbeitung der Zellen und die Messung
der intrazellularen cAMP-Akkumulation wurde mit dem cAMP-Immunoassay (Parame-
ter™ cAMP Assay) der Firma R&D Systems gemal den Herstellerangaben durchge-
fuhrt und fuBBt auf dem Prinzip eines kompetitiven Assays. Dabei konkurriert das cCAMP
aus dem Zelllysat mit dem cAMP-Konjugat um die Bindungsstellen am polyklonalen
Primarantikérper am Boden der Vertiefungen der mitgelieferten 96-Well-Mikrotiter-
platte. Je mehr cAMP im Zelllysat enthalten ist, desto weniger Bindungsstellen bleiben
fir das cAMP-Konjugat frei. Durch Hinzugeben der Substratiésung kommt es in An-
wesenheit des cAMP-Konjugates zu einer enzymatischen Reaktion, die einen Farb-
wechsel zur Folge hat. Die Substratlésung enthélt die Substanz Paranitrophenylphos-
phat, die durch das mit alkalischer Phosphatase markierte CAMP in Paranitrophenol
und Phosphat gespalten wird. Dadurch wird eine Farbveranderung zu blau hervorge-
rufen, deren Intensitat photometrisch als Absorptionsmessung erfasst wird und sich
indirekt proportional zum endogenen cAMP verhalt. Das bedeutet, dass die Proben mit
dem meisten cAMP-Gehalt die geringste Farbanderung zeigen. Die Messung erfolgte
dabei an einem FlexStation 3-Mikroplattenleser. Um quantitative Aussagen Uber die
cAMP-Konzentrationen treffen zu kbnnen, musste zusatzlich eine Standardkurve an-
hand der Absorptionswerte von cAMP-Standardproben erstellt werden. Die Daten wur-
den mit Hilfe der Soft Max Pro 5.4-Software dargestellt und mit MS Excel ausgewertet.
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4.6 Durchflusszytometrie
4.6.1 Vorbereitung der Fibroblasten fur die Durchflusszytometrie (FACS)

Die Zellen wurden unter bereits beschriebenen Standardbedingungen auf 6-Well-Plat-
ten ausgesat und in Kultur gehalten. Bei einer Konfluenz von 80% wurden die Zellen
zweimal mit 4 °C kaltem PBS gespilt und anschlieBend abtrypsiniert. Die Zellsuspen-
sion wurde dann jeweils in ein 15-ml-Réhrchen transferiert und bei 4 °C und 1500 g
fir 5 min zentrifugiert (Kihlzentrifuge Centrifuge 5804 R, Eppendorf). Nach Absaugen
des Uberstandes wurde das Zellpellet in 4 °C kaltem PBS resuspendiert, um dann mit
einem erneuten Zentrifugationsschritt fortzufahren. Diesmal wurde das Zellpellet in
3 ml 70%igem Ethanol resuspendiert. Danach wurde die Probe direkt mittels Antikor-
pern auf das Oberflachenantigen a-SMA gefarbt oder bei 4 °C gelagert. In beiden Fal-
len musste zun&chst das Ethanol nach Zentrifugation bei 4 °C und 300 g fur 4 min
abgesaugt und das Zellpellet in 4 °C vorgekihltem Block-Puffer (800 ul pro Falcon-
Reaktionsgefal3) resuspendiert werden. Der Block-Puffer (PBS, 0,5% Triton X-100, 1%
BSA, 5% Ziegenserum) dient dazu um im weiteren Verlauf unspezifische Antikorper-
bindungen durch Blockierung der Oberflachenantigene zu verhindern. Die Vertiefun-
gen einer fr den Farbungsprozess vorgesehenen 96-Well-Mikrotiterplatte wurden mit
jeweils 200 pl der Proben nach zuvor erstelltem Pipettierschema beladen. Im Folgen-
den wurde die gesamte Platte bei 4 °C und 300 g fiir 4 min zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Die Antik6rper wurden mit Block-Puffer in gewlnschter Konzentration
in Loésung gebracht. Es wurden dann 50 pl der Antikérperverdiinnung dazugegeben
und die Mikrotiterplatte fir 5 min auf einem Horizontalschuttler inkubiert. Es folgten
zwei weitere Waschschritte mit Block-Puffer und anschlieBender Zentrifugation (Kuhl-
zentrifuge Centrifuge 5804 R, Eppendorf) bevor die Inkubation mit je 50 pl des pas-
senden fluoreszenzgekoppelten Zweitantikérpers erfolgte. Der Zweitantikdrperlésung
wurde noch zusatzlich der Farbstoff DAPI (Sigma-Aldrich) in einer Verdiinnung von
1:1000 zugesetzt. Nach 30-minltiger Inkubation unter Lichtschutz und zwei weiteren
Waschschritten mit Zentrifugation konnte das Zellpellet letztendlich in 200 pl PBS re-
suspendiert und in ein mit weiteren 200 ul PBS vorgelegtem Rdéhrchen Uberfihrt wer-
den. In dieser Form der Zellsuspension konnte dann die Durchflusszytometrie durch-
gefuhrt werden. Je nach Bedarf konnten die R6hrchen mit Aluminiumfolie abgedeckt
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und bei 4 °C gelagert werden. Die Proben wurden spatestens 24 h nach Herstellung
fir die Messung eingesetzt.

4.6.2 Messung und Auswertung der Proben

Vor der Messung wurde durch Verwendung von isotoner Kochsalzlésung die Geréte-
empfindlichkeit justiert. Zur Optimierung der Messungen war es nétig StérgréBen wie
die Autofluoreszenz und die durch unspezifische Antikérperbindung resultierenden
Ungenauigkeiten auszuschalten. Das Prinzip der Autofluoreszenz basiert auf der Tat-
sache, dass einige Zellen die Fahigkeit besitzen durch Laserlicht zur Emission von
Licht angeregt zu werden ohne dabei mit einem Fluoreszenzfarbstoff beladen zu sein.
Um solche Effekte auszuschlieBen wurden Kontrollproben hergestellt, die bis auf die
Antikérperbeladung eine identische Behandlung hinsichtlich Inkubation und Wasch-
schritten erfuhren. Eine weitere Quelle fir Messfehler ist die unspezifische Antikorper-
bindung aufgrund der Affinitat von Antikdérpern zu unspezifischen molekularen Struk-
turen. Dieses Hintergrundsignal Iasst sich in der spateren Analyse herausfiltern, indem
man eine Isotypenkontrolle durchfihrt. Dazu inkubiert man Proben mit Immunglobuli-
nen der gleichen Klasse, die ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wer-
den. Fir die Datenanalyse und -auswertung wurde das Programm FACSDiva heran-
gezogen. Unter Benutzung dieses Programms kann schon wahrend der Messung ein
Analysefenster eingerichtet werden. Durch Setzen sogenannter Gates lasst sich die
Zellpopulation anhand gewahlter Merkmale eingrenzen. Die Grenzwerte fur Fluores-
zenz werden durch die Messung der Isotypenkontrolle bestimmt. Jede Intensitat Gber
der Isotypenkontrolle wird als positives Fluoreszenzsignal gewertet. Die Schwellen-
werte flr die ZellgréBe und -granularitat hingegen werden durch den Autofluoreszenz-
ansatz festgelegt. Alle Impulse, die unter dem Schwellenwert liegen, finden keine Be-
ricksichtigung und werden herausgefiltert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in
Form von Histogrammen und korrelierten Zweiparameterdarstellungen (Dot-Plot). Bei
den Dot-Plots werden zwei der untersuchten Parameter auf die Achsen eines Koordi-
natensystems aufgetragen und so zueinander in Beziehung gesetzt. Jeder Punkt re-
prasentiert in diesem Diagramm eine Zelle. Die Analyseréhrchen mit den in PBS auf-
genommenen Zellen wurden vorsichtig an die Hohinadel angeschlossen. Wahrend der
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Messung wurden die Rdhrchen unter einer Aluminiumfolie vor Lichtexposition ge-

schiitzt. Die Proben mussten innerhalb eines Zeitfensters von 1 h verwertet werden.

4.7 Kultivierung und Farbung der Fibroblasten fiir die

Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden Fibroblasten auf 12-Well-Platten (Nunc) in
einer Dichte von 25000 Zellen je Well auf vorher platzierte Deckglaschen ausgesat.
Die Zellen wurden in Wachstumsmedium kultiviert bis zu einer von Konfleunz von ca.
20%. Es wurde eine niedrige Besiedlung mit ausreichendem Abstand zwischen den
Zellen angestrebt, um eine Uberlagerung der Zellen zu vermeiden. Das Vorgehen bei
Anzucht und Mediumwechsel der 12-Well-Platten war ansonsten identisch zu der Kul-

tivierung von 6-Well-Platten.

Die 12-Well-Platten wurden zweimal mit 1 ml PBS pro Well gespilt. Nach Absaugen
wurden die Wells mit 400 pl Histofix (Roti®-Histofix 4%, Roth) fur 4 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Hierbei ist zu beachten, dass Histofix Methanol enthalt und eine Zer-
stérung von Aktinfilamenten nach sich zieht. Fur die Farbung und Darstellung von bei-
spielsweise Glattmuskelaktin wurde deswegen eine 4%ige Paraformaldehyd-Lésung
(Sigma-Aldrich) verwendet. Nach 4 min Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen fiir 30 min in 400 pl Blockpuf-
fer (100 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 0,2% Triton X-100, 1% BSA, 5% Ziegenserum,
pH 7.,5) bei 4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen im Rahmen der spéateren
Farbung zu besetzen. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS, bevor die Zellen
mit den jeweiligen Primarantikérpern inkubiert wurden. Ab diesem Zeitpunkt wurde
konsequent unter Lichtschutz gearbeitet. Die Prim&rantikbper wurden je nach Herstel-
lerangaben in einer bestimmten Verdinnung mit einem Antikérperlésungspuffer
(100 mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, 0,5% Triton X-100, 1% BSA, 0,1 mM EGTA, 1 mM
MgClz, pH 7,5) in L6sung gebracht. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei Raum-
temperatur wurden die Zellen dreimal mit PBS (RT) gewaschen. AnschlieBend wurde

eine weitere Antikérperlésung mit dem fluorochromierten Sekundéarantikérper in dem
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vorgesehenen Verdinnungsverhaltnis hergestellt. Der Lésung wurden zudem der flu-
oreszierende Farbstoff DAPI (Sigma-Aldrich) in einer Verdinnung von 1:1000 zuge-
setzt, der sich direkt an seine Zielstrukturen anlagert ohne an Antikdrper gekoppelt zu
sein. Mittels DAPI Iasst sich aufgrund von Interkalation an AT-Basenpaare der Zellkern
direkt anfarben. Von diesem Gemisch wurden dann 300 pl in jedes Well pipettiert und
die Platte flr 45 min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubiert. Nach Abschluss
der Inkubationszeit wurde die Lésung abgesaugt und die Wells dreimal mit PBS ge-
spllt, beim letzten Waschschritt wurde das PBS auf den Zellen belassen. In einem
letzten Schritt wurden die Proben in Fluoromount-G (SouthernBiotech) eingedeckelt.
Die Betrachtung der Proben erfolgte unter dem inverserven Fluoreszenzmikroskop
IX81-ZDC von Olympus. Die Aufnahmen wurden mit der Sofware ExcellencePro
(Olympus) aufgezeichnet und bearbeitet.

4.8 Proteinbiochemische Methoden
4.8.1 Proteingewinnung aus Zellen

Zur Proteinisolation wurden die 6-Well-Platten mit den Fibroblasten zunachst zweimal
mit PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden dann auf Eis ausgefthrt. Nach Ab-
saugen des PBS wurden die Zellen mit 100-120 ul RIPA-Puffer (15,7 mM Tris-HCI, pH
7,5, 58,4 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,1% SDS) je Well lysiert. Der
Puffer wurde zuvor mit einem Phosphatase (Phosphostop, Roche) - und Proteasein-
hibitor (complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) supplementiert.
Nach 20-minatiger Inkubation auf Eis wurden die restlichen adharenten Zellen mit ei-
nem Zellschaber (Sarstedt) geldst und in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3 gesam-
melt. AbschlieBend wurde das Zelllysat bei 13000 g fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert
(Kuhlzentrifuge Centrifuge 5417 R, Eppendorf) und der Uberstand mit den Zellprotei-
nen in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefal3 aliquotiert.
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4.8.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinmengen erfolgte anhand der Messmethode nach Bradford
(Bradford 1976). Dabei kommt es zu einer Reaktion zwischen dem Farbstoff Coomas-
sie Brilliant Blue G-250 und den basischen sowie aromatischen Seitenketten der Ami-
nosauren. Als Folge der Reaktion verschiebt sich das Absorptionspekirum des Farb-
stoffs von 465 nm nach 595 nm, sodass ein Farbumschlag von rot zu blau erfolgt.
Durch die Korrelation des Absorptionsshifts lasst sich auf die Konzentration eines Pro-
teins rickschlieBen. Die Starke des Absorptionsshifts ist dabei abh&ngig vom Protein-
gehalt. Voraussetzung fir die photometrische Konzentrationsmessung ist zunachst die
Erstellung einer Standardkurve mittels eines Standardproteins zur Kalibrierung. Hier-
bei wurde mittels Rinder-Serum-Albumin (Bovine Immunglobulin G, Sigma-Aldrich)
eine Standardreihe in aufsteigender Konzentration von 0 bis 1020 pug/ml durch Ver-
dinnung mit 0,1 M NaOH und anschlieBender Zugabe des Bradford-Reagenz (Rot®-
Nanoquant, Roth) in einer 1-cm-Polystyrol-Klvette (Sarstedt) angefertigt. Zur Bestim-
mung des Proteingehaltes in den Proben wurden 5 pl des Lysats mit 200 ul Bradford-
Reagenz sowie 795 pl 0,1 M NaOH versetzt. Nach Hinzugeben des Bradford-Reagen-
zes sowohl zum Standardprotein als auch zu der Proteinprobe ist zu beachten, dass
eine Inkubationszeit von 10-15 min bei Raumtemperatur eingehalten werden muss.
AnschlieBBend wurde die Messung am Photometer (BioPhotometer 6161, Eppendorf)

in Form von Duplikaten durchgefihrt.

4.8.3 Vorbereitung der Proteinlosungen fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE)

Im Vorfeld der Geldelektrophorese wurden die Proteinproben in SDS-haltigem Protein-
puffer (40 mM Tris-HCI, 2% SDS, 0,01% Bromphneolblau, 10% Glycerol, 100 mM
DDT, pH 6,8) fur 5 min auf 95 °C erhitzt, um so eine Denaturierung des Proteins her-
beizuflhren. Nach einer Abkuhlungsphase von flinf Minuten auf Eis wurden die Proben
flr kurze Zeit zentrifugiert (Kihlzentrifuge Centrifuge 5417 R, Eppendorf).
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4.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der denaturierten Proteine nach GréBe erfolgte mithilfe der diskonti-
nuierlichen SDS-Gelelektrophorese (Laemmli 1970) in eigens hergestellten Polyac-
rylamidgelen. Bei diesem Verfahren werden die Proteine anfangs in einem Sammelgel
konzentriert, um dann anschlieBend einen optimalen Siebeffekt im Trenngel zu erzie-
len. Entsprechend des Molekulargewichtes der Zielproteine wurden 10-12%-Polyac-
rylamidgele (Trenngel: 375 mM Tris-Base, pH 8,8, 10-12% Acrylamid/Bis-Acrylamid-
Lésung 29:1, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,03% TEMED; Sammelgel: 125 mM Tris-Base,
pH 6,8, 5% Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lésung 29:1, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,08% TE-
MED) verwendet. Als Laufpuffer diente ein Tris-Glycin-Puffersystem (25 mM Tris,
192 mM Glycin, 0,1% SDS). Zur Darstellung des Molekulargewichts wurden zudem
stets Markerproteine (Precision Plus Protein Standard™, Bio-Rad) mit aufgetragen.
Die Gelelektrophorese wurde fir 20 Minuten bei einer Spannung von 80 V begonnen
bis die Lauffront den Ubergang von Sammelgel und Trenngel erreichte und im An-
schluss bei einer Spannung von 120 V beendet. Fir die gesamte Versuchsanordnung
wurde das Mini Protean 3-Elektrophoresesystem von Bio-Rad verwendet.

4.8.5 Immunoblot und Immunodetektion

Beim Immunoblot erfolgte der Proteintransfer von den Polyacrylamidgelen auf eine
Nitrocellulosemembran (Protan® BA 85, Schleicher und Schuell). Dazu wurde im Mini
Trans-Blot Cell System (Bio-Rad) eine Spannung senkrecht zur Laufrichtung des Gels
bei einer konstanten Stromstarke von 400 mA fir insgesamt 90 Minuten angelegt. Fur
die Versuche wurde die Semidry-Blotting-Methode mit kontinuierlichem Puffersystem
(20% Methanol, 25 mM Tris-Base, 192 mM Gilycin, 0,1% SDS) ausgewahlt. Aufgrund
der Warmeentwicklung wahrend des Elektrotransfers wurde die Apparatur in Eiswas-
ser gekuhlt.

Nach Abschluss des Transfers wurden die Nitrocellulosemembranen reversibel mit ei-
ner Ponceau S-Lésung (0,2% Ponceau S, 3% Trichloressigsaure, 3%
5-Sulfosalicylsdure) angefarbt, um zu tberprifen, ob ein Transfer der Proteine auf die
Membran stattgefunden hat. In Einzelfallen wurde das Foto der Ponceau-Farbung
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auch spater als Beladungskontrolle bei der Auswertung hinzugezogen. Die Membra-
nen wurden durch wiederholtes Waschen in TBS-T-Puffer (TBS-T, 0,1% Tween 20,
50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) entfarbt. Um unspezifische Antikérperbindung zu
verhindern, wurden die Membranen im Vorfeld entweder Uber Nacht bei 4 °C oder fur
zwei Stunden bei RT in einer 5%igen Milchpulverlésung in TBS-T-Puffer auf einem
Schattler inkubiert. Das Milchpulver hat dabei die Funktion eine unspezifische Adha-
sion der Antikdrper an die Membran zu verhindern. In zwei darauffolgenden zehnmina-
tigen Waschschritten mit TBS-T-Puffer wurde der Milchpulverliiberschuss entfernt. An-
schlieBend erfolgte der Inkubationschritt im jeweiligen Primarantikérper Gber Nacht bei
4 °C oder wahlweise auch fir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die ungebundenen
Antikérper wurden in vier Waschschritten zu je 7 min in TBS-T-Puffer entfernt. Als
nachstes wurde die Membran fir 1 h bei RT in Zweitantikdrper-Lésung in TBS-T inku-

biert und anschlieBend 4-mal fir je 15 min mit TBS-T gewaschen.

Der ZweitantikOper enthalt als Reporterenzym die Meerrettichperoxidase (HRP), die
durch Zugabe eines Chemilumineszenz-Substrates zu einer Lichtemission fihrt. Die
Visualisierung des Signals gelang durch den Einsatz einer CCD-Kamera (VersaDoc
Imaging System 4000 MP, Bio-Rad). Als Chemilumineszenz-Substrat wurde Gberwie-
gend das Fertigreagenz ECL (Thermo Scientific) nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Eine Ausnahme stellte die Detektion des Proteins p-CREB dar. Diese ge-
lang durch Einsatz des starker wirksamen Substrates Super Signal West Dura
(Thermo Scientific). Auf diese Weise konnten selektiv Proteinbanden sichtbar gemacht
und mit dem Programm Quantity One Software (Bio-Rad) quantifiziert werden.

Far den Fall, dass Proteinbanden mit &hnlichem Molekulargewicht auf derselben
Membran dargestellt werden sollten, wurde zur Auflésung der Antigen-Antikbrper-
Komplexe SDS/Mercaptoethanol-haltiger Puffer (,Strip-Puffer”, 62,5 mM Tris, 100 mM
B-Mercaptoethanol, 2% SDS) verwendet. Dazu wurde die Membran in dem Puffer bei
55 °C im Wasserbad fir 30 min inkubiert. Nachdem die Membran dann mittels TBS-T-
Puffer ausreichend gewaschen wurde, konnte die Membran zum Zwecke der Immu-

nodetektion wiederverwendet werden.
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5. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich damit, welche Effekte eine chronische Aktivierung
der B-adrenergen Signalkaskade und der damit verbundene Anstieg von zellularem
cAMP auf kardiale Fibroblasten im Hinblick auf deren Funktionalitat und Morphologie
ausubt. Bisherige Publikationen belegen eine deutliche antifibrotische Wirkung zykli-
scher Nukleotide sowohl in kardialen als auch in Fibroblasten aus anderen Organen
(Insel et al. 2012). Zu diesem Zweck wurden neonatale kardiale Rattenfibroblasten in
Kultur genommen und 24 h lang kontinuierlich der Wirkung des B1/2-AR-Agonisten Iso-
prenalin ausgesetzt. Hinter diesem Ansatz steckt die Idee das Stressmodell der chro-
nischen Katecholamin-Exposition in vitro zu simulieren. Im Folgenden wurden die Aus-
wirkungen einer solchen chronischen 3-AR-Aktivierung auf die Transformation kardia-
ler Fibroblasten zu Myofibroblasten durch Detektion bekannter profibrotischer Marker
wie a-SMA (alpha-smooth muscle actin) oder CTGF (connective tissue factor) im Im-
munoblot analysiert. Die dabei erhobenen Befunde wurden teilweise noch in Form ei-
ner durchflusszytometrischen Analyse und immunhistochemischen Farbung gestitzt.
Zusétzlich wurden die Veranderungen im Rahmen der Signaltransduktion durch Mes-
sung der cAMP-Konzentration und der PKA-abhangigen Phosphorylierung des Tran-
skriptionsfaktors CREB (cAMP response element-binding protein) naher durchleuch-
tet.

Ein zweiter zentraler Punkt dieser Arbeit ist die Rolle des B-AR-Signalverstarkers Pro-
tein-Phosphatase-Inhibitor-1 (I-1) in kardialen Fibroblasten zu untersuchen. Im Rah-
men der Herzinsuffizienz-Forschung wurde 1-1 bisher ausschlieBlich in Kardiomyozy-
ten untersucht, wobei das Ausschalten dieses Verstarkers sich in mehreren Modellen
positiv auf die Herzfunktion und das fibrotische Remodeling auswirkte (Wittkbpper et
al. 2010). Aus diesen Vordaten und der mehrfach publizierten antifibrotischen Wirkung
cAMP-abhéngiger Signalwege (Kothapalli et al. 1998, Liu et al. 2010, Duncan et al.
1999) in Fibroblasten ergab sich die Frage nach der Funktion von I-1 in diesem Zelltyp.
Dazu wurde in dem oben beschriebenen Model eine inaktivierungsdefiziente Mutante
des I-1 (S67A) durch adenovirale Transduktion Uberexprimiert.
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5.1 Etablierung
5.1.1 Bestimmung des Reinheitsgrades der Fibroblastenkulturen

Die Anreicherung von Fibroblasten aus neonatalem Herzgewebe erfolgte Gber ein ein-
faches Verfahren, das sogenannte ,Pre-Plating‘. Nach Gewebsverdau und Zellverein-
zelung wurde sich dabei die Tatsache zunutze gemacht, dass Fibroblasten an den
unbehandelten Boden von Zellkulturschalen adharieren, wahrend die Kardiomyozy-
tenpopulation und andere Zellen des Herzgewebes weitgehend in Suspension verblei-
ben und als Zellkulturiiberstand abgenommen werden. Um die Anreicherung und da-
mit den Erfolg des Verfahrens zu Uberprtfen, wurden Fibroblasten der Passage 0 bis
zum Stadium der Konfluenz kultiviert und mit der Kardiomyozytenfraktion der gleichen
Praparation bezuglich der Expression zelltypspezifischer Markergene verglichen. Dies
geschah in Form einer Immunoblot-Analyse durch Benutzung von Antikérpern, die ge-
gen charakteristische Strukturen der jeweiligen Zellart gerichtet sind. Wie in vielen Ar-
beiten zuvor wurde auch hier das mesenchymale Intermediarfilament Vimentin als
gangiger Marker fur kardiale Fibroblasten (leda et al. 2010) und a-Aktinin zur ldentifi-
kation von Kardiomyozyten eingesetzt (Rose et al. 2008). Die Betrachtung des Immu-
noblots (Abb. 4) erlaubt die Schlussfolgerung, dass bei der Zellpraparation eine aus-
reichende Trennung von Fibroblasten und Kardiomyozyten im Sinne einer homogenen
Zellkultur erzielt wurde. Wahrend die Proteinproben aus den Fibroblastenkulturen
kaum ein Signal fur a-Aktinin aufzeigten und damit mehr oder weniger ein Beleg far
die Reinheit der Kulturen darstellen, musste fir die Kardiomyozytenkulturen eine
leichtgradige Vermischung mit mesenchymalen Zellen konstatiert werden, da sich in
den Proben ein schwaches Signal fiir Vimentin nachweisen lie3. Anhand dieses Er-
gebnisses lasst sich also der Schluss ziehen, dass bei den folgenden Experimenten
von relativ homogenen Fibroblastenkulturen ausgegangen werden kann und so eine
mogliche Fehlerquelle bei der Datenerhebung ausgeschaltet werden konnte. Dieses
Resultat deckt sich dartiber hinaus mit den lichtmikroskopischen Beobachtungen, die
nach jeder Zellpraparation routinemanig durchgefthrt wurde. Dort konnten in der Re-
gel keine Zellnester kontrahierender Kardiomyozyten zwischen dem Zellrasen aus Fib-
roblasten ausgemacht werden. Da bei diesem Vorversuch zwei verschiedene Zellarten
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gegenulbergestellt wurden, konnte in diesem Fall nicht wie tblich das GAPDH als La-
dekontrolle herangezogen werden. Mit diesem lassen sich nur Aussagen Uber die be-
ladenen Proteinmengen innerhalb einer Zellart treffen, da das Verhaltnis von GAPDH
zum Gesamtproteingehalt zwischen den einzelnen Zelltypen stark unterschiedlich ist
(Li und Shen 2013). Daher diente in diesem Fall die unspezifische Proteinfarbung mit-
tels Ponceau als Ladekontrolle. Auf der Aufnahme der Farbung ist zu erkennen, dass
sowohl fur Kardiomyozyten als auch Fibroblasten &hnliche Mengen an Protein in die
einzelnen Geltaschen aufgetragen wurden und somit eine direkte Gegenlberstellung
gerechtfertigt ist.

