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Die Rolle der Phosphodiesterase 2 im Herzen
Universitdtsmedizin Gottingen, Institut fiir Pharmakologie, Gottingen

Herzinsuffizienz ist ein weltweites Gesundheitsproblem mit hoher Morbiditit und Mortalitdt und im-
mer noch schlechter Prognose. Ein charakteristisches Merkmal der molekularen und damit verbundenen
strukturellen Veranderungen, die der terminalen Insuffizienz vorangehen ist die durch Desensitivierungs-
mechanismen vermittelte Abnahme des beta-adrenergen (f-AR) Signalmolekiils zyklisches Adenosinmo-
nophosphat (cAMP) auf der einen Seite und der gleichzeitigen Zunahme des von natriuretischen Pep-
tiden (NP) und Stickstoffmonoxid (NO) generierten zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP) auf der
anderen Seite. Wahrend hohe cAMP-Spiegel im Herzen als schéddlich gelten, werden cGMP-abhéngige
Signalkaskaden vorwiegend als protektiv verstanden. Amplitude, Lokalisation und Halbwertszeit beider
Signalmolekiile werden durch spezifische Enzyme, den Phosphodiesterasen (PDE) reguliert. Unter der
PDE-Superfamilie wird die Isoform PDE2 als einzige von cGMP aktiviert, um dann verstiarkt cAMP abzu-
bauen und steht damit im Zentrum eines negativen Crosstalks dieser beiden Signalwege. PDE2 ist sowohl
in der humanen als auch der experimentellen Herzinsufhzienz hochreguliert und scheint dort am -AR
Desensitivierungsprozess beteiligt zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die pathophysiologische Rolle
der PDE2 im Herzen ndher charakterisiert.

Es wird gezeigt, dass die PDE2 nicht nur in Kardiomyozyten, sondern auch in kardialen Fibroblasten
exprimiert wird. In Fibroblasten inhibieren cAMP/cGMP-Signalwege die Transformation von kardialen
Fibroblasten (CF) zu Myofibroblasten (MyoCF), einem zelluldren Phénotyp, der unter anderem mit der
persistenten Fibrotisierung des erkrankten Herzgewebes in Verbindung gebracht wird. In CF fiihrte eine
Uberexpression von PDE2 zu eine starken Abnahme der basalen und f,- AR-vermittelten cAMP-Synthe-
se und war ausreichend, um in Abwesenheit exogener, pro-fibrotischer Stimuli die Transformation zum
MyoCF zu induzieren. In Ubereinstimmung zeigten funktionale Analysen mit kiinstlich hergestelltem
Bindegewebe aus PDE2-iiberexprimierenden CF eine deutliche Zunahme der Gewebssteifigkeit. PDE2
tibte keinen Einfluss auf basale oder durch das atriale NP generiertes cGMP aus und reduzierte nur partiell
die NO-induzierte cGMP-Akkumulation. Interessanterweise waren beide Stimuli in der Lage, trotz niedri-
ger cAMP-Spiegel die PDE2-induzierte CF-Transformation zum MyoCF zu verhindern und lassen daher
eine Redundanz dieser beiden sonst so gegensitzlichen Signalwege vermuten.

Zur Untersuchung von PDE2 in Kardiomyozyten wurde ein transgenes (TG) Mausmodell mit spezifischer
kardialer Uberexpression herangezogen. Die Basalcharakterisierung zeigte eine erniedrigte Herzfrequenz
(HR) mit kompensatorisch erhdhter, basaler Kontraktionskraft, sowie eine verminderte Maximalantwort
beziiglich der HR nach akuter B-AR Stimulation. Auf molekularer Ebene war dieser Phanotyp mit einer
verminderten Phosphorylierung verschiedener B-AR Zielstrukturen wie Troponin I, Phospholamban und
Ryanodinrezeptor-2 assoziiert. Langzeitstudien belegten, dass eine Uberexpression von PDE2 keine pa-
thologischen Konsequenzen hat, sondern im Gegenteil die durchschnittliche Lebensspanne der Tiere eher
verlangerte. Erste Studien im Herzinsuffizienzmodel der transversalen Aortenkonstriktion (TAC) zeigten
bisher eine bestdndig erniedrigte HR und verminderte Wanddicken bei allerdings vergleichbarer Abnah-
me der kardialen Kontraktionskraft.

Trotz der klaren Befunde und neuen Erkenntnisse iiber die vielfaltige Rolle der PDE2 im Herzen ldsst sich
bisher noch nicht klar belegen, ob eine zusitzliche Aktivierung von myokardialen PDE2 tatsdchlich im
Sinne einer intrazelluliren f-AR-Blockade die Progression zur Herzinsuffizienz verlangsamen oder ver-
hindern konnte. Weitere darauf aufbauende Untersuchungen, wie z.B. eine akut induzierbare Aktivierung
bzw. Deaktivierung in experimentellen Herzinsuffizienzmodellen kénnten den Weg fiir die Entwicklung
klinisch anwendbarer Ansdtze zur therapeutischen Modulation dieser viel versprechenden Zielstruktur
ebnen.
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Heart failure is a worldwide health issue with high morbidity and mortality rates and always a poor prog-
nostic outlook. A characteristic element of the molecular driven structural transformation, which precedes
the terminal failure, is on one hand the reduction of the beta-adrenergic signal molecule cyclic adenosine
monophosphate (cCAMP), caused by a desensitization process, and on the other hand the increase of cy-
clic guanosine monophosphate (cGMP), triggered from natriuretic peptides (NP) and nitrogen monoxi-
de (NO). Whereas high cAMP levels are known to be detrimental to the heart, cGMP-dependent signal
cascades are seen as heart protective. Amplitude, localization and half life of both signal molecules are
regulated by specific enzymes, called Phosphodiesterases (PDE). PDE2 is the only known isoform in this
PDE superfamily that gets activated from cGMP and then degrades cAMP at a higher rate and is therefore
a centerpiece of a negative crosstalk between both signal pathways. PDE2 is found to be upregulated in hu-
man and experimental heart failure and may therefore be part of the beta-adrenergic deactivation process.
In the context of this thesis we therefore had a closer look at the pathophysiological role of PDE2 in the
heart.

It was shown, PDE2 is expressed in cardiac myocytes as well in cardiac fibroblasts. In cardiac fibroblasts
cAMP/cGMP signaling is inhibiting fibroblast (CF) transformation into myofibroblasts (MyoCF), a cellu-
lar phenotype that is related to the fibrotic remodeling of the diseased heart. In CF, a PDE2 overexpression
caused a decrease of basal 3,-adrenergic induced cAMP synthesis and was sufficient to induce the MyoCF
transformation, even in the absence of exogenic, pro-fibrotic stimuli. In accordance, functional analysis of
engineered connective tissue (ECT) of PDE2 overexpressing CF showed an increase in tissue stiffness. No
PDE?2 effect on basal or atrial NP induced cGMP was found, and PDE2 reduced only partially the NO-in-
duced accumulation of cGMP. Interestingly, both stimuli are able to block the PDE2-induced CF transfor-
mation despite low cAMP levels. Therefore, there could be a redundancy of both, normally contrary, signal
pathways.

To investigate the role of PDE2 in cardiac myocytes, a transgenic (TG) mouse model with heart specific
PDE2 overexpression was used. Basal characterization showed a lower heart rate (HR) and compensatory
increased contractile force, and a reduced maximal response of HR after acute beta-adrenergic stimulation.
On the molecular level, this phenotype showed a reduced phosphorylation of beta-adrenergic targets, like
Troponin I, Phospholamban and Ryanodine receptor 2. Long time studies were able to prove, that there are
no pathological consequences from a PDE2 overexpression, but rather an increased lifespan. Initial studies
with the heart insufficiency model transverse aortic constriction (TAC) showed a robust decreased heart
rate and reduced wall thickness, albeit similar reduction in cardiac contractile force.

Despite these clear findings and new insights in the diverse role of PDE2 in the heart, it is still not fully elu-
cidated weather an additional activation of PDE2 is able to decelerate or prevent the progression of heart
failure by intracellular beta-adrenergic blockade. Subsequent studies, such as an acute induced activation
or deactivation in experimental heart failure models, could pave the way for clinical applications for thera-
peutic modulation of this promising target.
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. EINLEITUNG

1.1 Das Herz

1.1.1. ANATOMIE UND PHYSIOLOGIE

Einer der wichtigsten Muskeln des menschlichen
Korpers ist das Herz. Es stellt ein muskuldres Hoh-
lorgan dar, ist das zentrale Organ des Blutkreis-
laufs der meisten Tiere (aufer bei Nesseltieren und
Schwidmmen) und macht bei Sdugern rund 0,5 %
des Korpergewichtes aus. Im Mittelalter betrachte-
te man das Herz als Zentrum der Gefiihle, was sich
bis heute in Metaphern wie ,herzlos sein®, ,Herz
aus Stein bzw. Gold haben®, “von Herzen kommen®
usw. widerspiegelt. Heutzutage versteht man die Be-
deutung und Funktionsweise dieses Muskels besser.
Bei Muskeln unterscheidet man grob zwischen glat-
ter Muskulatur, die sich nicht willentlich bewegen
lasst und kontraktiles Gewebe von Blutgefifien und
Hohlorganen darstellt, und zwischen quergestreif-
ten Muskeln, die sich willentlich bewegen lassen.
Eine Ausnahme stellt hier der Herzmuskel dar, er
vereinigt Merkmale beider Muskeltypen. Grund-
satzlich besteht er aus quergestreiften Muskelfasern
bei denen die einzelnen Herzmuskelzellen (Kardi-
omyozyten) jedoch durch Zell-Zell-Kanile (sog.
»Gap Junctions) zu einem sog. ,funktionellen Syn-
zytium“ elektrisch verbunden sind. Die Gap Junc-
tions finden sich alle in den Bereichen zwischen den
einzelnen Kardiomyozyten. Dieser Bereich wird
auch als Glanzstreifen bezeichnet.

Das Herz teilt sich grob in zwei Hilften, die rech-
te Halfte mit rechtem Vorhof (Atrium) und rechter
Herzkammer (Ventrikel) und dem linken Teil mit
linkem Atrium und linkem Ventrikel (Abb. 1). Im
Ventrikel findet man kleine Muskelbdlkchen, die
Trabekel, die zu einer Verwirbelungen des ventri-
kuldren Blutstrom fithren und diesen so abdampfen
sollen.

Das Blut gelangt aus dem Korper {iber die untere
und obere Hohlvene (Vena cava superior, V. c. infe-
rior) in den rechten Vorhof des Herzens. Die Aor-
ta ist mit der linken Herzkammer verbunden und
fithrt das Blut aus dem Herzen in den Blutkreislauf
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zurlick. Das Herz selbst wird iiber die Herzkranz-
gefdfle mit Blut versorgt. Fiir die Aufrechterhaltung
des Blutkreislaufs ist die Pumpfunktion des Herzens
zustiandig, sie besteht aus einer rhythmischen Ab-
folge aus Kontraktion (Systole) und Erschlaffung
(Diastole) des Myokards. AufSerdem unterscheidet
man in der Systole zwischen Anspannungs- und
Austreibungsphase und in der Diastole zwischen
Entspannungs- und Fiillungsphase (Abb. 2). Der
Kehrwert der Dauer von Diastole + Systole wird als
Herzfrequenz bezeichnet und in Schligen pro Mi-
nute ausgedriickt (z.B. Systole 0,25 sec. + Diastole
0,15 sec. = Herzfrequenz von 150 bpm). Der Druck
in den Ventrikeln und Atrien bei jeder Systole ent-
steht durch die Anspannung der Herzwandmuskeln
(Wandspannung). Wichtig fiir die Funktion des
Herzens sind auflerdem die Herzklappen an den
Ein- und Ausgéngen der Ventrikel. Man unterschei-
det hier die Atrioventrikularklappen (AV-Klappen,
zwischen Vorhofen und Kammern) und Aorten-
bzw. Pulmonalklappen (Taschenklappen, verhin-
dern bei der Diastole einen Riickstrom des Blutes).
Wihrend der Austreibungsphase wird das Schlag-
volumen (SV) aus dem Herzen gepresst, jedoch
nicht das gesamte Blut, das sich wéihrend der Fiil-
lungsphase im Herzen angefiillt hat. Es bleibt ein
Anteil davon zuriick. Das Verhiltnis zwischen end-
diastolischem Volumen (EDV) zum SV bezeichnet
man als Auswurffraktion (EF, EF = SV/EDV). Bei
der darauf folgenden Erschlaffungsphase verringert
sich der intraventrikuldre Druck, so dass sich die
AV-Klappen 6ffnen und die Fiillungsphase begin-
nen kann (Abb. 2).

Die Grofie des Herzens ist ein wichtiger Faktor bei
der Entwicklung des Drucks. Hier gilt die Lapla-
ce-Beziehung nach p = K*(2d/r), wobei p = trans-
muraler Druck in Pa, K = Wandspannung = Kraft
pro Wandquerschnitt, r = Radius, d = Wanddicke).
Aus dieser Beziehung ergibt sich, dass ein Herz am
besten den notigen Druck autbauen kann, wenn es
entweder klein und / oder dickwandig ist. Schlecht
tiir die Pumpleistung ist somit ein grofles und / oder
diinnwandiges Herz.

Damit sich im Kreislauf weder Stauungen noch
ein Leerpumpen ereignen, miissen die Pumpvo-
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lumina beider Herzkammern aufeinander abge-
stimmt sein. Dies erfolgt iiber einen Mechanismus
der nach seinen Erstbeschreibern Otto Frank und
Ernest Starling als Frank-Starling-Mechanismus
bezeichnet wird. Eine andere niitzliche Funktion
dieses Mechanismus ist eine Anpassung des SV an
verdnderte Aortendriicke (Afterload, akute Druck-
belastung) oder veranderte Fiillungen (Preload,
akute Volumenbelastung) durch eine Regulation
des Schlagvolumens des linken Ventrikels. Werden
die Muskelfasern des Herzens durch eine akute Vo-
lumenbelastung stark gedehnt, sind sie in der Lage
mehr Kraft zu entwickeln und somit auch ein gro-
leres Volumen wieder auszuwerfen. Ist im Gegen-
zug durch einen erhohten Aortendruck eine hohere
Kontraktionskraft wahrend der Auswurfphase no-
tig, dann verringert sich das ausgeworfene Blutvo-
lumen und es bleibt mehr Blut im Herzen zuriick.
Beim néchsten Auswurf kommt es daher wieder zu
einer Volumenbelastung. Somit kommt es zu einer
von dufSeren Signalen unabhangigen Regulation des
Schlagvolumens.

Jedes Lebewesen hat seine eigene Herzfrequenz, die
je nach Alter bzw. Belastung variiert. Reguliert wird
die Herzfrequenz durch die Schrittmacherzentren
des Herzens, den Sinusknoten, den Atrioventriku-
lar-(AV)-Knoten, die His-Biindel und die Purkin-
je-Fasern (gegliedert nach abnehmender Eigenfre-
quenz).

Der primire Schrittmacher des Herzens ist der Si-
nusknoten (SAN) im oberen Teil des rechten Vor-
hofs. Er sorgt fiir den sogenannten Sinusrhythmus
und besteht aus spezialisierten Myozyten. Vom Si-
nusknoten wird der Reiz zum AV-Knoten weiterge-
leitet und gelangt von dort iiber die His-Biindel und
die zwei Tawara-Schenkel zu den Purkinje-Fasern
(Abb. 1). Die Purkinje-Fasern ziehen netzwerkartig
durch den rechten und linken Ventrikel (Abb. 1).
Die anderen Schrittmacherzentren besitzen auch
eine Eigenfrequenz, die jedoch durch die hohere Ei-
genfrequenz des Sinusknoten iiberlagert wird und
daher im Normalfall nicht zum Tragen kommt.

In den Zellen des Sinusknoten (SAN) existiert kein
stabiles Ruhemembranpotential, wie z.B. bei ventri-
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kuldren Kardiomyozyten. Das negativste Potential,
welches sich wiahrend der Diastole einstellt, wird als
maximales diastolisches Potential (MDP) (ca. -60
mV) bezeichnet. Es kommt zum Grofsteil durch den
Konzentrationsunterschied an Kaliumionen zwi-
schen dem Intra- und Extrazelluldrraum und durch
eine repolarisierende K*-Leitfahigkeit zustande.
Der autonome Rhythmus des Sinusknoten (Si-
nusrhythmus) kommt nach heutigem Kenntnisstand
durch die Kopplung zweier Oszillatoren zustande.
Dies wird auch als die ,Theorie der gekoppelten
Uhren® bezeichnet (Yaniv 2014). Der erste Oszilla-
tor ist die sogenannte Membran-Uhr (,membrane
clock®), eine komplexe Interaktion zwischen Stro-
men verschiedener spannungsgesteuerter Ionenka-
néle in der Oberflichenmembran der SAN-Zellen.
Nach dieser Hypothese kontrolliert die Kinetik aus
Aktivierung und Inaktivierung der Membrankana-
le den zeitlichen Ablauf, welche die Membran-Uhr
ausmacht (Dobrev 2009). Ausgehend vom MDP
kommt es durch die Aktivierung von hyperpolari-
sationsaktivierten Zyklonukleotid-gesteuerten Ka-
tionenkanilen (HCN-Kandle), die dem sogenannte
funny current (1) zugrunde liegen, zu einer Depo-
larisation. HCN-Kanile sind unspezifische Katio-
nenkanile, die aufgrund der Lage des elektroche-
mischen Gradienten in dieser Erregungsphase vor
allem Na* in die Zelle leiten. Durch diese Depolari-
sation (diastolische Depolarisation, DD) 6ftnen sich
spannungsgesteuerte Ca**-Kandle (L- und T-Typ)
und es kommt zu einem Aufstrich des AP, sobald
geniigend L-Typ-Kanile (LTCC) gedfinet sind. Die-
se spontane Depolarisation wird durch eine span-
nungsabhingig verminderte K'-Leitfihigkeit der
Membran begiinstigt.

Der zweite Oszillator ist die von Lakatta et al. postu-
lierte Kalzium-Uhr (,,calcium clock®) (Lakatta 2010).
Lakatta et al. konnten zeigen, dass es iiber Ryano-
din-Rezeptoren (RyR)) wihrend der spiten DD zu
einem lokalen Ca’"-Ausstrom aus dem SR kommt.
Diese Ca**-Ausschiittung aus dem SR tritt entweder
spontan auf oder als Antwort auf eine Aktivierung
der T-Typ Ca’*-Kanile. Der Ca’*-Ausstrom aus
dem SR aktiviert hierbei den Na*/Ca**- Austauscher
(NCX) und erzeugt hieriiber einen depolarisieren-
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ABBILDUNG 3 - Uberblick tber biochemische Signalwege der p-adrenergen Stimulation, der Kopplung zwischen Erregung und
Kontraktion, Aktivierung der Guanylatzyklasen durch ANP/NO, Angiotensin Il- und TGF-B-Wirkung und die Rolle der PDE2 im
Kardiomyozyten. Erstellt nach (Bernardo 2010), (Berridge 2003), (Bers 2002), (EI-Armouche 2006), (Gusterson 2002), (Ke 2008), (Liew
2004), (Lindsay 2011), (McMullen 2007), (Shimokawa 2007), (Tamargo 2011) und (Wittképper 2011).

Bemerkung: Aufgrund der Komplexitat von Signalkaskaden ist es hier nicht méglich alle Interaktionen zu zeigen.
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den Na*-Einwirtsstrom. Dieser bringt die spate DD
zur Aktivierungsschwelle der Erzeugung des AP
von rund -40 mV. Unter Sympathikus-Aktivierung
kommt es zu einer Erhéhung der Herzfrequenz, in-
dem die DD steiler ausfillt und somit der Schwel-
lenwert schneller erreicht wird.

Man unterscheidet das Aktionspotential der Schritt-
macher von dem der Zellen des Arbeitsmyokards.
Im Arbeitsmyokard kommt es, ausgeldst durch elek-
trische Reize der benachbarten Kardiomyozyten, zu
einem Na*-Einstrom durch spannungsaktivierte
Na*-Kanile in die Zelle, und so zur Depolarisation.
Die Na*-Kanile schlief}en von selbst wieder. Durch
die Depolarisation offnen sich langsam L-Typ
Ca**-Kanile und Ca* stromt in die Zelle. Dies fiithrt
zu einer Depolarisation des Potentials auf etwa +30
mV und wird auch als ,,Plateauphase“ bezeichnet.
Einige K*-Kanile, die schon durch die vorherige
Depolarisation aktiviert wurden, fordern K* aus der
Zelle und sorgen so fiir ein relativ stabiles Potential
fiir etwa 200 ms. In dieser Refrakterperiode kann
die Zelle auf keinen neuen Reiz reagieren, bis sich
die K*-Kanile langsam von selbst wieder schlieflen.
Die AP-Dauer reduziert sich mit steigender Herz-
frequenz. Da nun nur noch K* aus der Zelle stromt,
sinkt das Potential wieder und erreicht das Niveau
des Ruhepotentials (Repolarisation). Das gesamte
ventrikuldre AP dauert am menschlichen Herzen je
nach Herzfrequenz ungefdhr 200 - 350 ms. Die Na*/
K*-Pumpe sorgt fiir die Aufrechterhaltung der in-
trazelluldren Na*/K*-Konzentration. Die Erregung
breitet sich tiber Zell-Zell-Kanile benachbarter Zel-
len (Gap Junctions) wellenartig vom Sinusknoten
bis zur Herzspitze tiber das gesamte Herz aus.

Eine Anpassung des Herzschlags (Chronotropie) an
die jeweils gegebene Situation (Ruhe, Stress...) ge-
lingt dem Herzens {iber das neurohumorale System.
In Ruhe wird der Herzschlag tiber Acetylcholinaus-
schiittung durch Aktivierung des Parasympathikus
u.a. iiber Offnung von K*-Kanilen in den Schritt-
macherzellen geddmpft (negative Chronotropie).
Bei Bedarf (Anspannung, Fluchtsituation, Stress...)
wird er iiber die Ausschiittung von Noradrenalin
tiber sympathische Aktivierung beschleunigt, aus-
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gelost durch das Schlieflen von K*-Kanilen, den
Einstrom von K* und die Aktivierung von HCN-Ka-
nélen (positive Chronotropie). Unter sympathischer
Aktivierung kommt es aufSerdem zu einer positiven
ionotropen Wirkung des Myokards (Erh6hung der
Schlagkraft).

Herzgewebe besteht aus einer ganzen Reihe an un-
terschiedlichen Zelltypen, als Hauptkomponenten
wiren hier Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten
zu nennen. Rund zwei Drittel der Zellen des Her-
zens sind dabei Kardiofibroblasten (Swaney 2005),
die Kardiomyozyten kommen hier nur auf rund
30 - 40 %, tragen aber zu 75 % zum Volumen des
Myokards bei (Camelliti 2005). Die Kardiomyozy-
ten sind hierbei die Muskelzellen des Herzen, die
entscheidend sind fiir die Kontraktion. Die Fibrob-
lasten stellen Zellen des Bindegewebes dar, geben
Stoffe, wie das Strukturprotein Kollagen, ab und
sind beteiligt an der Bildung von Fibrose und der
Reparatur von Verletzungen (Narbenbildung).