70 kDa
50 kDa
37 kDa
o-Aktinin — e 42 kDa

Abbildung 4: Immunoblot zum Reinheitsnachweis der angesetzten Kulturen. Vergleich von
Fibroblasten (CF)- und Kardiomyozyten (KM)-kulturen der gleichen Zellpraparation. Fibroblasten der
Passage 0 wurden in einer 15 cm-Schale kultiviert und anschlielend zwecks Proteinisolation in RIPA-
Puffer lysiert. Dementsprechend wurden die Proteinproben aus Kardiomyozytenkulturen vorbereitet. Die
Nitrocellulosemembran wurde mit Antikdrpern gegen die zellspezifischen Markerproteine Vimentin und

a-Aktinin inkubiert. Als Ladekontrolle diente die Ponceau-Aufnahme.
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5.1.2 Normalisierung auf die Ponceau S-Proteinfarbung

Wie im Kapitel 5.1.1 vorher bereits aufgegriffen, Iasst sich nicht immer ohne weiteres
eine Normalisierung auf Haushaltsgene wie GAPDH durchfiihren. In solchen Fallen
kann man haufig auf das Ponceau-Foto als Ladekontrolle zurtickgreifen. Fur den Be-
weis, dass dies mdglich ist, wurde ein Immunoblot bis zur Entwicklung des Ponceau-
Bildes in folgender Anordnung durchgefiihrt. Die Geltaschen wurden in ansteigender
Reihenfolge mit Protein beladen. Die Proteinproben stammten aus einer beliebigen
Fibroblastenkultur. In einem Koordinatensystem wurden die Intensitaten der gesam-
ten Proteinspuren auf dem Ponceau-Bild gegen die Lysatmenge aufgetragen. Wie in
Abbildung 5 zu sehen ergibt sich bei Anwendung einer Regressionskorrektur eine
Ursprungsgerade, die einen linearen Zusammenhang zwischen der Signalintensitat
und der geladenen Proteinmenge aufzeigt und somit demonstriert, dass sich das
Ponceau-Bild als Ladekontrolle eignet. Allerdings ist auf dem Graphen angedeutet,
dass man bei Beladungsmengen im unteren Bereich, hier 5 pl, an die Grenzen der
Genauigkeit st6Bt, da die Koordinate fur das 5 ul Proteinlysat etwas auBerhalb der
Regressionsgeraden liegt. Ahnliches lasst sich tendenziell auch fiir groBe Beladungs-
mengen schlussfolgern. Bei zunehmend gro3en Mengen ist eine lineare Korrelation
beider Variablen nicht mehr gewahrleistet. Um verlassliche Aussagen anhand der
Messergebnisse treffen zu kénnen, sollten bei der Gelelektrophorese Mengen ge-
wahlt werden, die in den linearen Bereich fallen. Schlie3t man die Koordinate fir 5 pl
aus der Rechnung aus, ergibt sich die in Abbildung 5 dargestellte korrigierte Regres-
sionsgerade mit genauerer Vorhersagekraft. Bei Gegenuberstellung beider Varia-
beln, fallt jedoch auf, dass kein direkter Rickschluss von Pixeldichte auf Lysatmenge
erfolgen kann. Die doppelte Menge Lysat fiihrt nicht zu einer doppelten Pixeldichte.
Diese Feststellung ist durch die Steigung der Geraden vorgegeben, welche hier nicht
1 betragt. Vergleichbare Ergebnisse wirde allerdings auch die Antikérperfarbung ei-

nes Referenzproteins im Immunoblot liefern.
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Abbildung 5: Ponceau S-Aufnahme als Ladekontrolle. Proteinlysat aus einer Fibroblastenkultur
wurde in steigenden Volumina auf ein 12%-Gel geladen. (A) Immunoblot nach Ponceau S-Farbung.
(B) Qunatifizierung der Pixeldichte. In die Koordinaten wurde eine Regressionsgrade gelegt. Die ge-
rade Steigung besagt, dass eine konstante Volumenzunahme eine konstante Zunahme der Signalin-
tensitat herbeifihrt.
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5.1.3 Analyse der B-adrenergen Rezeptorverteilung auf Fibroblasten

Ziel der Arbeit war es, wie beschrieben, einen naheren Einblick in die Vorgange des
B-adrenergen Signalwegs in Fibroblasten zu gewinnen. Im Gegensatz zu Kardiomy-
ozyten, die auf ihrer Oberflache hauptsachlich zwei Subtypen (1 und B2) in einem Ver-
héaltnis von 80:20 (Wachter und Gilbert 2012) tragen, zeichnete sich fiir Fibroblasten
aus unterschiedlichem Gewebe vor allem die Expression des Subtyps B2 ab (Gustafs-
son und Brunton 2000, Turner et al. 2003, Lamyel et al. 2011). Um der Frage nachzu-
gehen, ob in dem gewahlten in vitro Modell die Aktivierung der Signalkaskade beson-
ders hinsichtlich der I-1-Phosphorylierung ausschlie3lich Gber den B2-AR verlauft, wur-
den die Zellen zunachst mit der Wildtyp-Variante des I-1 adenoviral transduziert. In
Folge der Signaltransduktion kommt es zu einer Phosphorylierung des I-1 an der Stelle
T35 durch die PKA (Aitken und Cohen 1982), was gleichbedeutend mit einer Aktivie-
rung ist. Diese Phosphorylierung wiederum I&sst sich mittels einer Western Blot-Ana-
lyse durch Einsatz entsprechender phosphospezifischer Antikérper darstellen. Zur Re-
zeptorsubtypunterscheidung wurden die Zellen dann mit spezifischen Betablockern in
aufsteigender Konzentration vorbehandelt. Als (1-selektiver Adrenozeptor-Blocker
wurden jeweils 0,3, 3, 30 und 300 nM CGP 20712 und als B2-selektiver Adrenozeptor-
Blocker 0,1, 1, 10 sowie 100 nM ICI 118551 verwendet Vor der Lyse erfolgte eine
Stimulation mit 1 pmol Isoprenalin fir 10 min. Mit steigender Konzentration des Beta-
blockers nimmt die Anzahl der freien Rezeptorbindungsstellen ab und umso geringer
ist die Intensitéat des phosphorylierten I-1-Signals im Immunoblot, wie in der Abbil-
dung 6 zu sehen ist. Die dargestellten Resultate (Abb. 6) zeigen, dass die Phosphory-
lierung des I-1 ihren Ursprung exklusiv in der Aktivierung des B2-Adrenorezeptors hat
und bestatigen damit exemplarisch bereits publizierte Daten zur Rezeptorsubtypver-
teilung in Fibroblasten. Die Daten demonstrieren auch, dass der Rezeptor durch die
Kultivierungsbedingungen z.B. infolge einer Desensivierung nicht verloren geht und
eine Stimulation mit Isoprenalin zu einer robusten Signalaktivierung in den Zellen fihrt,
die eine 2-3-fache Steigerung der I-1-Phosphorylierung und damit auch I-1-Aktivitat
zur Folge hat. Aufgrund des geringen Probenumfangs lasst sich keine statistische
Quantifizierung vornehmen. Anhand der Immunoblots zeichnet sich jedoch eine klare

Tendenz ab, welche die bisherigen Erkenntnisse aus der Literatur unterstitzt.
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Abbildung 6: Die B-AR-induzierte Phosphorylierung von lberexprimiertem Inhibitor-1 wird
tber den B2-AR vermittelt. NRCF (P1) wurden auf 6-Well-Platten bis zur Konfluenz kultiviert und

dann mit I-1T35-Adenoviren unter serumfreien Bedingungen fir 3 h inkubiert. Nach weiteren 24 h

wurden die Zellen mit spezifischen B1-(CGP) und B2-(ICl)Rezeptorblockern in ansteigender Konzent-

ration bei gleichzeitiger Gabe von 1 umol Isoprenalin fir 10 min behandelt. Nach der Stimulation

wurden die Zellen in RIPA-Puffer lysiert. (A) Reprasentative Immunoblots (B) Quantifizierung. Die

Konzentrationen der Betablocker sind in der Einheit umol angegeben. Die Normalisierung erfolgte

auf den Gesamtproteingehalt von I-1. n=1 (unstimulierte und isoprenalinstimulierte Kontrollzellen)

bzw. n=2 Replikate aus einer Zellpréparation.
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5.2 Analyse einer chronischen B-adrenergen Rezeptorstimulation in
NRCF

5.2.1 Analyse des cAMP-Gehalts in der Zelle

In 5.1.3 konnte gezeigt werden, dass die B-adrenerge Stimulation vorrangig tber den
B2-AR erfolgt. Als nachstes wurde der Frage nachgegangen, welche Konsequenzen
eine chronische B-adrenerge Stimulation auf die Geschehnisse im Zellinnern insbe-
sondere auf den second messenger cAMP haben kénnte. Das cAMP ist der Phospho-
rylierung von Zielproteinen wie z.B. dem CREB durch die PKA als elementarer Be-
standteil der chemischen Signalweiterleitung vorgeschaltet. Isoprenalin bewirkt Gber
die Bindung an B-adrenerge Rezeptoren einen Anstieg von cAMP. Es handelt sich
dabei um eine schnelle Zellantwort. Fir die Versuche wurde das cAMP Assay-Set der
Firma R&D System verwendet und nach dem im Kapitel 4.5 beschriebenen Protokoll
durchgefihrt. Die neonatalen Kardiofibroblasten wurden fir 10 min bzw. flr 24 h mit
1 umol Isoprenalin inkubiert, sodass eine direkte Gegebenlberstellung von akuter und
chronischer Simulation vorgenommen werden konnte. Die 24-stlindige Applikation von
Isoprenalin ist ein anerkanntes chronisches in vitro Stressmodell, das z.B. in kultivier-
ten neonatalen Rattenkardiomyozyten hypertrophes Wachstum auslést (Vettel et al.
2014). Nach 10-minUtiger Stimulation konnte ein Anstieg des cAMP um 185% (p<0,05)
im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 7). Interessant war es nun
zu sehen, wie sich eine chronische Aktivierung auf den cAMP-Spiegel auswirkt. Sogar
nach 24 h lieBen sich noch leicht erhéhte cAMP-Spiegel messen. Die Messungen
ergaben, dass der cAMP-Spiegel zwar immer noch 33% (p=0,04) Uber dem Basalni-
veau lag, jedoch um etwa 52% im Vergleich zur 10 Minuten-Bestimmung abgesunken
war (Abb. 7)
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Abbildung 7: Analyse des cAMP-Spiegels nach akuter und chronischer B-AR-Stimulation. NRCF
wurden nach Erreichen der Konfluenz unter serumfreien Bedingungen in zwei Versuchsansatzen fir
24 h bzw. 10 min mit 1 umol Isoprenalin behandelt. Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte NRCF,
die ansonsten unter identischen Bedingungen kultiviert wurden. AnschlieBend wurden die Proben ge-
man Herstellerangaben fir die cAMP-Messung aufbereitet. Abkirzungen: NI, no intervention; ISO, Iso-
prenalin. Fir die 10-Minuten-Messung lagen insgesamt 3 Proben aus einer Praparation (n=3+SEM), fir
die 24-Stunden-Messung und die Negativkontrolle 6 Proben aus einer Praparation (n=6xSEM) vor. Sta-
tistik: One-way ANOVA mit Post-test Bonferroni, *p<0,05 vs NI und #p<0,05 vs 24 h ISO.
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5.2.2 Vergleich der CREB-Phosphorylierung nach akuter und chronischer

B-adrenerger Stimulation

cAMP steht am Anfang einer Signalkette, die Uber weitere Mechanismen zu einer
Phosphorylierung von Zielproteinen fuhrt. Nach Analyse der cAMP-Regulierung in
chronischen Stimulationsversuchen wurde anschlieBend die Signaltransduktion wei-
terverfolgt. Als Zielprotein zur Veranschaulichung der Mechanismen nach einer chro-
nischen B-adrenergen Rezeptorstimulation wurde unter anderem der Transkriptions-
faktor CREB ausgewahlt. Wie das cAMP gehdrt auch die Phosphorylierung von CREB
zur schnellen Rezeptorantwort. Durch Bestimmung des Proteins kénnen Aussagen
Uber den Aktivierungs- und Phosphorylierungsstatus einer Zelle getroffen werden, da
CREB nach B-adrenerger Rezeptorstimulation durch die PKA phosphoryliert (Yama-
moto et al. 1988) wird. Es stellt somit einen vorlaufigen Endpunkt der schnellen Zel-
lantwort dar. Vorteilhaft ist dabei, dass es endogen im Herzen in ausreichenden Men-
gen exprimiert (Ozgen et al. 2008) wird und so fur proteinbiochemische Verfahren gut
zuganglich ist. In zwei Versuchsansatzen wurden eine akute und eine chronische Iso-
prenalingabe im Immunoblot verglichen. Dazu wurden jeweils NRCF der ersten Pas-
sage nach Erreichen der Konfluenz entweder fr 10 min oder fir 24 h, wie in 4.3 be-
schrieben mit 1 umol Isoprenalin behandelt. Als Kontrollen wurden stets unbehandelte
Fibroblasten in beiden Versuchsansatzen mitgefihrt. Durch Benutzung von einem An-
tikérper gegen das phosphorylierte CREB (p-CREB) konnte die Proteinmenge auf der
Nitrocellulosemembran immunologisch detektiert werden. Die Normalisierung erfolgte
auf GAPDH. Erwartungsgeman kam es nach einer akuten Isoprenalinstimulation zu
einer vermehrten Phosphorylierung von CREB. Der Gehalt an p-CREB stieg in den
behandelten Zellen um 139% im Vergleich zu der Referenzkultur an. Im zweiseitigen
t-Test wurde die statistische Signifikanz bestatigt (p<0,001). Bei der chronischen Iso-
prenalinstimulation ergab sich dagegen ein anderes Bild. Hier konnte kein Unterschied
mehr im Phosphorylierungsniveau zu der Kontrollkultur festgestellt werden, d.h. es lag
die gleiche Menge an phosphoryliertem CREB in beiden Kulturen vor.
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Abbildung 8: CREB-Phosphorylierung nach akuter und chronischer p-AR-Stimulation. NRCF
wurden nach Erreichen der Konfluenz unter serumfreien Bedingungen in zwei Versuchsansatzen fir
10 min (akut) und 24 h (chronisch) mit 1 umol Isoprenalin behandelt. Als Kontrolle dienten jeweils un-
behandelte NRCF, die ansonsten unter identischen Bedingungen kultiviert wurden. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen mit RIPA-Puffer lysiert. (A) Reprasentative Immunoblots (B) Quanti-
fizierung. AbkUrzungen: NI, no intervention; 1SO, Isoprenalin. Die Normalisierung erfolgte auf GAPDH.
Far die 10-Minuten-Messung wurden insgesamt 16 Proben aus zwei Praparationen (n=16+£SEM) und
die 24-h-Messung 36 Proben aus fiinf Praparationen (n=36+SEM) verwendet. Statistik: Zweistichpro-
ben-t-Test, ***p<0,001 vs. NI.
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5.2.3 Untersuchung der a-SMA-Expression nach chronischer B-adrenerger

Stimulation

Nachdem die akute Aktivierbarkeit der 3-adrenergen Kasakade in vitro gezeigt werden
konnte, wurden nun im nachsten Schritt die Langzeitauswirkungen einer chronischen
Rezeptorstimulation auf das Expressionsverhalten von kardialen Fibroblasten unter-
sucht. Dazu wurden profibrotische Marker wie a-SMA und CTGF herangezogen. Dem
second messenger cAMP werden bekanntermaBen antifibrotische Eigenschaften zu-
geschrieben (Insel et al. 2012). Es stellte sich die Frage, ob dieser Effekt auch durch
eine chronische Isoprenalinstimulation in NRCF herbeigefiihrt werden kann. Bisher ist
bekannt, dass Katecholamine und Prostazykline, die eine Anhebung des cAMP-Spie-
gels nach sich ziehen, zu einer Suppression beispielsweise von Kollagen, einem we-
sentlichen Bestandteil der extrazellularen Matrix fihren (Salzmann et al. 1981, Liu et
al. 2010). Zu diesem Anlass wurden NRCF der Passage 1 und 2 fir 24 h mit 1 pumol
Isoprenalin behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Fibroblasten. Um ei-
nigermaBen konstante Wirkspiegel zu erzielen, wurde die Gabe von Isoprenalin nach
12 h wiederholt. Mégliche antifibrotische Effekte wurden zun&chst anhand des Myo-

fibroblastenmarkers a-SMA analysiert.

Bei Betrachtung der Abbildung 9 féllt auf, dass bereits das basale Expressionsniveau
von a-SMA ausgesprochen hoch ist. Die hier gezeigten Fibroblasten exprimieren
groBe Mengen dieses Proteins, obwohl sie keinem Stress durch pharmakologische
Substanzen ausgesetzt wurden und spiegeln damit das bereits hinreichend beschrie-
bene Phanomen von 2-D-Fibroblastenkulturen wider (Vozenin et al. 1998). Es ist
schon seit langerem bekannt, dass isolierte Fibroblasten unter Standardzellkulturbe-
dingungen zu Myofibroblasten transformieren, auch in Abwesenheit spezifischer pro-
fibrotischer Stimuli (Rohr 2011). Die a-SMA-Expression wird insbesondere durch die
Steifigkeit der Adhasionsflache induziert (Goffin et al. 2006). In den durchgefliihrten
Immunoblot-Analysen konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von
a-SMA nach 24-stiindiger Stimulation mit Isoprenalin festgestellt werden. Das bedeu-
tet zumindest fur die a-SMA-Induktion und den gewahlten Zeitpunkt der Isoprenalin-
Applikation, dass dieses Myofibroblasten-Merkmal nicht durch 3-AR-Stimulation ver-
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hindert oder rlickgangig gemacht werden konnte. Im Gegensatz hierzu konnte in hu-

manen Lungenfibroblasten eine Suppression von a-SMA durch Einsatz von B2-AR-
Agonisten Formoterol und Olodaterol bereits nachgewiesen werden (Laymel et al.

2011).
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Abbildung 9: Analyse der a-SMA-Expression im Immunoblot nach chronischer B-AR-Stimula-
tion. NRCF wurden nach Erreichen der Konfluenz unter serumfreien Bedingungen fir 24 h mit 1 pmol
Isoprenalin behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte NRCF, die ansonsten unter identischen Be-
dingungen kultiviert wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit RIPA-Puffer lysiert.
(A) Reprasentativer Immunoblot (B) Quantifizierung. Abkirzungen: NI, no intervention; 1SO, Isoprenalin.
Die Normalisierung erfolgte auf GAPDH (n=16+SEM aus 2 Prparationen).

5.2.4 Untersuchung von a-SMA in der Durchflusszytometrie

Im nachsten Schritt sollte festgestellt werden, ob die Ergebnisse aus der Immunoblot-
Analyse hinsichtlich des a-SMA in einer durchflusszytometrischen Messung reprodu-
ziert werden konnten. Die Kultivierung und Stimulation der Fibroblasten aus der ersten
Passage wurde unter identischen Konditionen durchgefihrt. AnschlieBend wurden die
Zellen entsprechend Kapitel 4.6.1 mit einem Antikdrper gegen a-SMA markiert. Die
Auswertung der durchflusszytometrischen Messung ergab ein vergleichbares Resultat
wie im Immunoblot. Auch hier hat sich kein signifikanter Unterschied im Expressions-
muster zwischen stimulierten Zellen und den Kontrollen herauskristallisiert. Zwar
wurde ein Anstieg des a-SMA von 15% nach chronischer Isoprenalinbehandlung im
Vergleich zur unbehandelten Referenzkultur gemessen, dieser war jedoch statistisch
nicht signifikant (p=0,13). Einschrankend kommt hinzu, dass keine Normalisierung vor-
genommen wurde. In der Abbildung 10 sind die flir FACS-Analysen typischen korre-
lierten Zweiparameterdarstellungen (Dot-Plots) aufgezeigt. Mithilfe der Vorwarts- und
Seitwartsstreuung im Streulichtdiagramm wurden zunachst die Fibroblasten heraus-
selektiert und von Zelltrimmern oder verbliebenen Kardiomyozyten getrennt. Die Ana-
lyse der Hintergrundbelastung per Isotypenkontrolle und der Autofluoreszenz ermdg-
licht das Setzen weiterer sogenannter Gates, sodass eine exakte Typisierung der Fib-
roblasten anhand der Anitkérpermarkierung vorgenommen werden kann. Das recht-
eckige Analysefenster reprasentiert die a-SMA-positiven Fibroblasten. Die Dot-Plots
in Abbildung 10 B lassen erahnen, dass auch hier der GroBteil der Fibroblasten bereits
basal a-SMA exprimiert. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den in 5.2.3 be-

schriebenen Erkenntnissen, die durch die Immunoblot-Analysen gewonnen wurden.
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Abbildung 10: FACS-Analyse zur Bestimmung von a-SMA in chronisch mit Isoprenalin stimu-
lierten NRCF. NRCF wurden nach Erreichen der Konfluenz unter serumfreien Bedingungen fir 24 h
mit Isoprenalin behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte NRCF, die ansonsten unter identischen
Bedingungen kultiviert wurden. (A,B) reprasentative Dot-Plots (C) Quantifizierung. Anhand der Vor-
warts- und Seitwartsstreuung im Streulichtdiagramm wurden die intakten Fibroblasten von Zelltrim-
mern getrennt (A). Jeder Punkt im Diagramm steht stellvertretend fiir eine Zelle. Mittels Fluores-
zenzanalyse wurden dann die a-SMA-positiven NRCF identifiziert und beide Gruppen, d.h. Isoprena-
lin-stimulierte und unbehandelte Zellen, miteinander verglichen (B). Die positiven Zellen wurden durch
den Schwellenwert flr die Fluoreszenz (Hintergrundfluoreszenz) bestimmt. n=6+SEM aus einer Pra-
paration. Abkirzungen: FSC, Forward Scatter, erfasst die ZellgréBe; SSC, Sideward Scatter, erfasst
die Zellgranularitat; FITC, Fluoreszenz; NI, no intervention; 1SO, Isoprenalin.

5.2.5 Inmunhistochemische Aufnahmen von a-SMA

AnschlieBend wurde das Expressionsmuster der NRCF fur a-SMA und dessen Vertei-
lung in der Zelle bildlich mittels immunhistochemischer Farbung festgehalten. Sowonhl
im Immunoblot als auch in der Durchflusszytometrie zeigten sich konstante a-SMA-
Spiegel in Fibroblasten nach chronischer Isoprenalinstimulation. Dieses Resulatat
wurde in der Immunhistochemie auch visuell Gberprift. AuBerdem diente die Farbung
zur Feststellung der Lokalisation und Anordung des a-SMA in kardialen Fibroblasten.
Dazu wurden die Zellen nach der Kultivierung wie in Kapitel 4.7.1 beschrieben fixiert
und zunachst mit spezifischen Antikérpern fur a-SMA markiert. Durch Einsatz von flu-
orochromierten Antikérpern gelang im Anschluss die Detektion von a-SMA unter dem
inversen Flureszenzmikroskop. Die Farbung des Zellkerns erfolgte mittels DAPI, eines
Fluoreszenzfarbstoffs, welcher die DNA interkaliert. Die Fibroblasten wiesen unter
dem inversen Fluoreszenzmikroskop in beiden Vergleichsgruppen keine offensichtli-
chen Unterschiede in Sachen Struktur und Morphologie in der Gesamtheit auf wie in
Abbildung 11 zu erkennen, wenngleich die Fibroblasten sich untereinander innerhalb
derselben Population diesbezlglich eher inhomogen prasentierten. Durch chronische
Isoprenalinstimulation lasst sich also scheinbar keine charakteristische Verédnderung
der Fibroblasten induzieren. Die chronische Applikation scheint weder Einfluss auf An-
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ordnung noch auf die Expression von a-SMA zu nehmen. Auch die Morphe der Fib-
roblasten selbst lie3 sich durch diese Intervention nicht modifizieren. Die Beobachtun-
gen sind vereinbar mit den Resultaten aus den proteinbiochemischen Analysen. Hier
konnte gleichermalien kein Unterschied in der Menge an a-SMA nach Stimulation er-
mittelt werden. Sowohl die stimulierten als auch die Kontrollfibroblasten boten kréaftige
Fluoreszenzen, die die hohen Expressionsspiegel von a-SMA reflektierten und ent-
sprechend hauptsachlich entlang der Stressfasern detektiert wurden. Das starke Sig-
nal fur a-SMA in beiden Kulturen ist auch ein Indiz dafiir, dass bereits eine Transfor-
mation zu Myofibroblasten stattgefunden hat. Diese Feststellung steht im Einklang mit
den zuvor gewonnenen Erkenntnissen aus Immunoblot- und FACS-Analysen. Wie auf
den Aufnahmen in Abbildungen 11 B und C dokumentiert, sind a-SMA-positive Stress-
fasern besonders prominent und sind teils klassisch parallel zu der Zellachse in Form
von dicken Aktinblindeln durch das gesamte Zytoplasma gespannt (Hinz et al. 2001).
Teilweise sind unter dem Mikroskop auch kreuzende Fasern zu erkennen, wie in den
Abbildungen zu sehen ist. Wiederum andere Fasern weisen eine Biindelung entlang
der Zellrander auf. Ruhende Fibroblasten enthalten insgesamt weniger mikrofilamen-
tése Stressfasern, die darlber hinaus eher diffus Uber das Zytoplasma verteilt sind.
Dies sind typische Beobachtungen in 2-D-Fibroblastenkulturen (Hakkinen et al. 2011).
Neben den Arealen parallel verlaufender Aktin-Stressfaserbindel kann in den Aufnah-
men auch das Vorkommen sogenannter geodesischer Kuppeln, bestehend aus poly-
gonal organisierten Stressfasern, registriert werden (Entcheva und Bien 2009). lhre
Erscheinung wird in der Literatur als vorribergehendes Konstrukt im Sinne einer Vor-
stufe der klassischen Stressfaserformation gewertet, wobei noch nicht ganz klar ist, ob
ihre Entstehung kinstlich durch die Trypsinierung herbeigefiihrt wird oder ob sie auch
in vivo eine Alternative zu parallel verlaufenden Stressfasern darstellen. Unter diesen
Gesichtspunkten kann man also zusammenfassen, dass die Morphologie des Aktinzy-
toskeletts von Zelle zu Zelle stark variiert. Die Vielfalt wird noch dadurch potenziert,
dass die Fasern nicht nur starr in Form dieser beiden Endpunkte, also Stressfasern
auf der einen und geodesischen Kuppeln auf der anderen Seite, auftreten, sondern
auch jede beliebige Zwischenstufe einnehmen kdnnen, was durch die Mikroskopieauf-
nahmen gestutzt wird.
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Abbildung 11: Inverse Fluoreszenzmikroskopie zur Detektion von a-SMA. NRCF wurden subkon-
fluent unter serumfreien Bedingungen fir 24 h mit Isoprenalin behandelt. Als Kontrolle dienten unbe-
handelte NRCF, die ansonsten unter identischen Bedingungen kultiviert wurden. Die Zellen wurden an-
schlieBend in einer 4%igen Paraformaldehyd-Lésung ohne Zusatz von Methanol fixiert und gegen
a-SMA durch Verwendung eines a-SMA-Antikdrpers gefarbt. (A) exemplarische Ubersichtsaufnahmen
und (B) Nahaufnahmen der a-SMA-Farbung (C) Fusionsbild aus a-SMA- und Zellkernfarbung mit DAPI.
Dargestellt sind die typischen Formationen der Aktinfilamentbiindel. Die blauen Pfeile zeigen auf parallel

verlaufende Stressfasern und der rote Pfeil auf eine geodesische Kuppelform.

5.2.6 Untersuchung der CTGF-Expression nach chronischer B-adrenerger

Stimulation

Als nachstes wurde die Frage aufgeworfen, ob eine chronische Isoprenalinstimulation
fur die Regulation von CTGF, einem weiteren profibrotischen Markerprotein, von Be-
deutung ist. CTGF ist ein Fibrose-assoziierter sekretorischer Wachstumsfaktor, von
dem angenommen wurde, dass er eine wichtige Funktion bei der physiologischen
Wundheilung tGbernimmt, aber auch im Rahmen krankhaft GiberschieBender Gewebs-
produktion eines Regenerationsprozesses eine entscheidende Rolle spielt (Leask
2003). Zur Quantifizierung von CTGF wurden NRCF-P1 und -P2 unter oben genannten
Konditionen in Kapitel 4.3 24 h mit 1 umol Isoprenalin behandelt. Die gewonnen Pro-
ben wurden mittels Immunoblot analysiert. In der Tat zeigte sich in den Blots (Abb. 12)
eine Suppression der intrazellularen CTGF-Spiegel um 66% in den behandelten Zellen
im Vergleich zu der unbehandelten Referenzkultur. Im zweiseitigen t-Test konnte das

Ergebnis als statistisch signifikant eingestuft werden (p= 0,001).
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Abbildung 12: Analyse der CTGF-Expression im Immunoblot nach chronischer -AR-Stimula-
tion. NRCF wurden nach Erreichen der Konfluenz unter serumfreien Bedingungen fir 24 h mit Iso-
prenalin behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte NRCF, die ansonsten unter identischen Be-
dingungen kultiviert wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit RIPA-Puffer lysiert.
(A) representativer Immunoblot (B) Quantifizierung. Abkirzungen: NI, no intervention; 1ISO, Isoprenalin.
Die Normalisierung erfolgte auf GAPDH (n=8+SEM). Statistik: Zweistichproben-t-Test, ***p<0,001.

76



5. Ergebnisse

5.2.7 Immunhistochemische Visualisierung von CTGF

Analog zum a-SMA wurde auch CTGF nach der quantitativen Darstellung im Immuno-
blot zusatzlich immunhistochemisch visualisiert. Dementsprechend wurden unbehan-
delte und chronisch stimulierte Fibroblasten hinsichtlich ihrer zellularen CTGF-Expres-
sion gegenubergestellt. Bei der Betrachtung waren auBBerdem die Lokalisation und die
Anordnung des CTGFs im Zellinnern von Bedeutung. Nach entsprechender Kultivie-
rung und Behandlung wurden die NRCF der ersten Passage dem Farbeprozess ge-
man Kapitel 4.7 unterzogen. Durch Verwendung von Antikérpern gegen CTGF nach
Fixierung der Zellen konnte das Expressions- und Sekretionsverhalten der Fibroblas-
ten fr dieses Protein unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Der
Zellkern wurde mit DAPI gefarbt. Anhand der Abbildung 13 I&sst sich die in der Litera-
tur beschriebene perinukleare Lage von CTGF am Golgi-Apparat (Chen et al. 2001)
sehr gut nachvollziehen, was durch eine kreisférmige Fluoreszenz rund um den Zell-
kern reprasentiert wird. Als sekretorisches Protein wird CTGF vom endoplasmatischen
Retikulum in sekretorische Vesikel verpackt, zum Golgi-Apparat transportiert und von
dort nach Modifikation an die Plasmamembran beférdert. Die punktférmigen Fluores-
zenzen in der Umgebung des Zellkerns stellen mit CTGF beladene Transportvesikel
im Zytoplasma der Zelle auf inrem sekretorischen Weg dar. Die Fluoreszenzintensitat
spiegelt dabei das Ausmal3 der Proteinsynthese wider. Das CTGF wird letztendlich
aus der Zelle in Richtung extrazelluldre Matrix geschleust. Obwohl die Immunhistoche-
mie lediglich als ein semiquantitatives Verfahren einzuordnen ist, lasst sich bei Be-
trachtung der Aufnahmen die Tendenz ableiten, dass eine chronische Isoprenalinsti-
mulation eine deutliche Abnahme der CTGF-Synthese und entsprechend CTGF-posi-
tiver Membrankompartimenten zur Folge hat. Die in der Immunhistochemie gemach-
ten Beobachtungen korrespondieren daher mit dem im Immunoblot quantitativ be-
stimmten Rickgang von CTGF.
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NI ISO

Abbildung 13: Inverse Fluoreszenzmikroskopie zur Detektion von CTGF. NRCF wurden subkon-
fluent unter serumfreien Bedingungen fir 24 h mit Isoprenalin behandelt. Als Kontrolle dienten unbe-
handelte NRCF, die ansonsten unter identischen Bedingungen kultiviert wurden. Die Zellen wurden an-
schlieBend mittels Histofix fixiert und gegen CTGF durch Verwendung eines CTGF-Antikdrpers gefarbt.
Der Zellkern wurde mit DAPI angefarbt. (A) exemplarische Ubersichtsaufnahmen.(B) Fusionsbild aus
CTGF und Zellkernen nach Anfarben mit DAPI. Die ringférmige Struktur entspricht vermutlich der Aus-
dehnung des Golgi-Apparates in der Zelle, in dem das CTGF aufgenommen und gespeichert wird. Die

punktférmigen Fluoreszenzen im Zytosol der Zelle werden durch CTGF-beladene Vesikel erzeugt.
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5.2.8 Ermittlung der Proteinkonzentration

Am Ende der Arbeit wurden die ermittelten Proteinkonzentrationen aus allen chroni-
schen Stimulationsversuchen vereint und eine Gegenulberstellung der stimulierten und
nicht-stimulierten Kulturen mit gleicher Fibroblastenzahl vorgenommen. Dabei wurden
lediglich die nativen Kulturen ohne adenovirale Transduktion mit bericksichtigt. Ein
weiteres Kriterium fir die Aufnahme war die chronische Isoprenalinstimulation. Auf
diese Weise konnten Aussagen darlber getroffen werden, welche Effekte eine lang-
andauernde Stimulation auf die Zelle austibt. Die Proteinkonzentration wurde mithilfe
des Bradford-Tests bestimmt. Nach Auswertung der Messdaten zeigte sich, dass die
Proteinkonzentration in chronisch stimulierten Zellen um 10% erniedrigt (Abb. 14) und
damit méglicherweise hinweisend fiir eine verminderte Proliferation oder eine erhdhte

Apoptoserate ist.

1.5 k&

1.0

0.0 T

Normalisierte Proteinkonzentration

Abbildung 14: Proteinkonzentrationsbestimmung nach chronischer Isoprenalinstimulation. Der
Probenumfang betragt n=34 pro Gruppe. Abklrzungen: NI, no intervention; ISO, Isoprenalin. Statistik::

Zweistichproben-t-Test, ***p<0,001.
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5.3 Rolle des Inhibitor-1 in NRCF

Da der I-1 eine wichtige Funktion in der B-adrenergen Signalkaskade als Hemmer der
PP-1 einnimmt (Aitken und Cohen 1982) und somit den Phosphorylierungsstatus in
einer Zelle wesentlich mitbeeinflusst, wurden im zweiten Abschnitt der Arbeit die Aus-
wirkungen einer |-1-Uberexpression in NRCF naher analysiert. Fiir die Versuche
wurde die Mutante 1-1S67A ausgewahlt. Ihre Besonderheit liegt in einem Aminosau-
reaustausch von Serin zu nicht phosphorylierbarem Alanin mit der Folge, dass diese
Mutante nicht mehr als Substrat der PKCa (Braz et al. 2004, Sahin et al. 2006) infrage
kommt und sich somit einer Aktivitdtsminderung durch Phosphorylierung entzieht. Die
Immunoblots aus den Abschnitten 5.2.2, 5.2.3 und 5.2.6 zur Bestimmung von a-SMA,
CTGF und p-CREB wurden nach Uberexpression dieser I-1-Variante wiederholt mit
der Fragestellung, ob der I-1 direkten Einfluss auf die Phosphorylierung und Expres-

sion dieser Proteine hat.

5.3.1 Nachweis einer erfolgreichen Uberexpression

Zunachst wurde die Funktionalitdt und Transduktionseffizienz der hier verwendeten
adenoviralen I-1S67A-Konstrukte Gberprift. Die NRCF wurden unter Verwendung ei-
nes serumfreien Mediums fir 3 h mit dem Virus inkubiert. AnschlieBend wurde von
den Zellen nicht aufgenommenes Virus aus dem Kulturiberstand entfernt. Nach wei-
teren 36 h Inkubationszeit erfolgte die Behandlung mit 1 umol Isoprenalin fir 24 h. Da
das Virus zusatzlich fir das Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) kodiert, war
es moglich die Transduktionseffizienz unter dem Fluoreszenzmikroskop in regelmasi-
gen Abstanden zu kontrollieren. Dabei wurden schon frih die zytopathischen Effekte
der Virusinfektion in Form von abgerundeten kugeligen und teilweise auch toten Zellen
sichtbar. Um Effekte durch das eGFP auszuschlieBen, wurden parallel Kontrollen mit-
gefuhrt, die eine identische Behandlung erfahren haben, mit dem einzigen Unter-
schied, dass diese Zellen mit einem Virus inkubiert wurden, das ausschlieBlich eGFP
exprimiert (Ad-eGFP). In einem Immunoblot wurde dann das Signal fir die Expression
des I-1 und das phosphorylierte 1-1 (p-I-1) immunologisch detektiert. Auf der Abbil-
dung 16 ist zu erkennen, dass die Isoprenalin-stimulierten NRCF ein starkeres Signal
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fir den phosphorylierten I-1 aufweisen als die transduzierten unbehandelten Proben.
Das Isoprenalin setzt die B-adrenerge Signalkaskade in Gang mit dem Ergebnis, dass
der I-1 durch die aktivierte PKA phosphoryliert wird. Dieser Vorgang lasst sich auf den
Blots nachvollziehen. Es wurde ein Anstieg von 378% (p<0,001) an phosphoryliertem
I-1 in den chronisch stimulierten transduzierten Zellen in Relation zu den unbehandel-
ten transduzierten Zellen verzeichnet. In den mit Ad-eGFP transduzierten Zellen, lies

sich kein endogenes I-1-Signal detektieren.

Ein Oberraschendes Resultat lieferte die Analyse des gesamten I-1-Proteingehaltes in
diesem Kontext. Die Proben der chronisch stimulierten transduzierten Zellen wiesen
ein Signal deutlich starkerer Intensitat auf als die unbehandelten transduzierten Zellen.
Diese Beobachtung lasst die Vermutung nahe, dass die Gabe von Isoprenalin bei ad-
enoviraler Transduktion zuséatzlich eine erhdhte Expression des I-1 induziert. Insge-
samt konnte ein Anstieg von 348% (p<0,01) bei den chronisch stimulierten Zellen ver-
zeichnet werden. Bei Bericksichtigung der Daten stellt man fest, dass der verzeich-
nete Anstieg fir den phosphorylierten I-1 nur zum kleinen Teil auf die steigende Phos-
phorylierung in Anwesenheit von Isoprenalin zurlckzufthren ist. Der Hauptgrund liegt
augenscheinlich an der erhéhten Expression von |-1 durch Applikation des Iso-
prenalins. Die Ratio von p-1I-1/I-1 nach 24 h bleibt also weitgehend unverandert. Zur
Veranschaulichung wurden p-I-1 und I-1 zueinander in einem weiteren Diagramm
(Abb. 16 C) ins Verhéltnis gesetzt. Aus dem Diagramm ist ein maBiger Anstieg des
phosphorylierten I-1 nach chronischer Isoprenalingabe zu entnehmen, der jedoch
keine statistische Signifikanz aufweist. Dieser Befund ist vergleichbar mit dem Phos-
phorylierungsgrad von CREB nach chronischer Stimulation. Auch in dem Fall konnte
nach 24 h kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Referenzgruppe beobachtet
werden. Die gesteigerte Expression lasst sich mit einer erhéhten Transkriptionsaktivi-
tat des CMV-Promotors (Salem et al. 2006) der adenoviralen Konstrukte erklaren, wel-
cher unter anderem Bindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor CREB besitzt (He
und Weber 2004) und entsprechend nach 3-AR-Stimulation vermehrt abgelesen wird.
Diese Feststellung wird zusatzlich durch die Fluoreszenzaufnahmen (Abb. 15) ge-
stitzt. Sie dokumentieren eine gesteigerte Fluoreszenz in den stimulierten Zelle, was
sowohl fur die Ad-eGFP-transduzierten als auch die Ad-I-1S67A-transduzierten Kultu-
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ren zutrifft und steht somit im Einklang mit den Western Blot-Analysen. Durch die De-
tektion des I-1-Signals wurde der Nachweis einer gelungenen adenoviralen Transduk-
tion erbracht. Trotz des unveranderten p-I-1/I-1 Ratios lasst sich festhalten, dass am
Ende der chronischen Stimulation mit Isoprenalin mehr p-I-1 in den Zellen vorhanden
ist. So lasst sich in den folgenden Versuchen der Frage nachgehen, ob der I-1 als
Verstarker der B-adrenergen Signalkaskade die antifibrotischen Effekte von Isoprena-

lin steigert.

10 min ISO 24 h ISO

I-1S67A

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der adenoviralen Transduktion mit Ad-

eGFP und Ad-I-1S67A. NRCF wurden nach Erreichen des Stadiums der Konfluenz fir 3 h mit den
entsprechenden Adenoviren unter serumfreien Bedingungen inkubiert. Nach weiteren 36 h Inkubation
mit frischem virusfreiem Medium wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit Isoprenalin behandelt. Als Kon-
trollen wurden transduzierte unbehandelte NRCF herangezogen. Die Transduktion wurde in regelma-
Bigen Abstanden fluoreszenzmikroskopisch verfolgt. Dargestellt sind exemplarische Aufnahmen 60 h
nach Virustransduktion, also die abschlieBenden Aufnahmen zu Versuchsende. Die Fluoreszenzinten-

sitat korreliert mit der Expression der I-1-Mutante bzw. des eGFP.
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Abbildung 16: Nachweis einer erfolgreichen adenoviralen Transduktion von Ad-I-1S67A im Im-
munoblot. NRCF wurden nach Erreichen des Stadiums der Konfluenz fir 3 h mit Ad-eGFP bzw.
Ad-1-1S67A unter serumfreien Bedingungen inkubiert. Nach 36 h Inkubation mit frischem virusfreiem
Medium wurden die Zellen fir weitere 24 h mit 1 umol Isoprenalin (ISO) behandelt. Als Kontrollen wur-
den transduzierte unbehandelte NRCF herangezogen. AnschlieBend wurden die Zellen mit RIPA-Puffer
lysiert. (A) Immunoblot fir die Detektion des I-1 und des phosphorylierten 1-1S67A (B) Quanfizierung.
Eine Normalisierung erfolgte zunachst auf GAPDH und den Gesamtproteingehalt von I-1. Fir die Be-
stimmung von Gesamt-I-1 wurden 6 Proben (n=6£SEM aus 2 Praparationen, Statistik: Zweistichproben-
t-Test, **p<0,01) und von p-I-1 insgesamt 4 Proben verwendet (n=4+SEM, Statistik: Zweistichproben-
t-Test, ***p<0,001).
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5.3.2 Untersuchung der CREB-Phosphorylierung nach Uberexpression von
Inhibitor-1

Als nachstes erfolgte die Bestimmung von p-CREB im Immunoblot nach Uberexpres-
sion des I-1 in den Fibroblasten. Wie im ersten Abschnitt der Arbeit wurde auch unter
diesen Bedingungen eine Gegenuberstellung von einer akuten und chronischen Isop-
renalinstimulation vorgenommen. Der I-1 hat in seiner Funktion als Verstarker der
B-adrenergen Signalkaskade Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad von Phos-
phoproteinen. Der Transkriptionsfaktor CREB gehért zu der Gruppe der Zielproteine,
die nach B-adrenerger Stimulation druch die PKA phosphoryliert werden (Liu et al.
2006). Er kann somit als Indikator fir die Phosphorylierungsaktivitat in der Zelle nach
Einbringen des I-1 herangezogen werden Das Vorgehen zur Gewinnung der 24 h-Pro-
ben erfolgte nach dem Schema in Abschnitt 4.4. Die akute Stimulation der Fibroblasten
fir 10 min wurde 36 h nach Beginn der adenoviralen Transduktion durchgefthrt. Direkt
im Anschluss wurde dann die Zelllyse zur Proteingewinnung vollzogen. Ziel war es den
Einfluss des I-1 auf die Phosphorylierungsaktivitat in den Fibroblasten im Rahmen der

chronischen Isoprenalinstimulation n&her zu untersuchen.

In den Ad-eGFP-transduzierten Kontrollen konnte wie zuvor in den nicht-transduzier-
ten Fibroblasten eine vermehrte Phosphorylierung von CREB nach akuter Stimulation
in Héhe von 40% (p<0,01) ermittelt werden (Abb. 17 B). Dies belegt, dass sich auch in
diesem Fall die Effekte aus den Versuchen ohne adenovirale Transduktion nicht im
selben Ausmaf reproduzieren lieBen. So muss hier méglicherweise von einer stéren-
den Interaktion in die Zellphysiologie durch adenovirale Transduktion ausgegangen
werden, sodass die Wirkung von Isoprenalin nicht vollstdndig zur Entfaltung kommt.
Bei den I-1-transduzierten Proben zeichnet sich eine Tendenz zur erhéhten Phospho-
rylierung von CREB unter basalen Bedingungen zumindest im Rahmen der akuten
Stimulationsversuche ab (p<0,05). Durch akute Isoprenalinstimulation kommt es zu
einer vermehrten Aktivierung des I-1, welcher in dieser Form die Proteinphosphatasen
hemmt. Diese sind nun nicht mehr in der Lage, die Phosphorylierung von CREB zu
antagonisieren. Auf diese Weise steigt insgesamt das Phosphorylierungsniveau in der
Zelle. Dieser Effekt konnte im Rahmen der chronischen Stimulationsversuche nicht
reproduziert werden, was jedoch den veranderten Kulturbedingen geschuldet sein
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kann. Sowohl die stimulierten als auch die nicht stimulierten Zellen wurden in dieser
Versuchsreihe 24 h langer in Kultur gehalten als die akut stimulierten Zellen. Insofern
sind die Messdaten nicht uneingeschrankt vergleichbar. Bei akuter Stimulation der I-1-
Uberexprimierenden Zellen kommt es zu einem zuséatzlichen Anstieg der CREB-Phos-
phorylierung, die eine Zunahme um 80% (p<0,001) Uber dem Ad-eGFP-Basalwert er-
reicht und damit um 40% hdher ist als in den stimulierten Ad-eGFP-transduzierten Zel-
len. Der Anstieg zwischen basal und ISO ist dagegen vergleichbar mit Ad-eGFP-trans-
duzierten Zellen und liegt bei ca 55% (p<0,05) Nach chronischer Isoprenalinstimulation
hat sich in den Ad-eGFP-transduzierten Fibroblasten &hnlich wie in den nicht transdu-
zierten Kulturen zuvor kein Unterschied im Phosphorylierungsmuster von CREB her-
auskristallisiert. Da nach 10-minGtiger Stimulation eine deutliche Verstarkung der
Phosphorylierung zu beobachten ist, kann man konstatieren, dass bei chronischer Sti-
mulation das basale Niveau nach 24 h wiederhergestellt ist. Die Anwesenheit des
I-1S67A scheint zudem keinen Einfluss auf diese Regulationsmechanismen zu haben.
In den Versuchen mit Uberexpression des I-1S67A konnten keine signifikanten Ande-
rungen zu den Ad-eGFP-transduzierten Kontrollen, weder in den stimulierten noch in

den unstimulierten Kulturen, dargelegt werden.
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Abbildung 17: Untersuchung von p-CREB nach akuter und chronischer B-AR-Stimulation in

1-1S67 A-iiberexprimierenden Zellen. NRCF wurden nach Erreichen des Stadiums der Konfluenz far
3 h mit Ad-1-1S67A bzw. Ad-eGFP unter serumfreien Bedingungen inkubiert. Nach 36 h Inkubation mit

frischem virusfreiem Medium wurden die Zellen fiir weitere 10 min bzw. 24 h mit Isoprenalin behandelt.

AnschlieBend wurden die Zellen mit RIPA-Puffer lysiert. (A) Representative Immunoblots (B) Quantifi-

zierung. Nach akuter Stimulation konnte ein signifikanter Anstieg von p-CREB in den Ad-eGFP- und

Ad-I-1S67A-transduzierten Zellen festgestellt werden (n=6+SEM aus 2 Praparationen). Der Probenum-

fang bei den Versuchen zur chronischen Stimulation betrdgt n=12+SEM aus 3 Préparationen). Statistik:

Zweistichproben-t-Test: *p<0,05, **p<0.01.
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5.3.3 Untersuchung von a-SMA nach Uberexpression des Inhibitor-1

Aus den Kapiteln 5.2.3 — 5.2.5 der Arbeit geht hervor, dass die chronische Isoprenalin-
stimulation keine Auswirkungen auf die a-SMA-Expression in NRCF hat. Im Hinblick
darauf wurde untersucht, ob der I-1 als Verstarker der 3-adrenergen Signalkaskade in
die Expression der profibrotischen Marker eingreift. Flr die Versuche wurden NRCF
der ersten und zweiten Passage verwendet. Nach adenoviraler Transduktion mit
Ad-1-1S67A erfolgte eine Inkubation mit Isoprenalin fir 24 h. Wie in Abbildung 18 zu
erkennen, zeigt sich nach chronischer Isoprenalinstimulation in I-1-GOberexprimierten
Fibroblasten kein Unterschied in der Expression von a-SMA. Der Versuch bestétigt die
Daten aus den Zellen ohne Virustransduktion. In Abschnitt 5.2.3 wurde anhand chro-
nisch Isoprenalin-stimulierter Fibroblasten mit endogenem |-1 gezeigt, dass die
a-SMA-Expression konstant blieb. Zusammengefasst deutet dies darauf hin, dass die
chronische Aktvierung des B-adrenergen Signalwegs keine Veranderung der a-SMA-
Expression herbeifiihrt. Auch eine Verstarkung durch eine vermehrte Expression von
I-1S67A und somit héhere Persistenz von PKA/PP-1-regulierten Phosphorylierungen
hatte diesbeziiglich keine Auswirkung. Zusammenfassend I&sst sich sagen, dass der
B-adrenerge Signalweg und somit auch der I-1 in Fibroblasten unter den vorliegenden
Bedingungen keine bedeutende Rolle fir die Regulierung der a-SMA-Synthese spielt.
Bei Vergleich der eGFP-Proben mit den I-1-Proben im Immunoblot sind keine Unter-
schiede hinsichtlich des a-SMA-Signals auszumachen (Abb. 18).
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Abbildung 18: Untersuchung von a-SMA nach B-AR-Stimualtion in I-1S67A-iiberexprimieren-
den Zellen. NRCF wurden nach Erreichen des Stadiums der Konfluenz fir 3 h mit Ad-1-1S67A und dem
Kontrollvirus Ad-eGFP unter serumfreien Bedingungen inkubiert. Nach 36 h Inkubation mit frischem
virusfreiem Medium wurden die Zellen fir weitere 24 h mit 1 umol Isoprenalin behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen mit RIPA-Puffer lysiert. (A) Immunoblot (B) Quantifizierung. Die Normalisierung er-

folgte auf GAPDH (n=10xSEM aus 3 Pr&parationen).

5.3.4 Untersuchung der intrazelluliren CTGF-Spiegel nach Uberexpression des

Inhibitor-1

Fir die Untersuchung von CTGF gelten die gleichen Uberlegungen und Versuchsbe-
dingungen wie zuvor in Abschnitt 5.3.3 beim a-SMA. Im ersten Teil der Arbeit in Ab-
schnitt 5.2.6 und 5.2.7 konnte eine Reduktion der CTGF-Synthese nach chronischer
Isoprenalinstimulation gezeigt werden. Die Ad-GFP-transduzierten Proben reprasen-
tieren mit Einschrankungen das gleiche Versuchsprinzip und liefern &hnliche Daten
wie die nicht transduzierten Zellen zuvor. Auch hier wurde eine Abnahme der CTGF-

Expression nach chronischer Isoprenalingabe in Bezug auf die eGFP-transduzierten
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basalen Kontrollen festgestellt. Der Effekt war mit 40% (p<0,001) nicht ganz so deutlich
wie zuvor bei den nicht-transduzierten Kulturen (66%). Beide Versuchsansatze kon-
nen jedoch nicht uneingeschréankt miteinander verglichen werden, da durch den Zusatz
der viralen Transduktion verénderte Kulturbedingungen geschaffen und die Zellen ins-
gesamt langer in Kultur gehalten werden mussten. Aus vergangenen Publikationen ist
zudem bekannt, dass eine eGFP-Uberexpression Zellen unter Stress setzten und die
Zellbiologie aus dem Gleichgewicht bringen kann, insbesondere die Transkriptionsvor-
gange (Goto et al. 2003). Die Daten in Abbildung 19 zeigen, dass der I-1 scheinbar
keine zusatzliche Suppression der CTGF-Synthese induziert. Weder basal noch unter
chronischer Isoprenalinstimulation zeigt sich ein inhibierender Einfluss von I-1S67A
auf die CTGF-Expression. In den Studien zur Transduktionseffizienz konnte demons-
triert werden, dass unter basalen Bedingungen phophoryliertes I-1S67A vorliegt, wel-
ches nach Isoprenalingabe durch vermehrte Expression mengenmafig weiter an-
steigt. Trotz dieser Tatsache war der CTGF-Gehalt in den unbehandelten I-1-transdu-
zierten Zellen nahezu identisch zu dem in den unbehandelten Ad-eGFP-transduzierten
Kontrollzellen. Einzig die Isoprenalinstimulation selbst bewirkte eine Reduktion der
CTGF-Synthese unabhéangig von der Prasenz von I-1. Daraus ergibt sich, dass die
PKA/PP-1-Zielstrukturen, die durch I-1 in Fibroblasten reguliert werden, keinen Anteil

am antifibrotischen Effekt einer B2-AR-Aktivierung haben.
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Abbildung 19: Analyse von CTGF nach Uberexpression des I-1S67A im Immunoblot. NRCF wur-
den nach Erreichen der Konfluenz fir 3 h mit Ad-lI-1S67A bzw. mit dem Kontrollvirus Ad-eGFP unter
serumfreien Bedingungen inkubiert. Nach weiteren 36 h Inkubation mit frischem virusfreiem Medium
wurden die Zellen fir weitere 24 h mit Isoprenalin behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit RIPA-
Puffer lysiert. (A) exemplarischer Immunoblot fir die Detektion von CTGF (B) Quantifizierung. Der Pro-
benumfang betragt n=10+SEM aus 3 Praparationen. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme
der CTGF-Synthese in den Ad-eGFP-transduzierten Kontrollen und den Ad-I-1S67A-transduzierten Zel-
len nach chronischer Isoprenalinstimulation im Zweistichproben-t-Test: *p<0,05; ***p<0.001.
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5.4 Auswirkungen der adenoviralen Transduktion und der eGFP-

Expression auf die CTGF-Synthese

Da, wie oben erwéhnt, ein Unterschied im Proteinexpressionsmuster fir CTGF zwi-
schen Ad-eGFP-transduzierten und nicht-transduzierten Fibroblasten nach chroni-
scher Isoprenalinstimulation festgestellt wurde, wurde dann analysiert, ob die adeno-
virale Transduktion und folglich die massive Expression von eGFP direkte Auswirkun-
gen auf die CTGF-Synthese hat. Dazu wurden Ad-eGFP-transduzierte und herkdmm-
liche Fibroblasten ohne weitere Intervention auf inre CTGF-Expression hin untersucht.
Die Fibroblasten wurde fiar 3 h mit Ad-eGFP und anschlieBend fur weitere 33 h in vi-
rusfreiem Medium inbkubiert bis eine effektive Transduktion erreicht wurde. Wie der
Abbildung 20 zu entnehmen ist, konnte kein direkter Zusammenhang zwischen einer
CTGF-Zunahme und Transduktion nachgewiesen werden. Der Transduktionsvorgang
selbst bewirkt also keine Zu- oder Abnahme von CTGF. Da jedoch in den vorherigen
Versuchen die Effekte nach chronischer Isoprenalinstimulation in GFP-transduzierten
Zellen im Hinblick auf die CTGF-Expression geringer ausgefallen sind, liegt der

Verdacht nahe, dass transduzierte Zellen weniger sensitiv auf eine B2-AR-Stimulation

reagieren.
NI GFP NI GFP
A
CTGF P — — o~ | 37 KDa
GAPDH . —  — | 37 kDa
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Abbildung 20: Auswirkungen der adenoviralen Transdukton auf die CTGF-Expression. NRCF
wurden nach Erreichen der Konfluenz fir 3 h mit dem Ad-eGFP-Virus unter serumfreien Bedingungen
inkubiert. Als Kontrollen wurden unbehandelte NRCF herangezogen. AnschlieBend wurden die Zellen
mit RIPA-Puffer lysiert. (A) Immunoblot (B) Quantifizierung. Der Probenumfang betrdgt n=8+SEM aus
2 Praparationen.