Die Differenzierung des Saugetierherzens wih-
rend der Entwicklung ist ein komplizierter Pro-
zess. Dabei entwickelt sich das Herz aus einem
primitiven Herzschlauch, gesteuert durch verschie-
dene Faktoren, wie Homoobox-Protein Nkx-2.5,
Knochenmorphogenetische Proteine (BMP), GA-
TA-Transkriptionsfaktoren und Transformierender
Wachstumsfaktor beta (TGF-f), zu einem ausdiffe-
renzierten Herzen (Srivastava 2000). Die Fibroblas-
ten gehen dabei aus mesenchymalen Stammzellen
oder Fibrozyten hervor, die Kardiomyozyten aus
mesodermalen Stammzellen. Nach der Geburt un-
terscheidet man zwischen neonatalen Fibroblasten
bzw. Kardiomyozyten (bei Miusen jiinger als 10
Tage) und adulten. Die neonatalen Kardiomyozyten
sind noch nicht komplett ausdifferenziert. Adulte
Kardiomyozyten hingegen zeigen die typische Form
und typische quergestreifte Natur.

1.1.2. BIOCHEMIE UND PHARMAKOLOGIE
Wie schon erwidhnt, erhoht sich die Herzfrequenz
bei sympathischer Aktivierung. Die sympathische
Aktivierung ist ein mehrstufiger Prozess (Abb. 3).
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Im ersten Schritt binden die freigesetzten Katecho-
lamine (vor allem Noradrenalin) an (,-Adreno-
zeptoren (B,-AR) an der Zellmembran. Dies ak-
tiviert iiber einen G-Protein-abhédngigen Prozess
das Enzym Adenylatzyklase (AC) welches Adeno-
sintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmo-
nophosphat (cAMP) umwandelt. G-Proteine sind
GTP-bindende Proteine. Heterotrimere G-Pro-
teine bestehen aus den Untereinheiten o, § und
y. Der Komplex wird durch Austausch des an die
o-Untereinheit gebundenen GDP gegen GTP akti-
viert. Ein pharmakologischer Aktivator der AC ist
das vom Labdan abgeleitete Diterpen Forskolin,
welches aus Plectranthus barbatus isoliert werden
kann (Kavitha 2010). Das Signalmolekiil cAMP ak-
tiviert unter anderem die Proteinkinase A (PKA).
Die aktivierte PKA phosphoryliert eine ganze Reihe
anderer Proteine, was bei diesen zu einer Aktivie-
rung oder Inaktivierung fiihrt (Abb. 3). So fiihrt die
Phosphorylierung des L-Typ Ca*-Kanals (LTCC)
zu einem Einstrom von Ca?' in die Zelle (Tamar-
go 2011). Die Phosphorylierung des Ryanodinre-
zeptors 2 (RyR2) verstarkt den Ausstrom von Ca**
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) ins
Zytosol (Tamargo 2011, Bers 2002) und verstarkt
somit die Kontraktion. Die Ryanodin-Rezeptoren
haben ihren Namen, durch die spezifische Bindung
des giftigen Alkaloids Ryanodin aus der siidameri-
kanischen Pflanze Ryania speciosa. Phospholamban
(PLB) hemmt die Ca®** ATPase des Sarkoplasma-
tischen Retikulums (SERCA), welche durch eine
Phosphorylierung aufgehoben wird. Im gesunden
Kardiomyozyt dominiert im SR die Isoform SER-
CA2A (Dally 2010). SERCA2A befordert das Ca*,
das wihrend einer Kontraktion ins Zytosol ausge-
schiittet wurde, wieder zuriick in das SR. Hierdurch
kommt es zu einer Relaxation. Eine erhohte Aktivi-
tat der SERCA2A fiihrt dazu, dass das Ca** schneller
wieder in das SR abtransportiert werden kann und
hat somit kiirzere Intervalle zwischen den einzelnen
Kontraktionen zur Folge, sprich eine schnellere Re-
laxation (positive Lusitropie). Auflerdem fiihrt eine
erhohte SERCA2A-Aktivitidt zu mehr verfiigbarem
Ca* im SR. Somit kann bei jedem AP auch mehr
Ca*" freigesetzt werden, was zu einer Erh6hung der
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Kontraktion fiihrt (positive Inotropie). Der Effekt
des (unphosphorylierten) PLB ist es somit, die Kon-
traktilitdt und die Rate der Muskelrelaxation zu er-
niedrigen, was zu ebenfalls erniedrigtem Schlagvo-
lumen und Herzfrequenz fithrt. Man unterscheidet
zwischen einer Phoshorylierung des PLB durch die
PKA an Ser16 und einer durch die Ca*/Calmodu-
lin-abhéngige Proteinkinase II (CaMKII) an Thrl17.
Im SR liegt das Ca** an Calsquestrin (CSQ) gebun-
den vor (Liew 2004), im Myozyt kommt die Isoform
CSQ2 vor. 1 Mol CSQ2 kann hierbei ca. 40 - 50 Mol
Ca?*binden (Gaburjakova 2012). Im Sarkomer fiihrt
PKA zu einer Phosphorylierung von kardialem Tro-
ponin I (cTnI) und kardialem Myosinbindeprotein
C (cMyBP-C), was das Mafl von Kraftentwicklung
und Relaxation des Myokards beeinflusst (Ke 2008).
Auflerdem aktiviert die PKA den Proteinphospha-
taseinhibitor-1 (I-1) durch Phosphorylierung, wel-
cher seinerseits die dephosphorylierende Wirkung
der Proteinphosphatase 1A (PP-1A) hemmt (Witt-
kopper 2011). cAMP steigert auflerdem, tiber Bin-
dung an den HCN-Kanal, die Herzfrequenz.
Aktivierung der membrangebundenen Guanylatzy-
klase (GC-A) durch Atriales Natriuretisches Peptid
(ANP) oder B-Typ natriuretisches Peptid (BNP)
oder der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) durch
Stickstoffmonoxid (NO) fithrt zu einer Bildung von
cGMP, welches die Proteinkinase G (PKG) aktiviert.
Dies fithrt u.a. ebenfalls zu einer PLB-Phospho-
rylierung (Gorbe 2010).

Angiotensin II im Blut aktiviert Angiotensinrezep-
toren (ATR) im Kardiomyozyten. Der aktivierte
AT1R fiihrt iiber eine G-Protein-abhédngige Aktivie-
rung der Phospholipase C (PLC) zum einen zu ei-
nem Ca?*-Ausstrom iiber den Inositoltrisphosphat-
rezeptor (IP,R) aus dem SR und zum anderen iiber
eine Phosphorylierung der Extrazelluldr-Signal-re-
gulierten Kinasen 1/2 (ERK1/2) bzw. SMAD2/3
(Mothers against decapentaplegic homolog) zur
Aktivierung der Apoptose, bei z.B. dilatativer Kar-
diomyopathie, bzw. der pathologischen Hypertro-
phie bei pathologischer Mehrbelastung des Herzens
(Lindsay 2011, Tamargo 2011). Eine pathologische
Hypertrophie wird ebenfalls induziert durch Akti-
vierung des Calcineurin-NFAT-Signalweges (Ber-
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nardo 2010).

Die Schlagkraft des Herzens beeinflusst auch den
Blutdruck. Man unterscheidet hier den systolischen
und diastolischen Blutdruck. Der systolische Blut-
druck ist der Druck, den das Blut wihrend der Sys-
tole auf die Gefiflwinde ausiibt. Er wird somit u.a.
vom Schlagvolumen des linken Herzens und der
Dehnbarkeit der Gefifle bestimmt. Wohingegen
der diastolische Blutdruck durch den Restdruck der
Gefifse wahrend der Diastole entsteht.

Der Blutdruck wird iiber Barorezeptoren im jux-
taglomeruldren Apparat der Niere gemessen. Fallt
dieser ab, wird hier das Enzym Renin ins Blut abge-
geben. Renin trifft im Blut auf das Prohormon An-
giotensinogen und spaltet es zu Angiotensin I (Ang
I). Ang I wird dann durch Angiotensin-konvertie-
rendes Enzym (ACE) aus (hauptséchlich) Endothel-
zellen der Lunge in das aktive Angiotensin II (Ang
IT) umgewandelt. ACE baut auflerdem Bradykinin
ab, ein Hormon mit gefiflerweiternder Wirkung.
Ang II bindet an AT1-Rezeptoren im Herzen, der
Niere und den glatten Gefdfimuskeln und fithrt im
Herzen tiber eine gesteigerte Kalziumausschiittung
zu einer Zunahme der Schlagkraft (Abb. 3). Au-
erdem fiihrt die Aktivierung des AT1-Rezeptors
zu einer Kontraktion der glatten Gefafmuskeln. In
der Nebennierenrinde fithrt die Aktivierung der
AT1-Rezeptoren zur Ausschiittung von Aldoste-
ron. Aldosteron ist ein Steroidhormon, das zu einer
Wasser- und NaCl-Riickresorption in der Niere und
einer erhohten Ausscheidung von K* fithrt. Dies al-
les bedingt einen Anstieg des arteriellen Blutdrucks
durch Erhohung des Extrazellularvolumens.

Bei einer erhohten Volumenbelastung (Vorlast),
kommt es am Ende der Diastole zu einer erhéhten
Dehnung der kontraktilen Muskelfasern des Her-
zens. Steigt die Dehnung des Atriums aufgrund
dieser erhohten Volumenbelastung an, fithrt dies
zu einer Freisetzung von Atrialem Natriuretischem
Peptid (ANP). Im Ventrikel wird bei erhéhter Deh-
nung vor allem B-Typ Natriuretisches Peptid (BNP)
freigesetzt. Diese Peptide greifen in das Renin-An-
giotensin-Aldosteron-System (RAAS) ein, welches
fiir die Regulation des Blutdrucks und des Was-
ser- bzw. Salzgehalts des Blutes mit verantwortlich
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ist. ANP und BNP sorgen fiir eine Hemmung der
Aldosteron-Synthese und der Renin-Sekretion und
wirken somit einem Anstieg des Blutdrucks durch
das RAAS entgegen (Nishikimi 2006).

Ebenfalls an der Regulation des Blutdrucks beteiligt
ist das C-Typ Natriuretische Peptid (CNP). Es wird
vor allem aus Endothelzellen und ventrikuldren
Kardiomyozyten freigesetzt und beeinflusst, iiber
Bindung an den Rezeptor GC-B und darauf folgen-
de cGMP-Produktion, den Gefaf3tonus (Tokudome
2004).

Eine weitere Autoregulationsméglichkeit des Her-
zens ergibt sich aus dem nach seinem Entdecker
benannten Bowditch-Effekt. Hierbei erhoht sich
bei steigender Herzfrequenz auch die Schlagkraft
des Herzens. Man erkldrt dies mit einer hoheren
K*-Konzentration bei erhohter Herzfrequenz. Bei
einer Erhohung der Herzfrequenz kommt es in den
SAN-Zellen zu einer Erh6hung des Na*-Einstroms
tiber die HCN- und NCX-Kanile. Diese erhohte
Na'-Konzentration aktiviert die Na'/K*-ATPase.
Jedoch ist der Na*-Einstrom hoher als der Na*-Aus-
strom, was den NCX-Kanal in seiner Funktion
hemmt und somit die Ca**-Konzentration in der
Zelle ansteigen ldsst. Diese erhohte K*-Konzentra-
tion steigert die Kontraktionskraft des Herzmuskels
(Lakatta 1999). Bei Patienten mit Herzinsuffizienz
ist dieser Mechanismus gestort und eine Erhohung
der Herzfrequenz kann sogar zu einer Verminde-
rung der Schlagkraft fiihren (Petretta 2002).

Bei einem so zentralen und lebenswichtigen Org-
an wie dem Herzen ist es nicht verwunderlich, dass
die Natur auch Lebewesen mit Giften ausgestattet
hat, die das Herz ihrer Fressfeinde in seiner Funk-
tion storen um diesem so zu schaden. Vor allem
findet man solche kardialen Toxine bei Pflanzen,
aber auch bei Tieren, wie Reptilien und Amphibi-
en. Das am hiufigsten anzutreffende Wirkprinzip
der pflanzlichen Toxine ist die Hemmung der kar-
dialen Natrium-Kalium-ATPase (NKA). Dieses En-
zym sorgt im Myozyt unter ATP-Verbrauch fiir den
Austausch von 3 Natriumionen aus dem Myozyten
gegen 2 Kaliumionen in den Myozyten. Sie regu-
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liert somit u.a. das Membranpotential und steuert
indirekt die K*-Konzentration der Zelle (Altamira-
no 2006). Eine NKA-Hemmung findet man bei den
Steroid-abgeleiteten Stoffgruppen, den Cardenoli-
den (fiinf-gliedriger Lactonring) und Bufadienoli-
den (sechs-gliedriger Lactonring). Die Inhibition
der NKA durch diese Stofte fiihrt zu einer Zunahme
der intrazelluldren Na*-Konzentration und somit
zu einer Zunahme der NCX-Aktivitit. Dies wie-
derum fiihrt zu einer Zunahme der intrazellularen
Ca**-Konzentration und einem positiv inotropen
Effekt. Bei einer toxischen Dosis hat dies hingegen
eine Paralyse der Vagus-Nerven im Herzen zur Fol-
ge und fiihrt somit zu unkoordinierten Kontrakti-
onen des Herzens und schliellich zum Kreislauf-
stillstand. Einige dieser Stoffe sind: Convallotoxin
(Cardenolidglykosid aus dem Maiglockchen Con-
vallaria majalis), Digitoxin (Cardenolidglykosid aus
dem Fingerhut Digitalis purpurea), Bryotoxin B und
C (Bufadienolide aus Kalanchoe delagoensis), Ole-
andrin (Cardenolid aus dem Oleander Nerium ole-
ander), Proscillaridin (Bufadienolid aus der Weifen
Meerzwiebel Drimia maritima), a- und -Antiarin
(Cardenolidglykoside aus dem Upasbaum Antiaris
toxicaria) und Cheirotoxin (Cardenolidglykosid aus
dem Goldlack Cheiranthus cheiri). AufSerdem das
besonders in Afrika als Pfeilgift verwendete g-Stro-
phanthin (Cardenolidglykosid aus Strophanthus
spp., Acokanthera spp. und Apocynum cannabinum).

Schon friih verstand der Mensch, dass es ,allein die
Dosis macht, dass ein Ding kein Gift sei“ (Paracel-
sus, 1538). Und so gibt es heutzutage viele dieser
eigentlich hochgiftigen Stoffe die in geringer Kon-
zentration als Mittel bei Herzproblemen verwendet
werden. Das wohl bekannteste Beispiel diirfte hier
Digitoxin aus dem Fingerhut Digitalis purpurea
sein, das in geringer Dosierung schon friih als Me-
dikament bei Herzerkrankungen, wie chronischer
Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern, verwendet
wurde. Die Hemmung der NKA wirkt hierbei hilf-
reich auf das insuffiziente Herz, vor allem durch eine
Steigerung der Kontraktilitit iiber die Erhéhung der
intrazelluldren K*-Konzentration.
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1.2. Herzinsuffizienz

1.2.1. ALLGEMEINES
Die Herzinsufhizienz (Herzschwiche) ist mit ca.
386.000 Fillen in Deutschland im Jahr 2012 (Sta-
tistisches Bundesamt, ICD-10: 150) eine weit ver-
breitete Erkrankung des Herzens und derzeit der
hiufigste Grund fiir einen stationdren Kranken-
hausaufenthalt. Mit ca. 50.000 Sterbefillen pro Jahr
in Deutschland ist sie aulerdem beteiligt an rund
6 % der jahrlichen Sterbefille und sorgt mit 3200
Mio. Euro (im Jahr 2008) fir erhebliche Kosten
fir das deutsche Gesundheitssystem (Statistisches
Bundesamt). Eine Herzinsuffizienz bezeichnet eine
Schwiche des Herzen bzw. seine Unfihigkeit die er-
forderliche Pumpleistung zu erbringen um das nor-
male Herzminutenvolumen zu garantieren.
Besonders dltere Menschen sind gefihrdet an einer
Herzinsuffizienz zu erkranken, so gehort die Herz-
insuffizienz bei Menschen tiber 65 Jahren zu einer
der hiufigsten Erkrankungen die zu einem statio-
ndren Krankenhausaufenthalt fithrten. Auflerdem
gehort sie bei Menschen iiber 65 zur vierthdufigs-
ten Todesursache (nach chronisch ischdamischen
Krankheiten, akutem Myokardinfarkt und Tumore
an Bronchien und der Leber) (statistisches Bundes-
amt, Gesundheit im Alter, 2012).
Die Einteilung der Herzkrankheiten (Herzinsuffi-
zienz) erfolgt nach der NYHA-Klassifikation (New
York Heart Association). Je nach Schwere der Er-
krankung unterscheidet man zwischen NYHA I
(ohne korperliche Beschwerden) bis zu NYHA IV
(starke Beschwerden mit Bettlagerigkeit).

1.2.2. SYMPTOMATIK UND URSACHEN
Eine Herzinsuffizienz macht sich bemerkbar durch
Ermiidungszustinde, Kurzatmigkeit, Keuchen, Ap-
petitlosigkeit, Schwellungen an Fiiflen, Fufigelen-
ken und Beinen und fiihrt gelegentlich zu einem
unnatiirlichen oder geringen Herzschlag. Aufgrund
des verringerten Herzminutenvolumens kann es
auflerdem zu einer Verminderung der Muskelmas-
se kommen. Bei weiter vorangeschrittenen Fillen
einer Linksherzinsuffizienz kann sich Fliissigkeit
in der Lunge sammeln, was mit Husten pinken
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Schaums, Erstickungsgefiihlen und einer blassen
bis fast blaulichen Hautfdrbung einhergeht.

Ab einem Alter von 65 nimmt das Risiko an Herz-
insuffizienz zu erkranken stark zu. AufSerdem wird
das Risiko durch Fettleibigkeit stark erhoht, da die-
se zu einem erhohten Blutdruck und einer Typ II
Diabetes fithren konnen. Die Diabetes selbst stellt
ebenfalls einen Risikofaktor dar. Weitere Risikofak-
toren sind das Rauchen und Alkohol- bzw. Drogen-
missbrauch und die Einnahme hoher Mengen ana-
boler Steroide.

Eine haufige Ursache fiir eine Herzinsuffizienz sind
die Auswirkungen einer Arteriosklerose, die zu ei-
nem Herzinfarkt und zu einem Pumpdeffekt der
linken Herzhilfte fithren konnen. Ein Pumpdeffekt
der einen EF < 40 % zur Ursache hat (Mensch) stellt
eine Indikation zur Behandlung dar (Hoppe 2005).
Weiterhin stellen Erkrankungen des Herzmuskels
(Kardiomyopathien) eine wichtige Ursache der
Herzinsufhzienz dar, wobei der Herzmuskel hyper-
trophiert (verdickt) oder dilatiert (erweitert). Eine
weitere Ursache fiir eine Herzinsuffizienz ist ein zu
hoher Blutdruck, was hier meist von einer Verdi-
ckung der Ventrikelwand oder einer Verminderung
der Kontraktionsfahigkeit des Herzens hervorgeru-
fen wird. Bluthochdruck fithrt zu einer anhaltenden
Druckbelastung des Herzmuskels, Arteriosklerose
zu einer Sauerstoffunterversorgung des Myokards.
Dies hat das Absterben von Kardiomyozyten und
somit eine Schadigung des Herzens zur Folge. Das
insuffiziente Herz ist nicht mehr in der Lage die
notwendige Leistung zu erbringen um das notwen-
dige Herzminutenvolumen aufrecht zu erhalten
(Vorwirtsversagen). Das Herzminutenvolumen
und der Blutdruck sinken. Auflierdem kommt es zu
einem Riickstau des Blutes in den Lungenkreislauf
bzw. die Kérperperipherie, was zu einem Lungeno-
dem fithrt (Riickwirtsversagen). Durch die hier-
bei erhohte Vorlast kommt es zur Aktivierung des
Frank-Starling-Mechanismus. Unterstiitzt wird das
Ganze meist durch eine erhohte Na*- und Wasser-
riickresorption, was das extrazelluldre und intrava-
sale Volumen erhoht. Dies alles setzt Mechanismen
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der Gegenregulation in Gang, welche zu einem Um-
bau (,,Remodelling”) des Herzens fiihren.

1.2.3. MOLEKULARBIOLOGISCHE PROZESSE

Die reduzierte Pumpfunktion des Herzens (verrin-
gertes Herzminutenvolumen) aktiviert das sympa-
thische System und fithrt so zu einer Produktion
von positiv ionotrop und chronotrop wirkenden
Katecholaminen, wie Noradrenalin (NA) (Brod-
de 1989). Die Aktivierung der ,-Adrenozeptoren
im juxtaglomeruldren Apparat durch das NA in-
duziert die Ausschiittung von Renin, was die Pro-
duktion von Angiotensin II fordert und somit das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ak-
tiviert. Auflerdem fiihrt die erhohte Katecholamin-
und Angiotensin II - Konzentration zur Produktion
von Atrialen- und B-Typ Natriuretischen Peptiden
(ANP, BNP). Die Aktivierung des RAAS dient als
Mafinahme der Gegenregulation infolge des gesun-
kenen Herzminutenvolumen und des, durch das
Vorwirtsversagen auftretenden, Blutdruckabfalls.
Es fiihrt zu einer Retinierung von Fliissigkeit, was
Blutdruck bzw. die Vor- und Nachlast des Herzens
erh6hen soll. Dies funktioniert aber nur beim ge-
sunden Herzen. Im insuffizienten Fall fiihrt es zu
besagter Fliissigkeitsstauung in der Lunge und lang-
fristig zu einem Lungenddem.

Um die Herzleistung des insuffizienten Herzens zu
kompensieren erhoht das freiwerdende NA {iber
beta-adrenerge Aktivierung Herzfrequenz und
Schlagkraft. Hierbei kommt es zu einem Anstieg
der myokardialen cAMP-Konzentration. Allerdings
fihrt eine lang anhaltende sympathische Erregung
zu dauerhaften molekularen und strukturellen nega-
tiven Veranderungen des Herzens. Dies geht einher
mit einer Abnahme der Dichte an 3 - Adrenozepto-
ren (B,-AR), wodurch die inotrope Wirkung des NA
am Herzen mit der Zeit reduziert wird (Lohse 2003,
El-Armouche 2003). Die Stimulation der entspre-
chenden Rezeptoren durch Noradrenalin und Ang
IT fithrt zu einer pathologischen Hypertrophie der
Myozyten durch einen Gaq-abhéngigen Signalweg
(McMullen 2007, El-Armouche 2003).