93



6. Diskussion

6. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung einer chronischen Isoprenalinstimulation auf die
Expression profibrotischer Markergene untersucht in An-und Abwesenheit des 3-adr-
energen Signalverstarkes I-1. Der Vergleich zwischen akuter (10 min) und chronischer
(24 h) Stimulation zeigte einen initialen Anstieg der cAMP-Spiegel mit einer daraus
resultierenden erhdhten Phosphorylierung des cAMP-abhangigen Transkriptionsfak-
tors CREB, die beide nach 24 h nicht mehr nachweisbar waren. Trotzdem war diese
initiale Aktivierung ausreichend um langfristig eine antifibrotische Wirkung zu entfalten.
Dies konnte exemplarisch durch die Analyse des profibrotischen Markers CTGF in Fib-
roblasten demonstriert werden. Nach chronischer Isoprenalingabe kam es zu einer
signifikanten Reduktion der CTGF-Synthese. Dagegen blieb das Expressionsniveau
eines zweiten Markergens a-SMA konstant. Aufféllig waren die kultivierungsbedingten
hohen Basalspiegel von CTGF und a-SMA in den Fibroblasten. Dies entspricht nicht
den physiologischen Verhaltnissen, da beide Marker im Rahmen von fibrotischen Zu-
stédnden in gréBeren Mengen aufzufinden sind (Agarwal et al. 2006, Leask 2007). In-
nerhalb der B-adrenergen Signalkaskade existieren Mechanismen, welche die Tran-
skription modulieren kénnen. Dazu gehért unter anderem der I-1. Dieser fungiert als
Verstarker in diesem System (El-Armouche et al. 2003). Anhand von p-CREB konnte
gezeigt werden, dass das Phophorylierungsniveau in der Zelle durch Einbringen des
I-1 angehoben werden kann (Abb. 17). Eine Verstarkung des antifibrotischen Effektes
lieB sich allerdings nicht nachweisen (Abb. 18 und 19). Weder die Expression von
a-SMA noch CTGF waren in Gegenwart des I-1 beeinflussbar. Einzig die Aktivierung
der B-adrenergen Signalkaskade durch Isoprenalin mit der konsekutiven Generierung
von cAMP war der entscheidende Faktor fur diesen Effekt. Dies I&sst sich anhand der
Ergebnisse in den Abschnitten 5.2.6 und 5.3.4 herleiten. Durch chronische Isoprenalin-
stimulation wurde in Abschnitt 5.2.6 ein Riickgang der CTGF-Expression erreicht, wel-
cher durch zusétzliches Einbringen des I-1 in Abschnitt 5.3.4 nicht weiter verstarkt
werden konnte. Die Reduktion von CTGF war in diesem Fall auch auf die Inkubation

mit Isoprenalin zurlickzufihren.
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6.1 Zellkulturbedingte Fibroblastentransformation

Das Wissen um die Myofibrolastentransformation in unbehandelten 2D-Fibroblasten-
kulturen war bereits vor den hier durchgefiihrten Versuchen bekannt und wurde auch
schon in anderen Arbeiten und Publikationen thematisiert. Auf den ersten Blick klingt
diese Beobachtung paradox, da Fibroblasten unter ruhenden Bedingungen bekann-
termaBen keinen Anlass zur a-SMA-Produktion haben. Sobald a-SMA in hohen Kon-
zentrationen detektiert werden kann, muss davon ausgegangen werden, dass ein Pha-
notypenwechsel von Fibroblasten zu Myofibroblasten stattgefunden hat. Diese Ent-
wicklung erfordert unter physiologischen Bedingungen einen bestimmten Stimulus. Ihr
Erscheinen ist eng verknlpft mit Verletzungen des Bindegewebes und der nachfolgen-
den Wundheilung. Dabei spielen inflammatorische Mediatoren eine tragende Rolle
(Baum und Duffy 2011). So sollen die Kontrollfibroblasten in Kultur eigentlich einen
ruhenden Zustand simulieren, was allerdings in der praktischen Umsetzung nicht der
Fall ist. Sobald Fibroblasten in zweidimensionalen Kulturen an die Plastik- oder Glas-
oberflache adhérieren, wird der Vorgang des Phanotypenwechsels rasch eingeleitet.
Schon nach kurzer Kultivierungszeit liegen die meisten Zellen in Form von differen-
zierten Myofibroblasten vor (Rohr 2011). Bereits 1990 machten Sappino und Kollegen
die Entdeckung, dass humane Fibroblasten in vivo wenig Mikrofilamente bzw. Inter-
mediarfilamente exprimieren und keine Kontakte untereinander ausbilden, wahrend
kultivierte Fibroblasten eine eher abgeflachte Form einnehmen, Stressfasern ausbil-
den und Uber gap junctions Verbindungen zu ihren Nachbarzellen aufbauen (Sappino
et al. 1990). Die Expression und Rekrutierung von a-SMA zu den Stressfasern in kul-
tivierten Fibroblasten - der entscheidende Schritt bei der Umwandlung zu Myo-
fibroblasten - geht laut Goffin und Kollegen (2006) auf die Ausbildung sogenannter
superreifer Fokaladhasionen zurlick. Es handelt sich dabei um verankernde Zellver-
bindungen, welche die Stressfasern mit dem Schalenboden mechanisch verknlpfen
und einen funffach héheren mechanischen Stress als klassische Fokaladhdsionen
ausliben. Zudem scheinen adhéarierte Fibroblasten in der Folge vermehrt TGF-B1 zu
sezernieren und gleichzeitig die passenden Rezeptoren auf ihrer Oberflache zu expri-
mieren mit der Konsequenz, dass sie auf autokrinem Wege ihren eigenen Phanoty-
penwechsel initiieren (Masur et al. 1996, Santiago et al. 2010, Rohr 2011). Auch die
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unter Kulturbedingungen typische Hyperoxie provoziert die Umwandlung von Fib-
roblasten zu Myofibroblasten und férdert somit die vermehrte Expression von a-SMA
(Roy et al. 2003; Rohr 2011). Dabei scheint auch die Dichte der Aussaat eine nicht
unerhebliche Rolle zu spielen. So haben Masur und Kollegen festgestellt, dass die
Differenzierung zu Myofibroblasten bei initial niedriger Aussaatdichte erleichtert wird
(Masur et. al. 1996), mdglicherweise wegen der fehlenden Zell-Zellkommunikation.
Diese Myofibroblastendifferenzierung in 2D-Zellkulturen lief3 sich auch in den hier auf-
gefuhrten Versuchsreihen reproduzieren. Es wurde fur die Kontrollfibroblasten stets
eine erhdhte Expression von a-SMA festgestellt. Die quantitativen Ergebnisse im Wes-
tern Blot (Abb. 9) und in der FACS-Analyse (Abb. 10) konnten in der Folge auch bildlich
durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Abb. 11) nach immunhistochemischer
Aufbereitung untermauert werden. Letztendlich konnte dieser Umstand fur die Unter-
suchung der antifibrotischen Eigenschaften der Isoprenalinstimulation und des cAMPs
zunutze gemacht werden. So wurde durch die Bedingungen der Zellkultur bereits als
Ausgangpunkt ein fibrosedhnliches Stadium kreiert, ohne dass hierzu ein Eingriff von
extern durch Zusatz spezifischer Stimuli wie z.B. TGF-B1 erforderlich war. Bedingt
durch den raschen Wechsel hin zu Myofibroblasten kénnen die Erkenntnisse aus der
Zellkultur nicht ohne weiteres auf die Situation in vivo Ubertragen werden. Die gangi-
gen zweidimensionalen Zellkulturtechniken stellen bereits ein gestresstes System dar
und simulieren daher vorwiegend den Zustand im kranken Herzen, sodass Ruck-
schllisse auf die Gegebenheiten im gesunden Herzen mit ruhenden Fibroblasten in
einer 2D-Kultur nicht rekapituliert werden kénnen. Diese Limitationen mussen natirlich
bei der Beurteilung der Ergebnisse in dieser Arbeit Beriicksichtigung finden. Aus die-
sem Grund mussen Schlussfolgerungen aus Versuchen ohne genaue Typisierung der
Zellen kritisch hinterfragt werden. Andererseits muss auch hervorgehoben werden,
dass die vorgegebenen Konditionen bewusst in Kauf genommen und genutzt werden

kénnen, um die Vorgange im kranken Herzen besser zu verstehen.

Es exisistieren jedoch auch Méglichkeiten, um den physiologischen Zustand des ge-
sunden Herzens in vitro zu simulieren. Ein Vorschlag zur Umsetzung wurde von der
Arbeitsgruppe um Vozenin (1998) erarbeitet. Auch sie machten zuerst die Beobach-
tung, dass aus Schweinehaut isolierte Fibroblasten in zweidimensionaler Kultur anders
als in vivo rasch proliferieren und sich wie aktivierte Fibroblasten mit Expression von
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a-SMA verhalten, sogar im Stadium der Konfluenz. Zum Vergleich wurden die aus der
gleichen Quelle isolierten Fibroblasten in komplexen dreidimensionalen Kulturmodel-
len aufgezogen, die den physiologischen Bedingungen im lebenden Gewebe am
nachsten kommen. So konnte eine Normalisierung der Werte fur a-SMA erzielt wer-
den. Ein weiterer Ansatz scheint die Herstellung sogenannter zweidimensionaler
,Sandwich"-Kulturen zu sein, deren Besonderheit darin besteht, dass die Zellen ventral
als auch dorsal in Gewebe-ahnlichen Strukturen eingebettet sind (Rohr 2011, Beningo
et al. 2004). Durch Herstellung solcher Zellkulturen kénnte zum Beispiel die Wirkung
einer chronischen Isoprenalinstimulation auf ruhende Fibroblasten im gesunden Her-

zen als Gegenmodell untersucht werden.

6.2 B2-Rezeptor in Fibroblasten

In Abschnitt 5.1.3 wurde ein Versuch zur Typisierung der B-adrenergen Rezeptoren in
NRCF durchfihrt. Durch Blockade der B2-Rezeptoren konnte der Phosphorylierungs-
status des I-1 nach vorheriger Isoprenalinverabreichung konzentrationsabhangig mo-
duliert werden (Abbildung 6). Im Gegensatz dazu hatte die p-adrenerge Stimulation
nach Gabe eines B1-Rezeptorblockers scheinbar Gberhaupt keinen Einfluss auf das
Phosphorylierungsniveau des I-1. Diese Konstellation I1&sst vermuten, dass die 3-adr-
energe Signalvermittlung bei der Phosphorylierung des I-1 in NRCF, die nach der Re-
zeptoraktivierung den Weg Gber cAMP und die Proteinkinase A nimmt, ausschlieB3lich
Uber den B2-Rezeptor verlauft. Diese Erkenntnisse lassen sich bei Vergleich mit ande-
ren Arbeiten scheinbar auch auf andere Spezies und Organe Ubertragen. So konnten
Lamyel und Kollegen (2011) eindrucksvoll zeigen, dass humane Lungenfibroblasten
lediglich mRNA-Transkripte fur den B2-Rezeptor exprimieren, nicht jedoch fiir 31- oder
Bs-Rezeptoren. Auch auf Proteinebene bot sich das gleiche Bild. Bereits 1980 unter-
nahm die Arbeitsgruppe um Lau den Versuch die Rezeptorsubklassen auf Fibroblas-
ten aus neonatalen kardialen Rattenfibroblasten durch Einsatz von Radioliganden zu
typisieren (Lau et al. 1980). Sie machten die Entdeckung, dass neben den Kardiomy-
ozyten weitere Zellformen im kardialen Gewebe existieren, die 3-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache tragen und es sich dabei um B2-Rezeptoren handelte. Im Laufe der Zeit
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wurde diese Vermutung mehr und mehr bestatigt. Aktuelle Forschungen zu diesem
Themengebiet von der Arbeitsgruppe um Aranguiz-Urroz (2011) an adulten kardialen
Fibroblasten stehen ebenfalls im Einklang mit den Erkenntnissen aus dieser Arbeit.
Ihnen gelang die B-adrenerg vermittelte Autophagie durch eine selektive B2-Blockade
aufzuhalten. Demgegentber blieb eine B1-Blockade ohne Wirkung.

6.3 B-adrenerge Desensitivierung in Fibroblasten

In dieser Arbeit wurden NRCF (ber 24 h der Wirkung von Isoprenalin ausgesetzt, um
die Auswirkungen erhdéhter Katecholaminspiegel auf die Pathophysiologie von Fib-
roblasten zu erforschen. Vergleichbare Zustdénde mit erhdhten Katecholaminspiegeln
finden sich im Rahmen der Herzinsuffizienz. Dabei ergaben sich als Begleiterschei-
nung Hinweise fir das Vorhandensein von intrazellularen Desensitivierungsmechanis-
men. Durch Bestimmung der Parameter cAMP, p-CREB und p-I-1 konnte im Verlauf
indirekt veranschaulicht werden, dass auch Fibroblasten ahnlichen Regulationsvor-
gangen wie Kardiomyozyten unterliegen. Im cAMP-Assay konnte nach 10-minutiger
Isoprenalinstimulation eine Erh6hung des cAMP-Niveaus um mehr als 80% im Ver-
gleich zum Basalniveau gemessen werden (Abb. 7). Die akute Stimulation des Rezep-
tors durch das Isoprenalin bewirkt Gber ein stimulierendes G-Protein die Aktivierung
der AC, was den gefundenen Anstieg des cCAMP-Spiegels erklért. Nach einer chroni-
schen Isoprenalinstimulation hingegen sank der cAMP-Spiegel im Assay um etwa 50%
in Relation zur kurzzeitigen Stimulation. Der ermittelte Unterschied ist gut vereinbar
mit dem Konzept einer Desensitivierung der B2-AR-abhangigen Effektoraktivierung.
Nach akuter Isoprenalinstimulation konnte ein Anstieg der Phosphorylierung im Wes-
tern Blot um 139% (Abb.8) gleichsinnig zum cAMP festgestellt werden. Die cAMP-
abhangige Phosphorylierung an der Stelle Serin 133 befahigt CREB zur Translokation
in den Nukleus, wo er an den Promotor CRE bindet und die transkriptionale Aktivitat
férdert (Shaywitz und Greenberg 1999). Nach chronischer Isoprenalinstimulation hin-
gegen fallt das Phosphorylierungsniveau in den Versuchen wieder auf das Basalni-
veau zurlick. Somit stltzt auch die Analyse von p-CREB im Western Blot die These
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der B-adrenergen Desensitivierung. Eine weitere Feststellung ist, dass sich die Desen-
sitivierung nicht nur auf die Ebene des second messengers cAMP beschrankt, sondern
auch weiter in der Signalkaskade — in diesem Fall — bis zu dem Phosphoprotein CREB
auswirkt. Im Unterschied zum p-CREB (Abb. 8) wurden zum Endzeitpunkt der chroni-
schen Stimulation weiterhin cAMP-Spiegel Gber dem Basalniveau registriert (Abb. 7).
Die Diskrepanz kann wiederum ein Zeichen dafir sein, dass die Desensitiverung auf
verschiedenen Ebenen der Signalkaskade greifft und noch andere
Signaltransduktionswege unabhangig von cAMP in die Regulierung von p-CREB
involviert sind. So besteht in Kardiomyozyten zum Beispiel die Méglichkeit einer Akti-
vitatszunahme der Proteinphosphatasen mit einer Dephosphorylierung der Effektor-
proteine (Wittkbpper et al. 2011). Das Absinken des cAMP-Spiegels im Assay und die
gleichzeitig verminderte Phosphorylierung von CREB im Immunoblot nach chronischer
Isoprenalinstimulation im Vergleich zu der akuten Stimulation sind jedoch insgesamt
sehr gut miteinander vereinbar im Kontext der (3-adrenergen Desensitivierung. Auch
anhand der gezeigten transienten Phosphorylierung des |-1 (Abb. 16) kénnen gleich-
ermaBen Ruckschlisse auf die Desensitivierung gezogen werden. Analog zum
p-CREB konnte nach chronischer Isoprenalinexposition kein sicherer Anstieg des
phosphorylierten I-1 in Relation zu den Basalwerten verzeichnet werden. In den chro-
nisch stimulierten Zellen war die absolute Menge an phosphoryliertem I-1 zwar ange-
stiegen, dies war aber gréBtenteils auf die isoprenalinbedingte CMV-Promotoraktivie-
rung des eingebrachten adenoviralen Konstruktes zurtickzufihren. Entscheidend war,
dass sich das Verhéltnis von p-I-1 zu Gesamt-I-1 nach chronischer Stimulation unver-
andert darstellte (Abbildung 16 B). Die Phosphorylierung des |-1 folgt dabei den glei-
chen GesetzmaBigkeiten wie beim p-CREB und geschieht ebenfalls cAMP-abhangig.
Dies fihrt zu der Annahme, dass durch das Absinken des cAMP-Spiegels infolge der
Desensitivierung eine Phosphorylierung des I-1 ausbleibt bzw. aufgehoben wird.

In Kardiomyozyten ist die B-adrenerge Desensitivierung schon langer bekannt und wird
als adaptiver Schutzmechanismus interpretiert (EI-Armouche et al. 2008). Insbeson-
dere scheinen in den Herzmuskelzellen die B1-Rezeptoren diesem Mechanismus zu
unterliegen. In diesem Zusammenhang wurde die chronische Exposition der Zelle ge-
genlber erhéhten Katecholaminspiegeln im Rahmen einer Herzinsuffizienz als Ursa-
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che fir die SchutzmaBnahme identifiziert. Indirekt 1&sst sich die Desensitiverung an-
hand sogenannter Phosphoproteine, die meist Zwischenprodukte einer Signalkaskade
darstellen, nachvollziehen. Die Drosselung der B-adrenergen Signaltransduktion lasst
eine Senkung des Phosphorylierungsniveaus in der Zelle aufgrund einer Aktivitatsmin-
derung der Proteinkinase A oder Steigerung von Phosphatasen erwarten. Praktisch
gezeigt wurde dies in Kardiomyozyten zum Beispiel anhand des Regulatorproteins
Phospholamban (El-Armouche et al. 2004). Fibroblasten wurden diesbeziglich noch
nicht ndher untersucht. Es konnten bereits mehrere Mechanismen entdeckt werden,
die zum Phanomen der Desensitivierung beitragen. MafBgeblich hierflr ist zum einen
die Phosphorylierung des B-AR, welche durch die G-Protein-Rezeptorkinase (GRK
bzw. B-ARK) katalysiert wird (Hausdorff et al. 1990). Aber auch die Proteinkinase A
kann eine Phosphorylierung des Rezeptors nach ihrer Aktivierung durch 3-adrenerge
Stimulation vornehmen. Das bedeutet, dass die Zelle Gber ein Rickkopplungsmecha-
nismus verflgt, um eine unkontrollierte Signalweiterleitung zu verhindern. Die Phos-
phorylierung sorgt neben der Entkopplung des Rezeptors flir eine Affinitatsabnahme
und ist gleichzeitig eine Voraussetzung fir die Internalisierung des Rezeptors (Wallu-
kat 2002, Sibley et al. 1987). Man weifl3, dass bereits nach wenigen Minuten im Zuge
erhéhter Katecholaminspiegel eine Sequestration des Rezeptors weg von der Zell-
oberflache in eine vesikulare Fraktion im Zellinnern erfolgt. In einem Zeitraum von
Stunden folgt der anfanglichen Internalisierung dann eine Herabsetzung des gesam-
ten Rezeptorkontingents (Suzuki et al. 1992). Bei einer chronisch adrenergen Stimu-
lation ist als Langzeitfolge sogar eine Downregulation des Rezeptors, bedingt durch
eine erniedrige Expression auf mRNA-und Proteinebene, méglich (Wallukat 2002). In
Kardiomyozyten betrifft dies im Rahmen der Herzinsuffizienz selektiv den B1-AR (Bris-
tow et al. 1986). In anderen Organsystemen und Geweben ist eine Downregulation
des B2-Rezeptors bekannt. So gelang es Suzuki und Kollegen in Experimenten an
Hamsterfibroblasten eine Herrunterregulation von [2-Rezeptoren nachzuweisen
(Suzuki et al.1992). Dazu wurden Hamsterfibroblasten mit cDNA, die fiir beide Rezep-
torsubtypen kodiert, transfiziert. Die Daten aus ihren Studien weisen auch darauf hin,
dass die Herunterregulation des B2-Rezeptors sogar wesentlich schneller erfolgt und
mit héherer Amplitude einhergeht als im Falle der 31-Rezeptoren. Die Isoprenalinein-
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wirkzeit von 24 h in dieser Arbeit kdnnte ausreichen, um in das Rezeptorexpressions-
muster der Zelle einzugreifen. Jedoch ist eine Desenstivierung durch die Phosphory-
lierung des B2-Rezeptors mit den Folgeerscheinungen als Hauptursache am wahr-
scheinlichsten. Dieser Effekt wurde bereits 1988 durch Bouvier und Kollegen auch im
Hinblick auf die Eintrittzeit ndher untersucht (Bouvier ef al. 1988). Sie konnten darle-
gen, dass die 15-mindtige Inkubation von B2-Rezeptor-exprimierenden Fibroblasten
mit Isoprenalin zu einer signifikanten Reduktion des Rezeptorbestands fuhrt und mit
einer zunehmenden Phosphorylierung der Rezeptoren assoziiert ist. Die verschiede-
nen Moglichkeiten der Rezeptormodulation wurden in dieser Arbeit jedoch nicht naher
untersucht. Letztendlich kann anhand der vorliegenden Daten nur eine Aussage dar-
Uber getroffen werden, dass eine Desensitivierung wahrscheinlich ist, jedoch nicht wie
sie zustande kommt. Uber eine transkriptionelle Modulation kann daher nur spekuliert

werden. Dies kdnnte man durch Anwendung von Bindungsstudien prifen.

In Kardiomyozyten wird die Desensitivierung als protektiv und vorteilhaft gewertet. Ob
und welche Vorteile sich durch die Desensitivierung in Fibroblasten ergeben, muss in
Zukunft ndher untersucht werden.

6.4 Antifibrotische Effekte von cAMP

6.4.1 Rezeptorvermittelte und -unabhangige Moglichkeiten zur Erhohung des
cAMP-Spiegels

Es existieren verschiedene Mdglichkeiten einen cAMP-Anstieg zu forcieren, um eine
antifibrotische Wirkung zu erzielen. In dieser Arbeit erfolgte die Intervention
rezeptorvermittelt durch den Einsatz des selektiven B-Agonisten Isoprenalin, welcher
sowohl an B1- und B2-Rezeptoren bindet (van Harmelen 1997). Dieselbe Methode mit
ahnlicher Wirkung findet sich auch in anderen wissenschaftlichen Arbeiten. In
aktuelleren Veroéffentlichungen wurde die inhibierende Wirkung p-adrenerger
Substanzen auf die Kollagensynthese in pulmonalen Fibroblasten beschrieben (Liu et
al. 2010). Durch Einsatz cAMP-steigernder Substanzen ist es gelungen eine Inhibition
der TGF-Bi-induzierten CTGF-Expression in embryonalen Mausfibroblasten
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herbeizufihren. Auch die Studien von Laymel und Kollegen basieren auf dem gleichen
Prinzip (Laymel et al. 2011). Durch Applikation der B2-selektiven Substanzen
Formoterol und Olodaterol konnte nachweislich die Kollagensynthese und a-SMA-

Expression in humanen Lungenfibroblasten inhibiert werden.

Erganzend sollte noch erwahnt werden, dass generell eine Aktivierung von Gas-ge-
koppelten Rezeptoren in Fibroblasten mit antifibrotischen Effekten assoziiert zu sein
scheint (Chow et al. 2012). Es wurden noch weitere Signalwege neben der B-adr-
energe Signalkaskade identifiziert, welche mittels Gas-gekoppelten Rezeptoren einer
Fibrose entgegenwirken kénnen. So konnte zum Beispiel in Nierenfibroblasten vom
Menschen sowie von Nagetieren gezeigt werden, dass das Hormon Relaxin tGber eine
Inhibierung der Phosphorylierung von Smad2 die Aktivitat von TGF-B1 beschrankt und
die Myofibroblastendifferenzierung aufhalt (Chow et al. 2012). Relaxin wirkt dabei tiber
den Rezptor RXFP1, der an ein Gas-Protein gekoppelt ist. Auch die Studien an Lun-
genfibroblasten von Huang und Kollegen sollten in diesem Zusammenhang nicht un-
erwahnt bleiben. Prostaglandin Ez2 wirkt nach Bindung an den Gas-gekoppelten EP2-
Rezeptor mit nachfolgendem Anstieg von cAMP inhibierend auf die Kollagensynthese
und die Fibroblastenproliferation (Huang et al. 2008).

Wahrend in diesen Arbeiten der cAMP-Anstieg indirekt Uber die Aktivierung der
B-adrenergen Rezeptoren herbeigefihrt wurde, wurde dies in der Arbeitsgruppe
Kothapalli durch direkten Eingriff in die cAMP-Homdostase mittels Forskolin erreicht.
Es handelt sich bei Forskolin um einen nichtselektiven Aktivator der Gruppe der
Adenylylcyclasen. Auch das IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) konnte ein ahnliches
antifibrotisches Potenzial mit Reduktion der CTGF-Synthese entfalten. IBMX besitzt
die Fahigkeit unselektiv Phosphodiesterasen zu inhibieren und so den Abbau von
cAMP zu verhindern. Die Arbeitsgruppe Duncan (1999) konnte daran anknipfend
einerseits demonstrieren, dass die TGF-Bi-induzierte Kollagensynthese in NRK
(normal rat kidney) Fibroblasten und humanen Fibroblasten der Vorhaut (HFF) durch
CTGF vermittelt wird. Andererseits ist es ihnen anschlieBend gelungen durch
Erhdhung des cAMP-Spiegels mittels cAMP-Analoga wie 8-Br-cAMP die TGF-B1-
induzierte Genexpression von CTGF zu blockieren. In der Folge konnte auch
nachgewiesen werden, dass die CTGF-vermittelte Kollagensynthese im Zuge des
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cAMP-Anstiegs rlcklaufig war. In unserer Arbeitsgruppe wiederum wurde
beispielsweise ein Anstieg der profibrotischen Parameter CTGF und a-SMA in PDE2A-
tberexprimierenden NRCF festgestellt. Die PDE2A ist eine der Phosphodiesterasen,
welche die Eigenschaft besitzen cAMP abzubauen. Bei Uberexpression sorgt sie fiir
eine deutliche cAMP-Suppression, was die vermehrte Expression der profibrotischen
Parameter erklart (Vettel und La&mmle et al. 2014). Eine vermehrte Expression der
PDE2 wird in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz als Teil des adaptiven
Schutzmechanismuses interpretiert. Dieser Mechanismus tritt reaktiv nach
B-adrenerger Uberstimulation im Rahmen der B-adrenergen Desensitivierung auf
(Mehel et al. 2013). Zusammenfassend lasst sich demnach schlussfolgern, dass
sowohl durch rezeptorvermittelte als auch rezeptorunabhangige Verfahren eine
ahnliche anfibrotische Wirkung erzielt werden kann. Gemein ist ihnen die Anhebung
des cAMP-Niveaus, was als gemeinsame Schnittstelle betrachtet werden kann.

6.4.2 Herunterregulation von CTGF

Ein Themenschwerpunkt dieser Arbeit befasste sich mit der Auswirkung einer chroni-
schen B-adrenergen Stimulation auf die profibrotischen Parameter CTGF und a-SMA.
Die Immunoblot-Analyse nach einer 24 h andauernden Isoprenalinstimulation der
NRCF ergab eine Reduktion von CTGF um mehr als 60% im Vergleich zu einer unbe-
handelten Referenzkultur (Abb.12). Die deutliche Herunterregulation von CTGF
konnte auch fluoreszenzmikroskopisch nach immunhistochemischer Farbung erfasst
werden (Abb.13). Die Kontrollzellen wiesen bereits ein hohes Expressionsniveau fur
CTGF auf. Neben den hohen a-SMA-Spiegeln bestatigen diese Befunde den erwahn-
ten kultivierungsbedingten Phanotypenwechsel von Fibroblasten zu Myofibroblasten
(Leask und Abraham 2003). CTGF ist nicht nur entscheidend an der Zusammenstel-
lung der extrazellularen Matrix (Frazier et al. 1996) beteiligt, sondern férdert auch die
Proliferation von Fibroblasten und unterstitzt ihre Umwandlung zu Myofibroblasten
(Grotendorst et al. 2004). Unter Berlcksichtigung dessen lasst sich also konstatieren,
dass eine B-adrenergen Stimulation die CTGF-Expression in bereits differenzierten
Myofibroblasten deutlich supprimieren kann. Grund daftr ist mit groBer Wahrschein-
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lichkeit der in Folge der Rezeptoraktivierung resultierende cAMP-Anstieg, dem nach-
gewiesenermafBen antifibrotische Eigenschaften zugeschrieben werden (Insel et al.
2012). Am Anfang dieser Kette steht die Aktivierung eines Gas-gekoppelten-Rezep-
tors, welche die weitere Reaktion in Gang setzt. Das Ergebnis ist eine Unterdriickung
der CTGF-Expression in Fibroblasten (Swaney et al. 2005, Daniel et al. 2009). Auch
der Transkriptionsfaktor CREB scheint in diese Prozesse involviert zu sein. Die Phos-
phorylierung von CREB wird in Verbindung mit antifibrotischen Ereignissen gebracht.
Chan et al. (2010) machten die Beobachtung, dass eine vermehrte Phosphorylierung
von CREB durch Anstieg von cAMP mit einer Verminderung der Kollagensynthese
assoziiert ist. Die intrazellulare Akkumulation von cAMP wurde dabei durch Einsatz
von Prostazyklin induziert. Phosphoryliertes CREB scheint die TGF-B1-vermittelten Ef-
fekte zu antagonisieren, indem es mit um den essentiellen transkriptionalen Coaktiva-
tor CBP/p300 des TGF-B1/Smad-Signalweges konkurriert. In dieser Arbeit konnte be-
statigt werden, dass auch die B-adrenerge Stimulation eine Phosphorylierung von
CREB Uber cAMP zur Folge hat (Abb.8). Bei anhaltender B-adrenerger Stimulation
kommt es allerdings durch die sinkenden cAMP-Spiegel wieder zu einer Desphospho-
rylierung bis das Basalniveau wieder erreicht wird (Abb. 8). Daraus kann man schlie-
Ben, dass anfangs bei hohem Phosphorylierungsgrad des CREB der antifibrotische
Effekt zur Geltung kommt und bei chronischer 3-adrenerger Simulation zunehmend
abgeschwacht wird. Um dies zu belegen, missten die chronischen Stimulationsversu-
che Uber einen langeren Zeitraum beobachtet werden und dabei die Phosphorylierung
von CREB im Verlauf der chronisch B-adrenergen Stimulation in Beziehung zur Kolla-
gensynthese gesetzt werden. Mit der Quantifizierung der zellularen cAMP-Assays
(Abb. 7) konnte veranschaulicht werden, dass auch nach chronischer Isoprenalinsti-
mulation immer noch erhéhte cAMP-Spiegel im Lysat vorzufinden waren, die sich je-
doch aufgrund der Desensitivierung deutlich unter den Werten der akuten Isoprenalin-
stimulation einreihten. Vermutlich ist insbesondere der hohe initiale CAMP-Anstieg, der
im Assay nach akuter Isoprenalinstimulation erfasst werden konnte, maBgeblich an
der CTGF-Suppression beteiligt und wird durch die im Verlauf leicht erhéhten cAMP-
Spiegel aufrechterhalten. Das lasst die Interpretation zu, dass die cAMP-Wirkung auch
bei langer bestehender Isoprenalinstimulation anhalt. Kothapalli und Kollegen (1998)
machten &hnliche Entdeckung bezlglich der Herunterregulation von CTGF durch
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cAMP (Kothapalli et al. 1998). Zudem scheint es sich bei den cAMP-vermittelten Ef-
fekten nicht um ein organspezifisches Phanomen zu handeln, da sie auch in der Lunge
(Liu et al.2010), der Haut oder in der Niere (Duncan et al. 1999) beobachtet wurden.
Interessant ware es herauszufinden, ob sich die nachgewiesene CTGF-Suppression
auch in den NRCF erwartungsgemaf auf die Kollagensynthese niederschlagt, sodass
spezies- und organitbergreifende Vergleiche gezogen werden kénnen. Wissenswert
ware zudem, welche Langzeitfolgen die B-adrenerge Desensitivierung auf die CTGF-
Produktion hat. Es stellt sich die Frage, inwiefern sich die langfristig erniedrigten
cAMP-Spiegel auf die CTFG-Expression auswirken. Eine mégliche Antwort liefern die
Ergebnisse aus der PDE2-Uberexpression in Fibroblasten der Arbeitsgruppe Vettel
und Lammle. Die daraus resultierende cAMP-Suppression bewirkte automatisch einen
Anstieg der CTGF-Synthese auch ohne zusétzliche profibrotische Stimuli (Vettel und
Lammle et al. 2014). Nach 24 h waren die cAMP-Spiegel in den hier durchgefihrten
Versuchen anscheinend trotz Desensitivierung noch ausreichend hoch (Abb. 7) um die
CTGF-Synthese zu unterdriicken. Eventuell missten die gleichen Parameter nach
noch langerer Inkubationszeit betrachtet werden, um zu ermitteln, ob die CTGF-Werte
eventuell wieder ansteigen und sich dem Basalniveau nahern, zumal es sicherlich eine
gewisse Zeit in Anspruch nimmt, bis sich eine cCAMP-Konzentrationséanderung auf die
CTGF-Synthese auswirkt.

6.4.3 Auswirkung von cAMP auf die Expression von a-SMA

Anders als beim CTGF konnte nach chronischer Isoprenalinstimulation keine Veran-
derung des Myofibroblastenmarkers a-SMA in den NRCF beobachtet werden. Sowohl
die Immunoblot-Analyse (Abb. 9) als auch die FACS-Messung (Abb. 10) ergaben kei-
nen Unterschied zwischen Referenzkultur und chronisch Isoprenalin-stimulierten Fib-
roblasten. Auch die immunhistochemischen Farbungen (Abb 11) lieferten keine Anzei-
chen fiir eine Veranderung von a-SMA. In anderen Arbeiten konnte demonstriert wer-
den, dass ein cAMP-Anstieg eine a-SMA-Expression behindern kann und folglich
durch eine Konversionshemmung von Fibroblasten zu Myofibroblasten antifibrotisch
wirkt. Swaney et al. (2005) berichten Gber eine Inhibition der a-SMA-Expression in
TGF-B1-stimulierten adulten kardialen Fibroblasten durch Einsatz von Forskolin und
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cAMP-Analoga. In Gegenwart hoher cAMP-Spiegel kommt also die Wirkung des
TGF-B+1 nicht wie gewohnt zur Geltung, sodass ein Phanotypenwechsel verhindert
wird. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Kolodsick et al. (2003), als sie mittels
Prostaglandin E2 die TGF-B1-induzierte a-SMA-Expression in neonatalen und adulten
Lungenfibroblasten unterdriicken konnten. Es wurde folglich die Entstehung der Fib-
rose trotz des Stimulus verhindert. Im Unterschied zu den genannten Arbeitsgruppen
wurde in dieser Arbeit der cAMP-Effekt an bereits transformierten Myofibroblasten, die
ein hohes basales a-SMA-Signal aufwiesen, Uberprift. Da eine Transformation bereits
vor Beginn der Interventionsversuche gréBtenteils stattgefunden hatte, wurde auf ei-
nen zusatzlichen spezifischen Stimulus wie die externe Applikation von TGF-B1 ver-
zichtet. Es ist davon auszugehen, dass ohnehin zellkulturbedingt groBe Mengen des
Zytokins durch die Fibroblasten selbst ausgeschuttet wurden (Masur et al. 1996; San-
tiago et al. 2010; Rohr 2011). Unter diesen Umstédnden konnte keine Konversion von
Myofibroblasten zuriick zu ruhenden Fibroblasten durch die Anwesenheit von cAMP
verzeichnet werden. Die Fibrose im Sinne der a-SMA-Expression zeigte sich also als
nicht reversibel. Zumal in der Literatur beschrieben ist, dass bereits transformierte Fib-
roblasten aufgrund einer Herunterregulation von Adenylylcyclase bei gleichzeitiger
Hochregulation der PDEs in der Folge schlechter auf cAMP-steigernde Stimuli anspre-
chen (Lu et al. 2013). Dies bedeutet, dass cAMP praventiv eine Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten unter den vorliegenden Bedingungen aufhalten kann,
jedoch nur eingeschrankt eine Rekonversion zu Fibroblasten bewirkt. Dartber hinaus
muss festgehalten werden, dass die Fibroblasten im Rahmen dieser Arbeit einer chro-
nischen Isoprenalinstimulation ausgesetzt waren, die nachweislich aufgrund der De-
sensitiverung eine Absenkung der cAMP-Spiegel unter Maximalniveau zur Folge hatte.
Méglicherweise wurde aufgrund dessen keine ausreichend hohe cAMP-Konzentration
mehr generiert, um einen Rickgang von a-SMA zu erreichen bzw. eine mdgliche
Suppression dieses Markers aufrechtzuerhalten, anders als dies beim CTGF der Fall
war. Denn nichtsdestoweniger gibt es Hinweise, dass ausreichend hohe cAMP-Spie-
gel zusétzlich in der Lage sind, eine Konversion zu Myofibroblasten wieder riickgangig
zu machen, also auch hohe a-SMA-Expressionen wieder zu senken, so gezeigt durch
Lu et al. (2013). Die Arbeitsgruppe erzeugte die cAMP-vermittelte Abnahme von
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a-SMA in adulten kardialen Rattenfibroblasten mittels Forskolin und dem PKA-Analo-
gon Né-phenyladenosine-cAMP, also nicht wie hier Uber eine Aktivierung der B-adr-
energen Rezeptoren, und umgehen somit eine mogliche B-adrenerge Desensitivie-
rung. AuBBerdem wurden in derselben Arbeit von Lu et al. Forskolin, ein unspezifischer
Aktivator der AC, und Isoprenalin beziglich ihrer Fahigkeit das cAMP-Niveau anzuhe-
ben verglichen. Dabei erwies sich Forskolin als deutlich potenter in dieser Hinsicht.
Dieser Aspekt kdnnte ein zusatzlicher Faktor daflr sein, dass in den Versuchen keine
Herunterregulation von a-SMA beobachtet werden konnte. In humanen Lungen-
fibroblasten konnte jedoch auch schon gezeigt werden, dass durch Einsatz -adrener-
ger Substanzen anscheinend eine Suppression von a-SMA mdéglich ist. So erreichten
Laymel et. al (2011) durch Verwendung der spezifischen B2-AR-Agonisten Formoterol
und Olodaterol eine signifikante Verminderung der a-SMA-Expression. Im Unterschied
dazu ist Isoprenalin ein unselektiver B1/2-AR-Aktivator. Es handelt sich hierbei durch-
aus um Substanzen mit ahnlichem Wirkprofil, allerdings sind Unterschiede in der Sig-
nalweiterleitung nicht auszuschlieB3en. Interessant ware es zu wissen, ob ahnliche Ver-
suchsergebnisse in der Arbeitsgruppe Laymel auch unter Einsatz von Isoprenalin er-
zielt worden waren. Insgesamt bleibt die Vergleichbarkeit beider Versuchsreihen ein-
geschrankt, da es sich um Fibroblasten unterschiedlicher Herkunft (adulte humane
Fibroblasten aus der Lunge vs. Neonatale Rattenfibroblasten aus dem Herzen) han-
delt. Die Ergebnisse aus der hier vorliegenden Arbeit sind hingegen sehr gut vereinbar
mit den Beobachtungen der Arbeitsgruppe Liu et al. (2006). Auch sie behandelten
adulte kardiale Rattenfibroblasten 24 h lang mit Isoprenalin unter &hnlichen Bedingun-
gen und konnten zunachst keinen Rickgang von a-SMA verzeichnen. Parallel dazu
wurden Fibroblasten flir 48 h mit TGF-B+1 stimuliert und anschlieBend einer 24 h an-
dauernden Isoprenalinbehandlung unterzogen. Erst hier wurde der antifibrotische Ef-
fekt der B-adrenergen Stimulation sichtbar, da eine zuséatzliche a-SMA-Expression
durch TGF-B+ inhibiert werden konnte. So lasst sich zusammenfassen, dass auch in
ihren Versuchen eine lang andauernde Isoprenalinbehandlung keinen ausreichenden
Stimulus darstellte, um eine Umwandlung von Myofibroblasten zurtick zu Fibroblasten
herbeizufiihren, aber es im Gegensatz dazu die fibrotischen Effekte von TGF-B1 anta-
gonisieren konnte und somit ein weiteres Fortschreiten der Fibrose im Herzen aufhalt.
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Der Grund daflr kénnte neben der oben diskutierten Desensitiverung der B2-Adreno-
rezeptoren mit einem Absinken der cAMP-Spiegel auch in der Wahl des B-Agonisten
liegen. Es bleibt offen, ob Isoprenalin potent genug ist, um eine maximal antifibrotische
Wirkung unter diesen Kulturbedingungen zu entfalten. Interessant ware ein Vergleich
von Isoprenalin mit dem Adenylylcyclase-Aktivator Forskolin oder dem PKA-Analogon
Né-phenyladenosine-cAMP unter den gleichen Versuchsbedingen. Jedoch geht von
einer chronischen Isoprenalinstimulation anscheinend trotzdem eine milde antifibroti-
sche Wirkung aus, sichtbar an der Herunterregulation von CTGF. Diese kénnte even-
tuell mit einer verminderten Syntheseaktivitat der Myofibroblasten zusammenhangen.
Insgesamt muss man aber zusammenfassen, dass der antifibrotische Effekt einer
B-adrenergen Stimulation in bereits transformierten Myofibroblasten eher eine unter-
geordnete Rolle spielt. Daflr spricht zum Beispiel die Tatsache, dass Beta-Blocker wie
Carvedilol oder Propanonol in der Therapie der Herzinsuffizienz das fibrotische Remo-

deling nicht weiter vorantreiben.

6.4.4 Potenzielle Auswirkung von cAMP auf die Gesamtproteinmenge

Eine weitere interessante Feststellung war, dass in den chronisch stimulierten Fib-
roblasten stets eine niedrigere Proteinkonzentration gemessen wurde als in den unbe-
handelten Referenzkulturen. Insgesamt wurde eine um 10% verminderter Menge er-
mittelt (Abb. 14). Dies kdnnte ebenfalls mit einer Erhéhung des cAMP-Spiegels zu-
sammenhangen, welche nicht nur die EZM-Produktion der Fibroblasten einschrankt,
sondern zudem auf der einen Seite ihre Proliferation hemmt und auf der anderen Seite
den Zelltod férdert (Insel et al. 2012). In einigen Veroffentlichungen wurde die Senkung
der Fibroblastenzahl nach cAMP-Anstieg bereits thematisiert (Duncan et al. 1999,
Kothapalli et al. 1998). Hier stellt sich wieder die Frage, ob die Desensitiverung mit
einer cAMP-Abnahme diesen Effekt limitiert, da eine Proteinabnahme von 10% nicht
sehr ausgepragt ist. Mdglicherweise lie3e sich der Effekt noch deutlicher in serumhal-
tigem Medium veranschaulichen. Die Intervention mit Isoprenalin wurde stets in se-
rumfreien Medium durchgefihrt. AuBerdem musste in Zukunft geklart werden, ob die
Reduktion der Proteinmenge tatséchlich auf einen cAMP Anstieg und damit einer

Proliferationsabnahme zurlickzufthren ist, indem man zuséatzlich die Fibroblastenzahl

108



6. Diskussion

bestimmt und auch Proliferationsassays durchfiihrt. So kann die Verschiebung in der
Proteinmenge als Hinweis auf eine Proliferationshemmung gedeutet werden, beweist

diese aber nicht.

6.5 Die Rolle des Inhibitor-1 in NRCF

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass der B-adrenerge Signalweg durch cAMP-An-
stieg an der Regulation profibrotischer Parameter wie CTGF beteiligt ist. Die Uberle-
gung war anschlieBend den I-1, der als ein Verstarker des 3-adrenergen Signalweges
identifiziert werden konnte (El-Armouche et al. 2003), als Werkzeug durch Uberex-
pression einzusetzen, um seine Rolle im Rahmen der Fibrose ndher zu analysieren.
Bezlglich des a-SMA sollte Uberprift werden, ob durch Zuhilfenahme des |-1 eine
Suppression schlussendlich méglich ist, was zuvor durch eine 3-adrenerge Aktivierung
des Rezeptors nicht gelang (Abb. 9). Bisher wurden noch keine Untersuchungen hin-
sichtlich der Funktion des I-1 in Fibroblasten vorgenommen. So gibt es auch kaum
Informationen Uber das endogene Vorkommen dieses Proteins in den Fibroblasten der
unterschiedlichen Spezies. Im gesunden Herzen ist der I-1 eher in geringen Mengen
vorzufinden (Wittkbpper 2011). Welchen Anteil dazu die Fibroblasten beisteuern ist
noch nicht erforscht. Die Uberexpression des I-1 muss durch seine Fahigkeit die Pro-
tein-Phosphatase-1 zu inhibieren dementsprechend in erster Linie als Verstarkung des
B-adrenergen Signalwegs verstanden werden.

Die Interpretation der Versuchsergebnisse rund um den I-1 in kardialen Fibroblasten
gestaltet sich insgesamt schwierig. Unter den gewahlten Kultur- und Versuchsbedin-
gungen sind typische bereits bekannte Besonderheiten in Erscheinung getreten, die
eine Ubertragung der in vitro gewonnenen Erkenntnisse auf die Situation in vivo nur
eingeschrankt mdglich machen. So reagierten die adenoviral transformierten Fib-
roblasten weniger sensitiv auf die akute und chronische Isoprenalinstimulation. CTGF
konnte nach chronischer Isoprenalinstimulation nicht in gleichem Ausmaf herunterre-
guliert werden wie in den nicht-transduzierten Fibroblastenkuluturen (63% in den nicht-
transduzierten vs. 40% in den transduzierten Zellen, Abb. 12 und 19). Auch die Anhe-
bung des Phosphorylierungsniveaus von CREB nach akuter Stimulation ist in den
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eGFP-transduzierten Zellen deutlich niedriger ausgefallen (139% in den nicht-trandu-
zierten vs. 40% in den transduzierten Zellen, Abb. 8 und 17). Ein Vergleich eGFP-
transduzierten Fibroblasten mit einer nicht-transduzierten Kontrollkultur ergab, dass
die eGFP-Uberexpression keinen direkten Einfluss auf die CTGF-Synthese der Fib-
roblasten hat (Abb 20), sondern stattdessen eher die Wirkung von Isoprenalin durch
stérende Interaktion nicht in vollem Ausmaf zur Entfaltung kommen lasst. In der Lite-
ratur finden sich Hinweise darauf, dass eGFP-transduzierte Zellen nur eingeschrankt
zur Einschatzung der Sensitivitdt von Substanzen geeignet sind. Beispielsweise
konnte in humanen Neuroblastomazelllinien eine vermehrte Sensitivitat gegeniber Zy-
tostatika nach eGFP-Transduktion festgestellt werden. Grund hierflr ist die vermehrte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch eGFP, welche die zytotoxische Ak-
tivitat von bestimmten Chemotherapeutika férdert (Goto et al. 2003). So lasst sich auch
Uber eine verminderte Sensitivitat von Isoprenalin in eGFP-transduzierten Zellen spe-
kulieren, dies war jedoch bisher nicht Gegenstand der Forschung. Dartber hinaus gibt
es die berechtigte Vermutung, dass eGFP-exprimierende Zellen sich starker zusam-
menziehen, abrunden und vermehrt in die Apoptose gehen (Liu et al. 1998). Es muss
deshalb davon ausgegangen werden, dass von der verstarkten eGFP-Expression eine
gewisse Toxizitat ausgeht und sich stérend auf die Zellhombostase auswirkt. Ein wei-
terer limitierender Faktor zu Evaluierung der I-1-Funktion ist, dass eine Isoprenalinsti-
mulation zu einer vermehrten Expression des |-1 (Abb. 16) flhrt und somit der Ver-
gleich zwischen nicht stimulierten und stimulierten Fibroblasten erschwert wird. Die
gesteigerte Expression von I-1 lasst sich mit einer erhdhten Transkriptionsaktivitat des
CMV-Promotors (Salem et al. 2006) erklaren, welcher unter anderem Bindungsstellen
fir den Transkriptionsfaktor des B-adrenergen Effektors CREB besitzt (He und Weber
2004). Dies lieB3 sich auch anhand der Fluoreszenzaufnahmen bildlich untermauern
(Abb. 15). Sie dokumentieren eine gesteigerte Fluoreszenz in den stimulierten Zellen,
was sowohl fur die eGFP-exprimierenden Kontrollzellen als auch die I-1-exprimieren-
den Kulturen zutrifft und somit im Einklang mit den proteinchemischen Analysen steht
(Abb. 16).

Es ist davon auszugehen, dass in den Fibroblasten die gleichen GesetzméBigkeiten
herrschen wie in Kardiomyozyten, was die Regulierung des I-1 angeht. Durch Aktivie-
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rung der B-AR mittels Isoprenalin wird eine vermehrte Phosphorylierung des I-1 er-
reicht (Abb. 6). Die Phosphorylierung versetzt das Protein in den aktivierten Zustand
und befahigt es so die PP-1 zu hemmen. In der Folge wird die Desphosphorylierung
von Phospho-Substraten der PP-1 in der Zelle verlangsamt (EI-Armouche et al. 2003).
In Kardiomyozyten konnte dies anhand der gesteigerten Phosphorylierung des PKA-
Zielproteins Phospholamban in Gegenwart einer gesteigerten Menge I-1 nachgewie-
sen werden (EI-Armouche et al. 2006). Analog dazu wurde dieser Effekt hier durch
Detektion von p-CREB auch in akut stimulierten I-1-exprimierenden Fibroblasten de-
monstriert (Abb. 17) und zeigt gleichzeitig, dass p-CREB ein Substrat des PP-1/I-1-
Komplexes ist. In diesen Zellen war der Gehalt an p-CREB héher als in den akut sti-
mulierten eGFP-exprimierenden Fibroblasten, was auf die Anwesenheit von I-1 zu-
rickzuflhren ist. Bereits in den unstimulierten |-1-exprimierenden Zellen lie3 sich im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen ein erhéhtes p-CREB Signal feststellen
(Abb. 17). Die vermehrte Phosphorylierung kam durch die verminderte Aktivitat der
PP-1 zustande. Durch Isoprenalinstimulation konnte anschlieBend synergistisch das
Phosphorylierungsniveau weiter potenziert werden (Abb. 17). Dies geschieht durch die
Aktivitdtszunahme der PKA mit vermehrter Phosphorylierung von CREB aber auch von
I-1 und somit einer Inhibierung der PP-1. Einschrankend sollte an dieser Stelle noch
angemerkt werden, dass eine Normalisierung auf GAPDH und nicht auf CREB er-
folgte, sodass theoretisch auch eine vermehrte Expression von CREB als Ursache fur
das gesteigerte Vorkommen von p-CREB in Betracht gezogen werden kann. Da es
sich allerdings um eine akute Isoprenalinstimulation handelte, erscheint eine ver-
mehrte Synthese von CREB innerhalb von 10 min eher unwahrscheinlich. AuBerdem
gibt es in der Literatur bisher keine Hinweise fUr eine Isoprenalin-vermittelte Induktion
der CREB-Synthese. Die Versuche zur chronischen Isoprenalinstimulation in I-1-ex-
primierenden Fibroblasten ergaben, dass der Effekt des I-1 scheinbar verloren geht,
da kein Unterschied mehr im Phosphorylierungsniveau zwischen den I-1 und den
eGFP-exprimierenden Fibroblasten festgestellt werden konnte. Mdglicherweise kann
der I-1 seine Wirkung nicht mehr entfalten, weil auch er als Teil des B-adrenergen
Systems der Desensitivierung nach chronischer Stimulation unterliegt (Wittkbpper
2011). In den chronisch stimulierten I-1-exprimierenden Zellen konnte kein signifikan-

ter Anstieg von p-I-1 im Vergleich zu den unstimulierten -1 Zellen bestimmt werden.
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Das vermehrte Auftreten von p-I-1 war letztendlich nur eine Folge der vermehrten Ex-
pression von I-1 durch Aktivierung des CMV-Promotors innerhalb des viralen Genkon-
strukts, nicht jedoch die Folge einer Anhebung des Phosphorylierungsniveaus in der
Zelle. Der Quotient von p-I-1 zu Gesamt I-1 blieb nahezu konstant. Eine plausible Er-
klarung fir diese Beobachtung ist die erwahnte Desensitivierung nach chronischer Sti-
mulation. Der I-1 ist ein Bestandteil des B-adrenergen Systems und unterliegt ebenso
einer Phosphorylierung durch die Proteinkinase A. Die Desensitivierung im Herzen ist
bereits bekannt und in der Literatur beschrieben. So gehen erhéhte Katecholaminspie-
gel im Rahmen der Herzinsuffizienz mit einer Abnahme der Phosphorylierung des |-1
einher (ElI-Armouche und Eschenhagen 2009). Dieser Zusammenhang liel3 sich nun

auch hier isoliert in Fibroblasten veranschaulichen.