Die Hypertrophie kardialer Myozyten ist gekenn-
zeichnet von einer bis zu 70 %igen Vergréflerung
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des Zellvolumens (Anversa 1985). Man unterschei-
det hierbei zwischen exzentrischer Hypertrophie
(Ventrikel mit diinner Wand und grof3em Volumen,
Dilatation) bei Volumenbelastung und konzent-
rischer Hypertrophie (Ventrikel mit dicker Wand
und kleinem Volumen) bei Druckbelastung (Ber-
nardo 2010).

Die zunichst fiir das insuffiziente Herz vorteilhaft
gedachten Umbauprozesse werden fiir das Herz
zunehmend, in den spiteren Phasen der Insuffizi-
enz, negativer und schidigen die Herzmuskelzellen.
Insbesondere durch eine entstehende Ischdmie auf-
grund der Hypertrophie. Schlieflich gehen die ge-
schidigten Herzmuskelzellen durch Nekrose oder
Apoptose zugrunde.

Verletzte Kardiomyozyten setzen Zytokine, wie In-
terferone und TGF- frei (Rosenkranz 2004). Die
Konzentration an TGF-P erhoht sich schon sehr
frith in der geschddigten Zone und stimuliert Ma-
krophagen- und Fibroblasten-Chemotaxis und die
Proliferation von Fibroblasten (Desmouliere 1993).
Eine Erhohung des gamma-Interferons setzt die
Produktion von Stickstoffmonoxid in Makrophagen
in Gang, was die vaskuldre Permeabilitat erhoht und
die Entziindungsreaktion in der geschadigten Zone
einddimmt (Sigusch 1996). Aktivierte Makrophagen
exprimieren Angiotensin-konvertierendes Enzym
(ACE) und stellen eine lokale Ang II - Quelle dar die
unabhéngig vom Ang II des Plasmas reguliert wird
und eine entscheidende Rolle in der Fibroseentste-
hung spielt. Die frithe Freisetzung von TGF-P aus
nekrotischen Myozyten und Makrophagen ist auch
wichtig fiir die phenotypische Transformation von
interstitiellen Fibroblasten zu Myofibroblasten (Ro-
senkranz 2004). Myofibroblasten exprimieren Gene
tiir Prokollagen Typ 1, 3 und 4, stellen Ang I und II
her und besitzen Rezeptoren fiir Ang IT und TGF-$
(Sutton 2000). Auflerdem ist die Differenzierung
assoziiert mit einer erhdhten Produktion extrazel-
luldrer Matrixkomponenten und der Bildung von
Aktin-Stressfasern, welche sich durch die Expres-
sion von alpha-Glattmuskel-Aktin (a-SMA, von
»alpha-smooth muscle actin®) auszeichnen (Sutton
2000). Die Synthese des Kollagens Typ I, II und IV
durch Myofibroblasten wird moduliert durch ver-
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schiedene Faktoren, darunter Fibroblastenwachs-
tumsfaktoren, ANP, Ang II, Bradykinin-gesteuerte
Freisetzung von Prostaglandin E und Stickstoffmo-
noxid.

Aldosteron wird ebenfalls durch Myofibroblas-
ten synthetisiert und nimmt im Herzen eine 17-
fach hohere Konzentration als im Plasma ein (Sun
1994). Aldosteron, welches durch NO, ANP und
Ang II reguliert wird, stimuliert die Transkription
von Kollagen Typ I und III mRNA (Sutton 2000).
Die Ablagerung von Kollagen Typ I und III erfolgt
vornehmlich in den durch Nekrose / Apoptose ab-
gestorbenen Bereichen. Nichtsdestotrotz erfolgt es
auch im gesunden Bereich des Myokards sobald die
interzelluldren Signale durch exzessive Nekrose der
Myozyten potenziert werden.

Schliefilich verliert der Herzmuskel mehr und mehr
gesunde aktive Herzmuskelzellen, welche durch fi-
brotisches Gewebe ersetzt werden. Die Kraft lasst
nach und der Muskel wird durch die entstehende
Fibrose steifer, die mechanischen Eigenschaften des
Myokards verschlechtern sich nachhaltig. Nachdem
sich eine stabile fibrotische Narbe gebildet hat, wird
die Kollagen-Produktion reduziert und die meisten
Myofibroblasten fallen einer Apoptose zum Opfer.

1.2.4. THERAPIE

Wichtig ist es hier, die Ursache der Herzinsuffi-
zienz und ungiinstige Begleiterscheinungen, wie
Ubergewicht, ein zu hoher Blutdruck, Blutarmut,
Nierenschwiche oder eine Schlafapnoe ebenso zu
behandeln, wie die Herzinsuffizienz selbst (siehe,
»Arzneiverordnung in der Praxis®).

Der Vasodilator Hydralazin und Isosorbiddinitrat,
welches die Sauerstoftversorgung des Myokards ver-
bessert, waren die ersten zugelassenen Stofte, wur-
den dann aber von ACE-Hemmern abgelost. Zur
Therapie der Herzinsuffizienz mit Medikamenten
gibt es heutzutage vier grofle Gruppen, die nach-
weislich die Sterblichkeit reduzieren, ACE-Hem-
mer, Aldosteronantagonisten, AT1-Antagonisten
und Betablocker.

Bei der Wirkung auf das Herz differenziert man
zwischen chronotroper Wirkung (Wirkung auf die
Herzfrequenz), dromotroper Wirkung (Wirkung

11



Dissertation, UMG Gottingen, Simon Lammle

auf die Erregungsleitung am Herzen), inotroper
Wirkung (Wirkung auf die Kontraktionskraft), ba-
thmotroper Wirkung (Wirkung auf die Reizschwel-
le des Herzen) und einer lusitropen Wirkung (Wir-
kung auf die Relaxation des Herzen). Je nachdem ob
eine erhohende oder erniedrigende Wirkung zu er-
warten ist, spricht man von ,,positiv® oder ,,negativ*.
Wird die ACE durch ACE-Hemmer gehemmt
kommt es zu einer verminderten Umsetzung von
Ang I zu Ang II und zu einem verminderten Brady-
kinin-Abbau. Die Folge ist eine Senkung des Blut-
drucks und somit eine Verminderung der Nachlast.
Auferdem beobachtet man eine Hemmung des Re-
modelings nach einem Herzinfarkt. Klinisch einge-
setzte ACE-Hemmer sind z.B. Ramipril, Captopril
und Enalapril. Aldosteronantagonisten hemmen
die Wirkung des Aldosterons iiber eine Blocka-
de seines Rezeptors, dies fiihrt zu einer Erhéhung
der Na*-Ausscheidung (diuretische Wirkung) und
einer Erweiterung der Blutgefifie (Blutdrucksen-
kung). Bei systolischer Herzinsuffizienz konnte eine
Risikoreduzierung und héhere Uberlebensrate bei
Gabe des Aldosteronantagonisten Spironolacton
gefunden werden (Pitt 1999).

AT1-Antagonisten hemmen spezifisch den AT1R,
dies fithrt, wie auch bei ACE-Hemmern, zu einer
Erniedrigung des Blutdrucks und somit zu einer
Verminderung der Nachlast. Sie fithren nicht zu ei-
ner Hemmung des AT2R. Haufige Verwendung fin-
den hier Sartane, wie Valsartan und Candesartan.
Allerdings fehlt den AT1-Antagonisten die Brady-
kinin-erh6éhende Funktion der ACE-Hemmer. Da
Ang IT bei der Entstehung von Fibrose beteiligt ist,
fithrt eine Hemmung der Ang II-Wirkung durch
ACE-Hemmer oder AT1-Antagonisten auflerdem
zu einer Verminderung des fibrotischen Remode-
lings.

Betablocker blockieren die 3-Adrenozeptoren. Man
kennt hier unselektive Betablocker, die § - und f3,-
AR blockieren (z.B. Propranolol) und spezifische,
die entweder [3,- oder B,-AR blockieren. Als B -spe-
zifische Betablocker finden Metoprolol und Biso-
prolol am meisten Verwendung. Sie fithren durch
ihre negativ inotrope und chronotrope Wirkung im
Wesentlichen zu einer Reduzierung des Blutdrucks
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und der Herzfrequenz und somit zu einer Vermin-
derung der Herzarbeit des insuffizienten Herzens.
Auferdem besitzen sie antiarrhytmische und sym-
patholytische Wirkung und fithren, nach einer Ein-
gewohnungsphase, zu einer Erhéhung der linksven-
trikularen Auswurffraktion. Allerdings muss hier
mit einer einschleichenden Dosierung das insuffizi-
ente Herz langsam an die Sympathikusreduzierung
gewohnt werden. Gelegentlich wird aufgrund der
negativ inotropen Wirkung anfinglich auch eine
kurzzeitige Verschlechterung der hémodynami-
schen Situation beobachtet.

Ein anderer therapeutischer Ansatz bezieht Subs-
tanzen mit ein, welche die Pumpleistung des durch
Herzinsuffizienz geschwichten Herzens starken
(positiv inotrop), wie Digitoxin oder cAMP-er-
hohende Stoffe. Eine Erhohung der zelluliren
cAMP-Konzentration erreicht man entweder durch
Férderung der Synthese oder durch Verminderung
seines Abbaus mit Hilfe von Phosphodiesterase
(PDE)-Hemmern.

So wurde der nichtselektive PDE-Hemmer Trapi-
dil schon friih als Koronardilatator zur Behandlung
von Ischdmie verwendet. Neben der positiv inotro-
pen Wirkung besitzen PDE-Inhibitoren zusitzlich
eine vasodilatatorische, positiv chronotrope und
positiv lusitrope Wirkung und haben somit eine for-
dernde Wirkung auf die himodynamische Situation
des insuffizienten Herzens. In kardialen Myozyten
findet sich vornehmlich PDE3, aber auch PDE1,
2,4, 5, und 8 (Mika 2012). Daher waren die ersten
tir Herzinsufhizienz zugelassenen PDE-Inhibitoren
spezifische Inhibitoren der PDE3, wie Cilostazol
oder Milrinon. PDE3-Inhibitoren zeigen aber bei
langerfristiger Anwendung eine Verschlechterung
der Symptome und eine signifikante Erhéhung der
Sterblichkeit und sollten daher nur in Kurzzeitan-
wendungen, von bis zu 2 Wochen, angewendet wer-
den.

12



Dissertation, UMG Gottingen, Simon Lammle

1.3. Phosphodiesterasen

1.3.1. ALLGEMEINES
Phosphodiesterasen (PDEs) sind Enzyme welche
die Botenstoffe cAMP und cGMP hydrolytisch spal-
ten und zu AMP bzw. GMP umsetzen. Sie zdhlen
zur Enzymklasse der Hydrolasen. Bei der Hydroly-
se kommt es zu einer Spaltung der 3‘-zyklischen
Phosphatbindung. cAMP wurde zuerst von Earl
Sutherland und Theodore Rall als Signalstoft iden-
tifiziert (Rall 1957), was Sutherland 1971 zu einem
Nobelpreis der Medizin verhalf. Die Funktion von
cGMP als Signalstoft wurde erst Jahre spéter ent-
deckt. Ferid Murad zdhlt bei der Aufklirung der
Signalfunktion des cGMP als eine wichtige Per-
son (Kimura 1974, Murad 1978). Die Botenstoffe
cAMP und cGMP werden in der Zelle lokal durch
Zyklasen produziert, zum Grofiteil als Antwort auf
verschiedene Stimuli, wie z.B. Noradrenalin, Atri-
ales Natriuretisches Peptid (ANP) oder Stickstoff-
monoxid (NO). Um die Spezifitit beziiglich der
Aktivierung nachgeschalteter Zielstrukturen zu
gewiahrleisten, sind Lokalisation, Wirkdauer und
Wirkstirke des cAMP/cGMP-Signals streng kon-
trolliert. Diese raumzeitliche Kontrolle und Stir-
ke der cAMP/cGMP-Konzentration wird durch
Phosphodiesterasen (PDEs) erreicht, welche die
Hydrolyse der zyklischen Nukleotide zu ihren in-
aktiven 5°-Monophosphaten katalysieren. Messun-
gen mit herkdmmlichen biochemischen Methoden
kommen auf einen basalen cAMP-Spiegel von rund
1 uM in der unstimulierten Kardiomyozyte. In sili-
co-Berechnungen unterstiitzen dies, gehen aber au-
lerdem je nach Stimulation von einer cAMP-Kon-
zentration von 100 nM - 2 uM in den Caveolae aus
(Iancu 2007).

PDEs werden in verschiedene Isotypen unterteilt,
so kennt man in Sdugetieren heutzutage PDELI - 11.
Man unterscheidet hier drei Gruppen. PDEs die nur
cAMP hydrolysieren (PDE4, 7 und 8), PDEs die nur
c¢GMP hydrolysieren (PDES5, 6 und 9) und PDEs die
sowohl cAMP als auch cGMP hydrolysieren (PDE1,
2, 3, 10 und 11). Viele PDEs (2, 4, 5, 6, 10 und 11)
besitzen neben der katalytischen Doméne, welche
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durch das Motiv H(X)3H (X)25-35(D/E) charakte-
risiert ist, zusdtzlich noch zwei sog. GAF-Doménen,
welche verantwortlich sind fiir eine Dimerisierung
oder fiir cAMP- bzw. cGMP-Bindung. GAF ist ein
Akronym fiir die drei Doménen, in denen man
diese Struktur zuerst fand, und steht fiir ,Sauger
cGMP-bindende Phosphodiesterasen, Anabaena
Adenylatzyklasen und E. coli FhlA Transkriptions-
faktor®. Die katalytische Domaéne aller PDEs besitzt
auflerdem zwei konservierte Bindestellen im hinte-
ren Teil des hydrolytischen Zentrums fiir divalente
Metallionen wie Zn**, Mn** oder Mg*". Die Bindung
der Ionen wird fiir die katalytische Funktion beno-
tigt. Meist sitzt an der ersten Bindestelle ein Zn*,
welches tiber Histidin und Aspartat fest verankert
ist, und an der anderen Bindestelle ein eher locke-
res Mg** oder auch Mn?*. Die katalytische Domine
der PDEs besteht aus 16 Alpha-Helices, welche aus
3 Unterdomidnen bestehen, die eine Tasche bilden
in der das Substrat oder der Inhibitor binden kann.
Die Bindung des cAMP oder cGMP stellt man sich
so vor, dass ein unverianderliches Glutamin in der
Bindungstasche den Purinring tiber Wasserstoftbrii-
ckenbindungen stabilisiert. Je nachdem in welcher
Orientierung das Glutamin vorliegt bindet entwe-
der cAMP oder cGMP, aber nie beides (Conti 2007).
Bei PDEs die sowohl cAMP als auch cGMP hydroly-
sieren ist dieses Glutamin frei beweglich, nicht so
bei selektiven PDEs (Conti 2007). Andere Bereiche
der a-Helices binden tiber Wasserstoffbriicken die
Ribose und das zyklische Phosphat und halten das
Substrat so fest in der katalytischen Tasche (Conti
2007). Die zwei Metallionen besitzen sechs koordi-
nierte Bindungen wobei zwei Wassermolekiile ge-
bunden sind. Bei Substratbindung werden zwei die-
ser Wassermolekiile durch das Phosphat ersetzt und
das Phosphat interagiert mit einem nahegelegenen
Histidin (Martinez 2002). Die eigentliche Reaktion
wird dann durch ein Nukleophil ausgelost.

Die ersten bekannten PDE-Inhibitoren waren
unspezifische Inhibitoren aus der Gruppe der Puri-
nalkaloide. Diese Alkaloide leiten sich vom Xanthin
ab und sind Produkte des Sekundirstoftwechsels
verschiedener Pflanzen, wie Kaffee (Coffea spp.),
Tee (Camellia sinensis), Kakao (Theobroma cacao),
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Kola (Cola spp.) oder Guarana (Paullinia cupana).
Die hdufigsten Purinalkaloide sind Koffein, Theo-
bromin und Theophyllin. Von diesen natiirlichen
Stoffen leiten sich kiinstliche Purinbasen wie 3-Iso-
butyl-1-methylxanthin (IBMX) ab, welches in der
Forschung als nichtselektiver PDE-Inhibitor (IC, =
7 - 50 uM, Cayman Chemicals) verwendet wird.
Inhibitoren der PDE5, wie Sildenafil und Tadala-
fil, erlangten einen groflen kommerziellen Erfolg.
Sie werden klinisch zur Zeit aber nur bei erekti-
ler Dysfunktion angewendet. PDE5 gehort zu den
cGMP-hydrolysierenden PDEs. cGMP fiihrt zu
einer Relaxation der glatten Muskulatur der Blut-
gefile. Eine Hemmung der PDE5 im Myokard
verstirkt eine adrenerge inotrope Stimulation, mo-
duliert myokardiale Hypertrophie und schiitzt ge-
gen Reperfusionsschdden nach akutem Myokardin-
farkt (Guazzi 2008), wird hier klinisch jedoch nicht
angewendet.

Eine Hemmung der PDE3 war die erste spezifische
PDE-Inhibition die klinisch bei einer Herzinsufhzi-
enz verwendet wurde. Die PDE3 besitzt aufler der
katalytischen Doméne eine Transmembrandoma-
ne und Phosphorylierungsstellen. Sie wird durch
cGMP-Bindung inhibiert. Man unterscheidet die
Isoformen PDE3A und PDE3B, die sich in ihrem
Expressionsgrad und ihrer Affinitit zu cGMP un-
terscheiden (Conti 2007). Im menschlichen Herz ist
sie die am haufigsten vorkommende PDE und ihre
Expression ist bei Herzinsufhzienz erniedrigt (Mo-
lina 2012, Yan 2007). Im Ratten- und Mauseherz ist
die PDE3 hingegen nur die zweitaktivste PDE und
die PDE4 ist dominierend (Rochais 2006, Richter
2011). In vitro fuhrt eine Inhibition der PDE3A
zu einer verstirkten Apoptose und Hypertrophie
von Myozyten (Ding 2005a). PDE3 ist an der Re-
gulation der Myozytenkontraktion und Relaxation
tiber L-Type Kalziumkanile und SERCA2 beteiligt
(Yan 2007). PDE3B ist beteiligt an der Kontrolle
des L-Type Kalziumstroms durch Interaktion mit
der Phosphoinositid-3-Kinase y (PI3K y). Wird sie
gehemmt kommt es zu einem Anstieg des Kalzi-
umstroms (Yan 2007). Der Versuch die hdmodyna-
mische Situation des insuffizienten Herzens durch
PDE3-Hemmung zu verbessern erweist sich aber
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eher als nachteilig in Bezug auf die Sterblichkeit
(Amsallem 2005, Eschenhagen 2008).

1.3.2. PHOSPHODIESTERASETYP 2 (PDE2)
Da jedoch die Kontrolle der hamodynamischen Si-
tuation des insuflizienten Herzens durch Regulati-
on der cAMP-Konzentration nicht falsch erscheint,
ist die Beeinflussung anderer PDEs ein lohnendes
Forschungsziel. Interessant scheint hier die PDE2.
Sie stellt ein Bindeglied cAMP- und cGMP-ver-
mittelter Signalkaskaden dar. PDE2 ist in der Lage
sowohl cAMP als auch cGMP zu hydrolysieren, al-
lerdings mit unterschiedlicher Kinetik. Fiir die kar-
diale PDE2 des Rindes fand man einen K_ von 36
uM fiir cAMP und 11 uM fiir cGMP (Beavo 2006).
Zudem kann dieses Enzym durch eine spezialisier-
te Domadne allosterisch durch cGMP aktiviert wer-
den, im Gegensatz zu PDE3, welche durch cGMP
inhibiert wird (vergl. Abb. 4). Die PDE2 kommt als
Homodimer mit einer speziesabhidngigen Masse
des Monomers von 103 - 105 kDa vor. Die hochs-
te Expression an PDE2-RNA in Maiusen (E14.5,
NMRI) findet sich in kranialen Ganglien, in Spi-
nalganglien, im Tegmentum, im Riechkolben, im
Genitalhocker, in den vorderen Gliedmaflen und
in der Haut (genepaint, ID EH2642). Im Herzen
ist die Expressionsstirke in Ventrikel und Atrium
identisch, allerdings findet man im Atrium eine
auf bestimmte Subregionen beschrinkte Expressi-
on und im Ventrikel eine Expression die auf Sub-
populationen von Zellen beschrankt ist (genepaint,
ID EH2642). Sie tragt bei Herzen von Ratten und
Maiusen nur gering zur gesamten PDE-Aktivitdt
bei, im menschlichen Herzen hingegen ist die kar-
diale PDE2 zusammen mit PDE1 die zweitdomi-
nierenste bezogen auf die gesamte PDE-Aktivitdt
(Richter 2011, Rochais 2006, Molina 2012). PDE2
besitzt aufler der katalytischen Domidne noch zwei
GAF-Domainen, welche als GAF-A und GAF-B be-
zeichnet werden. GAF-A représentiert den Dime-
risierungslokus und GAF-B die cGMP-Bindestelle
(Abb. 5). Bindung von cGMP an die GAF-B-Domi-
ne steigert die Hydrolyse von cAMP um den Faktor
5 - 30 durch eine nicht-kooperative Enzymkinetik
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und eine Konformationsanderung der katalytischen
Domaine. Na* kann ebenfalls an der GAF-Domine
binden und hemmt dann die Aktivitit der PDE2
(Cann 2007). Die Aktivierung der PDE2 ist au-

— — —
N——" cAMP-
cAMP Effektoren
— — —>

ABBILDUNG 4 - Gegensitzliche Regulation der PDE2/3 durch
cGMP. cGMP-Erhéhung fihrt bei PDE3 zu mehr verfiigba-
rem cAMP, bei PDE2 zu weniger. Illlustration erstellt von C.
Ldmmle.

'~ GAF-A
2 Dimerisierungs-
lokus

GAF-B
cGMP-Bindung

Katalytische
» Domane

ABBILDUNG 5 - Proteinmodell des PDE2-Dimers auf Basis

der Rontgenkristallstruktur, PDB: 3IBJ (Pandit 2009). Farb-
lich hervorgehoben sind die entscheidenden Regionen der
cGMP-Bindung.
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erdem von der cGMP-Konzentration abhingig.
So wird bei Konzentrationen unterhalb 50 nM le-
diglich die PDE3 gehemmt, wohingegen die PDE2
unbeeinflusst bleibt. Bei ¢cGMP-Konzentrationen
zwischen 200 nM bis 500 nM spricht die PDE2 an
und zur PDE3-Hemmung kommt zusétzlich noch
eine PDE2-Aktivierung hinzu. Uber 1 uM c¢cGMP
wird zusétzlich noch die PDE1 gehemmt (Zaccolo
2007). Somit ist es moglich die cAMP-Antwort auf
Katecholamine iiber die Konzentration an cGMP zu
regulieren. Diese Regulation ist von entscheidender
Bedeutung, da iiber das cAMP-Signal Proteinphos-
phorylierungen gesteuert werden, die einen direk-
ten Einfluss auf die Kontraktilitit der Kardiomyo-
zyte haben.