Im nachsten Schritt sollte erforscht werden, ob eine Modulation der profibrotischen
Parameter durch die Uberexpression des |-1 méglich ist. Theoretisch wére eine star-
kere Suppression zumindest von CTGF im Vorfeld zu erwarten, da in den vorange-
gangenen Versuchen ohne I-1-Uberexpression die CTGF-Syntheserate durch Aktivie-
rung des B-adrenergen Signalweges gesenkt werden konnte (Abb. 12) und der I-1 die
B-adrenerge Signalkaskade zusatzlich verstarkt. Die Auswertung der Versuche lieferte
allerdings keine Hinweise darauf, dass dies auch tatsachlich der Fall ist. Weder die
Detektion von CTGF (Abb. 19) noch von a-SMA (Abb.18) lieBen einen klaren Einfluss
des |-1 vermuten. Flr beide Parameter konnte kein deutlich erkennbarer Unterschied
zwischen den I-1- und den eGFP-exprimierenden Fibroblasten ermittelt werden. Der
einzige entscheidende Faktor fir die Herunterregulation von CTGF war die Isop-
renalinstimulation und zwar unabhéngig von der |-1-Présenz. Die Regulation der
a-SMA-Expression scheint ohnehin komplexer und auch von Kulturbedingungen ab-
hangig zu sein (Roy et al. 2003; Rohr 2011). Die Uberexpression des I-1 als zusétzli-
cher Stimulus ist dem Anschein nach nicht suffizient genug um eine Suppression der
beiden profibrotischen Parameter hervorzurufen. Die Inhibierung der PP-1 scheint un-
ter den vorgegebenen Zellkulturbedingungen also keine ausreichende Wirkung zu ent-
falten, um letztendlich Einfluss auf die Expression des Markers zu nehmen. Als mdgli-
cher Erklarungsansatz fir die Untersuchungsergebnisse kann auch hier die B-adr-
energe Desensitivierung herangezogen werden. Nach chronischer Isoprenalinstimula-

tion wiesen auch die |-1-exprimierenden Fibroblasten ein Rickgang von p-CREB auf
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Basalniveau auf (Abb. 17). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass das vermehrte
Vorhandensein von p-I-1 die Desensitivierung nicht Gberwinden kann. Die Inhibierung
der Expression profibrotischer Parameter wie CTGF und a-SMA wiederum ist eng mit
der Phosphorylierung von CREB verknipft. Die TGF-B1-induzierte Smad-abhangige
Gentranskription wird durch den Transkriptionsfaktor p-CREB blockiert (Schinner et al.
2015). AuBerdem muss berilcksichtigt werden, dass die B-adrenerge Signalkaskade
mit der Phosphorylierung von Phosphoproteinen wie CREB nur eine von mehreren
fibrosehemmden Teilkomponenten darstellt, welche erst durch cAMP aktiviert werden
(Schinner et al. 2015). cAMP entfaltet seine antifibrotische Wirkung dartber hinaus
auch durch die Aktivierung von Epac, welche PKA-unabhangig erfolgt. Es konnten
noch weitere cAMP-vermittelte Prozesse entdeckt werden, die mit einer Fibrosehem-
mung in Verbindung gebracht werden (Schinner et al. 2015) Die Erhéhung der cAMP-
Spiegel erweist sich im Umkehrschluss als wesentlich effektiver als eine bloBe Ver-
starkung des B-adrenergen Signalweges auf Ebene des I-1. Eine Isoprenalingabe be-
wirkt eine solche cAMP-Erhdhung und ist deshalb der I-1-Uberexpression hinsichtlich
der Fibrosehemmung Uberlegen. Zusatzlich wird die I-1-vermittelte Modulation des
Phosphorylierungsniveaus in der Zelle durch die B-adrenerge Desensitivierung nach
chronischer Isoprenalingabe begrenzt.

Insgesamt muss man bei Betrachtung der Daten zusammenfassen, dass der I-1 in den
Fibroblasten scheinbar keine herausragende Rolle im hier untersuchten Fibrose-Mo-
del spielt. Bereits weiter oben im Text wurde geschlussfolgert, dass die B-adrenerge
Aktivierung nur einen kleinen antifibrotischen Beitrag leistet. Sie kann die Restriktion
einer UberschieBenden Fibrosierung beglnstigen, jedoch nicht so sehr die Reparation
nach erfolgter Fibrose. Der I-1 vermag diesen Effekt weder zu steigern noch zu mini-
mieren. In vivo stellt sich die Situation im Herzen ohnehin viel komplexer dar, zumal
die Fibroblasten hier nicht isoliert agieren, sondern stets im Zusammenspiel mit den
Kardiomyozyten.

Schlussendlich konnte in der Dissertation aufgezeigt werden, dass die rezeptorvermit-
telte Aktivierung des B-adrenergen Signalweges durch Isoprenalin fibroseférdernde
Prozesse aufhalten kann. Dieses Prinzip wurde anhand der Suppression von CTGF
nach chronischer Isoprenalinstimulation demonstriert. Bei genauerer Betrachtung liegt
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der Schllssel fur diesen antifibrotischen Effekt in der Erhéhung von cAMP. Diese Zu-
sammenhange kénnten neue Mdglichkeiten fir den Ausbau der antifibrotischen The-
rapie eréffnen. Es bieten sich dabei zwei Ansatzpunkte fur potenzielle Pharmaka. Ne-
ben der Hemmung von CTGF durch spezifische Antikérper ohne Eingriff in die cAMP-
Synthese kénnten cAMP-steigernde Pharmaka flir die Therapie der Fibrose in Erwa-
gung gezogen werden (Duncan et al. 1999). Da die B-rezeptorvermittelte cAMP-Be-
reitstellung dem Prinzip der B-adrenergen Desensitivierung unterliegt, erweist sie sich
eher als begrenzt effektiv in der Fibrosebekampfung. Andererseits kénnte sich die De-
sensitivierung jedoch auch als vorteilhaft herausstellen, da sie insgesamt als adaptiver
Schutzmechanismus eine harmonische Regulierung des B-adrenergen Signalwegs
gewabhrleistet und eine UberschieBende Aktivierung verhindert. Inwieweit die (3-adr-
energe Aktivierung Anwendung in der Therapie der Fibrose findet, bleibt abzuwarten
Therapeutische Ansatze zur Steigerung der cAMP-Spiegel im Herzen existieren be-
reits. So werden PDE-Inhibitoren wie Milrinon kurzzeitig zur Verbesserung der Schlag-
kraft des Herzens im Rahmen der akuten Herzinsuffizienz eingesetzt. Ihre Anwendung
zur Behandlung oder Verhinderung der Fibrose ist jedoch nicht umsetzbar, da eine
dauerhafte cAMP-Steigerung im Rahmen der Herzinsuffizienz kontraproduktiv ist. In-
folge des cAMP-Anstiegs kommt es neben der positiven Inotropie auch unverweiger-
lich zur positiven Chrono- und Lusitropie, was mit einer erhdhten Mortalitdt assoziert
ist (Mika et al. 2012). Jedoch bietet die antifibrotische Wirkung von cAMP gegebenen-
falls in anderen Organsystemen therapeutische Mdglichkeiten. Das CTGF als thera-
peutisches Ziel ist deshalb so vielversprechend, weil es als nachgeschalteter Mediator
von TGF-B1 viele seiner profibrotischen Effekte bezlglich der Fibroblastenproliferation
und Synthese der EZM imitiert (Grotendorst 1997), jedoch andere wichtige Eigen-
schaften von TGF-B1 nicht kopiert. Eine Modulation von CTGF zur Behandlung der
Fibrose waére therapeutisch gesehen viel spezifischer als beispielsweise eine Aus-
schaltung von TGF-B1. Zudem entnehmen Duncan und Kollegen ihren Daten, dass die
durch TGF-Bi-angestoBBene Kollagensynthese auch tber CTGF-unabhangige Mecha-
nismen ihren Weg nimmt, sodass durch cAMP-Erhéhung oder CTGF-Blockierung die-
ser Weg der Kollagensynthese unberihrt bleibt und so ein gesundes Gleichgewicht
zwischen Auf- und Abbau des Kollagens hergestellt werden kann (Duncan et al. 1999).

114



7. Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

Agarwal C, Britton ZT, Alaseirlis DA, Li Y, Wang JH (2006): Healing and normal fibroblasts exhibit diffe-
rential proliferation, collagen production, alpha-SMA expression, and contraction. Ann Biomed Eng

34(4), 653-9

Aitken A, Cohen P (1982): Isolation and characterisation of active fragments of protein phosphatase

inhibitor-1 from rabbit skeletal muscle. FEBS Lett 147(1), 54-8

Anderson KR, Sutton MG, Lie JT (1979): Histopathological types of cardiac fibrosis in myocardial dise-
ase. J Pathol 128, 79-85

Ardnguiz-Urroz P, Canales J, Copaja M, Troncoso R, Vicencio JM, Carrillo C, Lara H, Lavandero S, Diaz-
Araya G (2011): Beta(2)-adrenergic receptor regulates cardiac fibroblast autophagy and collagen de-
gradation. Biochim Biophys Acta 1812(1), 23-31

Babic AM, Chen CC, Lau LF (1999): Fisp12/mouse connective tissue growth factor mediates endothelial
cell adhesion and migration through integrin alphavbeta3, promotes endothelial cell survival, and in-

duces angiogenesis in vivo. Mol Cell Biol 19(4), 2958-66

Banerjee |, Fuseler JW, Price RL, Borg TK, Baudino TA (2007): Determination of cell types and numbers
during cardiac development in the neonatal and adult rat and mouse. Am J Physiol Heart Circ Physiol

293(3), H1883-91

Baudino TA, Carver W, Giles W, Borg TK (2006): Cardiac fibroblasts: friend or foe? Am J Physiol Heart
Circ Physiol 291(3), H1015-26

Baum J, Duffy HS (2011): Fibroblasts and myofibroblasts: what are we talking about? J Cardiovasc Phar-
macol 57(4), 376-9

Beningo KA, Dembo M, Wang YL (2004): Responses of fibroblasts to anchorage of dorsal extracellular
matrix receptors. Proc Natl Acad Sci U S A 101(52), 18024-9

Benovic JL, Bouvier M, Caron MG, Lefkowitz RJ (1988): Regulation of adenylyl cyclase-coupled beta-

adrenergic receptors. Annu Rev Cell Biol 4, 405-28

Bishop JE, Lindahl G (1999): Regulation of cardiovascular collagen synthesis by mechanical load. Car-

diovasc Res 42(1), 27-44

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Agarwal%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16568347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Britton%20ZT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16568347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Alaseirlis%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16568347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Li%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16568347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16568347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Healing+and+Normal+Fibroblasts+Exhibit+Differential+Proliferation%2C+Collagen+Production%2C+%CE%B1-SMA+Expression%2C+and+Contraction
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aitken%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7140990
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7140990
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isolation+and+characterisation+of+active+fragments+of+protein+phosphatase+inhibitor-1+from+rabbit+skeletal+muscle
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ar%C3%A1nguiz-Urroz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Canales%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Copaja%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Troncoso%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vicencio%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carrillo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lara%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lavandero%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADaz-Araya%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADaz-Araya%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20637865
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Babic%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10082563
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10082563
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10082563
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fisp12%2Fmouse+connective+tissue+growth+factor+mediates+endothelial+cell+adhesion+and+migration+through+integrin+alphavbeta3%2C+promotes+endothelial+cell+survival%2C+and+induces+angiogenesis+in+vivo
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Banerjee%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604329
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fuseler%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604329
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Price%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604329
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borg%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604329
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baudino%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604329
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Determination+of+cell+types+and+numbers+during+cardiac+development+in+the+neonatal+and+adult+rat+and+mouse
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baudino%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16617141
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carver%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16617141
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giles%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16617141
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borg%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16617141
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28Cardiac%20fibroblasts%3A%20friend%20or%20foe%3F%29%29%20AND%20Baudino%5BAuthor%5D
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28Cardiac%20fibroblasts%3A%20friend%20or%20foe%3F%29%29%20AND%20Baudino%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Baum%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297493
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Duffy%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297493
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beningo%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15601776
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dembo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15601776
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20YL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15601776
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Responses+of+fibroblasts+to+anchorage+of+dorsal+extracellular+matrix+receptors.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benovic%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2848553
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouvier%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2848553
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caron%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2848553
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lefkowitz%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2848553
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2848553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bishop%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10434993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindahl%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10434993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10434993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10434993

7. Literaturverzeichnis

Bosman FT, Stamenkovic | (2003): Functional structure and composition of the extracellular matrix.

J Pathol 200(4), 423-8

Bouvier M, Hnatowich M, Collins S, Kobilka BK, Deblasi A, Lefkowitz RJ, Caron MG (1988): Expression
of a human cDNA encoding the beta 2-adrenergic receptor in Chinese hamster fibroblasts (CHW): func-

tionality and regulation of the expressed receptors. Mol Pharmacol 33(2), 133-9

Bradford MM (1976): A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of

protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72, 248-54

Bradham DM, lgarashi A, Potter RL, Grotendorst GR (1991): Connective tissue growth factor: a cys-
teine-rich mitogen secreted by human vascular endothelial cells is related to the SRC-induced imme-

diate early gene product CEF-10. J Cell Biol 114(6), 1285-94

Braz JC, Gregory K, Pathak A, Zhao W, Sahin B, Klevitsky R, Kimball TF, Lorenz JN, Nairn AC, Liggett SB
(2004): PKC-alpha regulates cardiac contractility and propensity toward heart failure. Nat Med 10(3),
248-54

Bristow MR (2000): beta-adrenergic receptor blockade in chronic heart failure. Circulation 8 101(5),

558-69

Bristow MR, Ginsburg R, Umans V, Fowler M, Minobe W, Rasmussen R, Zera P, Menlove R, Shah P,
Jamieson S, et al. (1986): Beta 1- and beta 2-adrenergic-receptor subpopulations in nonfailing and fai-
ling human ventricular myocardium: coupling of both receptor subtypes to muscle contraction and

selective beta 1-receptor down-regulation in heart failure. Circ Res 59(3), 297-309

Brown RD, Ambler SK, Mitchell MD, Long CS (2005): The cardiac fibroblast: therapeutic target in myo-

cardial remodeling and failure. Annu Rev Pharmacol Toxicol 45, 657-87

Camelliti P, Borg TK, Kohl P (2005): Structural and functional characterisation of cardiac fibroblasts.

Cardiovasc Res 65(1), 40-51

Campbell SE, Katwa LC (1997): Angiotensin Il stimulated expression of transforming growth factor-

betal in cardiac fibroblasts and myofibroblasts. J Mol Cell Cardiol 29(7), 1947-58

Chan EC, Dusting GJ, Guo N, Peshavariya HM, Taylor CJ, Dilley R, Narumiya S, Jiang F (2010): Prostacyc-

lin receptor suppresses cardiac fibrosis: role of CREB phosphorylation. J Mol Cell Cardiol 49(2), 176-85

116


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bosman%20FT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stamenkovic%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12845610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouvier%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hnatowich%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collins%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kobilka%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deblasi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lefkowitz%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caron%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2828911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Expression+of+a+human+cDNA+encoding+the+beta+2-adrenergic+receptor+in+Chinese+hamster+fibroblasts+%28CHW%29%3A+functionality+and+regulation+of+the+expressed+receptors.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Bradford%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=942051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/942051
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bradham%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1654338
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Igarashi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1654338
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Potter%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1654338
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1654338
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1654338
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Braz%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gregory%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pathak%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sahin%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klevitsky%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimball%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lorenz%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nairn%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liggett%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14966518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PKC-alpha+regulates+cardiac+contractility+andpropensity+toward+heart+failure
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Bristow%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10662755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/10662755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Bristow%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Ginsburg%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Umans%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Fowler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Minobe%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Rasmussen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Zera%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Menlove%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Shah%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Jamieson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/2876788
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15822192
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ambler%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15822192
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitchell%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15822192
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Long%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15822192
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28The%20cardiac%20fibroblast%3A%20therapeutic%20target%20in%20myocardial%20remodeling%20and%20failure%29%29%20AND%20Brown%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camelliti%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15621032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borg%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15621032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kohl%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15621032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15621032
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campbell%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9236148
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katwa%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9236148
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angiotensin+II+stimulated+expression+of+transforming+growth+factor-beta+1+in+cardiac+fibroblasts+and+myofibroblasts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dusting%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peshavariya%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dilley%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narumiya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20403362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20403362

7. Literaturverzeichnis

Chen Y, Segarini P, Raoufi F, Bradham D, Leask A (2001): Connective tissue growth factor is secreted
through the Golgi and is degraded in the endosome. Exp Cell Res 15 271(1), 109-17

Choi DJ, Koch WJ, Hunter JJ, Rockman HA (1997): Mechanism of beta-adrenergic receptor desensitiza-

tion in cardiac hypertrophy is increased beta-adrenergic receptor kinase. J Biol Chem 272(27), 17223-9

Chow BS, Chew EG, Zhao C, Bathgate RA, Hewitson TD, Samuel CS (2012): Relaxin signals through a
RXFP1-pERK-nNOS-NO-cGMP-dependent pathway to up-regulate matrix metalloproteinases: the ad-
ditional involvement of iNOS. PLoS One 7(8), e42714

Cohen PT(1988): Two isoforms of protein phosphatase 1 may be produced from the same gene. FEBS
Lett 232(1), 17-23

Cohn N, Ferrari R, Sharpe N (2000): Cardiac remodeling--concepts and clinical implications: a consen-
sus paper from an international forum on cardiac remodeling. Behalf of an International Forum on

Cardiac Remodeling. ] Am Coll Cardiol 35(3), 569-82

Connor JH, Frederick D, Huang Hb, Yang J, Helps NR, Cohen PT, Nairn AC, DePaoli-Roach A, Tatchell K,
Shenolikar S (2000): Cellular mechanisms regulating protein phosphatase-1. A key functional interac-
tion between inhibitor-2 and the type 1 protein phosphatase catalytic subunit. J Biol Chem 275(25),
18670-5

Corda S, Samuel JL, Rappaport L (2000): Extracellular matrix and growth factors during heart growth.
Heart Fail Rev 5(2), 119-30

Cowie MR, Mosterd A, Wood DA, Deckers JW, Poole-Wilson PA, Sutton GC, Grobbee DE (1997): The
epidemiology of heart failure. Eur Heart J 18(2), 208-25

Daniels A, van Bilsen M, Goldschmeding R, van der Vusse GJ, van Nieuwenhoven FA (2009): Connective

tissue growth factor and cardiac fibrosis. Acta Physiol (Oxf) 195(3), 321-38

Darby |, Skalli O, Gabbiani G (1990): Alpha-smooth muscle actin is transiently expressed by myo-
fibroblasts during experimental wound healing. Alpha-smooth muscle actin is transiently expressed by

myofibroblasts during experimental wound healing. Lab Invest 63(1), 21-9

117


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11697887
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Segarini%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11697887
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raoufi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11697887
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bradham%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11697887
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leask%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11697887
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Connective+tissue+growth+factor+is+secreted+through+the+Golgi+and+is+degraded+in+the+endosome.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9202046
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koch%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9202046
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hunter%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9202046
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rockman%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9202046
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9202046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Chow%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22936987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Chew%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22936987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Zhao%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22936987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Bathgate%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22936987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Hewitson%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22936987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Samuel%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22936987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Relaxin+signals+through+a+RXFP1-pERK-nNOS-NO-cGMP-dependent+pathway+to+up-regulate+matrix+metalloproteinases%3A+the+additional+involvement+of+iNOS
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Cohen%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2835264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/2835264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/2835264
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohn%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10716457
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferrari%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10716457
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharpe%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10716457
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10716457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Connor%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Frederick%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Huang%20Hb%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Yang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Helps%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Cohen%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Nairn%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=DePaoli-Roach%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Tatchell%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Shenolikar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10748125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Cellular+Mechanisms+Regulating+Protein+Phosphatase-1+A+KEY+FUNCTIONAL+INTERACTION+BETWEEN+INHIBITOR-2+AND+THE+TYPE+1+PROTEIN+PHOSPHATASE+%E2%80%A6
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16228139
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Samuel%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16228139
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rappaport%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16228139
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16228139
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cowie%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mosterd%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wood%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deckers%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poole-Wilson%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sutton%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grobbee%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28the%20epidemiology%20of%20heart%20failure%29%20AND%20cowie%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%221997%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%221997%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Daniels%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19040711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=van%20Bilsen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19040711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Goldschmeding%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19040711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=van%20der%20Vusse%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19040711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=van%20Nieuwenhoven%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19040711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed?term=%28%28%28Connective%20tissue%20growth%20factor%20and%20cardiac%20fibrosis%29%29%20AND%20Daniels%5BAuthor%5D%29%20AND%20Van%20Bilsen%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Darby%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2197503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skalli%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2197503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabbiani%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2197503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2197503?dopt=Abstract

7. Literaturverzeichnis

Davies SP, Hawley SA, Woods A, Carling D, Haystead TA, Hardie DG (1994): Purification of the AMP-
activated protein kinase on ATP-gamma-sepharose and analysis of its subunit structure. Eur J Biochem

223(2), 351-7

Desmouliere A, Chaponnier C, Gabbiani G (2005): Tissue repair, contraction, and the myofibroblast.

Wound Repair Regen 13(1), 7-12

Devic E, Xiang Y, Gould D, Kobilka B (2001): Beta-adrenergic receptor subtype-specific signaling in car-

diac myocytes from beta(1) and beta(2) adrenoceptor knockout mice. Mol Pharmacol 60(3), 577-83

Doughty RN, Rodgers A, Sharpe N, MacMahon S (1997): Effects of beta-blocker therapy on mortality
in patients with heart failure. A systematic overview of randomized controlled trials. Eur Heart J

18(4):560-5

D'Souza KM, Malhotra R, Philip JL, Staron ML, Theccanat T, Jeevanandam V, Akhter SA (2011): G pro-
tein-coupled receptor kinase-2 is a novel regulator of collagen synthesis in adult human cardiac fib-

roblasts. J Biol Chem 286(17), 15507-16

Duncan MR1, Frazier KS, Abramson S, Williams S, Klapper H, Huang X, Grotendorst GR (1999): Connec-
tive tissue growth factor mediates transforming growth factor beta-induced collagen synthesis: down-

regulation by cAMP. FASEB J 13(13), 1774-86

Eghbali M (1992): Cardiac fibroblasts: function, regulation of gene expression, and phenotypic modu-

lation. Basic Res Cardiol 2, 183-9

El-Armouche A, Eschenhagen T (2009): Beta-adrenergic stimulation and myocardial function in the fai-

ling heart. Heart Fail Rev 14(4), 225-41

El-Armouche A, Rau T, Zolk O, Ditz D, Pamminger T, Zimmermann WH, Jackel E, Harding SE, Boknik P,
Neumann J, Eschenhagen T (2003): Evidence for protein phosphatase inhibitor-1 playing an amplifier

role in beta-adrenergic signaling in cardiac myocytes. FASEB J 17(3), 437-9

El-Armouche A, Pamminger T, Ditz D, Zolk O, Eschenhagen T (2004): Decreased protein and phospho-
rylation level of the protein phosphatase inhibitor-1 in failing human hearts. Cardiovasc Res 61(1), 87-

93

118


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Davies%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8055903
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hawley%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8055903
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Woods%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8055903
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carling%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8055903
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haystead%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8055903
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hardie%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8055903
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8055903?dopt=Abstract
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Desmouli%C3%A8re%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15659031
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chaponnier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15659031
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabbiani%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15659031
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15659031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devic%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11502890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11502890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gould%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11502890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobilka%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11502890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11502890
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doughty%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129883
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodgers%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129883
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharpe%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129883
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MacMahon%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129883
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9129883
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%27Souza%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malhotra%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Philip%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Staron%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Theccanat%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeevanandam%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akhter%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21357420
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G+Protein-coupled+Receptor+Kinase-2+Is+a+Novel+Regulator+of+Collagen+Synthesis+in+Adult+Human+Cardiac+Fibroblasts*
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duncan%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frazier%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abramson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klapper%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10506580
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Connective+tissue+growth+factor+mediates+transforming+growth+factor+beta-induced+collagen+synthesis%3A+down-regulation+by+cAMP.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eghbali%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1299209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1299209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19110970
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19110970
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19110970
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rau%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zolk%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ditz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pamminger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmermann%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=J%C3%A4ckel%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harding%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boknik%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neumann%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12514122
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14732205
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pamminger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14732205
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ditz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14732205
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zolk%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14732205
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14732205
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Decreased+protein+and+phosphorylation+level+of+the+protein+phosphatase+inhibitor-1+in+failing+human+hearts.

7. Literaturverzeichnis

El-Armouche A, Bednorz A, Pamminger T, Ditz D, Didié M, Dobrev D, Eschenhagen T (2006): Role of
calcineurin and protein phosphatase-2A in the regulation of phosphatase inhibitor-1 in cardiac my-

ocytes. Biochem Biophys Res Commun 4 346(3), 700-6

El-Armouche A, Gocht F, Jaeckel E, Wittkdpper K, Peeck M, Eschenhagen T (2007): Long-term beta-
adrenergic stimulation leads to downregulation of protein phosphatase inhibitor-1 in the heart. Eur J

Heart Fail 9(11), 1077-80

El-Armouche A, Wittkdpper K, Degenhardt F, Weinberger F, Didié M, Melnychenko I, Grimm M, Peeck
M, Zimmermann WH, Unséld B, Hasenfuss G, Dobrev D, Eschenhagen T (2008): Phosphatase inhibitor-
1-deficient mice are protected from catecholamine-induced arrhythmias and myocardial hypertrophy.