Es existieren zahlreiche selektive Inhibitoren der
PDE2. Der Erste, den man kannte, war EHNA
((+)-erythro-9-(2-Hydroxy-3-nonyl)adenin)  mit
einem IC,  von 0,8 - 5,5 uM (Cayman Chemicals),
der allerdings auch die Adenosin-Desaminase
(ADA) hemmt. Neuere PDE2-Inhibitoren, die kei-
ne Blockierung anderer Enzyme zeigen, sind PDP
(9-(6-phenyl-2-oxohex-3-yl)-2-(3,4-Dimethoxy-
benzyl)-purin-6-on) der Firma Bayer mit einem
IC,,von 0,6 nM, Oxindol mit einem IC,,von 40 nM,
ND-7001 von Evotec mit einem IC,  von 50 nM,
IC933 der Firma ICOS mit einem IC, von 4 nM
und der von Bayer entwickelte Inhibitor BAY 60-
7750 mit einem IC, von 2,0 (Rind) bis 4,7 (Mensch)
nM (Beavo 2006, Gomez 2013). AufSerdem existiert
der Wirkstoft BCA909 von BioCrea mit nicht pu-
blizierter Struktur und IC_, welches zur Behand-
lungen von kognitive Storung erforscht wird (Go-
mez 2013). Bei Bindung von BAY 60-7750 in der
katalytischen Doméne entsteht eine zusitzliche
hydrophobe Tasche, durch die das BAY zusitzlich
stabilisiert wird und so fiir die hohe PDE2-Selek-
tivitait mitverantwortlich ist (Zhu 2013). Das
PDE2-kodierende Gen findet sich bei der Maus auf
Chromosom 7 (7 E3; 7) (NCBI Gene ID: 207728),
bei Ratten auf Chromosom 1 (1q32) (NCBI Gene
ID: 81743) und beim Menschen auf Chromosom
11 (11q13.4) (NCBI Gene ID: 5138). Bei Sdugern
unterscheidet man zwischen den Spleifivarianten
PDE1A1, PDE2A2 und PDE2A3. Bei Trypanoso-

15



Dissertation, UMG Gottingen, Simon Lammle

ma brucei kennt man zusétzlich noch PDE2B. Die
Spleifivarianten sind bis auf die 17 - 24 N-termina-
len Aminosduren identisch, welches das Lokalisati-
onsmotiv darstellt. Somit findet man PDE2A3 und
PDE2A2 vornehmlich an der Membran, wohinge-
gen PDE2A1 zytosolisch vorliegt. Meist findet sich
mehr PDE2A3 als PDE2A2. Die membrangebunde-
nen PDE2-Varianten erfahren nach ihrer Expres-
sion eine Myristoylierung und binden dann an die
Plasmamembran (Beavo 2006, Russwurm 2009).
Wie wichtig die PDE2 ist, sieht man auch daran,
dass Méuse mit einem globalen PDE2-Knockout
schon in einem frithen embryonalen Stadium ster-
ben (E17), was bei anderen PDEs nicht gefunden
wird (Maurice 2014). Interessant wird die kardiale
PDE2 in Bezug auf Herzinsuffizienz durch neue-
re Forschungsergebnisse. So fand Moltzau et al.,
dass der erhohte cGMP-Spiegel, durch die erhohte
CNP-Konzentration bei Herzinsuffizienz, weitge-
hend von der myokardialen PDE2 reguliert wird.
Jedoch nicht, wie PDE3, die Lusitropie des Herzens
beeinflusst (Moltzau 2014). Es zeigte sich aber keine
Beteiligung der kardialen PDE2 auf die PLB- und
TnI-Phosphorylierung unter CNP-Einfluss. Dass
die myokardiale PDE2 unter Herzinsuffizienz eine
wichtige Rolle spielt zeigen auch Ergebnisse von
Mehel et al. So fand man eine doppelt so hohe
PDE2-Konzentration in insufhizienten humanen
Herzen, verglichen mit einer gesunden Kontroll-
gruppe. Dies konnte auch bei chronischer betad-
renerger Stimulation, wie es bei Herzinsuffizienz
durch die erhohte NA-Konzentration geschieht, ge-
funden werden. Hier fand man auflerdem eine er-
hohte cAMP-Hydrolyseaktivitdt der myokardialen
PDE2. Der inotrope Effekt einer akuten beta-adre-
nergen Stimulation konnte durch eine myokardiale
PDE2-Uberexpression und eine damit verbundene
Reduzierung des L-Typ Ca®*-Stroms beseitigt wer-
den. Zudem sind diese PDE2-iiberexprimierenden
Kardiomyozyten gegen eine NA-ausgeldste Hyper-
trophie geschiitzt (Mehel 2013). Auflerdem zeigten
Mebhel et al. und Mika et al. eine Beteiligung der
myokardialen PDE2 am Verkiirzungsvermogen
des Sarkomers (Tnl- und cMyBPC-Phosphorylie-
rung) (Mehel 2013, Mika 2013). Diese neusten For-
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schungsergebnisse und die Moglichkeit iiber die
PDE2 mit Hilfe der cGMP-Konzentration den zel-
luldren cAMP-Spiegel steuern zu kénnen, machen
die (kardiale) PDE2 zu einem viel versprechenden
Forschungsthema.

1.4. Transversale Aortenkonstriktion (TAC)

Wie schon geschildert kommt es bei chronisch er-
hohtem Wandstress zu einer Hypertrophie des
Herzens, was schliefllich in einer Herzinsuffizienz
enden kann. Ein Modell der druckinduzierten Hy-
pertrophie im Tierversuch stellt die Transversale
Aortenkonstriktion (TAC) dar. Fiir eine TAC-OP
wird der Querschnitt der Aorta zwischen dem Ur-
sprung der Truncus brachiocephalicus und der Arte-
ria carotis communis sinistra verengt (Abb. 6). Dies
fihrt zu einer grofleren Druckbelastung des Her-
zens, da der Organismus versucht trotz verengter
Aorta das nétige Herzminutenvolumen aufrecht zu
erhalten. Schon nach wenigen Tagen ldsst sich eine
Hypertrophie des Herzens beobachten und schlief3-
lich eine Herzinsuffizienz, erkenntlich durch die
Erniedrigung der Auswurftraktion (EF) und meist
auch der fraktionellen Verkiirzungsfraktion (FS).
Jedes operierte Tier zeigt hierbei einen anderen
Druckgradienten (Stenosegradient). Je stirker die
Stenose (bzw. je grofler das Herzminutenvolumen)
ist, desto hoher ist der Gradient, der in mmHg aus-
gedriickt und mittels Doppler-Echokardiographie
ermittelt wird.

Es gilt hier: p *v, = p,*v, (1)

Wobei p, und v, = max. préstenotische Stromungs-
geschwindigkeit bzw. Druck und p, und v, = max.
intrastenotische Stromungsgeschwindigkeit bzw.
Druck. Auflerdem gilt nach der Formel fiir den
Staudruck:

=£>{<22
qzv()

Wobei p die Dichte des Mediums ist, fiir Blut liegt
sie bei 1,06 g/cm’.
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ABBILDUNG 6 - Schema des TAC-Modells bei der Maus. Die

Aorta wird am Aortenbogen zwischen Truncus brachio-
cephalicus und der Arteria carotis communis sinistra verengt.
lllustration erstellt von C. Limmle.

Aus (1) und (2) ergibt sich die Gleichung von Ber-
noulli:

1
P=p= PSR -v) ()
Nach Einsetzen der Dichte und mit 1 mmHg =
133,32 N/m? ergibt sich:

p=397*%@w; -v))=4*@, -v}) @

Da v, sehr klein gegeniiber v, ist, kann es vernach-
lassigt werden und man erhélt die Formel zur Be-
rechnung des Stenosegradienten p (in mmHg) aus
den gewonnenen Werten der Doppler-Echokardio-
graphie:

p=4*u,, 6

Die ermittelten Gradienten konnen in Schwere-
grade unterteilt werden. Man unterscheidet dann
hierbei zwischen einer unbedeutenden Stenose (<
25 mmHg), einer leichten Stenose (25 - 49 mmHg),
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einer mittleren Stenose (50 - 80 mmHg) und einer
schweren bzw. kritischen Stenose (> 80 mmHg).

1.5. Echokardiographie

Die Echokardiographie stellt eine der wichtigsten
nichtinvasiven Untersuchungsmethoden des Her-
zens dar, bei der Ultraschall zur Bildgebung ver-
wendet wird. Als Ultraschall wird der vom mensch-
lichen Gehor nicht mehr horbare Frequenzanteil
zwischen 20 kHz und 1 GHz bezeichnet. Fiir eine
Ultraschalluntersuchung wird Ultraschall einer be-
stimmten Frequenz iiber einen Schallkopf in das zu
untersuchende Objekt gestrahlt. Der eingestrahlte
Schall wird im Untersuchungsobjekt an Grenzfla-
chen zwischen Zonen mit unterschiedlichen akus-
tischen Impedanzen teilweise reflektiert. Je grofler
dieser Unterschied desto mehr des Ultraschalls wird
reflektiert. Die akustische Impedanz ist abhdngig
von der Dichte des Materials, so lassen sich Wasser,
Luft und unterschiedliche Gewebearten unterschei-
den. Es gilt: Akustische Impedanz (W) = Schallge-
schwindigkeit im Medium (c) * Dichte des Mediums
(p). Die Schallwellen werden in Impulsen in das Ob-
jekt geschickt und der reflektierte Schall (Echo) des
jeweiligen Impulses mit dem Schallkopf wieder auf-
gefangen, detektiert und in ein elektrisches Signal
gewandelt. Kennt man die Schallgeschwindigkeit
im jeweiligen Medium, lasst sich aus der Zeit zwi-
schen Schallimpuls und Echo (At) der Abstand des
Objekts zum Schallkopf (d) ermitteln. Die Schallge-
schwindigkeit im menschlichen Gewebe betrégt ca.
1540 m/s, somit gilt hier d = (1540*At)/2.

Zur Erzeugung des Ultraschalls bzw. zu seiner De-
tektion werden meist piezoelektrische Elemente ver-
wendet. Diese Elemente bestehen aus einem Kris-
tall, der sich unter elektrischer Spannung verformt
und somit unter Wechselspannung zu Schwingun-
gen angeregt wird. Auf der anderen Seite wird der
Kristall durch auftreffenden Schall verformt, was zu
einer Ladungsverschiebung im Kristall und somit
zu einem elektrischen Signal fithrt. Dieses Signal
wird verstiarkt und ausgewertet.

Luft zwischen Schallkopf und Haut des Menschen
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bzw. des Tieres erzeugt Zonen mit unterschiedli-
cher akustischer Impedanz, d. h. der Schall wiirde
schon an der Haut reflektiert werden. Um dies zu
verhindern verwendet man ein Ultraschallgel, das
dieselbe akustische Impedanz wie die Haut besitzt.
Bei der Wahl der Frequenz ergibt sich ein gewisses
Dilemma. Je hoher die Frequenz, desto besser wird
zwar die rdumliche Auflosung, aber desto geringer
wird auch die Eindringtiefe ins Untersuchungsob-
jekt. Man ist also gezwungen einen Kompromiss
zwischen guter Eindringtiefe und noch akzeptab-
lem Auflésungsvermogen zu finden. Beim Men-
schen arbeitet man, je nach Untersuchungsobjekt,
mit Frequenzen zwischen 1 - 40 MHz (Fetus, Leber,
Herz ca. 2 MHz, Haut und Gefife ca. 40 MHz), bei
Maiusen benutzt man meist 10 - 40 MHz.

Es muss auf die richtige Schallintensitdt geachtet
werden. Ist diese zu hoch entstehen Kavitationen im
Untersuchungsobjekt (Bildung von Gasblasen), die
zu hohen Driicken und Temperaturen fithren und
so das Gewebe schadigen.

In der Echokardiographie unterscheidet man die
1D-Bilddarstellungsverfahren A-, B- und M-Mo-
de. Bei 1D-Verfahren wird nur die Reflexion eines
einzelnen Strahls dargestellt. Der A-Mode ist hier-
bei nur noch von historischem Interesse. Im B-Mo-
de werden die Ultraschallechos als eine Folge von
Punkten unterschiedlicher Helligkeit (64 verschie-
dene Grauwerte) entlang der Untersuchungsachse
dargestellt. Der B-Mode wird heutzutage praktisch
in der Echokardiographie auch nicht mehr verwen-
det, aus ihm leiten sich aber der M-Mode und der
2D-Mode ab. Im M-Mode kommt noch die Dimen-
sion der Zeit dazu, hier werden die Bildpunkte ver-
schiedener Helligkeit als Funktion der Zeit darge-
stellt. Der M-Mode wird meist mit dem 2D-Mode
kombiniert (2D/M-Mode). Im 2D-Mode erhilt man
zweidimensionale Schnittbilder, indem das Objekt
im M-Modus in verschiedenen Linien abgetastet
wird und diese Linien zu einem Bild zusammenge-
tiigt werden. Hierfiir sind die piezoelektrischen Ele-
mente im Schallkopf in einer Reihe (einem ,,array®)
angeordnet. Je nach Art der Anordnung unterschei-
det man hier zwischen ,linear array” (alle Elemente
auf derselben Ebene) und ,,konvex array (Elemente
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auf einer konvex gebogenen Ebene). Zur Umwand-
lung, Filterung und Verbesserung der detektierten
Echosignale gibt es unzéhlige verschiedene komple-
xe Verfahren, daher wird an dieser Stelle hier nicht
nédher darauf eingegangen.

Durch Auswertung der so gewonnenen Echobilder
lassen sich verschiedene kardiale Parameter gewin-
nen, die zur Beurteilung der Herzfunktion herange-
zogen werden. Dazu gehort die Herzfrequenz, die
von modernen Geriten automatisch berechnet und
angezeigt wird. Andere Parameter die durch handi-
sche Auswertung der Echobilder gewonnen werden
sind:

o Aus der apikalen langen Achse:

L = Herzlinge in der Systole

L, = Herzlidnge in der Diastole

o Aus der parasternalen kurzen Achse:

AWth, = Anteriore Wanddicke in der Diastole
LVID, = Enddiastolischer Durchmesser

PWth, = Posteriore Wanddicke in der Diastole
Area, = Endokardiale Fliche in der Diastole

AWth_ = Anteriore Wanddicke in der Systole

LVID_ = Endsystolischer Durchmesser

PWth_= Posteriore Wanddicke in der Systole

Area = Endokardiale Fliche in der Systole

Epi_= Epikardiale Fliche in der Systole

Hiermit ermittelt man anhand folgender Formeln
(Collins 2003) die Werte, die zur Beurteilung der
Herzfunktion herangezogen werden:

Vol, = % *Area * L,

Vol, = %*Aread *L,
SV =Vol, -Vol,

CO =SV *HR
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_Vol, = Vol
Vol,

EF

o _ LVID, - LVID,
LVID,

FAS = Area, — Area,

Area,

LYW =1,05% 2 (B (1, + APV

) —(Area, * L))
Die Fraktionelle Verkiirzungsfraktion (FS, Fractio-
nal shortening) gibt hierbei an um wie viel Prozent
der Durchmesser des linken Ventrikels sich von
Diastole zu Systole verkleinert (entlang der kurzen
Achse). Ahnlich verhilt es sich bei der Fraktionellen
Flachendnderungsrate (FAS, Fractional area shor-
tening, oft auch als ,FAC®, Fractional area change
bezeichnet), allerdings betrachtet man hier die An-
derung der Flache. Beide Werte werden zur Bestim-
mung der Linksventrikelfunktion herangezogen.
Liegen die Werte {iber dem Normalbereich deutet
dies auf eine erhohte Kontraktilitit hin, liegen sie
darunter, kann eine Herzinsufhizienz oder dilatative
Kardiomyopathie vorliegen.

Die Auswurftraktion (EE Ejection fraction) gibt den
prozentualen Anteil des Blutvolumens an, der wih-
rend der Systole ausgeworfen wird. Ist dieser Wert
zu niedrig deutet dies ebenfalls auf eine Herzinsuffi-
zienz oder eine linksventrikularen Dysfunktion hin.
Ein erhohter Wert kann eine Hyperkontraktilitat
bedeuten.

Das Herzzeitvolumen bzw. Herzminutenvolumen
(CO, Cardiac output) gibt das Volumen des Blutes
an, das vom Herzen pro Minute in den Blutkreislauf
abgegeben wird und stellt somit ein weiteres Mafd
tiir die Pumpfunktion des Herzens dar. Es berech-
net sich aus dem Schlagvolumen (SV, Stroke volu-
me) und der Herzfrequenz (HR, Heart rate).

Die genannten Werte sind zwar lastabhéngig (vergl.
Preolad, Afterload), konnen aber trotzdem zur Be-
stimmung der Herzfunktion herangezogen werden.
Die linksventrikulare Masse (LVW, Left ventricular
weight) wird meist auf das Korpergewicht normiert
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(LVW/BW) und nimmt bei Hypertrophie zu. Der
Faktor 1,05 reprasentiert hier das spezifische Ge-
wicht von Muskel (Collins 2003) und der Faktor 5/6
ist ein Korrekturfaktor zur Anpassung der berech-
neten Zylinderform an eine eher physiologische
Herzform.

1.6. Langendorff-Perfusion

Durch die zuvor genannte Methode der Echokar-
diographie lassen sich schon gut Einblicke zur Herz-
funktion gewinnen. Es handelt sich aber um eine
indirekte Untersuchungsmethode, somit lassen sich
auch nicht alle physiologischen Einzelheiten damit
studieren. Mochte man besser die Funktionsweise
des isolierten Herzens verstehen bendtigt man eine
Methode um das Herz auflerhalb des Korpers eine
gewisse Zeit funktionsfahig (d. h. kontrahierend)
am Leben zu erhalten. Die erste Methode die dies
ermoglichte, war die von Carl Ludwig und Elias
Cyon 1866 entwickelte, mit der es moglich war, ein
Froschherz auflerhalb des Korpers tiber langere Zeit
am Leben zu erhalten (Zimmer 1998). 1895 erwei-
terte Oscar Langendorff diese Methode schliefllich
auf Saugetierherzen. Er arbeitete dafiir mit Herzen
von Katzen, Hunden und Kaninchen, die er an ei-
ner Apparatur mit ihrem eigenen Blut durchspiilte
(perfundierte). Dafiir befestigte er eine Kaniile an
der aszendierenden Aorta, die {iber einen Schlauch
mit dem blutgefiillten Gefafl verbunden war. Das
Blut im VorratsgefafS wurde tiber ein Wasserbad auf
Korpertemperatur erwarmt und der perfundieren-
de Druck iiber ein Quecksilbermanometer kontrol-
liert (Zimmer 1998). Die Verkiirzung des Herzens
wurde mittels einer sog. Marey‘schen Schreibkapsel
aufgezeichnet. Nun war es moglich Funktionen des
Saugerherzens zu studieren die vorher undenkbar
waren. So entdeckte man, dass das entnommene
und nicht mehr schlagende Saugerherz wieder zu
schlagen begann, sobald es von der Apparatur mit
Blut perfundiert wurde. In der heutigen Praxis wird
das Blut meistens durch einen synthetischen Puffer
mit definiertem pH-Wert, Ionenzusammensetzung
und Osmolaritét ersetzt. Dafiir verwendet man eine
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Peristaltische Pumpe
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Schlauch

Digestionpuffer /
Perfusionspuffer
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=

—

Zirkulierendes
Wasserbad ( 37,5°C)

ABBILDUNG 7 - Schematischer Aufbau der vereinfachten Langendorff-Apparatur zur Isolation adulter Kardiomyozyten. Der Dige-
stion- bzw. Perfusionspuffer wird auf 37°C erwdarmt und durch das praparierte Herz gepumpt. lllustration erstellt von C. Limmle

physiologische Salzlosung, die auf einen optimalen
Blut-pH-Wert von 7,4 gepuffert ist. Auflerdem ver-
wendet man héaufig Verdraingungspumpen um den
noétigen Druck und Flief3geschwindigkeit aufrecht
zu erhalten (Abb. 7). Das Prinzip ist aber noch das-
selbe wie zu Zeiten Langendorfts. Man verwendet
die Langendorff-Perfusion heutzutage auflerdem
um aus dem Herzen adulte Kardiomyozyten zu iso-
lieren, indem man der Perfusionslosung Enzyme
zusetzt um die extrazelluldre Matrix zu verdauen.
In einer Variante davon verwendet man hierfiir
ein Gemisch aus Trypsin und kollagenspaltenden
Enzymen (Kollagenasen Typ 2 oder Dispase). Das
Trypsin ist eine Endopeptidase, die bei der ver-
wendeten Reaktionsdauer extrazellulire Proteine
spaltet. Kollagenase Typ 2 wird aus Clostridium his-
tolyticum gewonnen und spaltet Proteine mit der
Sequenz Pro-X-Glyc-Pro, welche in grofler Zahl in
Kollagen vorkommt. Dispase ist eine Protease die
spezifisch Fibronektin, Kollagen IV und geringtiigig
auch Kollagen I spaltet, also Proteine der ECM und

der Basallamina um die Kardiomyozyten.

Wihrend der Isolation muss darauf geachtet wer-
den, dass die Kardiomyozyten so gut wie moglich
geschont werden. Aus diesem Grund versucht man
das autonome Schlagen der Myozyten zu Inhibie-
ren, indem man die Ca**-Konzentration so gering
wie moglich hilt und dem Puffer haufig Kontrakti-
onsinhibitoren wie 2,3-Butandionmonoxim (BDM)
oder (+)-Blebbistatin zusetzt. Beide Stoffe wirken
hierbei hemmend auf die Myozytenkontraktion
indem sie durch Blockierung der ATPase das Myo-
sin-II hemmen (Ostap 2002, Kovacs 2004). Um
die isolierten Myozyten in Zellkultur unter phy-
siologischen Bedingungen zu untersuchen, beno-
tigt man eine physiologische Ca’"-Konzentration
im Medium. Wiirde man die isolierten Myozyten
jedoch sofort nach der Isolation in den Puffer mit
hoher Ca?*-Konzentration (meist 1 mM) geben,
dann wiirden sie zugrunde gehen, dies wird auch
als ,,Kalziumparadoxon® bezeichnet (Piper 2000).
Daher erhéht man die Ca**-Konzentration langsam
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Stiick fiir Stiick.

Mit den so isolierten Zellen lassen sich Versuche
durchfiihren, sie lassen sich allerdings nur wenige
Tage bis maximal 2 Wochen in Kultur halten. Damit
die Myozyten auf der gewiinschten Unterlage anhaf-
ten ist es sinnvoll sie mit Laminin zu beschichten.