Cardiovasc Res 80(3):396-406

Elbrecht A, DiRenzo J, Smith RG, Shenolikar S (1990): Molecular cloning of protein phosphatase inhi-

bitor-1 and its expression in rat and rabbit tissues. J Biol Chem 265(23), 13415-8

Engelhardt S, B6hm M, Erdmann E, Lohse MJ (1996): Analysis of beta-adrenergic receptor mRNA levels
in human ventricular biopsy specimens by quantitative polymerase chain reactions: progressive reduc-

tion of beta 1-adrenergic receptor mRNA in heart failure. ] Am Coll Cardiol 27(1), 146-54

Entcheva E, Bien H (2009): Mechanical and spatial determinants of cytoskeletal geodesic dome forma-

tion in cardiac fibroblasts. Integr Biol (Camb) 1(2), 212-9

Eschenhagen T (2008): Beta-adrenergic signaling in heart failure-adapt or die. Nat Med 14(5), 485-7

Eto M, Kitazawa T, Brautigan DL (2004): Phosphoprotein inhibitor CPI-17 specificity depends on allos-
teric regulation of protein phosphatase-1 by regulatory subunits. Proc Natl Acad Sci U S A 101(24),
8888-93

Fan YH, Dong H, Pan Q, Cao YJ, Li H, Wang HC (2011): Notch signaling may negatively regulate neonatal
rat cardiac fibroblast-myofibroblast transformation. Physiol Res 60(5), 739-48

Feng XH, Derynck R (2005): Specificity and versatility in tgf-beta signaling through Smads. Annu Rev
Cell Dev Biol 21, 659-93

Flather MD, Yusuf S, Kgber L, Pfeffer M, Hall A, Murray G, Torp-Pedersen C, Ball S, Pogue J, Moyé L,

Braunwald E (2000): Long-term ACE-inhibitor therapy in patients with heart failure or left-ventricular

119


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bednorz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pamminger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ditz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Didi%C3%A9%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobrev%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16774736
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Role+of+calcineurin+and+protein+phosphatase-2A+in+the+regulation+of+phosphatase+inhibitor-1+in+cardiac+myocytes
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17921049
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gocht%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17921049
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jaeckel%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17921049
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wittk%C3%B6pper%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17921049
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peeck%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17921049
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17921049
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Long-term+%CE%B2-adrenergic+stimulation+leads+to+downregulation+of+protein+phosphatase+inhibitor-1+in+the+heart.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Long-term+%CE%B2-adrenergic+stimulation+leads+to+downregulation+of+protein+phosphatase+inhibitor-1+in+the+heart.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wittk%C3%B6pper%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Degenhardt%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinberger%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Didi%C3%A9%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melnychenko%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grimm%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peeck%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peeck%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmermann%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uns%C3%B6ld%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hasenfuss%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobrev%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18689792
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elbrecht%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1696252
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=DiRenzo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1696252
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1696252
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shenolikar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1696252
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molecular+cloning+of+protein+phosphatase+inhibitor-1+and+its+expression+in+rat+and+rabbit+tissues
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Engelhardt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8522688
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%B6hm%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8522688
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Erdmann%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8522688
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lohse%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8522688
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Analysis+of+%CE%B2-adrenergic+receptor+mRNA+levels+in+human+ventricular+biopsy+specimens+by+quantitative+polymerase+chain+reactions
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Entcheva%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20023805
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bien%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20023805
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28%28entcheva%5BAuthor%5D%29%20AND%20bien%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%222009%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%222009%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20actin
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18463653
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28%CE%B2-adrenergic%20signaling%20in%20heart%20failure%E2%80%94adapt%20or%20die%29%29%20AND%20Eschenhagen%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Eto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15184667
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Kitazawa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15184667
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Brautigan%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15184667
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Phosphoprotein+inhibitor+CPI-17+specificity+depends+on+allosteric+regulation+of+protein+phosphatase-1+by+regulatory+subunits
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fan%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21812518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dong%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21812518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pan%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21812518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cao%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21812518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21812518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21812518
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Notch+Signaling+May+Negatively+Regulate+Neonatal+Rat+Cardiac+Fibroblast-Myofibroblast+Transformation
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Feng%20XH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16212511
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Derynck%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16212511
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16212511?dopt=Abstract&holding=npg
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16212511?dopt=Abstract&holding=npg
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Flather%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yusuf%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%B8ber%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pfeffer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hall%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murray%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torp-Pedersen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ball%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pogue%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moy%C3%A9%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Braunwald%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821360

7. Literaturverzeichnis

dysfunction: a systematic overview of data from individual patients. ACE-Inhibitor Myocardial Infarc-

tion Collaborative Group. Lancet 355(9215), 1575-81

Frazier K, Williams S, Kothapalli D, Klapper H, Grotendorst GR (1996): Stimulation of fibroblast cell
growth, matrix production, and granulation tissue formation by connective tissue growth factor. J In-

vest Dermatol 107(3), 404-11

Gancedo JM (2013). Biological roles of cAMP: variations on a theme in the different kingdoms of life.

Biol Rev Camb Philos Soc 88(3), 645-68

Gerzanich V, lvanova S, Simard JM (2003): Early pathophysiological changes in cerebral vessels predis-

posing to stroke. Clin Hemorheol Microcirc 29(3-4), 291-4

Go AS, Mozaffarian D, Roger VL, Benjamin EJ, Berry JD, Borden WB, Bravata DM, Dai S, Ford ES, Fox CS,
Franco S (2013): Heart disease and stroke statistics-2013 update: a report from the American Heart

Association. Circulation 127(1), e6-e245

Goffin JM, Pittet P, Csucs G, Lussi JW, Meister JJ, Hinz B (2006): Focal adhesion size controls tension-

dependent recruitment of alpha-smooth muscle actin to stress fibers. J Cell Biol 172(2), 259-68

Goto H, Yang B, Petersen D, Pepper KA, Alfaro PA, Kohn DB, Reynolds CP (2003): Transduction of green
fluorescent protein increased oxidative stress and enhanced sensitivity to cytotoxic drugs in neu-

roblastoma cell lines. Mol Cancer Ther 2(9), 911-7

Gray MO, Long CS, Kalinyak JE, Li HT, Karliner JS (1998): Angiotensin Il stimulates cardiac myocyte hy-
pertrophy via paracrine release of TGF-beta 1 and endothelin-1 from fibroblasts. Cardiovasc Res 40(2),

352-63

Grotendorst GR (1997): Connective tissue growth factor: a mediator of TGF-beta action on fibroblasts.

Cytokine Growth Factor Rev 8(3), 171-9

Grotendorst GR, Rahmanie H, Duncan MR (2004): Combinatorial signaling pathways determine fib-
roblast proliferation and myofibroblast differentiation. FASEB J 18(3), 469-79

Gupta RC, Neumann J, Watanabe AM, Lesch M, Sabbah HN (1996): Evidence for presence and hormo-
nal regulation of protein phosphatase inhibitor-1 in ventricular cardiomyocyte. Am J Physiol

270(4 Pt 2), H1159-64

120


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10821360
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frazier%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8751978
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8751978
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kothapalli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8751978
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klapper%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8751978
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8751978
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8751978
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8751978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Gancedo%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23356492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/23356492
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerzanich%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14724353
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ivanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14724353
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simard%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14724353
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28Gerzanich%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%222003%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%222003%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20CREB
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Go%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mozaffarian%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roger%20VL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benjamin%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berry%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borden%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bravata%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dai%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ford%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fox%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franco%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23239837
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goffin%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401722
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pittet%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401722
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Csucs%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401722
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lussi%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401722
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meister%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401722
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hinz%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401722
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Focal+adhesion+size+249+controls+tension-dependent+recruitment+of+alpha-smooth+muscle+actin+to+stress+fibers
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petersen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pepper%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alfaro%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kohn%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reynolds%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14555710
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gray%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9893729
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Long%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9893729
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kalinyak%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9893729
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9893729
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karliner%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9893729
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angiotensin+II+stimulates+cardiac+myocyte+hypertrophy+via+paracrine+release+of+TGF-beta+1+and+endothelin-1+from+fibroblasts
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9462483
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9462483
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15003992
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rahmanie%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15003992
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duncan%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15003992
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15003992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8967352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neumann%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8967352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watanabe%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8967352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lesch%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8967352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sabbah%20HN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8967352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evidence+for+presence+and+hormonal+regulation+of+protein+phosphatase+inhibitor-1+in+ventricular+cardiomyocyte

7. Literaturverzeichnis

Gupta RC, Mishra S, Rastogi S, Imai M, Habib O, Sabbah HN (2003): Cardiac SR-coupled PP1 activity and
expression are increased and inhibitor 1 protein expression is decreased in failing hearts. Am J Physiol

Heart Circ Physiol 285(6), H2373-81

Gustafsson AB, Brunton LL (2000): beta-adrenergic stimulation of rat cardiac fibroblasts enhances in-
duction of nitric-oxide synthase by interleukin-1beta via message stabilization. Mol Pharmacol 58(6),

1470-8

Hakkinen KM, Harunaga JS, Doyle AD, Yamada KM (2011): Direct comparisons of the morphology, mig-
ration, cell adhesions, and actin cytoskeleton of fibroblasts in four different three-dimensional

extracellular matrices. Tissue Eng Part A 17(5-6), 713-24

Hamm HE (1998) The many faces of G protein signaling. J Biol Chem 273(2), 669-72

Hausdorff WP, Caron MG, Lefkowitz RJ (1990): Turning off the signal: desensitization of beta-adrener-
gic receptor function. FASEB J 4(11), 2881-9

He, B. and G. F. Weber (2004): Synergistic activation of the CMV promoter by NF-kappaB P50 and PKG.
Biochem Biophys Res Commun 321, 13-20

Hinz B, Celetta G, Tomasek JJ, Gabbiani G, Chaponnier C (2001): Alpha-smooth muscle actin expression
upregulates fibroblast contractile activity. Mol Biol Cell 12(9), 2730-41

Huang FL, Glinsmann WH (1978): Separation and characterization of two phosphorylase phosphatase

inhibitors from rabbit skeletal muscle. Eur J Biochem 70(2), 419-26

Huang SK, Wettlaufer SH, Chung J, Peters-Golden M (2008): Prostaglandin E2 inhibits specific lung fib-

roblast functions via selective actions of PKA and Epac-1. Am J Respir Cell Mol Biol 39(4), 482-9

leda M, Tsuchihashi T, Ivey KN, Ross RS, Hong TT, Shaw RM, Srivastava D (2010): Cardiac fibroblasts

regulate myocardial proliferation through betal integrin signaling. Dev Cell 16(2), 233-44

Igarashi A, Nashiro K, Kikuchi K, Sato S, Ihn H, Grotendorst GR, Takehara K (1995): Significant correla-
tion between connective tissue growth factor gene expression and skin sclerosis in tissue sections from

patients with systemic sclerosis. J Invest Dermatol 105(2), 280-4

Ignotz RA, Massagué J (1986): Transforming growth factor-beta stimulates the expression of fibronec-

tin and collagen and their incorporation into the extracellular matrix. J Biol Chem 261(9), 4337-45

121


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gupta%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mishra%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rastogi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Imai%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Habib%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sabbah%20HN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14613911
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14613911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Gustafsson%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11093787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Brunton%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11093787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/11093787
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hakkinen%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20929283
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harunaga%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20929283
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doyle%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20929283
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamada%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20929283
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20929283
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamm%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9422713
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9422713
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausdorff%20WP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2165947
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caron%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2165947
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lefkowitz%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2165947
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turning+off+the+signal%3A+desensitization+of+beta-adrenergic+receptor+function
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hinz%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11553712
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Celetta%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11553712
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tomasek%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11553712
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabbiani%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11553712
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chaponnier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11553712
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11553712
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=188646
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glinsmann%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=188646
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Separation+and+characterization+of+two+phosphorylase+phosphatase+inhibitors+from+rabbit+skeletal+muscle
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Huang%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18421013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wettlaufer%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18421013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Chung%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18421013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Peters-Golden%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18421013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=PKA+and+Epac-1+in+PGE2+inhibition+of+fibroblasts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Ieda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Tsuchihashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Ivey%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Ross%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Hong%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Shaw%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Srivastava%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19217425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed?term=%28%28Tsuchihashi%5BAuthor%5D%29%20AND%20Ivey%5BAuthor%5D%29%20AND%20Ross%5BAuthor%5D
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Igarashi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nashiro%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kikuchi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sato%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ihn%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takehara%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7636314
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ignotz%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3456347
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Massagu%C3%A9%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3456347
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3456347

7. Literaturverzeichnis

lhn H (2002): Pathogenesis of fibrosis: role of TGF-beta and CTGF. Curr Opin Rheumatol 14(6), 681-5

Insel PA, Murray F, Yokoyama U, Romano S, Yun H, Brown L, Snead A, Lu D, Aroonsakool N (2012):
cAMP and Epac in the regulation of tissue fibrosis. Br J Pharmacol 166(2), 447-56

Isenberg G, Kazanski V, Kondratev D, Gallitelli MF, Kiseleva |, Kamkin A (2003): Differential effects of
stretch and compression on membrane currents and [Na+]c in ventricular myocytes. Prog Biophys Mol

Biol 82(1-3), 43-56

lyer RB, Koritz SB, Kirchberger MA (1988): A regulation of the level of phosphorylated phospholamban

by inhibitor-1 in rat heart preparations in vitro. Mol Cell Endocrinol 55(1), 1-6

Jedsadayanmata A, Chen CC, Kireeva ML, Lau LF, Lam SC (1999): Activation-dependent adhesion of
human platelets to Cyr61 and Fisp12/mouse connective tissue growth factor is mediated through in-

tegrin alpha(llb)beta(3). J Biol Chem 274(34), 24321-7

Kamkin A, Kiseleva |, Isenberg G, Wagner KD, Giinther J, Theres H, Scholz H (2003): Cardiac fibroblasts
and the mechano-electric feedback mechanism in healthy and diseased hearts. Prog Biophys Mol Biol

82(1-3), 111-20

Kannel WB, Ho K, Thom T (1994): Changing epidemiological features of cardiac failure. Br Heart J
72(2 Suppl), S3-9

Kapur NK, Wilson S, Yunis AA, Qiao X, Mackey E, Paruchuri V, Baker C, Aronovitz MJ, Karumanchi SA,
Letarte M, Kass DA, Mendelsohn ME, Karas RH (2012): Reduced endoglin activity limits cardiac fibrosis

and improves survival in heart failure. Circulation 125(22), 2728-38

Kessler D, Dethlefsen S, Haase |, Plomann M, Hirche F, Krieg T, Eckes B (2001): Fibroblasts in mechani-

cally stressed collagen lattices assume a "synthetic" phenotype. J Biol Chem 276(39), 36575-85

Kindermann M (2007): How to diagnose diastolic heart failure: a consensus statement on the diagnosis
of heart failure with normal left ventricular ejection fraction by the Heart Failure and Echocardiography

Associations of the European Society of Cardiology. Eur Heart J 28(21), 2686

Kitzman DW, Higginbotham MB, Cobb FR, Sheikh KH, Sullivan MJ (1991): Exercise intolerance in pati-
ents with heart failure and preserved left ventricular systolic function: failure of the Frank-Starling me-

chanism. J Am Coll Cardiol 17(5), 1065-72

122


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ihn%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12410091
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12410091
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Insel%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murray%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yokoyama%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Romano%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yun%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Snead%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aroonsakool%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22233238
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=cAMP+and+Epac+in+the+regulation+of+tissue+fibrosis.+Insel+PA1
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Isenberg%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kazanski%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kondratev%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gallitelli%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kiseleva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kamkin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12732267
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iyer%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2834240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koritz%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2834240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kirchberger%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2834240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+regulation+of+the+level+of+phosphorylated+phospholamban+by+inhibitor-1+in+rat+heart+preparations+in+vitro
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jedsadayanmata%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10446209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10446209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kireeva%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10446209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10446209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lam%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10446209
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Activation-dependent+adhesion+of+human+platelets+to+Cyr61+and+Fisp12%2Fmouse+connective+tissue+growth+factor+is+mediated+through+integrin+alpha%28IIb%29beta
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kamkin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kiseleva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Isenberg%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wagner%20KD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%BCnther%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Theres%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scholz%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12732272
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardiac+fibroblasts+and+the+mechano-electric+feedback+mechanism+in+healthy+and+diseased+hearts
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kannel%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7946754
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ho%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7946754
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thom%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7946754
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28kannel%5BAuthor%5D%29%20AND%20changing%20epidemiological%20features%20of%20heart%20failur
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kapur%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yunis%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qiao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mackey%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paruchuri%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baker%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aronovitz%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karumanchi%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Letarte%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kass%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mendelsohn%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karas%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22592898
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reduced+Endoglin+Activity+Limits+Cardiac+Fibrosis+and+Improves+Survival+in+Heart+Failure
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kessler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dethlefsen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haase%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plomann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirche%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krieg%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eckes%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11468280
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fibroblasts+in+mechanically+stressed+collagen+lattices+assume+a+%E2%80%9Csynthetic%E2%80%9D+phenotype
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kindermann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17804400
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17804400
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kitzman%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2007704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higginbotham%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2007704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cobb%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2007704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sheikh%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2007704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sullivan%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2007704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Exercise+intolerance+in+patients+with+heart+failure+and+preserved+left+ventricular+systolic+function%3A+Failure+of+the+Frank-Starling+mechanism

7. Literaturverzeichnis

Kiuchi K, Shannon RP, Komamura K, Cohen DJ, Bianchi C, Homcy CJ, Vatner SF, Vatner DE (1993): My-
ocardial beta-adrenergic receptor function during the development of pacing-induced heart failure.

J Clin Invest 91(3), 907-14

Kolodsick JE, Peters-Golden M, Larios J, Toews GB, Thannickal VJ, Moore BB (2003): Prostaglandin E2
inhibits fibroblast to myofibroblast transition via E. prostanoid receptor 2 signaling and cyclic adeno-

sine monophosphate elevation. Am J Respir Cell Mol Biol 29(5):537-44

Kothapalli D, Hayashi N, Grotendorst GR (1998): Inhibition of TGF-beta-stimulated CTGF gene expres-
sion and anchorage-independent growth by cAMP identifies a CTGF-dependent restriction point in the

cell cycle. FASEB J 12(12), 1151-61

Krenning G, Zeisberg EM, Kalluri R (2010): The origin of fibroblasts and mechanism of cardiac fibrosis.

J Cell Physiol 225(3), 631-7

Laemmli UK (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage

T4. Nature 227(5259), 680-5

Lamyel F, Warnken-Uhlich M, Seemann WK, Mohr K, Kostenis E, Ahmedat AS, Smit M, Gosens R, Meurs
H, Miller-Larsson A, Racké K (2011): The B2-subtype of adrenoceptors mediates inhibition of pro-fib-

rotic events in human lung fibroblasts. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 384(2), 133-45

Lau YH, Robinson RB, Rosen MR, Bilezikian JP (1980): Subclassification of beta-adrenergic receptors in

cultured rat cardiac myoblasts and fibroblasts. Circ Res 47(1), 41-8

Laviades C, Varo N, Diez J (2000): Transforming growth factor beta in hypertensives with cardiorenal

damage. Hypertension 36(4), 517-22

Leask A (2007): TGFbeta, cardiac fibroblasts, and the fibrotic response. Cardiovasc Res 74(2), 207-12

Leask A, Abraham DJ (2003): The role of connective tissue growth factor, a multifunctional matricellu-

lar protein, in fibroblast biology. Biochem Cell Biol 81(6), 355-63

Leask A, Holmes A, Black CM, Abraham DJ (2003): Connective tissue growth factor gene regulation.
Requirements for its induction by transforming growth factor-beta 2 in fibroblasts. J Biol Chem 278(15),

13008-15

123


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kiuchi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shannon%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Komamura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohen%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bianchi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Homcy%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vatner%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vatner%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8383704
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8383704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolodsick%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12738687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters-Golden%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12738687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Larios%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12738687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toews%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12738687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thannickal%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12738687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12738687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28Kolodsick%5BAuthor%20-%20First%5D%29%20AND%20%28%222003%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%222003%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kothapalli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9737718
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayashi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9737718
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grotendorst%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9737718
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inhibition+of+TGF-%CE%B2-stimulated+CTGF+gene+expression+and+anchorage-independent+growth+by+cAMP+identifies+a+CTGF-dependent+restriction+point+in+the+cell+cycle
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krenning%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20635395
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeisberg%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20635395
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kalluri%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20635395
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+origin+of+fibroblasts+and+mechanism+of+cardiac+fibrosis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Laemmli%20UK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5432063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/5432063
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lamyel%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Warnken-Uhlich%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seemann%20WK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohr%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kostenis%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ahmedat%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smit%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gosens%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meurs%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meurs%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miller-Larsson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rack%C3%A9%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603974
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+%CE%B22-subtype+of+adrenoceptors+mediates+inhibition+of+pro-fibrotic+events+in+human+lung+fibroblasts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lau%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6247100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robinson%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6247100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosen%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6247100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bilezikian%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6247100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28Lau%5BAuthor%20-%20First%5D%29%20AND%20%28%221980%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%221980%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20fibroblast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laviades%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11040229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Varo%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11040229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11040229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11040229
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leask%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16919613
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16919613
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leask%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14663501
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abraham%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14663501
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+role+of+connective+tissue+growth+factor%2C+a+multifunctional+matricellular+protein%2C+in+fibroblast+biology
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leask%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12571253
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holmes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12571253
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Black%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12571253
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abraham%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12571253
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12571253

7. Literaturverzeichnis

Leicht M, Greipel N, Zimmer H (2000): Comitogenic effect of catecholamines on rat cardiac fibroblasts

in culture. Cardiovasc Res 48(2), 274-84

Li GR, Sun HY, Chen JB, Zhou Y, Tse HF, Lau CP (2009): Characterization of multiple ion channels in
cultured human cardiac fibroblasts. PLoS One 4(10), e7307

Li R, Shen Y (2013): An old method facing a new challenge: re-visiting housekeeping proteins as internal

reference control for neuroscience research. Life Sci 92(13), 747-51

Lijnen P, Petrov V (2002): Transforming growth factor-beta 1-induced collagen production in cultures
of cardiac fibroblasts is the result of the appearance of myofibroblasts. Methods Find Exp Clin Phar-

macol 24(6), 333-44

Liu HS, Jan MS, Chou CK, Chen PH, Ke NJ (1998): Is green fluorescent protein toxic to the living cells?
Biochem Biophys Res Commun 260(3), 712-7

Liu X, Sun SQ, Hassid A, Ostrom RS (2006): cAMP inhibits transforming growth factor-beta-stimulated
collagen synthesis via inhibition of extracellular signal-regulated kinase 1/2 and Smad signaling in car-

diac fibroblasts. Mol Pharmacol 70(6), 1992-2003

Liu X, Li F, Sun SQ, Thangavel M, Kaminsky J, Balazs L, Ostrom RS (2010): Fibroblast-specific expression
of AC6 enhances beta-adrenergic and prostacyclin signaling and blunts bleomycin-induced pulmonary

fibrosis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 298(6), L819-29

Lohse MJ, Engelhardt S, Eschenhagen T (2003): What is the role of beta-adrenergic signaling in heart
failure? Circ Res 93(10), 896-906

Lépez B, Gonzalez A, Diez J. (2004): Role of matrix metalloproteinases in hypertension-associated car-

diac fibrosis. Curr Opin Nephrol Hypertens 13(2), 197-204

Lu D, Aroonsakool N, Yokoyama U, Patel HH, Insel PA (2013): Increase in cellular cyclic AMP concent-
rations reverses the profibrogenic phenotype of cardiac myofibroblasts: a novel therapeutic approach

for cardiac fibrosis. Mol Pharmacol 84(6), 787-93

MacDougall LK, Campbell DG, Hubbard MJ, Cohen P (1989): Partial structure and hormonal regulation
of rabbit liver inhibitor-1; distribution of inhibitor-1 and inhibitor-2 in rabbit and rat tissues. Biochim

Biophys Acta 1010(2), 218-26

124


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leicht%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11054474
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Greipel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11054474
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmer%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11054474
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comitogenic+effect+of+catecholamines+on+rat+cardiac+fibroblasts+in+culture
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19806193
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19806193
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19806193
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19806193
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tse%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19806193
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19806193
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19806193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Li%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23454168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Shen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23454168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/23454168
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lijnen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12224439
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petrov%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12224439
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Transforming+growth+factor-beta+1-induced+collagen+production+in+cultures+of+cardiac+fibroblasts+is+the+result+of+the+appearance+of+myofibroblasts
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Transforming+growth+factor-beta+1-induced+collagen+production+in+cultures+of+cardiac+fibroblasts+is+the+result+of+the+appearance+of+myofibroblasts
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10403831
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jan%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10403831
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chou%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10403831
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10403831
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ke%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10403831
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10403831
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16959941
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20SQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16959941
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hassid%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16959941
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ostrom%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16959941
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16959941
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20SQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thangavel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaminsky%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Balazs%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ostrom%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20348281
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fibroblast270+specific+expression+of+AC6+enhances+beta-adrenergic+and+prostacyclin+signaling+and+blunts+271+bleomycin-induced+pulmonary+fibrosis.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lohse%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14615493
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Engelhardt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14615493
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14615493
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14615493?dopt=Abstract
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=L%C3%B3pez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15202614
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonz%C3%A1lez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15202614
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15202614
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15202614
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24085841
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aroonsakool%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24085841
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yokoyama%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24085841
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Patel%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24085841
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Insel%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24085841
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%2C+Increase+in+Cellular+Cyclic+AMP+Concentrations+Reverses+the+Pro-Fibrogenic+Phenotype+of+Cardiac+Myofibroblasts%3A+A+Novel+Therapeutic+Approach+for+Cardiac+Fibrosis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=MacDougall%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2912504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Campbell%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2912504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Hubbard%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2912504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Cohen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2912504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Partial+structure+and+hormonal+regulation+of+rabbit+liver+inhibitor-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Partial+structure+and+hormonal+regulation+of+rabbit+liver+inhibitor-1

7. Literaturverzeichnis

MaclLennan DH, Kranias EG (2003): Phospholamban: a crucial regulator of cardiac contractility. Nat Rev

Mol Cell Biol. 4(7), 566-77

Marienfeld U, Walter U, Simm A (2001): Inhibition of rat cardiac fibroblast growth by cAMP-but not by
cGMP-dependent protein kinase. Basic Res Cardiol 96(2), 184-91

Masur SK, Dewal HS, Dinh TT, Erenburg |, Petridou S (1996): Myofibroblasts differentiate from fib-
roblasts when plated at low density. Proc Natl Acad Sci U S A 93(9) :4219-23

McEwan PE, Gray GA, Sherry L, Webb DJ, Kenyon CJ (1998): Differential effects of angiotensin Il on

cardiac cell proliferation and intramyocardial perivascular fibrosis in vivo. Circulation 98(24), 2765-73

McMurray JJ, Stewart S (2000): Epidemiology, aetiology, and prognosis of heart failure. Heart 83(5),
596-602

Mehel H, Emons J, Vettel C, Wittképper K, Seppelt D,, Lutz S, Sossalla S, Eschenhagen T, Zimmermann
WH, El-Armouche A (2013): Phosphodiesterase-2 is up-regulated in human failing hearts and blunts

B-adrenergic responses in cardiomyocytes. J Am Coll Cardiol 62(17), 1596-606

Mika D, Leroy J, Vandecasteele G, Fischmeister R (2012): PDEs create local domains of cAMP signaling.
J Mol Cell Cardiol 52(2), 323-9

MoriT, Kawara S, Shinozaki M, Hayashi N, Kakinuma T, Igarashi A, Takigawa M, Nakanishi T, Takehara K
(1999): Role and interaction of connective tissue growth factor with transforming growth factor-beta

in persistent fibrosis: A mouse fibrosis model. J Cell Physiol 181(1), 153-9

Moulin V, Larochelle S, Langlois C, Thibault I, Lopez-Vallé CA, Roy M (2004): Normal skin wound and
hypertrophic scar myofibroblasts have differential responses to apoptotic inductors. J Cell Physiol

198(3), 350-8

Neumann J, Gupta RC, Schmitz W, Scholz H, Nairn AC, Watanabe AM (1991): Evidence for isoprote-

renol-induced phosphorylation of phosphatase inhibitor-1 in the intact heart. Circ Res 69(6), 1450-7

Nimmo GA, Cohen P (1978): The regulation of glycogen metabolism. Phosphorylation of inhibitor-1
from rabbit skeletal muscle, and its interaction with protein phosphatases-lll and -Il. Eur J Biochem

87(2), 353-65

125


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MacLennan%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12838339
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kranias%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12838339
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12838339?dopt=Abstract
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12838339?dopt=Abstract
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marienfeld%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11327337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walter%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11327337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simm%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11327337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inhibition+of+rat+cardiac+fibroblast+growth+by+cAMP%E2%80%94but+not+by+cGMP-dependent+protein+kinase
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Masur%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8633044
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dewal%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8633044
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dinh%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8633044
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Erenburg%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8633044
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petridou%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8633044
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myofibroblasts+277+differentiate+from+fibroblasts+when+plated+at+low+density
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McEwan%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9851965
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gray%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9851965
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sherry%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9851965
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Webb%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9851965
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kenyon%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9851965
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Differential+Effects+of+Angiotensin+II+on+Cardiac+Cell+Proliferation+and+Intramyocardial
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McMurray%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10768918
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stewart%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10768918
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%28Stewart%5BAuthor%5D%29+AND+%28Epidemiology%2C+aetiology%2C+and+prognosis+of+heart+failure%29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Mehel%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Emons%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Vettel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wittk%C3%B6pper%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Seppelt%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Lutz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Sossalla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Zimmermann%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Zimmermann%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23810893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Phosphodiesterase-2+is+Upregulated+in+Human+Failing+Hearts+and+Blunts+beta-Adrenergic
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mika%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21888909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leroy%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21888909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandecasteele%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21888909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischmeister%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21888909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PDEs+create+local+domains+of+cAMP+signaling.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mori%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawara%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinozaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayashi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kakinuma%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Igarashi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takigawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakanishi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takehara%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10457363
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Role+and+interaction+of+connective+tissue+growth+factor+with+transforming+growth+factor-beta+in+persistent+fibrosis%3A+a+mouse+fibrosis+model.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moulin%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14755540
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Larochelle%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14755540
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Langlois%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14755540
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thibault%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14755540
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lopez-Vall%C3%A9%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14755540
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roy%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14755540
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Normal+skin+wound+and+hypertrophic+scar+myofibroblasts+have+differential+responses+to+apoptotic+inductors
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neumann%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1659500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1659500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmitz%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1659500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scholz%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1659500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nairn%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1659500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watanabe%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1659500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evidence+for+isoproterenol-induced+phosphorylation+of+phosphatase+inhibitor-1+in+the+intact+heart
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nimmo%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=208845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cohen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=208845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/208845

7. Literaturverzeichnis

O'Connor CM, Gattis WA, Uretsky BF, Adams KF Jr, McNulty SE, Grossman SH, McKenna WJ, Zannad F,
Swedberg K, Gheorghiade M, Califf RM (1999): Continuous intravenous dobutamine is associated with
anincreased risk of death in patients with advanced heart failure: insights from the Flolan International

Randomized Survival Trial (FIRST). Am Heart J 138(1 Pt 1), 78-86

Ottaviano FG, Yee KO (2011) Communication signals between cardiac fibroblasts and cardiac myocytes.