1.7. Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET)

Als Forster-Resonanzenergietransfer, kurz FRET,
bezeichnet man eine strahlungsfreie Energieiiber-
tragung von einem energetisch angeregten Farbstoff
auf einen Zweiten, sobald beide eine bestimmte
Entfernung zueinander (< 10 nm) eingenommen
haben. In der Natur findet man dieses Phdnomen
bei allen zur Photosynthese fihigen Organismen
im sogenannten ,Lichtsammelkomplex® (LHC).
Die Energieiibertragung bei FRET erfolgt strah-
lungslos, indem der angeregte Donor (D) iiber eine
Coulomb-Wechselwirkung durch Dipol-Dipol-In-
teraktion mit dem Akzeptor (A) eine Oszillation in
diesem ausldst. Die Oszillation kann dann im Ak-
zeptor wiederum in Strahlung (geringerer Energie)
umgewandelt und abgegeben werden. In der biolo-
gischen Forschung werden als Donor und Akzeptor
meist Fluoreszensfarbstoffe verwendet. Der Abstand
beider Farbstofte bei dem der Energietransfer noch
zu 50 % erfolgt wird als Forsterradius R bezeich-
net und betrigt bei YFP-CFP um die 50 A (Felber
2004). Die Effizienz E des Energietransfers nimmt
mit der sechsten Potenz des Abstandes beider Fluo-

rophore r ab, nach (Felber 2004): RS
E= RS . 6
)+ T

FRET wird in der biologischen Forschung dazu
verwendet um in Echtzeit die Interaktion zweier
Proteine zu bestimmen, zur Konstruktion von Bi-
osensoren und fiir moderne PCR-Techniken. Als
Fluoreszenfarbstoffe verwendet man hierbei Gelb-
fluoreszierendes Protein (YFP), Cyanfluoreszieren-
des Protein (CFP), Grunfluoreszierendes Protein
(GFP), mTurquoise, mCherry und viele andere. Es
wird dabei jeweils als Donor der Farbstoft mit der
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kiirzeren Wellenldnge angeregt, der dann die Ener-
gie an den Akzeptor weitergibt, welcher dann Licht
einer lingeren Wellenldnge wieder abgibt. Also
zum Beispiel: CFP wird mit 463 nm angeregt, ist
kein Akzeptor in der Néhe gibt es Licht mit 475 nm
wieder ab. Bei geniigend kleiner Entfernung zum
Akzeptor (YFP) geht die Energie darauf iiber und
YFP gibt Licht mit 527 nm ab. Dargestellt wird in
der Regel das Verhiltnis von FRET zu Nicht-FRET,
sprich, es wird die Fluoreszenzintensitat bei 527 nm
und bei 475 nm gemessen und durcheinander ge-
teilt (Ratio = 527/475 = YFP/CFP). Ein Biosensor
wird daraus, wenn ein Sensorprotein {iber Linker
mit Akzeptor und Donor verbunden wird. Bin-
det dann das gesuchte Molekiil am Sensorprotein
kommt es zu einer Konformationsinderung, wel-
che den Abstand zwischen Donor und Akzeptor
entweder erhoht (FRET-Loschung) oder erniedrigt
(FRET-Auslosung). Es gibt mittlerweile eine ganze
Reihe von Sensorproteinen, die verwendet werden.
Manche reagieren auf Proteinphosphorylierung,
andere auf die Kalziumkonzentration (Calmodulin
Bindepeptid M13 als Kalziumsensor), auf die Kon-
zentration cyclischer Nukleotidmonophosphate
(z.B. EPAC2 als Sensor zur Detektion von cAMP)
und auf vieles weitere (Sato 2002, Miyawaki 1997,
Sprenger 2013). Die Funktionsweise des EPAC2-Bi-
osensors ist in Abb. 8 zu erkennen. Nach Ratio =
YFP/CFP wiirde hier allerdings das FRET-Signal
mit steigender cAMP-Konzentration sinken. Um
einen besser nachvollziehbaren Zusammenhang zu
erhalten, kann hier der Ratio aus CFP/YFP errech-
net werden, so dass das FRET-Signal simultan zur
cAMP-Konzentration steigt oder fallt.

Verwendet man ein CFP/YFP-System gilt es zu be-
achten, dass sich die Emissionsspektren von YFP

cAMP

ABBILDUNG 8 - Funktionsweise des EPAC2-Biosensors auf
cAMP. Ohne cAMP-Bindung kommt es zu FRET, welcher bei
cAMP-Bindung unterdriickt wird. Nach (Bérner 2011).
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und CFP iiberlappen. Man spricht hier auch von
einem ,,Durchbluten” des CFP in den YFP-Emissi-
onskanal. Um dies zu korrigieren verwendet man
HEK293A-Zellen, welche nur CFP exprimieren,
misst wie stark die Emission im YFP-Kanal zu se-
hen ist und ermittelt daraus einen Korrekturfaktor
B mit dessen Hilfe sich das YFP-FRET-Signal nach
YFP, = YFP-(B*CFP) korrigieren ldsst (Borner
2011). Auflerdem gilt bei CFP/YFP-Systemen zu
beachten, dass YFP mit ®_ = 0,6 - 0,7 eine hohere
Fluoreszenz-Quantenausbeute (Verhéltnis ausge-
strahlter zu absorbierter Photonen) besitzt, als CFP

mit ®_= 0,4 (Edel 2006, Olenych 2007).

1.8. SDS-PAGE und Westerblot

Man kennt inzwischen eine ganze Reihe an Pro-
teinen mit unterschiedlichster Funktion. Abgese-
hen von ihrer Funktion unterscheiden sich Pro-
teine auflerdem durch ihre Groéfle, ihre Ladung,
ihre Loslichkeit und anderen Parametern vonein-
ander. Durch diese Unterschiede lassen sich Pro-
teine aus einem Proteingemisch auftrennen. Eine
dieser Trennungsmethoden, die zum ersten Mal
1967 von A. L. Shapiro angewendet wurde (Shapiro
1967), nennt sich SDS-PAGE. SDS-PAGE steht hier
fir = Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelek-
trophorese (englisch ,,Sodium dodecyl sulfate po-
lyacrylamide gel electrophoresis“). Der Name ldsst
schon auf eine wichtige Chemikalie dieser Metho-
de, der Auftrennungsmatrix und der Auftrennungs-
methode schlielen. Das Natriumdodecylsulfat
(SDS), das zur Probe gegeben wird, heftet sich an
die Proteine in der Losung, zerstort deren Quartér-
und Tertidrstruktur und versieht alle Proteine mit
einer negativen Ladung. Dabei binden an groflere
Proteine mehr SDS-Molekiile, so dass grofiere Pro-
teine negativer geladen werden als kleinere. So ent-
stehen SDS-Protein-Komplexe mit stets demselben
Ladung-zu-Masse-Verhdltnis (= derselben Mobi-
litat). Daher erfolgt die Auftrennung der Proteine
in der Siebmatrix nicht nach Struktur oder Ladung,
sondern wirklich nur nach ihrer Molekiilgrofle
(angegeben in Dalton). Die Matrix, in der die Pro-
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teine aufgetrennt werden stellt ein Polyacrylamid-
gel dar, welches durch radikalische Polymerisation
von Acrylamid / N,N‘*-Methylenbisacrylamid mit
Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalquelle und
N,N,N‘N*-Tetramethylethylendiamin =~ (TEMED)
als Katalysator hergestellt wird. Die Auftrennung
erfolgt dann im elektrischen Feld (Elektrophorese),
wobei alle Proteine durch ihre negative Ladung zum
positiven Pol (Anode) wandern.

Zur Vorbereitung auf die SDS-PAGE werden die
Proteine (heutzutage) mit einem Probenpuffer auf-
gekocht der 1970 von U. K. Limmli entwickelt wur-
de (Laemmli 1970). Dieser Puffer enthilt Tris-Puf-
fer (puffert auf pH 6,8), SDS (Grund siehe oben),
Glycerol (erhoht die Dichte), Mercaptoethanol
oder Dithiothreitol (spalten Disulfidbriicken) und
Bromphenolblau als Farbstoff. Durch das Mercap-
toethanol (ME) oder Dithiothreitol (DTT) werden
enthaltene Disulfidbriicken zerstort, die Bildung
neuer Briicken gehemmt und somit ebenfalls die
Proteine angeglichen.

Zur SDS-PAGE verwendet man ein Polyacryla-
midgel, das aus zwei Phasen besteht. Einer oberen
(Sammelgel) mit niederem Polymerisationsgrad
und einem pH von 6,8, in das die Proteine aufge-
tragen werden. Und einer unteren Phase (Trenngel)
mit einem Gel mit, je nach aufzutrennender Pro-
teingrofle, unterschiedlich gewédhltem Polymerisa-
tionsgrad und pH 8,8, in dem die Proteine aufge-
trennt werden. Als Elektrophorese-Puffer wird ein
Puffer mit einem hohen Gehalt an Glycin verwen-
det. Im Sammelgel liegt das Glycin nahe seinem
isoelektrischen Punkt von pH 6 nahezu ungeladen
vor und hat daher eine sehr geringe elektrophore-
tische Mobilitdt, im Gegensatz zu allen Anionen
im Gel, wie Chlorid. Die Mobilitdt der geladenen
Proteine liegt ungefihr zwischen der des ungelade-
nen Glycins und der der Anionen. Somit befinden
sich die Proteine in einem Feldstirkegradient, da-
durch erfolgt eine Aufkonzentrierung der Proteine.
Am Ubergang zum Trenngel erhoht sich der Rei-
bungswiderstand und es kommt zu einer weiteren
Aufkonzentrierung der Proteine an der Ubergangs-
phase. Das Glycin bekommt im Trenngel bei pH 8,8
eine Ladung und tiberholt die Proteine. Im Trenngel
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erfolgt eine Endkonzentrierung der Proteine und es
wirkt auf alle Proteine die gleiche Feldstérke, so dass
die Auftrennung nur nach der Gréfle des Proteins
erfolgt.

Die aufgetrennten Proteine lassen sich im Gel ent-
weder farben (Coomasie, Silber...) oder zur weite-
ren Identifikation auf eine Membran {bertragen.
Hierfiir verwendet man meist die um 1979 entwi-
ckelte und als ,Western Blot“ bezeichnete Methode
(Renart 1979, Towbin 1979, Burnette 1981). Hierzu
werden die im Gel befindlichen Proteine mit Hilfe
einer elektrischen Spannung auf eine Membran mit
hoher Proteinbindekapazitit iibertragen (geblottet).
Als Membran kommen verschiedene Materialien
zum Einsatz, man kennt Membrane aus Nitrozel-
lulose, Polyvinylidenfluorid (PVDF) oder Nylon.
Das Blotten erfolgt ebenfalls in gepuffertem System
mit konstantem elektrischem Strom. Zur Detektion
der Proteine verwendet man meist immunologische
Methoden mit spezifischen Antikorpern. Hierfiir
miissen zuerst alle unspezifischen Bindestellen an
der Membran mit einem Gemisch verschiedener
Proteine geblockt werden. Dazu verwendet man
Losungen von Milchpulver, Gelatine, Albuminen,
Casein oder sonstigen Gemischen. Danach inku-
biert man die Membran mit einem Antikorper, der
spezifisch an das gesuchte Protein bzw. an das Pro-
tein in einem gesuchten Zustand (phosphoryliert,
methyliert...) bindet.

Je nachdem in welchem Organismus (Maus, Ziege,
Kaninchen...) dieser Antikdrper produziert wurde
unterscheidet sich dessen Fc-Region. Dies nutzt
man aus, um an diese Region spezifisch einen zwei-
ten Antikorper zu binden, der mit einem Reporter-
molekiil gekoppelt ist. Man bezeichnet den ersten
Antikdrper daher auch als primdren Antikérper und
den zweiten, mit dem Reportermolekiil, als sekun-
déren Antikorper. Als Reportermolekiil verwendet
man meist Enzyme wie Peroxidasen oder alkalische
Phosphatasen. Diese Enzyme katalysieren dann
Farb- oder Lumineszenzreaktionen (Luminol) um
die Proteinbanden sichtbar zu machen. Bei der Be-
lichtung eins lichtempfindlichen Films hat man es
mit einem nicht-linearen, logarithmischen Verhilt-
nis zwischen Proteinkonzentration und Signalin-
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tensitdt zu tun. Entsprechende CCD-Kameras sind
tiir ein lineares Verhiltnis ausgelegt.

1.9. Adenoviren

Um gewtinschte Proteine in einer Zelle zur Expres-
sion oder gar Uberexpression anzuregen benutzt
man einen Gentransfer iber Liposomen oder Viren
(Adenoviren, Lentiviren, Retroviren, Herpes-Viren
usw.). Adenoviren bieten den Vorteil, dass auch sich
nicht im Zellzyklus befindliche Zellen transfiziert
werden. Sie bestehen aus einer doppelstringigen
linearen DNA (dsDNA) mit einem terminalen Pro-
tein (das sog. ,, Terminale Protein“) kovalent am 5
Ende. Sie ist von einer Proteinhiille umgeben, wel-
che ein ikosaedrisches Kapsid bildet. An die DNA
sind basische Histon-artige Proteine angelagert und
sie besitzt an beiden Enden I'TRs (,,inverted terminal
repeats) (Luo 2007). In der Proteinhiille befinden
sich Fiberproteine, die iiber Pentonbasisproteine
mit der Proteinhiille verbunden sind. Die DNA des
Adenoviruses besteht aus bestimmten Bereichen,
die man kurz mit E1, E2, E3 und E4 (frithe Gene)
bzw. L1 - L5 (spéte Gene) bezeichnet (He 1998, Luo
2007). Der Bereich El ist fiir die Replikation des
Virus wichtig, E2 fiir die DNA-Replikation und die
Transkription der spateren Gene, E3 fiir die Mo-
dulation der Immunantwort der infizierten Zelle
und E4 fiir den Metabolismus der Virus-mRNA zur
Forderung der Virus-DNA-Replikation (He 1998).
Die spaten Genprodukte werden zum Aufbau des
Virion benétigt. In transgenen Adenoviren fiir den
Laborgebrauch sind die Bereiche E1 und E3 aus Si-
cherheitsgriinden deletiert und durch das zu expri-
mierende Gen (,,Gene of interest, GOI) ersetzt (Luo
2007). Diese Viren sind also nicht in der Lage sich
selbst zu vermehren. Zur Vermehrung von kiinstli-
chen Adenoviren (bei Ihrer Herstellung) verwendet
man daher HEK293-Zellen. Diese Zellen enthalten
Teile der DNA des humanen Adenovirus Serotyp
5. Sie besitzen daher die adenovirale E1A-Region,
komplementieren das Adenovirus und fithren da-
mit zu seiner Replikation. Alternativ konnen auch
HEKO911- oder PER.C6°-Zellen verwendet werden
(Kovesdi 2010).
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Das Virus dockt mit Hilfe der Fiber- und Penton-
proteine an Rezeptoren an der Zelloberfliche der
Wirtszelle (Kardiomyozyt, Fibroblast...) an. Diese
sog. Coxsackievirus- und Adenovirus-Rezeptoren
(CAR-Proteine) werden von vielen Zellen im Kor-
per exprimiert. Nach dem Andocken interagieren
die Pentonproteine mit avf3- und avp5-Integrinen
auf der Zelloberflache, wodurch das Virus durch
Endozytose in die Zelle aufgenommen wird (Luo
2007). In der Zelle wird das Virus aus dem Endo-
som freigesetzt und gelangt iiber Bindung an Mik-
rotubuli zu den Kernporen wo die virale DNA mit
dem GOI in den Zellkern entlassen wird und die
Transkription des GOI beginnt.

1.10. Transgene Mausmodelle

Die moderne Wissenschaft kennt einige sogenann-
te Modellorganismen. Es handelt sich hierbei um
genetisch moglichst einheitliche Organismen, die
einfach zu ziichten und zu untersuchen sind. Man
unterscheidet hierbei zwischen Bakterien, Pilzen,
Pflanzen, wirbellosen Tieren und Wirbeltieren. Un-
ter den Wirbeltieren grenzt man noch zwischen Fi-
schen, Vogeln, Amphibien und Séugetieren ab. Wo-
bei die Sdugetiere dem Menschen am néichsten sind.
Die am meisten genutzten Sdugetier-Modellorganis-
men sind Mause (Mus musculus) und Ratten (Rattus
norvegicus). Transgene Techniken gibt es zwar auch
bei Ratten, Kaninchen, Rindern, Schweinen und
Primaten, sie sind aber vornehmlich bei Méusen
etabliert. Da man sich vergleichbare und statistisch
moglichst einfach auswertbare Ergebnisse wiinscht,
findet man bei Labormdusen verschiedene stan-
dardisierte Stimme. Man unterscheidet hier zwi-
schen Inzucht-Stimmen (einheitlicher genetischer
Hintergrund) und Auszucht-Stimmen (variabler
genetischer Hintergrund). Wobei Auszuchtstim-
me nur bei speziellen Fragestellungen verwendet
werden. Die wichtigsten im Laboraltag zu nennen-
den Miuse-Inzuchtstimme sind C57BL/6, FVB/N,
BALB/c, DBA, NMRI-Nacktmaus, 129, C3H und
CBA. Fiir genetische Studien werden hiufig die
Linien C57BL/6 oder FVB/N verwendet. C57BL/6
sind Mause schwarzer Fellfarbe, die 1921 aus ei-
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nem Bruder-Schwester-Paar gezogen wurden und
in hoherem Alter zu Haarausfall und Taubheit nei-
gen, sowie eine erniedrigte Insulin-Sekretion zeigen
(Jackson Laboratory). FVB/N ist ein Albinostamm,
der 1966 entstand und aufgrund der durch eine
Homozygotie des Pde6brd1Allels ausgelosten Netz-
hautdegeneration von Nachtblindheit betroften ist
(Janvier Labs).

Seit der Publikation des Meilenstein-Papers 1982
von Palmiter et al. (Palmiter 1982) hat sich die
Technologie zur Generierung konventioneller
transgener Organismen durch Mikroinjektion in
fertile Oocyten kaum gedndert. Hinzugekommen
sind Techniken mit embryonalen Stammzellen.
Aus genetischer Sicht repréasentieren alle urspriing-
lichen transgenen Miuse einem Modell, bei dem
das gewiinschte Gen in seiner Aktivitit gesteigert
ist. Allerdings sind menschliche Erkrankungen oft
durch den Verlust einer Genfunktion oder durch
homozygote rezessive Mutationen charakteri-
siert. Dies konnte erst in den spaten 1980er Jahren
durch RNAi-basierte Methoden realisiert werden.
Dennoch war es lange Zeit schwer Gene kom-
plett stillzulegen. Daher war die Entwicklung der
»Loss-of-function®-Mutation so bedeutend, dass fiir
ihre Entwicklung Martin Evans, Mario Capecchi
und Oliver Smithies 2007 dafiir den Nobelpreis fiir
Medizin bekamen (Thomas 1987, Smithies 1985).
1988 wurde schliefilich eine Methode publiziert in
der ein beliebiges Gen in embryonalen Stammzel-
len von Mdusen gezielt abgestellt werden konnte.
Hierzu wird zuerst ein Genkonstrukt angefertigt,
das mit dem zu deaktivierenden Gen identisch ist,
jedoch eine Mutation trigt. Mit diesem wird mit-
hilfe von Gene-Targeting das gewiinschte endogene
Gen in der Knockout-Maus deletiert. Hierbei macht
man sich die homologe Rekombination zu Nutze.
Das Genkonstrukt beinhaltet meist auch ein Repor-
tergen und einen Selektionsmarker. Dieses Konst-
rukt wird in Bakterien herangezogen und anschlie-
end durch Mikroinjektion oder Elektroporation in
embryonale Stammzellen tibertragen. Die positiven
Zellen werden selektiert und in einen Embryo in-
jiziert, welcher in eine Leihmutter verbracht wird.
Hieraus entstehen chimire Tiere aus zwei Zellty-
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pen. Diese werden mit Wildtyp-Tieren gekreuzt um
schlief3lich reine Knockout-Tiere zu generieren. Mit
dieser Methode ldsst sich seitdem praktisch jedes
beliebige Gen in Mausmodellen abstellen.

Jedes Transgen benétigt eine regulatorische Se-
quenz, dies konnen autologe Gene, gewebsspezifi-
sche oder konstitutiv induzierbare Elemente sein.
Zur globalen Expression verwendet man meist Pro-
motoren aus den Sequenzen von Histonen, $-Aktin
oder aus ,houskeeping“-Genen, wie der Phospho-
glyceratkinase. Induzierbare Modelle, bei denen die
Genexpression beliebig an- und abgestellt werden
kann, exprimieren das Gen unter der Kontrolle in-
duzierbaren Aktivatoren. Am haufigsten verwen-
det man hier durch Tetrazyklin bzw. Doxyzyklin
induzierbare Systeme (tTA = tet-OFF, rtTA = tet-
ON) und das durch Tamoxifen induzierbare Cre/
loxP-Rekombinase System (Jaisser 2000). Mittler-
weile existiert auch eine verbesserte Variante des
Cre-Rekombinase-Systems welches als ,,MerCre-
Mer“ bezeichnet wird (Jaisser 2000). Je nachdem
welche regulatorische Sequenz verwendet wird,
folgt das Expressionsmuster dem endogenen Vor-
bild oder ist auf bestimmte Zelltypen oder bestimm-
te Entwicklungsstadien beschrinkt. So wird der
Promotor der a-Isoform der schweren Myosinkette
(aMHC) verwendet, um eine Genexpression nur in
Kardiomyozyten, also Herz-spezifisch, zu garantie-
ren (Jaisser 2000). Auflerdem ist es moglich, Gene
in Zelltypen zu exprimieren, in denen das Gen nor-
malerweise inaktiv ist (ektopische Genexpression).
In beiden Fillen steht anschlieflend die Analyse des
dadurch verdanderten Phinotyp des Tiers.

Transgene Tiere werden typischerweise durch Re-
trovirale Transduktion des frithen Embryos, Ein-
fithrung des Transgens in embryonale Stammzel-
len oder, wenn die Uberexpression eines Proteins
gewiinscht ist, durch Mikroinjektion der DNA di-
rekt in den Pronukleus einer befruchteten Eizelle
einer Maus erzeugt. Die DNA braucht dafiir nicht
homolog mit dem Genom des Wirtstieres zu sein.
Mikroinjizierte DNA integriert zufallsbedingt auf
einer Seite des Genoms, oft als Concatemer (sich in
linearer Abfolge wiederholende DNA-Einheiten) in
einer ,head-to-tail“-Manier (5-Ende des Einen mit
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3“-Ende des Nichsten).

Die Wahl des genetischen Hintergrundes hingt
vom Ziel des Experimentes ab. Oft ist die Wahl aber
auch historisch bedingt (z.B. Stamm wurde fiir die-
se Art Studien schon immer verwendet) oder weil
der Stamm unter einer bestimmten Erkrankung
leidet. Der Stamm C57BL/6 wird zum Beispiel oft
in der Herzkreislaufforschung verwendet, da diese
Linie sehr anfillig auf ernahrungsbedingte Arte-
riosklerose ist.

Ein Nachteil von Inzuchtstimmen ist die geringe
Ausbeute an Ein-Zell-Zygoten bei Superovulation
(s. u.). Auflerdem haben Zygoten von Inzuchtstdm-
men oft eine geringere Lebensfihigkeit bei Mikroin-
jektion oder nach Transplantation. Eine Ausnahme
stellt hier FVB/N dar, welche nach Superovulation
eine gute Anzahl an befruchteten Eiern hervor-
bringt, weswegen dies oft der Stamm der Wahl bei
einer Mikroinjektion ist.

Fiir eine Mikroinjektion werden Spenderweibchen,
die durch Gabe von Gonadotropinen zu einer Su-
perovulation angeregt wurden, mit fertilen Méann-
chen (sog. ,Bocken®) verpaart. Sodann werden die
einzelligen Zygoten aus dem Weibchen isoliert und
eine aufgereinigte Losung mit dem linearisierten
Genkonstrukt in den ménnlichen Pronukleus inji-
ziert. Nach erfolgter Zellteilung werden die entste-
henden Embryonen in die Gebarmutter eines durch
Hormonbehandlung scheintrachtigen Weibchens
implantiert. Die lebenstahigen Nachkommen wer-
den dann relativ frith mit Hilfe einer Genotypisie-
rung (PCR mit genspezifischen Primern) auf das
Vorhandensein oder den KnockOut des gewiinsch-
ten Gens hin untersucht. Die positiv getesteten Tie-
re (Founder) werden dann direkt fiir Studien ver-
wendet oder iiber mehrere Generationen hinweg
auf einen anderen bestimmten genetischen Hin-
tergrund gekreuzt (z.B. BL6). Oft ist der genetische
Hintergrund aber erst nach 8 - 10 Riickkreuzungen
stabil genug.
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1.11. 3D-Gewebskulturen

Seit man Mitte der 50er Jahre 2D-Zellkulturen von
Kardiomyozyten etablierte, wurde diese Technik
zum Standard bei der Erforschung der Funktion
von Jonenkanilen, der Regulation kardialer Gene
und dem besseren Verstindnis der molekularen
Mechanismen der Hypertrophie. Der grofite Nach-
teil zweidimensionaler Kulturen kardialer Zellen ist
jedoch, dass sich damit nicht die wichtigste Funk-
tion des Herzens studieren lédsst, die isometrische
Kontraktion. Daher wurden Anstrengungen un-
ternommen kardiale dreidimensionale Strukturen
zu generieren, die sich besser fiir Kraftmessungen
eignen. Die erste Beschreibung eines Verfahrens zur
Generierung einer 3D-Kultur aus kardialen Zellen
des Hithnchens wurde von Eschenhagen et al. 1997
beschrieben und als CMPM (,,cardiac myocyte-po-
pulated matrices”) bezeichnet. Die Erzeugung drei-
dimensionalen Herzgewebes aus Méduseherzen ge-
lang Eschenhagen et al. schliefllich 1999 und wurde
hier als EHT (,.engineered heart tissue“) bezeich-
net (Eschenhagen 1997). Seitdem ist die Methode
vom Grundprinzip gleich geblieben, hat sich aber
in Feinheiten verbessert und die dreidimensionale
Struktur wird als EHM (,,engineered heart muscle® =
Konstruierter Herzmuskel) bezeichnet.

Das Prinzip dahinter ist im Grunde recht einfach.
Man mischt dazu eine Zellsuspension an Kardi-
omyozyten und Fibroblasten mit Kollagen I und
Néhrsubstanzen und gieft daraus Ringe. Das Kol-
lagen liegt dabei in essigsaurer Losung vor und wird
daher fiir den Prozess vor der Zellzugabe mit Lauge
neutralisiert. Durch die Warme der nachfolgenden
Inkubation und die Neutralisation bildet das Kol-
lagen I Fibrillen und der Ring erhdrtet (Hayashi
1973). Nach einiger Zeit fingt der Ring an sich zu-
sammen zu ziehen, er ,kondensiert® und bildet so
einen kompakten Gewebering. Dies hingt entschei-
dend mit dem Anteil an Fibroblasten zusammen
(Grinnell 2003), auch erkenntlich daran, dass ein
EHM ohne Fibroblasten nicht kondensiert.

Mit Hilfe derselben Technik erhilt man auch kiinst-
liches Bindegewebe (ECT = ,engineered connectiv
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tissue“), wenn als Zellmaterial reine Fibroblasten
verwendet werden.

Dreidimensionale Zellstrukturen haben mehrere
Vorteile. Zum einen sind EHMs echtem Herzgewe-
be und ECTs Bindegewebe deutlich dhnlicher als
vergleichbare zweidimensionale Zellkulturen. Au-
erdem bieten sie die Moglichkeit standardisierte
Messungen durchzufithren und die einfachere ge-
netische Manipulierbarkeit im Vergleich zum intak-
ten Herzen.

In EHMs liegen die Kardiomyozyten, wie im echten
Herzen, als elektrisch gekoppeltes Syncytium vor,
nur, dass die Vernetzung der Zellen nicht ganz so
stark ist (Eschenhagen 2002). Die Kardiomyozyten
zeigen Anzeichen von Differenzierung, wie hoch-
organisierte Sarkomere und einem Verhiltnis an
Myofilamenten, Mitochondrien, Zellkernen, Sarko-
plasmatischem Retikulum und Zytosol dhnlich wie
in adulten Kardiomyozyten (Eschenhagen 2002).
Auferdem findet man T-Tubuli, Desmosomen und
weitere Strukturen wie in adulten Kardiomyozyten
(Eschenhagen 2002). Das gesamte EHM stellt ein
Organoid dar, man findet eine Endokardium-artige
auflere Zellschicht, primitive Kapillaren, auflerdem
sind Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Monozyten
und Makrophagen gleichmiflig im EHM verteilt
(Eschenhagen 2002).

EHM und ECT stellen somit eine Moglichkeit dar
dem lebenden Vorbild sehr dhnliches kardiales Ge-
webe zu studieren. Auf lange Sicht wird das Gief3en
des kiinstlichen Gewebes in Formen aber sicher ab-
gelost werden durch die Moglichkeit unterschiedli-
che Gewebe aus verschiedenen Zelltypen und einer
extrazelluldren Matrix in genau definierter und re-
produzierbarer Weise mit einem Biodrucker direkt
zu drucken (Kolesky 2014).

1.12. Zielsetzung der Arbeit

Wenn das Herz, als zentrales Organ des Blutkreis-
laufs, erkrankt, kann das schwere Folgen fiir den
Betroffenen haben. Eine der hiufigsten Erkran-
kungen des Herzens beim Menschen ist die Herz-
insuffizienz. In Vorarbeiten unter Beteiligung dieser
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Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass im Falle
der Herzinsufhizienz die myokardiale Phosphodies-
terase des Isotyps 2 (PDE2) hochreguliert wird (Me-
hel 2013). Myokardiale Phosphodiesterasen stellen
eine wichtige Regulationsméglichkeit dar um die
myokardiale cAMP-Konzentration zu reduzieren.
Die pathologische Rolle der myokardialen PDE2
ist noch weitgehend unerforscht. In dieser Arbeit
sollte daher die Rolle der kardialen PDE2 bei der
Entstehung der Herzinsuffizienz genauer beschrie-
ben werden, um zu ermitteln, ob sich die myokardi-
ale PDE2 als neues therapeutisches Ziel bei der Be-
handlung von Herzmuskelschwiche eignen konnte.
Hierfiir wurde die Funktion der PDE2 im kardialen
Fibroblasten, im adulten Kardiomyozyten, in kar-
dialen 3D-Zellkulturmodellen und im transgenen
Mausmodell einer myokardialen PDE2-Uberex-
pression untersucht.

Il. MATERIAL & METHODEN

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten in einem Labor
der Sicherheitsstufe 2 unter den damit verbunde-
nen Verhaltensregeln. SDS-PAGE und Westernblot
in einem Labor der Sicherheitsstufe 1. Die Mause
wurden in individuell ventilierten Kifigen (IVC)
in gleichgeschlechtlicher Haltung (< 5 Tiere) in ei-
ner pathogenfreien (SPF) Versuchstierhaltung mit
kiinstlichem Tag-Nacht-Rhythmus (12 h / 12 h)
aufgezogen. Pelletiertes Futter und Leitungswasser
stand jederzeit durch die Tierpfleger zur Verfiigung.
Alle Tierversuchsarbeiten wurden unter Aktenzei-
chen 33.9-42502-04-10/0065 genehmigt. Die Tier-
versuche, Organentnahmen und die Haltung der
Tiere erfolgte stets im Einklang mit dem derzeit
giiltigen TierSchG.

2.1. Zellpraparation

2.1.1. PRAPARATION NEONATALER RATTENZELLEN
Zur Gewinnung neonataler kardialer Rattenfibrob-
lasten (NRCF) und Kardiomyozyten (NRCM) wur-
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den Wistar-Kyoto-Ratten (Charles River Laborato-
ries Inc., Wilmington, USA) im Alter von 0 - 3 Tagen
dekapitiert und die priparierten Herzen in steriler
Kalzium- und Bikarbonat-freier HEPES-gepuffer-
ter Hanks balancierter Salzlosung (CBFHH) (137
mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,8 mM MgSO,, 0,4 mM
KH,PO,, 0,3 mM Na,HPO,, 1 g/l Glukose, 20 mM
HEPES, pH 7,4, sterilfiltriert) gesammelt (20 - 80).
Sodann wurde das ventrikuldre Gewebe separiert,
der Lange nach halbiert und in 20 ml CBFHH-Me-
dium tiberfiihrt und einmal mit je 20 ml desselben
Mediums gewaschen. Anschliefend wurden die
gewaschenen Herzen mit einer Schere fiir (max.) 9
Minuten gut zerkleinert bis die Gewebestiicke eine
maximale Grof3e von ca. 1 mm?® angenommen hat-
ten und weitere 1,5 - 2 ml CBFHH-Medium hinzu-
gegeben. Die so homogenisierte Gewebesuspension
wurde in ein 50 ml Falkon-Reaktionsgefaf$ iiber-
fihrt und durch einminiitige Sedimentation grobe
und feine Partikel getrennt. Der Uberstand wurde
verworfen und die verbleibende Gewebesuspension
1 - 2 mal mit je 20 ml CBFHH-Medium gewaschen.
Fiir den Vorverdau des Sedimentes wurde zum Se-
diment 8 ml einer Trypsin-Arbeitslosung (2,6 mg/
ml Trypsin, 0,004 mg/ml DNAse, 100 U/ml Penicil-
lin, 100 pg/ml Streptomycin, in CBFHH-Puffer) ge-
geben und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur un-
ter permanenter Bewegung digeriert. Nach kurzer
Sedimentation wurde der Uberstand abgenommen
und erneut 8 ml Trypsin-Arbeitslosung zugege-
ben und fiir 10 min bei RT verdaut. Der Uberstand
wurde in ein Falkon-Reaktionsgefdfd iiberfithrt und
7 ml DNAse-Arbeitslosung (0,004 mg/ml DNAse,
3,4 % FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Strep-
tomycin, in CBFHH-Puffer) zugegeben und 25 mal
trituriert. Die Uberstinde wurden in einem Fal-
kon-Reaktionsgefafl gesammelt. Die Schritte Tryp-
sin-Verdau, Sammeln des Uberstandes, DNAse-Zu-
gabe, Sammeln des Uberstandes wurden mehrmals
wiederholt, wobei nach jedem Schritt das Volumen
an Trypsin- und DNAse-Arbeitslosung um 0,5 ml
und die Trypsin-Inkubation um 1 min reduziert
wurde. Nachdem das Zellpellet nahezu verschwun-
den war, wurden alle gesammelten Uberstinde fiir
15 Minuten bei 60 g und 4 °C zentrifugiert (Eppen-
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dorf Centrifuge 5804 R, Hamburg, Deutschland)
und der Uberstand verworfen. Sodann wurde jedes
Pellet mit je 2 ml Nicht-Kardiomyozytenmedium
(NKM) (DMEM, 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin) versetzt, die Pellets verei-
nigt und zu je 30 ml 250 ul DNAse-Losung (1 mg/
ml) zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation (15
Minuten, 60 g, 4 °C) wurde das Pellet in 20 - 30 ml
NKM resuspendiert, durch ein 250 pm-Zellsieb
gegeben und anschlieffend die Zellzahl mit einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Fiir die anschlie-
lende Vorkultur (Preplating) wurden 8 ml der ge-
wonnenen Zellsuspension mit 5 ml NKM vermischt
und fiir 60 Minuten auf 15 cm Kulturschalen bei 37
°C / 5 % CO, inkubiert. Wahrend dieser Zeit ad-
hériert die grofite Zahl der Kardiofibroblasten, die
Kardiomyozyten jedoch nicht. Sodann konnten
die Kardiomyozyten (NRCM) von der Kulturscha-
le gespiilt und gesammelt werden, die anhaftenden
Kardiofibroblasten (NRCF) wurden in NRCF-Me-
dium (DMEM 4,5 g/l Glukose, 10 % FBS, 1 % MEN
NEAA, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomy-
cin) kultiviert.

2.1.2. GEWINNUNG ADULTER KARDIOMYOZYTEN
Die Gewinnung adulter Maus-Kardiomyozyten
(AMCM) erfolgte durch Langendorff-Perfusion
mit Kollagen-abbauenden Enzymen. Dazu wurde
eine Maus mit Isofluran narkotisiert, durch zervika-
le Dislokation getotet, der Brustkorb gedffnet und
das Herz entnommen. Das Herz wurde in eiskaltes
DPBS mit 30 mM BDM gelegt und die Aorta iiber
eine fixierte, auf 10 mm gekiirzte und abgestumpf-
te 20 G - Kaniile (BD Microlance™ 3, REF301300,
Becton Dickinson, USA) gezogen und mit zwei
Doppelknoten (Non-Sterile Silk Suture Thread 6/0,
18020-60, FST) fixiert. Sodann wurde die Kaniile
in die Langendorff-Apparatur (Abb. 6) eingebaut
und das Herz fiir 3 Minuten mit Perfusionspuffer
(113 mM NacCl, 4,7 mM KCl, 0,6 mM KH_PO,, 0,6
mM Na HPO,, 1,2 mM MgSO,, 0,0425 mM Phe-
nolrot, 12 mM NaHCO,, 10 mM KHCO,, 10 mM
HEPES, 30 mM Taurin, 5,5 mM Glucose, 10 mM
BDM, pH 7,4) bei einer Flussrate von 3,5 ml/min
gespiilt. Anschlieflend wurde der Perfusionspuffer
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gegen Verdaupuffer (Perfusionspuffer mit 12,5 uM
Ca*, 0,06 mg/ml Liberase DH und 1 % Trypsin)
getauscht und dieser komplett (8 Minuten) durch
das Herz geleitet. Das nun gelatindse Herz wurde
anschlieflend in 2,5 ml des Verdaupufters mit einer
Schere fiir exakt 30 sec. fein zerschnitten, mit 2,5
ml Stopppufter 1 (Perfusionspuffer, 1 % BSA, 50 uM
Ca?") versetzt und fiir 3 Minuten mit einer Spritze
(Omnifix U-40, Braun) homogenisiert. Anschlie-
lend wurde die Suspension durch Polyamid-Sieb-
gewebe 150 um (9.068 291, Th.Geyer, Renningen)
filtriert und die Kardiomyozyten fiir 10 Minuten bei
RT sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenom-
men und das Zellpellet in 5 ml Stopppufter 2 (Per-
tusionspufter, 0,5 % BSA, 38 uM Ca**) resuspendiert
und in 4-miniitigen Schritten langsam die Kalzium-
konzentration erhoht (62 uM, 112 pM, 212 M, 500
1M, 1000 uM). Anschlieflend wurden die Zellen fiir
10 Minuten bei 37 °C sedimentiert, der Uberstand
bis auf eine geringe Menge Medium abgenommen,
das Pellet im noch vorhandenen Volumen Medium
resuspendiert und je 50 - 80 pl Zellsuspension auf
mit 20 pug/cm?® Laminin beschichtete runde 24 mm
Glasplittchen (631-0161, VWR, Radnor, USA) ver-
teilt. Diese Glasplittchen wurden in 6-Wells bei 37
°C /5% CO, fiir 1 h inkubiert um die Kardiomyo-
zyten zu adherieren. Sodann wurden die Zellen fiir
FRET-Messungen (2.5.1.) verwendet.

2.2.2D-Zellkultur

2.2.1. SPLITTEN UND KULTIVIERUNG DER KARDIOFIBROBLASTEN
Zur weiteren Verwendung der NRCF wurden diese
auf der Vorkulturplatte, bis zu 90 %iger Konfluenz,
bei 37 °C kultiviert. Sodann wurde das Medium ab-
genommen und einmal mit auf 37 °C vorgewédrm-
ter Dulbecco's phosphatgepufferter Saline (DPBS)
gewaschen. Anschlieffend wurden die gewasche-
nen Zellen mit 8 ml 0,25 % Trypsin bei 37 °C fiir 3
Minuten trypsiniert. Die zum Grof3teil abgelosten
Zellen wurden durch vorsichtiges Klopfen weiter
abgel6st, mit 16 ml NRCF-Medium (DMEM 4,5
g/l Glukose, 10 % FBS, 1 % MEN NEAA, 100 U/
ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) versetzt
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um die Wirkung des Trypsins abzumildern und
die Zellsuspension in einem Falkon-Reaktionsge-
faf3 gesammelt. Nach dreiminiitiger Zentrifugati-
on (1000 rpm, 4 °C, Eppendorf Centrifuge 5804 R)
und Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet
in frischem NRCF-Medium resuspendiert. Und auf
6-Well-Platten (Sarstedt, 83.1839, Niimbrecht) oder
10 cm-Schalen (BD Falcon, REF353003) verteilt.
Danach wurden die Zellen bei 37 °C / 5 % CO, kul-
tiviert und entsprechend fiir die Versuche verwen-
det.

2.2.2. KRYOKONSERVIERUNG DER KARDIOFIBROBLASTEN
Zur Kryokonservierung wurden die NRCF wie un-
ter 2.2.1. mit Trypsin von der Vorkulturplatte ent-
fernt und nach dem Zentrifugieren in je 1 ml Kryo-
medium (NRCF-Medium, 20 % FBS, 10 % DMSO,
sterilfiltriert (Sarstedt, 83.1826.001)) resuspen-
diert und in ein Einfrierréhrchen (Cryo.s™ - Grei-
ner-Bio-One, Kremsmiinster) tiberfithrt. Die Ein-
frierrohrchen wurden anschlieflend in einem mit
Isopropanol gefiillten Einfrierbehélter (Mr. Frosty™
- Nalgene®, Penfield) bei -80 °C iiber Nacht langsam
(-1 °C / min) eingefroren und anschliefend bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Zur Ver-
wendung wurden die NRCF durch Schiitteln im 37
°C warmen Wasserbad aufgetaut und so schnell als
moglich in NRCF-Medium aufgenommen.

2.2.3. ADENOVIRALE INFEKTION
Zur Infektion mit Adenoviren wurde das serum-
haltige Medium gegen serumfreies NRCF-Medium
(DMEM mit Pyruvat, 100 U/ml Penicillin, 100 ug/
ml Streptomycin) ausgetauscht und mit der ent-

e
LITR GFP PDE2A3 I m

Pacl Pacl
ABBILDUNG 9 - Sequenz des fir den Ad-PDE2A3 verwendete
linearisierte Konstrukt. GFP ist zur visuellen Infektionskont-
rolle integriert.
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sprechenden Menge Virus versetzt. Hierbei wurde
von Ad-EPAC2 (fiir FRET) stets eine MOI von 30
verwendet, fiir das Ad-eGFP und Ad-PDE2 eine
MOI von 100 (FRET), 300 (Blots) oder 400 (ECT).
Die transfizierten Zellen oder ECTs wurden an-
schlieffend in einem wasserdampfgesittigten Viru-
sinkubator bei 37 °C und 5 % CO, fiir 48 Stunden
(Zellen) oder 4 Tage (ECT) kultiviert und anschlie-
8end fur die Versuche verwendet. Ad-EPAC2 war
eine freundliche Spende von Dr. Viacheslav Niko-
laev (Nikolaev 2004), Ad-PDE2 wurden von Julius
Emons hergestellt und Ad-eGFP aus einem leeren
pAdTrack-CMV Plasmid von Dr. Christina Wiirtz.

2.2.4. BEHANDLUNG DER KARDIOFIBROBLASTEN MIT WIRKSUB-

STANZEN

Fiir die Stimulation der NRCF mit den jeweils ange-
gebenen Substanzen wurde das serumhaltige Medi-
um gegen serumfreies NRCF-Medium (DMEM mit
Pyruvat, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomy-
cin) ausgetauscht und tiber Nacht bei 37 °C / 5 %
CO, inkubiert. Sodann wurde die gelste Substanz
in Medium vorverdiinnt und die entsprechende
Menge zu den Zellen gegeben. Bei DMSO als Lo-
sungsmittel, wurde auch stets die entsprechende
Menge an reinem DMSO fiir die Kontrollgruppe
in Medium verdiinnt. Die Wirkkonzentration der
Stoffe kann Tabelle 2 entnommen werden. Die Zel-
len wurden dann fiir 5 Minuten bei 37 °C/ 5 % CO,
inkubiert, zur Bestimmung cAMP/cGMP-Konzen-
tration (2.4.6.), bzw. 24 h fiir proteinbiochemische
Analysen.

2.3.3D-Zellkultur

2.3.1. KONSTRUIERTES BINDEGEWEBE (ECT)
Zur Herstellung von Konstruiertem Bindegewebe
(ECT) wurden NRCF in 175 cm?-Flaschen (Sarstedt,
83.1812.002) angezogen und bei Erreichen der Kon-
fluenz mit Adenovirus infiziert (Ad-eGFP MOI 400,
Ad-PDE2 MOI 400). 4 - 6 Stunden nach Virusin-
fektion wurden die Zellen vom Boden der Flasche
trypsiniert (2.2.1.) und das Zellpellet nach der Zen-
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trifugation auf eine Zellkonzentration von 11,5%10°
NRCEF pro ml gebracht. Sodann wurden auf Eis 500
ul 2x EHM-Medium (133 mg DMEM-Pulver, 1 ml
Pferdeserum, 0,2 ml Hithnerembryoextrakt (CEE),
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 3,7
ml H O, sterilfiltriert (Sarstedt, 83.1826.001)) mit
450 pl Rattenschwanzkollagen vermischt und der
pH-Wert mit 80 ul 0,1 N NaOH neutralisiert. Dies
wurde mit 970 pl der Zellsuspension versetzt und je
450 pl davon in jede Vertiefung einer Maus-EHM-
Form (Tiburcy 2013) gegeben. Die Masse hirtete
anschlieflend fiir 45 Minuten bei 37 °C aus. An-
schliefend wurden die EHM-Formen mit je 5 ml
EHM-Medium (DMEM 1 g/l Glukose, 10 % Pfer-
deserum, 2 % CEE, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) beschickt und das Medium téglich
gewechselt. Nach 4 Tagen wurden die nun konden-
sierten ECT-Ringe in den Kraftaufnehmer einer
Isolierten Organapparatur IOA - 5301 (Fa. Fohr
Medical Instruments, Seeheim) eingehdngt und in
37 °C warmer Tyrode-Lésung (120 mM NaCl, 5,4
mM KCl, 1,05 mM MgCl,, 0,2 mM CaCl,, 0,42 mM
NaH,PO,, 22,6 mM NaHCO,, 5,05 mM Glukose,
0,56 mM Ascorbinsdure) in 30 Sekunden-Schritten
die Zugkraft auf die Ringe um je 125 pm so lange
erhoht, bis sich ein ReifSen der Ringe zeigte. Die
Aufzeichnung und Auswertung der Daten erfolg-
te mit Amon32/BeMon32 (Ingenieurbiiro Jickel,
Deutschland).