J Cardiovasc Pharmacol 57(5), 513-21

Overall CM, Wrana JL, Sodek J (1991): Transcriptional and post-transcriptional regulation of 72-kDa
gelatinase/type IV collagenase by transforming growth factor-beta 1 in human fibroblasts. Compari-
sons with collagenase and tissue inhibitor of matrix metalloproteinase gene expression. J Biol Chem

266(21), 14064-71

Ozgen N, Obreztchikova M, Guo J, Elouardighi H, Dorn GW 2nd, Wilson BA, Steinberg SF (2008): Protein
kinase D links Gg-coupled receptors to cAMP response element-binding protein (CREB)-Ser133 phos-
phorylation in the heart. J Biol Chem 283(25), 17009-19

Petroll WM, Cavanagh HD, Barry P, Andrews P, Jester JV (1993): Quantitative analysis of stress fiber

orientation during corneal wound contraction. J Cell Sci 104 ( Pt 2), 353-63

Petrov VV, Fagard RH, Lijnen PJ (2002) Stimulation of collagen production by transforming growth fac-

tor-betal during differentiation of cardiac fibroblasts to myofibroblasts. Hypertension 39(2), 258-63

Powell DW, Mifflin RC, Valentich JD, Crowe SE, Saada JI, West AB (1999): Myofibroblasts. I. Paracrine
cells important in health and disease. Am J Physiol 277(1 Pt 1), C1-9

Rodriguez P, Mitton B, Waggoner JR, Kranias EG (2006): Identification of a novel phosphorylation site
in protein phosphatase inhibitor-1 as a negative regulator of cardiac function. J Biol Chem 281(50),

38599-608

Rodriguez P, Mitton B, Nicolaou P, Chen G, Kranias EG (2007): Phosphorylation of human inhibitor-1 at
Ser67 and/or Thr75 attenuates stimulatory effects of protein kinase A signaling in cardiac myocytes.

Am J Physiol Heart Circ Physiol 293(1), H762-9

Rohr S (2011): Cardiac fibroblasts in cell culture systems: myofibroblasts all along? J Cardiovasc Phar-

macol 57(4), 389-99

126


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Connor%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gattis%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uretsky%20BF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adams%20KF%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McNulty%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grossman%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McKenna%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zannad%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swedberg%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gheorghiade%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Califf%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Continuous+intravenous+dobutamine+is+associated+with+an+increased+risk+of+death+in+patients+with+advanced+heart+failure%3A+insights+from+the+Flolan+International+Randomized+Survival+Trial
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ottaviano%20FG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297490
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yee%20KO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297490
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21297490
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Overall%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1649834
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wrana%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1649834
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sodek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1649834
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Transcriptional+and+post-transcriptional+regulation+of+72-kDa+gelatinase%2Ftype+IV+collagenase+by+transforming+growth+factor-beta+1+in+human+fibroblasts.+Comparisons+with+collagenase+and+tissue+inhibitor+of+matrix+metalloproteinase+gene+expression
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Ozgen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Obreztchikova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Guo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Elouardighi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Dorn%20GW%202nd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wilson%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Steinberg%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18378685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Protein+Kinase+D+Links+Gq-coupled+Receptors+to+cAMP+Response+Element-binding+Protein+%28CREB%29-Ser133+Phosphorylation+in+the+Heart*
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petroll%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8505365
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavanagh%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8505365
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barry%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8505365
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrews%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8505365
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jester%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8505365
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8505365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petrov%20VV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11847194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fagard%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11847194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lijnen%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11847194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11847194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Powell%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10409103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mifflin%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10409103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valentich%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10409103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crowe%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10409103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saada%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10409103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=West%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10409103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10409103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodriguez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17046826
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitton%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17046826
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Waggoner%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17046826
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kranias%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17046826
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17046826
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodriguez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitton%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nicolaou%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kranias%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416610
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phosphorylation+of+human+inhibitor-1+at+Ser67+and%2For+Thr75+attenuates+stimulatory+effects+of+protein+kinase+A+signaling+in+cardiac+myocytes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Rohr%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21326104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed?term=%28%28Rohr%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%222011%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%222011%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20%22Journal%20of%20cardiovascular%20pharmacology%22%5BJournal%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed?term=%28%28Rohr%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%222011%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%222011%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20%22Journal%20of%20cardiovascular%20pharmacology%22%5BJournal%5D

7. Literaturverzeichnis

Rose RA, Jiang H, Wang X, Helke S, Tsoporis JN, Gong N, Keating SC, Parker TG, Backx PH, Keating A
(2008): Bone marrow-derived mesenchymal stromal cells express cardiac-specific markers, retain the
stromal phenotype, and do not become functional cardiomyocytes in vitro. Stem Cells 26(11), 2884-

92

Roy S, Khanna S, Bickerstaff AA, Subramanian SV, Atalay M, Bierl M, Pendyala S, Levy D, Sharma N,
Venojarvi M, et al. (2003): Oxygen sensing by primary cardiac fibroblasts: a key role of

p21(Waf1/Cip1/Sdil). Circ Res 92(3), 264-71

Sachse FB, Torres NS, Savio-Galimberti E, Aiba T, Kass DA, Tomaselli GF, Bridge JH (2012): Subcellular
structures and function of myocytes impaired during heart failure are restored by cardiac resynchro-

nization therapy. Circ Res 110(4), 588-97

Sahin B, Shu H, Fernandez J, EI-Armouche A, Molkentin JD, Nairn AC, Bibb JA (2006): Phosphorylation
of protein phosphatase inhibitor-1 by protein kinase C. ) Biol Chem 281(34), 24322-35

Salem HK, Ranjzad P, Driessen A, Appleby CE, Heagerty AM, Kingston PA (2006): Beta-adrenoceptor
blockade markedly attenuates transgene expression from cytomegalovirus promoters within the car-

diovascular system. Arterioscler Thromb Vasc Biol 26(10), 2267-74

Saltzman LE, Moss J, Berg RA, Hom B, Crystal RG (1982): Modulation of collagen production by fib-
roblasts. Effects of chronic exposure to agonists that increase intracellular cyclic AMP. Biochem J

204(1), 25-30

Santiago JJ, Dangerfield AL, Rattan SG, Bathe KL, Cunnington RH, Raizman JE, Bedosky KM, Freed DH,
Kardami E, Dixon IM (2010): Cardiac fibroblast to myofibroblast differentiation in vivo and in vitro:
expression of focal adhesion components in neonatal and adult rat ventricular myofibroblasts. Dev

Dyn. 239(6), 1573-84

Sappino AP, Schiirch W, Gabbiani G (1990): Differentiation repertoire of fibroblastic cells: expression

of cytoskeletal proteins as marker of phenotypic modulations. Lab Invest 63(2), 144-61

Schinner E, Wetzl V, Schlossmann J (2015): Cyclic nucleotide signalling in kidney fibrosis. nt J Mol Sci
16(2), 2320-2351

Shaywitz AJ, Greenberg ME (1999): CREB: a stimulus-induced transcription factor activated by a diverse

array of extracellular signals. Annu Rev Biochem 68, 821-61

127


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rose%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Helke%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsoporis%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gong%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keating%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parker%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Backx%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keating%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687994
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28rose%5BAuthor%5D%29%20AND%20actinin%29%20AND%20%28%222008%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%223000%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khanna%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bickerstaff%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Subramanian%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Atalay%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bierl%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pendyala%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Levy%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharma%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Venojarvi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12595337
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oxygen+sensing+by+primary+cardiac+fibroblasts%3A+a+key+role+of+p21
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sachse%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torres%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Savio-Galimberti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aiba%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kass%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tomaselli%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bridge%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253411
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Subcellular+Structures+and+Function+of+Myocytes+Impaired+During+Heart+Failure+Are+Restored+by+Cardiac+Resynchronization+Therapy
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sahin%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molkentin%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nairn%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bibb%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16772299
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salem%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16888240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ranjzad%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16888240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Driessen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16888240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Appleby%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16888240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heagerty%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16888240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kingston%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16888240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saltzman%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6288014
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moss%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6288014
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berg%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6288014
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hom%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6288014
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crystal%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6288014
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=effects+of+chronic+exposure+to+agonists+that+increase+cyclic+amp+modulation+of+collagen
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santiago%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dangerfield%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rattan%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bathe%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cunnington%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raizman%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bedosky%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Freed%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kardami%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dixon%20IM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503355
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardiac+fibroblast+to+myofibroblast+differentiation+in+vivo+and+in+vitro%3A+expression+of+focal+adhesion+components+in+neonatal+and+adult+rat+ventricular+myofibroblasts
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardiac+fibroblast+to+myofibroblast+differentiation+in+vivo+and+in+vitro%3A+expression+of+focal+adhesion+components+in+neonatal+and+adult+rat+ventricular+myofibroblasts
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sappino%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2116562
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sch%C3%BCrch%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2116562
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabbiani%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2116562
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Differentiation+repertoire+of+fibroblastic+cells%3A+expression+of+cytoskeletal+proteins+as+marker+of+phenotypic+modulation.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Schinner%20E%5Bauth%5D
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shaywitz%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10872467
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Greenberg%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10872467
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CREB+A+Stimulus-Induced+Transcription+Factor+Activated+by+A+Diverse+Array+of+Extracellular+Signals

7. Literaturverzeichnis

Shi-wen X, Pennington D, Holmes A, Leask A, Bradham D, Beauchamp JR, Fonseca C, du Bois RM, Martin
GR, Black CM, Abraham DJ (2000): Exp Cell Res 259(1), 213-24

Sibley DR, Benovic JL, Caron MG, Lefkowitz RJ (1987): Molecular mechanisms of beta-adrenergic re-

ceptor desensitization. Adv Exp Med Biol 221, 253-73

Skeberdis VA (2004): Structure and function of beta3-adrenergic receptors. Medicina (Kaunas) 40(5),
407-13

Souders CA, Bowers SL, Baudino TA (2009): Cardiac fibroblast: the renaissance cell. Circ Res 105(12),
1164-76

Sovari AA, Karagueuzian HS (2011): Myocardial fibrosis as a risk stratifier for sudden arrhythmic death.

Expert Rev Cardiovasc Ther 9(8), 951-3

Srivastava, D. (2009): Cardiac fibroblasts regulate myocardial proliferation through betal integrin sig-

naling. Dev. Cell 16, 233-244

Statistisches Bundesamt, Wiesbaden 2013

SunY, Zhang JQ, Zhang J, Lamparter S (2000): Cardiac remodeling by fibrous tissue after infarction in
rats. J Lab Clin Med 135(4), 316-23

Suzuki T, Nguyen CT, Nantel F, Bonin H, Valiquette M, Frielle T, Bouvier M (1992): Distinct regulation

of beta 1- and beta 2-adrenergic receptors in Chinese hamster fibroblasts. Mol Pharmacol 41(3), 542-8.

Swaney JS, Roth DM, Olson ER, Naugle JE, Meszaros JG, Insel PA (2005): Inhibition of cardiac myo-
fibroblast formation and collagen synthesis by activation and overexpression of adenylyl cyclase. Proc

Natl Acad Sci U S A 102(2), 437-42

Swedberg K, Cleland J, Dargie H, Drexler H, Follath F, Komajda M, Tavazzi L, Smiseth OA, Gavazzi A,
Haverich A, Hoes A (2005): Guidelines for the diagnosis and treatment of chronic heart failure: execu-
tive summary (update 2005): The Task Force for the Diagnosis and Treatment of Chronic Heart Failure

of the European Society of Cardiology. Eur Heart J 26(11), 1115-40

Takano H, Hasegawa H, Nagai T, Komuro | (2003): Implication of cardiac remodeling in heart failure:

mechanisms and therapeutic strategies. Intern Med 42(6), 465-9

128


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi-wen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pennington%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holmes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leask%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bradham%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beauchamp%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=du%20Bois%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Black%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abraham%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942593
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=2000+Autocrine+overexpression+of+CTGF+maintains+fibrosis%3A+RDA+analysis+of+fibrosis+genes+in+systemic+sclerosis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2829583
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skeberdis%20VA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15170407
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15170407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Souders%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19959782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bowers%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19959782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baudino%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19959782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19959782
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sovari%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21878039
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karagueuzian%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21878039
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21878039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10779047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20JQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10779047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10779047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lamparter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10779047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10779047
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suzuki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nguyen%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nantel%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bonin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valiquette%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frielle%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouvier%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1347641
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swaney%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roth%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olson%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Naugle%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meszaros%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Insel%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625103
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inhibition+of+cardiac+myofibroblast+formation+and+collagen+synthesis+by+activation+and+overexpression+of+adenylyl+cyclase.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inhibition+of+cardiac+myofibroblast+formation+and+collagen+synthesis+by+activation+and+overexpression+of+adenylyl+cyclase.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swedberg%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cleland%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dargie%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drexler%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Follath%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Komajda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tavazzi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smiseth%20OA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gavazzi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haverich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15901669
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15901669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takano%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12857042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasegawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12857042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagai%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12857042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Komuro%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12857042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12857042

7. Literaturverzeichnis

Thomas JA, Marks BH (1978): Plasma norepinephrine in congestive heart failure. Am J Cardiol 41(2),
233-43

Torphy TJ, Zhou HL, Cieslinski LB (1992): Stimulation of beta adrenoceptors in a human monocyte cell
line (U937) up-regulates cyclic AMP-specific phosphodiesterase activity. ] Pharmacol Exp Ther 263(3),
1195-205

Trautwein W, Hescheler J (1990): Regulation of cardiac L-type calcium current by phosphorylation and

G proteins. Annu Rev Physiol 52, 257-74

Tsuruda T, Costello-Boerrigter LC, Burnett JC Jr (2003): Matrix metalloproteinases: pathways of induc-

tion by bioactive molecules. Heart Fail Rev 9(1), 53-61

Turner NA, Porter KE, Smith WH, White HL, Ball SG, Balmforth AJ (2003): Chronic beta2-adrenergic
receptor stimulation increases proliferation of human cardiac fibroblasts via an autocrine mechanism.

Cardiovasc Res 57(3), 784-92

Unger T, LiJ (2004): The role of the renin-angiotensin-aldosterone system in heart failure. J Renin An-

giotensin Aldosterone Syst 1, S7-10

Van Harmelen V, Lonnqvist F, Thérne A, Wennlund A, Large V, Reynisdottir S, Arner P (1997): Norad-
renaline-induced lipolysis in isolated mesenteric, omental and subcutaneous adipocytes from obese

subjects. Int J Obes Relat Metab Disord 21(11), 972-9

Vettel C, Limmle S, Ewens S, Cevirgen C, Emons J, Ongherth A, Dewenter M, Lindner D, Westermann
D, Nikolaev VO, Lutz S, Zimmermann WH, El-Armouche A (2014): PDE2-mediated cAMP hydrolysis ac-
celerates cardiac fibroblast to myofibroblast conversion and is antagonized by exogenous activation of

cGMP signaling pathways. Am J Physiol Heart Circ Physiol 306(8), H1246-52

Vozenin MC, Lefaix JL, Ridi R, Biard DS, Daburon F, Martin M (1998): The myofibroblast markers a-SM
actin and B-actin are differentially expressed in 2 and 3-D culture models of fibrotic and normal skin.

Cytotechnology. 26(1), 29-38

Wachter SB, Gilbert EM (2012): Beta-adrenergic receptors, from their discovery and characterization

through their manipulation to beneficial clinical application. Cardiology 122(2), 104-12

Wallukat G(2002): The beta-adrenergic receptors. Herz 27(7), 683-90

129


http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomas%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=203177
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marks%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=203177
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%28%28Plasma+Norepinephrine+in+Congestive+Heart+Failure%29+AND+Thomas%5BAuthor%5D%29+AND+%28%221978%22%5BDate+-+Publication%5D+%3A+%221978%22%5BDate+-+Publication%5D%29
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torphy%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1335058
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1335058
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cieslinski%20LB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1335058
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stimulation+of+beta+adrenoceptors+in+a+human+monocyte+cell+line+%28U937%29+up-regulates+cyclic+AMP-specific+phosphodiesterase+activity.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trautwein%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2158764
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hescheler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2158764
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regulation+of+Cardiac+L-Type+Calcium+Current+by+Phosphorylation+and+G+Proteins
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsuruda%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14739768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Costello-Boerrigter%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14739768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burnett%20JC%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14739768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14739768
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Turner%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Porter%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=White%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ball%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Balmforth%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12618240
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Unger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15526242
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15526242
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15526242
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15526242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Van%20Harmelen%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=L%C3%B6nnqvist%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Th%C3%B6rne%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wennlund%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Large%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Reynisdottir%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Arner%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9368819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Noradrenaline-induced+lipolysis+in+isolated+mesenteric%2C+omental+and+subcutaneous+adipocytes+from+obese+subjects.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vettel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=L%C3%A4mmle%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ewens%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cevirgen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emons%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ongherth%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dewenter%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindner%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Westermann%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Westermann%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nikolaev%20VO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lutz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmermann%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24531807
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ceyhun%20cevirgen%5BAuthor%5D
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vozenin%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22359004
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lefaix%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22359004
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ridi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22359004
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Biard%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22359004
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daburon%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22359004
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22359004
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+myofibroblast+markers+%0B-SM+actin+and+%0C-actin+are+differentially+expressed+in+2+and+3-D+culture+models+of+fibrotic+and+normal+skin
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wachter%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22759389
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gilbert%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22759389
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22759389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wallukat%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12439640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/12439640

7. Literaturverzeichnis

Welch MP, Odland GF, Clark RA (1990): Temporal relationships of F-actin bundle formation, collagen
and fibronectin matrix assembly, and fibronectin receptor expression to wound contraction. J Cell Biol

110(1), 133-45

Wipff PJ, Rifkin DB, Meister JJ, Hinz B (2007): Myofibroblast contraction activates latent TGF-betal

from the extracellular matrix. J Cell Biol 179(6), 1311-23

Wittképper K, Eschenhagen T, EI-Armouche A (2010): Phosphatase-1-inhibitor-1: amplifier or attenua-

tor of catecholaminergic stress? Basic Res Cardiol 105(5), 569-71

Wittképper K, Dobrev D, Eschenhagen T, EI-Armouche A (2011): Phosphatase-1 inhibitor-1 in physio-

logical and pathological B-adrenoceptor signalling. Cardiovasc Res 91(3), 392-401

Yamamoto KK, Gonzalez GA, Biggs WH 3rd, Montminy MR (1988): Phosphorylation-induced binding
and transcriptional efficacy of nuclear factor CREB Nature 334(6182), 494-8

Yokoyama U, Patel HH, Lai NC, Aroonsakool N, Roth DM, and Insel P (2008): The cyclic AMP effector
Epac integrates pro- and anti-fibrotic signals. Proceedings of the National Academy of Sciences of the

United States of America 105, 6386-6391

Yuan W, Varga J (2001): Transforming growth factor-beta repression of matrix metalloproteinase-1 in

dermal fibroblasts involves Smad3. J Biol Chem 276(42), 38502-10

Zhang M, Kass DA (2011). Phosphodiesterases and cardiac cGMP: evolving roles and controversies.

Trends in pharmacological sciences 32, 360-365

130


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Welch%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2136860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Odland%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2136860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clark%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2136860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Temporal+relationships+of+F-actin+bundle+formation%2C+collagen+and+fibronectin+matrix+assembly%2C+and+fibronectin+receptor+expression+to+wound+contraction.
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wipff%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18086923
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rifkin%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18086923
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meister%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18086923
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hinz%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18086923
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28wipff%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%222007%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%222007%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20myofibroblasts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Wittk%C3%B6pper%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20526608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20526608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20526608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed.han.sub.uni-goettingen.de/pubmed/20526608
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wittk%C3%B6pper%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354993
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobrev%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354993
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschenhagen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354993
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Armouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21354993
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21354993
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2900470
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonzalez%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2900470
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Biggs%20WH%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2900470
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Montminy%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2900470
http://han.sub.uni-goettingen.de/han/pubmed/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%28%28Yamamoto%5BAuthor%5D%29%20AND%20%28%221988%22%5BDate%20-%20Publication%5D%20%3A%20%221988%22%5BDate%20-%20Publication%5D%29%29%20AND%20CREB
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11502752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varga%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11502752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Transforming+growth+factor-beta+repression+of+matrix+metalloproteinase-1+in+dermal+fibroblasts+involves+Smad3.

Danksagung

An dieser Stelle méchte ich die Gelegenheit nutzen, mich bei den Personen zu bedan-
ken, die eine Fertigstellung dieser Dissertation mdglich gemacht haben. Mein ganz
spezieller Dank gilt dabei Prof. Dr. med. Ali EI-Armouche fir die Aufnahme in seine
Arbeitsgruppe und die Vergabe dieses interessanten Promotionsthemas. Hervorzuhe-
ben ist die exzellente Betreuung Uber den gesamten Zeitraum. Durch seine positive
Einstellung und seinen Enthusiasmus konnte er mich von Beginn an fir die Forschung
und seine ldeen begeistern.

AuBBerdem mdchte ich mich ganz herzlich bei dem Leiter des Institutes der Pharmako-
logie an der UMG, Prof. Dr. med. Wolfram-Hubertus Zimmermann, fir die Mdglichkeit
meine Disseration an seinem Institut durchzuflihren sowie die hervorragenden Arbeits-
bedingungen bedanken.

Ein ganz spezieller Dank geblhrt auch Dr. Christiane Vettel, die mir jederzeit mit Rat
und Tat zur Seite stand. Ihr verdanke ich das fachliche Verstandnis und das Hinter-
grundwissen rund um meine Arbeit. Durch ihre Unterstiitzung konnte ich viel Gber das
grandliche und prazise Arbeiten im naturwissenschaftlichen Bereich lernen.

Vielen Dank auch an Dr. Simon Lammle fir die Hilfestellung und die Bereitstellung des
Ad-GFP. In diesem Zusammenhang mdchte ich mich auch bei Dr. Katrin Wittkbpper
fur die Bereitstellung des Ad-I-1 und seiner Mutanten bedanken. Bedanken muss ich
mich auch bei Sebastian Ewens fir die hervorragende Einarbeitung und die Hilfsbe-
reitschaft. Aber auch den anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe gilt meine Dankbar-
keit flr die gute Zusammenarbeit und das angenehme Arbeitsklima. Dazu gehdren:
Danilo Seppelt, Julius Emmons, Kristian Otte, Matthias Dewenter. Auch das gemein-
same Arbeiten mit den Kollegen der anderen Arbeitsgruppen hat mir sehr viel Freude
bereitet.

Auch ohne die tolle Arbeit der vielen technischen Assistenten, die stets flr einen rei-
bungslosen Ablauf im Labor gesorgt haben, ware meine Dissertation nicht méglich

gewesen.

AbschlieBend mdchte ich mich noch bei meinen Eltern und meinem Bruder bedanken,
die mich uneingeschrankt in allen Lebenslagen unterstitzt haben. Danke auch an

Anastasia Tsilke.



Lebenslauf

Mein Name ist Ceyhun Cevirgen, ich bin ledig und wurde am 23.01.1987 in Bad Oeyn-
hausen geboren. Meine Staatsangehdrigkeit ist deutsch. Zur Zeit bin ich wohnhaft in
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