2.3.2. KONSTRUIERTER HERZMUSKEL (EHM)
Die Herstellung des Konstruierten Herzmuskels
(EHM) erfolgte aus dem Zellgemisch, welches bei
der Préparation neonataler kardialer Rattenzellen
(2.1.1.) vor dem Auftragen auf die Vorkulturplatte
gewonnen wurde. Es enthielt somit (zum Grof3-
teil) Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten.
Die Herstellung erfolgte dann wie die Herstellung
der ECT-Ringe (2.3.1.), allerdings bestand jeder
Ring aus 195 pl Rattenschwanzkollagen, 195 ul 2x
EHM-Medium, 43 pl 0,1 N NaOH, 100 pl Matrigel
(BD, 356234), 2*10° Zellen und es wurde je 900 ul in
jede Vertiefung einer Ratten-EHM-Form (Tiburcy
2013) gegeben. Die Masse hartete anschliefiend fiir

Material & Methoden

45 Minuten bei 37 °C aus, die EHM-Formen wurden
anschlief}end mit je 5 ml EHM-Medium (DMEM 1
g/l Glukose, 10 % Pferdeserum, 2 % CEE, 100 U/
ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) beschickt
und das Medium tédglich gewechselt. Nach 4 - 5 Ta-
gen wurde das EHM in einen statischen Spanner
(Tiburcy 2013) eingespannt und fiir weitere 5 Tage
in EHM-Medium kultiviert.

Zur Messung wurden die EHMs in den Kraft-
aufnehmer einer Isolierten Organapparatur IOA
- 5301, in 37 °C warmer Tyrode-Losung (siehe
2.3.1.), eingehdngt und die Kalziumkonzentration
auf 1 mM erhoht um eine hohe Kraftentwicklung
zu garantieren. Uber die Elektroden der IOA-5301
wurde die Kontraktion der EHMs mit einem Strom
von 150 mA (2 Hz, Pulsbreite 5 ms, Einschaltzeit 0
sec.) stimuliert und nach 10 Minuten die Vordeh-
nung so lange gesteigert, bis jedes EHM seine maxi-
male Kraftentwicklung L (vergl. Frank-Starling)
erreicht hatte. Danach wurde die Tyrodel6sung ab-
gepumpt und gegen neue (0,2 mM Ca*") ersetzt, 8
Minuten inkubiert, die basal vorhandene Kalzium-
konzentration von 0,2 mM auf 0,4 mM erhdoht, 8
Minuten inkubiert, 100 nM Isoprenalin zugegeben,
wieder 8 Minuten inkubiert, 1 uM BAY 60-7550 zu-
gegeben und 15 Minuten inkubiert. Die Anderun-
gen der Zugkraft bei jeder Kontraktion (,,twitch ten-
sion®) und die Amplitude der Kontraktion (,twitch
amplitude®) wurden mit Hilfe von Amon32/Be-
Mon32 aufgezeichnet und ausgewertet.

2.3.3. HERSTELLUNG KOLLAGENTYP |
Das fiir die 3D-Kulturen bendtigte Kollagen wurde
aus Rattenschwinzen adulter Wistar-Kyoto-Ratten
(Charles River Laboratories Inc., Wilmington, USA)
gewonnen. Hierzu wurden 4 - 6 Rattenschwénze
mit 70 % Ethanol gewaschen und desinfiziert. An-
schliefend wurden die Rattenschwinze der Lange
nach gedffnet, die Sehnen extrahiert und in Earle’s
Balanced Salt Solution (EBSS) gesammelt. Sie wur-
den mit frischem EBSS gewaschen, in 100 ml 0,1 %
Essigsdure tiberfiithrt und iiber Nacht bei 4 °C zu ei-
ner zdhfliissigen Masse geriihrt. AnschliefSend wur-
de die Masse bei 4 °C fiir 1 - 2 h bei 20.000 g zen-
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trifugiert (Beckman J2-21, Rotor 19, Krefeld) und
der Uberstand abgenommen. Nun wurde bei 4 °C
unter Riithren eine 25 %ige NaCl-Losung dazu gege-
ben, bis eine NaCl-Konzentration von 4 % erreicht
war. Anschlieflend wurde alles iiber Nacht bei 4 °C
ruhen gelassen. Es wurde abermals bei 4 °C zentri-
fugiert (5 min, 10.000 g, Beckman J2-21, Rotor 19),
der Uberstand verworfen, das Pellet in 0,1 %iger Es-
sigsdure aufgenommen und unter Rithren bei 4 °C
gelost. Anschlieflend wurde gegen 0,1 %ige Essigs-
dure iiber Nacht dialysiert (MWCO 12.000 - 14.000,
SERVAPOR?®, #44147), auf eine Konzentration von
4,2 mg/ml gebracht und das Kollagen bei 4 °C bis
zur Verwendung gelagert. Der pH lag bei ca. 3.

2.3.4. HERSTELLUNG DES HUHNEREMBRYO-EXTRAKTES (CEE)
Die Gewinnung des CEE erfolgte aus Eiern des
7. bis 9. Bruttages der Landesversuchsanstalt fiir
Kleintierzucht Kitzingen. 60 Eier wurden mit 70
% Ethanol desinfiziert, die Eihiille am runden Pol
geoffnet und der Embryo entnommen. Die deka-
pitierten Embryos wurden in 150 ml CBFHH (137
mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,8 mM MgSO,, 0,4 mM
KH,PO,, 0,3 mM Na,HPO,, 1 g/ Glukose, 20 mM
HEPES, pH 7,4, sterilfiltriert) gesammelt und auf
Eis mit einem Polytron PT-MR 1600E (Kinemati-
ca AG, Schweiz) homogenisiert. Das Homogenat
wurde auf 300 ml mit CBFHH aufgefiillt und fiir 15
Minuten zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5804
R, 60 g, 4 °C), die Uberstinde wurden gesammelt.
Das Pellet wurde erneut mit Hilfe des Polytrons ho-
mogenisiert, zentrifugiert (60 g, 15 min, 4 °C) und
der Uberstand mit dem vorherigen Uberstand ver-
einigt. Das CEE wurde aliquotiert und bei -20 °C
gelagert.

2.4. Proteinbiochemie

2.4.1. LYSE DER ZELLEN
Zur proteinbiochemischen Aufarbeitung wur-
den die NRCF auf den 6-Wellplatten oder 10 cm
Schalen mit auf 37 °C vorgewédrmter Dulbecco’s
phosphatgepufterter Saline (DPBS) gewaschen und
mit einer entsprechenden Menge (300 pl auf 10 cm
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Platte, 100 pl pro 6-Well) an eiskaltem Lysepuffer
(150 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1 % NP-40, 0,15 %
SDS, 30 mM Tris-HCI, pH 7,5, Roche PhosSTOP
Phosphatase Inhibitor, Roche Complete Protease
Inhibitor) versetzt und fiir 5 Minuten auf Eis inku-
biert. Sodann wurden die lysierten Zellen mit ei-
nem Zellschaber (Sarstedt, 83.1830) von der Platte
entfernt und in einem Eppendorf-Reaktionsgefaf3
gesammelt, welches anschliefSend fiir 10 Minuten
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417R, 4°C,
14000 g) wurde. Der Uberstand wurde in ein neu-
es Eppendorf-Reaktionsgefafl tiberfiihrt, der Pro-
teingehalt nach Bradford bestimmt (2.4.3.) und mit
Lammli-Puffer (2 % SDS, 0,01 % Bromphenolblau,
10 % Glycerol, 100 mM DTT, 40 mM Tris-HCI, pH
6,8) fiir 3 Minuten auf 95 °C erhitzt. Anschliefiend
wurde die Probe bei -20°C gelagert oder direkt fiir
eine SDS-PAGE (2.4.4.) verwendet.

2.4.2. LYSE DES HERZGEWEBES

Zur Aufarbeitung der entnommenen Herzen fiir
eine proteinbiochemische Untersuchung wurde
das in fliissigem Stickstoft eingefrorene Herz durch
Druck mechanisch pulverisiert und je 30 mg des
Pulvers in ein Eppendorf-Reaktionsgefafs iiberfiihrt.
Dazu wurde auf Eis 300 pl des Lysepufters (150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 % NP-40, 0,15 % SDS, 30 mM
Tris-HCI, pH 7,5, Roche PhosSTOP Phosphatase
Inhibitor, Roche Complete Protease Inhibitor) ge-
geben und eine Stahlkugel mit 5 mm Durchmesser
zugesetzt (Qiagen, 69989, Venlo, Niederlande), um
das Gewebe mit Hilfe eines TissueLyzers II (Qiagen,
85300) weiter zu zerkleinern (20 Hz, 2 x 30 sec, -20
°C). Nach Zentrifugation fiir 10 Minuten (Eppen-
dorf Centrifuge 5417R, 14.000 g, 4°C) wurde der
Uberstand in ein weiteres Eppendorf-Reaktionsge-
fa3 tiberfiihrt, der Proteingehalt nach Bradford be-
stimmt (2.4.3.) und die Proben fiir eine SDS-PAGE
aufgearbeitet (2.4.4.).

2.4.3. BRADFORD-MESSUNG
Die Bestimmung des Proteingehaltes der Zell- oder
Herzlysate wurde mit Hilfe der Methode von Brad-
ford durchgefiihrt (Bradford 1976). Hierzu wur-
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den 5 ul des Lysates mit 200 pl Bradford-Reagenz
(Roti®-Quant, Roth) und 795 ul 0,1 M NaOH in
einer 1 cm-Polystyrol-Kiivette (Sarstedt, 67.742)
versetzt und die Absorption bei 595 nm mit einem
BioPhotometer 6131 (Eppendorf) bestimmt. Die
Kalibriergerade wurde mit IgG aus Rinderserum
(Sigma-Aldrich, 15506) mit den Konzentrationsstu-
fen 0, 85, 170, 340, 510, 680, 850 und 1020 pg/ml
erstellt. Die Proteinkonzentration in pg/ml wurde
vom Gerit errechnet und ausgedruckt.

2.4.4.SDS-PAGE UND WESTERN-BLOT
Von den in Lammli-Puffer aufgekochten Proben
wurde je ein Aliquot so verdiinnt, dass sie dieselbe
Proteinkonzentration aufwiesen und stets dassel-
be Volumen auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen.
Zur Untersuchung auf a-SMA je 5 pg Protein, fiir
PLB und PLB-Ser16 je 60 pg und fiir alle anderen
Proteine je 40 ug Protein. Fiir die Zusammenset-
zung der Polyacrylamidgele und der verwendeten
Konzentration, sieche Tabelle 3. Die Gele wurden in
einem Mini-PROTEAN® Tetra Cell-System (Bio-
Rad) in Elektrophoresepuffer (25 mM Tris, 192
mM Glycin, 0,1 % SDS) zuerst fiir einige Minuten
bei 80 - 100 V laufen gelassen, danach bei 140 V.
Sodann wurde das Polyacrylamidgel entnommen
und in ein Mini Trans-Blot Cell-System (BioRad)
tberfiihrt. Fiir Blots auf PLB oder PLB-Ser16 wurde
eine PVDF-Membran (Amersham Hybond™-P, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) verwendet, fiir
Blots auf Tnl und Phospho-TnlI eine Nitrozellulo-
semembran mit 0,2 um Porengréfle (Optitran BA-S
83, GE Healthcare) und fir alle anderen Blots eine
Nitrozellulosemembran mit 0,4 pm Porengrofle
(Whatman 10401196 Protran, BA85). Geblotet wur-
de unter Eiskithlung im Nassverfahren in Transfer-
pufter (20 % Methanol, 25 mM Tris, 192 mM Glycin)
fiir eine Stunde bei 350 mA. Nach dem Blotvorgang
wurde die Membran einmal mit VE-Wasser gewa-
schen und die an der Membran gebundenen Pro-
teine mit Ponceau S-Farbelosung (0,2 % Ponceau
S, 3 % Trichloressigsdure, 3 % 5-Sulfosalicylsdure)
sichtbar gemacht und in Hohe des gesuchten Pro-
teins in Streifen geschnitten. Diese Membranstrei-
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fen wurden in Tween-haltiger Tris-gepufferter Sa-
line (TBST, 0,1 % Tween 20, 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7,5) entfirbt und anschlieffend fiir 1 - 2
Stunden in 5 %iger Milchpulverlosung inkubiert.
Anschlieflend kurz in TBST gewaschen und iiber
Nacht mit dem priméren Antikoérper in TBST bei
4 °C inkubiert. Sodann wurden die Membranstrei-
fen dreimalig fiir 5 Minuten mit TBST gewaschen
und anschlieflend fiir 1 Stunde mit dem sekundér-
en Antikorper in TBST bei Raumtemperatur inku-
biert. Nun wurden sie abermals in TBST gewaschen
(zweimalig je 5 Minuten) und die Banden mit Hilfe
der Luminol-haltigen Substrate SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrat (Thermo Scien-
tific, Waltham, USA) bzw. SuperSignal West Fem-
to Chemiluminescent Substrat (Thermo Scientific)
sichtbar gemacht und an einem VersaDoc 4000 MP
(BioRad) CCD-Bildwandler dedektiert. Dargestellt
und quantifiziert wurden die Banden mit Hilfe der
Quantity One 4.6.9 Software (BioRad).

2.4.5. FIXIERUNG DER ZELLEN UND MIKROSKOPIE
Zur Mikroskopie wurden die auf einer 12 Well-Plat-
te (Greiner-Bio-One, 665180) angezogenen Zellen
zuerst mit 37 °C warmem DPBS gewaschen und
anschlieflend fiir 10 Minuten in 4 % Paraformal-
dehyd-Losung inkubiert. Danach wurden die Zellen
zweimalig mit DPBS gewaschen und fiir 30 Minuten
bei 4 °C in Blockingpuffer (100 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 0,2 % Triton X-100, 1 % BSA, 5 % Zie-
genserum, pH 7,5) inkubiert. Nun wurde abermals
zweimalig mit zimmerwarmem DPBS gewaschen
und fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur mit einer
1:100-Verdiinnung des primidren Antikorpers in
Antikdrper-Losungspuffer (100 mM Tris-HCI, 150
mM NacCl, 0,5 % Triton X-100, 1 % BSA, 0,1 mM
EGTA, 1 mM MgCl,, pH 7,5) inkubiert. Nach drei-
maligem Waschen mit zimmerwarmem DPBS wur-
den der Primérantikdrper und/oder ein Farbstoff
(DAPI, Phalloidin) in Antikorper-Losungspufter
zugegeben. DAPI (Invitrogen, D1306, Carlsbad)
in einer Verdiinnung von 1:1000, Alexa-546-anti-
mouse (Invitrogen, A11003) 1:500, Alexa-546-an-
ti-rabbit (Invitrogen, A11010) 1:500 und Alexa-Flu-
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or-633-Phalloidin ~ (Invitrogen, = A22284)1:40.
Sodann wurde abermals dreimalig mit zimmerwar-
mem DPBS gewaschen, anschliefSend 1 ml DPBS je
Well dazugegeben und die Zellkulturplatten bei 4
°C wenige Tage gelagert oder sofort an einem moto-
risierten Auflichtfluoreszenzmikroskop 1X81-ZDC
(Olympus, Tokio, Japan) mikroskopiert.

2.4.6. BESTIMMUNG DES CAMP- UND CGMP-GEHALTES

Fir die Ermittlung des basalen Gehaltes an cGMP
wurde ein cGMP Chemiluminescent Immunoassay
Kit (Biotrend, K020-C1) nach Anleitung des Her-
stellers verwendet. Die Bestimmung des basalen
Gehaltes an cAMP erfolgte mit Hilfe eines Total Cy-
clic AMP Immunoassay Kit (Biotrend, BT900-066,
acetyliertes Protokoll), ebenfalls nach Anleitung des
Herstellers. Ausgelesen wurden die 96 Well-Platten
jeweils an einem FlexStation 3 Mikroplattenleser
(Molecular Devices LLC, Sunnyvale, USA), die Da-
ten dargestellt mit Hilfe der Soft Max Pro 5.4. Soft-
ware (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) und
ausgewertet mit MS Excel (Microsoft, Redmond,
USA).

2.5. FRET-Messung

2.5.1. FRET-MESSUNG
Zur cAMP-Bestimmung mittels FRET diente ein
zytosolisches CFP-YFP-EPAC2-Konstrukt, wel-
ches bei NRCEF {iber ein Adenovirus in die Zelle
verbracht (Nikolaev 2004) und bei AMCM durch
transgene Tiere exprimiert wurde (Calebiro 2009).
Zur FRET-Messung an NRCF wurden diese in
6-Well-Platten auf autoklavierte runde Glasplitt-
chen mit 24 mm Durchmesser (631-0161, VWR,
Radnor, USA) diinn ausgesit und mit den ent-
sprechenden Adenoviren infiziert (siehe 2.2.3.).
Fiir FRET-Messungen an adulten Kardiomyozyten
wurden die Glasplittchen vorher mit 20 pg/cm?
Laminin beschichtet. Die Glasplattchen mit den
adherierten Zellen wurden in eine Halterung ein-
gesetzt und mit je 400 pl Fibroblasten-FRET-Pufter
(120 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1 mM
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MgCl, 1 mM KH,PO,, 2 mM D-Glucose, 10 mM
HEPES-NaOH, pH 7,4 (Miller 2011)) oder Kardi-
omyozyten-FRET-Puffer (144 mM NaCl, 5,4 mM
KCl, 1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES-
NaOH, pH 7,3 (Borner 2011)) versetzt. Alle zuge-
gebenen Substanzen wurden ebenfalls in demsel-
ben Puffer gelost. Die FRET-Apparatur bestand
aus einem Olympus IX71 Mikroskop mit Olympus
UPlanSApo 40x 1.35 Ol Objektiv, einer Polychrome
V Lichtquelle, einem DV2 DualView Strahlteiler
(Photometrics, USA) und einer Andor iXon3 885
Low Light EMCCD Kamera (Andor, Irland). Es
wurde das YFP/CFP-Emissionsverhaltnis bei Anre-
gung mit 436 nm (Filter YFP 535 + 15 nm, CFP 480
+ 20 nm) ermittelt. Die Daten wurden mittels Me-
taFluor Software dargestellt und mit MS Excel aus-
gewertet. Der mit Hilfe von HEK-Zellen ermittelte
und mit einberechnete Korrekturfaktor des Mikros-
kops lag bei B = 0,4338 (vergl. 1.7.).

2.6. Transgene Techniken

2.6.1. TRANSGENE MAUSE
Zur Kardiomyozyten-spezifischen PDE2-Uber-
expression wurde von Julius Emons ein Plasmid
entworfen (Abb. 10), welches unter der Kontrol-

Spel (12440)

EcoRV [11968) po‘%\/
co —_—

Y, Spel (2235)
<

oaMHC-PDE2A3

PDE2A3 13122 bp

oaMHC

Kpnl (7698) =

ABBILDUNG 10 - Plasmid aMHC-PDE2A3 das fiir die Konst-
ruktion der PDE2A3-iiberexprimierenden Mauslinie mit Spel
linearisiert und zur Pronukleusinjektion verwendet wurde.
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le eines humanen aMHC-Promotors eine murine
PDE2A3-Sequenz besitzt. Dieses Plasmid wurde
von Danilo Seppelt kloniert, mittels Spel linearisiert
und fiir eine Pronukleusinjektion aufgereinigt. Das
aufgereinigte 10,2 kb grofle Fragment wurde am
Max-Planck-Institut fiir experimentelle Medizin,
Gottingen (Frau Dr. Ursula Fiinfschilling) durch
Pronukleusinjektion in den paternalen Pronukleus
von Zygoten aus ménnlichen und weiblichen FV-
B/N-Spenderméusen eingebracht. Die daraus her-
vorgegangenen Mause wurden genotypisiert und die
aMHC-PDE2A3-positiven Tiere am Europédischen
Neurowissenschaftlichen Institut Gottingen (ENI)
mit C57BL6/J-Tieren tiber mehrere Generationen
auf einen C57BL6/]-Hintergrund zuriickgekreuzt.
Fiir Versuche, Operationen, echokardiographische
Untersuchungen (2.7.1.) und Organentnahmen
(2.7.3.) wurden die Tiere in die Tierexperimentelle
Einrichtung (ZTE) Géttingen transferiert.

Fir die Versuche mit adulten Kardiomyozyten
(AMCM) wurden Maiuse mit einem CFP-YFP-
EPAC2-FRET-Konstrukt, welches unter der Kon-
trolle eines P-Aktin-Promotors in allen Zellen
exprimiert wird, und von Herrn Dr. Nikolaev zur
Verfiigung gestellt wurde (Calebiro 2009), mit
PDE2A3-transgenen Méusen verpaart. Das Resul-
tat waren Tiere, die nur den FRET-Sensor enthiel-
ten (WT) und Tiere mit dem FRET-Sensor und ei-
ner PDE2A3-Uberexpression (TG).

2.6.2. GENOTYPISIERUNG
Zur Ermittlung des Genotyps wurden 2- 5 mm lange
Schwanzspitzen von 3 - 4 Wochen alten Méusen ver-
wendet. Die Schwanzspitzen wurden von den Tier-
pflegern geschnitten; die Mause wurden wéahrend 3
- 4 Tagen zuvor mit 8 mg/l Metamizol im Trinkwas-
ser (Novaminsulfon 500, ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland) analgesiert. Zur Identifikation der
Tiere diente ein eigener Ohrlochcode der Tierexpe-
rimentellen Einrichtung (ZTE) Goéttingen. Die Ex-
traktion der DNA aus den Schwanzspitzen und die
PCR erfolgte mit Hilfe eines REDExtract-N-Amp™
Tissue PCR Kits (Sigma-Aldrich, XNAT, Missouri)
nach Anleitung des Herstellers. Der PCR-Ansatz
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bestand aus 1 pl DNA in 10 pl Gesamtansatz. Die
Initialisierung der PCR-Reaktion erfolgte bei 95 °C
fir 5 Minuten, die PCR-Reaktion bestand dann aus
32 Zyklen von: Denaturierung bei 94 °C fiir 30 sec.,
Annealing bei 60 °C fiir 30 sec. und Elongation bei
72 °C fiir 45 sec. Die finale Elongation wurde bei 72
°C fiir 5 Minuten durchgefiihrt. Es wurden folgende
Primer verwendet um ein 870 bp grofles Fragment
zu erhalten:

aMHC_for: 5-CGGCACTCTTAGCAAACCTC-3
(Forward-Primer)

PDE2a_rev: 5-AAGGGCTTTCCCAGTAGGTC-3
(Reverse-Primer)

Die Genotypisierung wurde von Ursel Leonhardt,
Daniela Liebig-Wolter oder mir durchgefiihrt.

2.7. Tierexperimentelle Techniken

2.7.1. ECHOKARDIOGRAPHIE
Zur Echokardiographie wurden die Mause mit Hilfe
einer Induktionskammer mit 3 Vol.% Isofluran nar-
kotisiert und eine ventral gelegene Stelle des Tho-
rax enthaart (Veet, Reckitt Benckiser, Slough, UK).
Die weitere Narkose der Maus wurde {iber eine
Atemmaske eines Isofluranverdampfers (VEVO
Compact Dual Anesthesia System, VisualSonics,
Toronto, Kanada) unter 1 - 1,5 Vol.% Isofluran
aufrecht erhalten. Zur Stabilisierung der nétigen
Koérpertemperatur wurde die Maus auf einer be-
heizbaren VisualSonics Mausplattform fixiert, mit
einer Rotlichtlampe zusdtzlich gewdrmt und die
Temperatur rektal iiberwacht. Zur Sicherstellung
der elektrischen Leitfdhigkeit zwischen Maus und
den Elektroden der Mausplattform wurde SIGNA-
GEL Electrode Gel (Parker Labs, Fairfield, USA)
verwendet. Die echokardiografische Untersuchung
erfolgte unter Zuhilfenahme des Ultraschallgels
EcoGel 100 (Eco-Med, Mississauga, Kanada) an
einem VEVO 2100 Imaging System (VisualSonics,
Toronto, Canada) und einem MicroScan MS400
Hochfrequenz-Linearschallkopf (18 - 38 MHz, Vi-
sualSonics) bei einer Frequenz von 30 MHz. Zuerst
wurde im B-Mode die parasternale lange Achse des
Herzens dargestellt, sodann der linke Ventrikel in
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der parasternalen kurzen Achse. In derselben Achse
wurden ebenfalls Aufnahmen im M-Mode erstellt.
Es wurde jeweils nur der linke Ventrikel untersucht.
Die Echokardiogramme wurden von Roland Blume
oder Marcel Zoremba erstellt und von Beate Kno-
cke oder mir mit Hilfe der VEVO 2100 Software v.
1.6.0 ausgewertet. Fiir Aufnahmen unter Dobuta-
minstress wurden 1 pug/g KG und/oder 10 ug/g KG
Dobutaminhydrochlorid intraperitoneal injiziert.

2.7.2. TAC-OPERATION
Zur Konstriktion der transversalen Aorta wurden
die entsprechenden Miuse 2 bis 3 Tage vor der Ope-
ration mit 8 mg/l Metamizol (Novaminsulfon 500,
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) im Trink-
wasser analgesiert und 1 - 2 Tage vorher ein Echo-
kardiogramm zur Bestimmung der prdoperativen
Herzfunktion mit und ohne Dobutamin angefer-
tigt. 30 Minuten vor der Operation wurde den Tie-
ren 0,12 pg/g KG Buprenorphin (Temgesic® Injecti-
on, Reckitt Benckiser, Slough, UK) i.p. verabreicht,
direkt vor der OP nochmals 0,12 ug/g KG subkutan.
Dann wurde der Maus iiber eine Atemmaske 1 - 1,5
Vol.% Isofluran zur Narkose verabreicht. Sodann
wurde sie mit Leukosilk (Bsn medical GmbH, Ham-
burg, Deutschland) auf einer Warmeplatte fixiert
und der Hals und der obere Thorax enthaart (Veet,
Reckitt Benckiser, Slough, UK). Nun wurde zuerst
die Haut oberhalb des oberen Endes des Brustkorbs
1 cm eingeschnitten und die Schilddriise zur Sei-
te geschoben. Die Muskeln wurden nun mit einer
spitzen Pinzette tiber und entlang der Luftrohre
geoffnet und das Brustbein mit einer Schere 2 - 5
mm eingeschnitten. Die Thymusdriise wurde bei
Seite gelegt und in das Bindegewebe unterhalb des
freipraparierten Aortenbogens, zwischen Arteria
carotis communis dextra und Arteria carotis com-
munis sinistra, mit einer angerauten 26 G Kaniile
eingedrungen. Nun wurde hier ein Faden (LOOK-
SP211, Angiotech) mit einem speziell angefertigten
Fadenhalter hindurch gezogen und ein lockerer
Doppelknoten vorgelegt. Die angeraute 26 G Ka-
niile wurde vorsichtig zwischen Aortenbogen und
den Knoten gelegt und die transversale Aorta durch
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zwei gegenldufige feste Doppelknoten an die Kaniile
gebunden. Nun wurde die Kaniile entfernt. Damit
war die Aorta praktisch auf den dufleren Umfang
der Kaniile eingeengt. Dann das Brustbein und da-
nach die Haut vernidht (Prolene 6/0-C1, Ethicon
Inc.). Nun wurde die Maus in einen Aufwachkifig,
auf einer Warmeplatte, bis zum vollstandigen Erwa-
chen, gesetzt. Fiir weitere 7 Tage wurde die Maus zur
Schmerztherapie mit 8 mg/l Metamizol im Trink-
wasser versorgt. 1 - 3 Tage nach der OP wurde ein
Dopplerecho angefertigt um den Grad der Stenose
zu ermitteln. Danach erfolgte in Abstinden von ei-
ner Woche je ein normales Echo, am Anfang ohne
Dobutamin um die Miuse zu schonen, an Woche
6 mit Dobutamin. Die TAC-OP wurde jeweils von
Sarah Zafar durchgefiihrt.

2.7.3. ORGANENTNAHME UND BESTIMMUNG DER BIOMETRI-
SCHEN PARAMETER

Zur Bestimmung der biometrischen Parameter
wurde die Maus mit mind. 3 Vol.% Isofluran nar-
kotisiert und durch zervikale Dislokation getétet.
Sodann wurde sie gewogen (ED153, Sartorius, Got-
tingen), die Fellfarbe notiert und ein 0,5 mm langes
Stiick der Schwanzspitze zur Genotypisierung ent-
nommen. Anschliefend wurde der Brustkorb ge-
offnet, das Herz entnommen, in DPBS gespiilt, mit
einem Stiick Papier getrocknet, gewogen (ED153,
Sartorius) und Atrium und Ventrikel separat in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Dann wurde die
Lunge prépariert und ebenfalls gewogen. Ein Hin-
terlauf wurde abgetrennt, die Sehnen durchtrennt
und die Tibia (Schienbein) freigelegt. Sodann wur-
de die Liange der Tibia vom proximalen bis zum
distalen Knochenende (Epiphyse) mit Hilfe einer
Schieblehre (Junior Taschenmessschieber, Mauser,
Oberndorf, Deutschland) ermittelt. Die entnomme-
nen Herzproben wurden bis zur weiteren Verwen-
dung (Lyse und Westernblot) bei -80 °C gelagert.

2.7.4. ABBRUCHKRITERIEN
Um bei den Versuchstieren unnétiges Leiden zu
verhindern (TierSchG), wurden klare Abbruchkri-
terien definiert. Durch diese klar definierten Krite-
rien wurde festgelegt, wann ein Tier dem Versuch
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entnommen wurde und wann nicht. Im Einzelnen
wurde festgelegt, Tiere dem Versuch zu entnehmen,
falls das Tier Lahmungen mehrere Gliedmafien
aufwies, das Tier innerhalb weniger Tage >15 % an
Gewicht verlor oder wenn das Korpergewicht um
15 - 20 % von einem gesunden gleichaltrigen Tier
desselben Stammes abwich, das Tier Tumore bilde-
te, das Tier Verstimmelungen oder Verwundungen
durch Artgenossen oder sich selbst aufwies, Opera-
tionswunden des Tieres trotz Behandlung nicht ver-
heilten oder von sich selbst oder Artgenossen geoft-
net wurden, das Tier Blutungen (aus Mund, Nase
etc.) oder blutigen Kot aufwies, das Tier Anzeichen
von starkem Schmerz (vollige Bewegungs- und Re-
aktionslosigkeit, Umfallen...) zeigte, das Tier vom
Tierarzt als nicht therapierbar krank diagnostiziert
wurde.

Bei anderen geringen Beschwerden oder bei unkla-
ren Verdnderungen im Verhalten wurde mit dem
Tierarzt Riicksprache gehalten.

2.8. Statistik

2.8.1. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Umwandlung der gewonnenen Daten in eine
grafische Darstellung und deren statistische Aus-
wertung erfolgten mit Hilfe einer Statistiksoftware
und dem darin enthaltenen Mann-Whitney-Test.
Ein p-Wert von < 0,05 wurde jeweils als statistisch
signifikant angesehen. Die Uberlebensanalyse wur-
de mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven durchge-
fihrt. Es wurde hierzu GraphPad Prism 5.01 bzw.
6.0c (GraphPad Software Inc; San Diego) verwen-
det.

Material & Methoden
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Material & Methoden

2.9. Verwendete Chemikalien, Substanzen und Antikorper

TABELLE 1- GEBRAUCHSCHEMIKALIEN

Name Summeformel Molare Masse in g/mol Vertreiber Artikelnummer
2,3-Butandion-2-oxim (BDM) C,H,NO, 101,1 Sigma-Aldrich B0753
2-Propanol (Isopropanol) C3H80 60,1 Roth 6752.5
5-Sulfosalicylséure-Dihydrat CHOS*2H,0 254,22 Applichem A0416
Acrylamid/Bisacrylamid, 37,5:1 - - Roth 3029.1
Albumin Fraktion V (BSA) - - Applichem A1391
Ammoniumpersulfat (APS) HN,O,S, 228,2 BioRad #161-0700
Ascorbinsaure CH.O, 176,13 Applichem A1052
b-Mercaptoethanol C,H0s 78,13 Applichem A1108
Bromphenolblau C,,H,Br,0,SNa 691,9 Sigma-Aldrich B8026
Dimethylsulfoxid C,H.0S 78,13 Sigma-Aldrich D8418
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Na,HPO,*2H,0 177,99 Roth 4984
Direktrot 80 C,H N, Na O, S¢ 1373,07 Sigma-Aldrich 365548
Dithiothreitol (DTT) CH,0,5, 154,25 Applichem A1101
EGTA C,HuN,0, 380,35 Applichem A0878
Essigsaure C,H,0, 60,05 Roth 6755.2
Ethylendiamintetraacetat-Dihydrat, Na-Salz (EDTA) C,oH,,N,Na,0,*2H,0 372,24 Applichem A1104
Glukose CH,,04 180,16 Applichem A0883
Glycerol CH,0, 92,1 Applichem A0970
Glycin C,H,NO, 75,07 Applichem A1067
HEPES (Hydroxyethylpiperazinethansulfonséure) C.H,N,0,S 238,31 Roth HN77.4
Isofluran CH,CIF,0 184,49 Abbott 05260-05
Kaliumchlorid KCl 74,55 Roth HNO02.3
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 136,09 Roth P018.2
Kaliumhydrogenkarbonat KHCO, 100,12 Roth P748.2
Kalziumchlorid-Dihydrat CaCl,*2H,0 147,02 Merck 2382
Laminin - - Sigma-Aldrich L2020
Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgCl,* 6 H,0 203,3 Applichem A4425
Magnesiumsulfat-Heptahydrat MgSO,*7H,0 246,48 Merck A171286
Methanol CH,0 32,04 Roth 8388.6
Milchpulver - - Applichem A0830
Natriumchlorid NaCl 58,44 Roth 3957
Natriumdihydrogenphosphat-Hydrat NaH,PO,*H,0 137,99 Merck 6346
Natriumdodecylsulfat (SDS) C,,H,:NaO,S 288,38 Applichem A2572
Natriumfluorid NaF 41,99 Sigma-Aldrich 57920
Natriumhydrogenkarbonat NaHCO, 84,01 Roth 0965.2
Natriumhydroxyd NaOH 39,99 Roth 6771.1
Nonidet P40 (NP-40) (C,H,0),C,,H,,0 - Fluka 56741
Paraformaldehyd (CH,0), - Sigma-Aldrich P6148
Phenolrot C,H,;0,5Na 3764 Sigma-Aldrich P5530
Pikrinsaure CH,N,O, 229 Sigma-Aldrich P6744
Ponceau S C,H,NaNO,S, 760,56 Applichem A1405
Salzsaure, 37% HCl 36,46 Applichem A0659
Taurin C,H,NO,S 1252 Roth 47212
Tetramethylethylendiamin (TEMED) CHN, 116,24 BioRad #161-0801
Trifluoressigsaure CHF.0, 114,02 Roth P088
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) CH,NO, 121,14 Applichem A1086
Triton X-100 C,H,,0(CH,0) 647 Sigma-Aldrich T8787
Tween 20 CH,0.056 1227,72 Roth 9127.1
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S TABELLE 2 - FEINCHEMIKALIEN
O
@) Molare Masse
..hL Name in g/mol Vertreiber Artikel Eingesetzte K ation | Lo ittel Wirkung
Qv AT1R- und AT2R-Aktivator, erh6ht
M Angiotensin Il (Ang Il) 1046 Tocris 1158 1 mM, 10 mM, 30 mM Wasser cGMP
3-Isobutyl-1-methylxan Kompetitiver nichtselektiver PDE-In-
oJ -thin (IBMX) 222 Applichem A0695 150 uM DMSO hibitor
© Membranpermeabler Aktivator der
e 5,6-DM-cBIMP 363 BioLog D001 1uM, 10 uM DMSO PDE2
m Atriales Natriuretisches Aktivator der membranstédndigen
O Peptid (ANP) 3080 Bachem H-2095.1000 100 nM (FRET), 1 uM (Blots) Wasser Guanylatzyklase
M Hochselektiver und potenter PDE2-In-
BAY-60-7550 477 Biomol Cay10011135-5 100 nM DMSO hibitor
Selektiver Antagonist des 31-Adre-
CGP 20712 Dihydrochlorid 567 Tocris #1024 100 nM Wasser nozeptors
C-Typ Natriuretisches
Peptid (CNP) 2198 Tocris #3520 100 nM Wasser NPRB-Aktivator, erhéht cGMP
Dobutamin-Hydrochlorid hameln pharma plus 1 mg/kg (= Dobu low), 10 mg/ Aktiviert a1-, f1- und 2-Adreno-
(Dobu) 301 gmbh 225055 kg (= Dobu high) Wasser zeptoren
Membranpermeabler Inhibitor der
ESI-09 331 BioLog B133 10 uM, 30 uM DMSO EPAC1 und EPAC2
Adenylatzyklase-Aktivator, erhoht
Forskolin 411 Applichem A2165 25 uM DMSO cAMP
Selektiver Antagonist des 32-Adre-
1C1 118,551 314 Tocris #0821 50 nM Wasser nozeptors
Noradrenalin-Derivat, aktiviert nur
Isoprenalin (ISO) 211,248 (*HCl) Sigma-Aldrich 15627 100 nM, 1 uM Wasser p-Adrenozeptoren
L-(-)-Norephinephrin 337,28 Sigma-Aldrich A9512 100 uM Wasser Aktiviert a1- und -Adrenozeptoren
Natrium-Nitroprussid Aktivator der zytosolischen Guanylat-
(SNP) 298 Roth HN34 1 mM (FRET), 40 uM (Blots) Wasser zyklase
Proteinkinase-Inhibitor
(PKI) 2223 SantaCruz sc-201159 1uM Wasser Inhibitor der PKA
0,05 M Essigsaure
TGF-B 13000 bps bioscience 90900-1 1ng,10ng, 30 ng (pH 3,0) Aktiviert TGFBR1 und TGFBR2

TABELLE 3 - ANTIKORPER TABELLE 4 - MEDIEN UND LOSUNGEN FUR ZELLKULTUR

Primérantikérper j i I Artil d 6B in kDa % Gel Name Vertreiber | Artikelnummer
) DMEM, 1 g/I Glukose mit Pyruvat Gibco 21885
— alpha-Tubulin Maus 1:2000 Sigma-Aldrich, T9026 55 10 DMEM, 1 g/I Glukose, fiir EHM-Medium Biochrom FO415
& Calsequestrin (C5Q) Kaninchen 12500 Thermo, #PA1-913 55 10 DMEM, 4,5 g/l Glukose Gibco 61965
m DMEM-Pulver Gibco 52100
S CTGF (L-20) Ziege 1:200 Santa-Cruz, sc-14939 39 10 Dulbecco's phosphatgepufferte Saline (DPBS) Gibco 14190
| GAPDH (G-9) Maus 1:1000 Santa-Cruz, sc-365062 36 10 EBSS Gibco 14155
Fetales Kélberserum (FBS) Gibco 10270
m Glattmuskelaktin (a-SMA) Maus 1:2000 Sigma-Aldrich, A5228 42 10 MEM NEAA Gibco 11140
Myosin-Bindeprotein C (cMyBP-C) pSer282 Kaninchen 1:5000 Enzo Life Science, ALX-215-057-R050 130-150 10 Penicillin-Streptomycin (PenStrep) Gibco 15140
m Pferdeserum (HS) Gibco 16050
m\IJ Myosin-Bindeprotein C 3 (cMyBP-C3) Kaninchen 1:5000 Abcam, ab133499 130-150 10 Trypsin, 0,25 % Gibco 25200
m”! PDE2A Kaninchen 1:1000 FabGennix, PDE2A-101AP 105 10
()] Phospholamban Maus 1:5000 Badrilla Ltd., A010-14 6-28 15
ﬂnuJ Phospholamban Phospho Serine-16 Kaninchen 1:5000 Badrilla Ltd., A010-12 6-28 15
) Phospholamban Phospho Threonine-17 Kaninchen 1:5000 Badrilla Ltd., A010-13 6-28 15
=
”O RyR2 Kaninchen 1:1000 Sigma-Aldrich, HPA020028-100UL 565 6
G RyR2-Ser2808 Kaninchen 1:5000 Badrilla Ltd., A010-30 565 6
G SERCA2A Ziege 1:200 Santa-Cruz, sc-8094 110 10
w Troponin | Maus 1:1000 pore, MAB3150 14-18 15
- Troponin |, Phospho-Ser23/24 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #4004S 25 15
C
o
..ﬁm Sekundérantikérper ji { ; Artil
;n anti-Kaninchen POX 1:20000 Jackson ImmunoResearch, 111-035-045
% anti-Maus POX 1:20000 Sigma-Aldrich, A3682
w
.D anti-Ziege HRP 1:5000 Santa-Cruz, sc-2020
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1. ERGEBNISSE

Die in der Einleitung skizzierten Forschungsergeb-
nisse unserer Arbeitsgruppe (Mehel 2013) legen
nahe, dass die myokardiale PDE2 im insuffizienten
Herzen eine wichtige Rolle spielt. Es sollte daher die
Funktion der PDE2 im Herzen genauer untersucht
werden. Zuerst ex vivo auf zelluldrer Ebene und in
3D-Gewebskulturen (EHM) und nachfolgend in
vivo, das heifSt im Mausmodell.

1. Funktion der PDE2 im kardialen Fi-
broblast

3.1.1.VERGLEICH DER PDE2-EXPRESSIONSMUSTER IM KARDIA-

LEN MYOZYTEN UND FIBROBLASTEN

Das Herz besteht aus einer Reihe von verschiede-
nen Zelltypen. Den Hauptteil machen Kardiomyo-
zyten (CM) und Kardiofibroblasten (CF) aus. Der
erste Schritt war daher zu untersuchen, ob sich die
kardiale PDE2-Expression in CM und CF unter-
scheidet. Hierzu wurden unstimulierte neonatale
kardiale Rattenmyozyten (NRCM) und -fibroblas-
ten (NRCF) durch Zellpraparation (2.1.1.) gewon-
nen, die NRCEF fiir einige Tage bei -80°C eingefro-
ren (2.2.2.) um die Myozyten abzutdten, die Zellen
lysiert (2.4.1.) und auf PDE2 geblottet (2.4.4.). Um
die Reinheit der Zellen zu kontrollieren wurde ein
Protein ausgewdhlt, das nur in einem Zelltyp vor-
kommt, aber nicht in dem anderen (Markerpro-
tein). Fiir die Fibroblasten wurde Prokollagen ge-
wihlt, bei den Myozyten CSQ. Als Kontrolle fiir
eine gleichmiflige Proteinbeladung (Ladekontrolle)
wurde GAPDH verwendet.

Man erkennt (Abb. 11) eine fast drei Mal so hohe
PDE2-Expression in den NRCF gegeniiber den
NRCM. Die Zellpopulationen liegen dabei duflerst
rein vor und die Proteinbeladung aller Proben war
ahnlich.

Ergebnisse

NRCF NRCM NRCF NRCM
PDE2 b"“"

Prokol.

- L

——

CsQ —

GAPDH -M

Relative PDE2-Expression
(PDE2/GAPDH)in AU
N

NRCM  NRCF

ABBILDUNG 11 - Kardiale PDE2-Expression in neonatalen Rat-
tenkardiofibroblasten (NRCF) und Kardiomyozyten (NRCM).
(A) Reprdsentative Immunoblots mit Prokollagen | und Cal-
sequestrin (CSQ) als Markerproteine fiir Fibroblasten und
Myozyten. (B) Quantifizierung der PDE2-Expression, norma-
lisiert auf GAPDH, n = 5. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM;
*p < 0,05 vs. NRCM.
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PDE2 EGFP+DAPI

Ergebnisse
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ABBILDUNG 12 - Lokalisierung der rekombinanten PDE2 im kardialen Fibroblasten der neonatalen Ratte, visualisiert mit Immunoflu-
oreszenz. Der Kern wurde mit DAPI gefarbt und die EGFP-Epifluoreszenz zeigt positive Virus-Infektion an.

3.1.2. LOKALISIERUNG DER KARDIALEN PDE2 IM FIBROBLAST

Die PDE2 wurde mittels eines rekombinanten Ade-
noviruses (2.2.3.) fir PDE2 und EGFP in den kardi-
alen Fibroblasten iiberexprimiert. Die PDE2-Uber-
expression war notig, da die Konzentration der
endogenen kardialen PDE2 zu gering fiir eine Im-
munfirbung ist. Die iiberexprimierte PDE2 wur-
de mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und
die Bilder an einem Auflichtfluoreszenzmikroskop
aufgnommen (2.4.5.). Das EGFP diente als visuel-
le PDE2-Expressionskontrolle. Der Zellkern wurde
mit DAPT angefarbt.
Die Immunfluoreszenzfirbung zeigt ein vorwie-
gend zytosolisches Vorkommen der {iberexprimier-
ten PDE2 und eine zusdtzliche Akkumulation an
der perinukledren Membran (Abb. 12).

3.1.3. BASALE CAMP-KONZENTRATION UND PROFIBROTISCHE
FAKTOREN BEI KARDIALER PDE2-UBEREXPRESSION
Da die PDE2 den Spiegel des Botenstoffs cAMP mit
hoherer Umsatzrate als den von cGMP beinflusst,
stellte sich zuerst einmal die Frage wie sich eine
PDE2-Uberexpression auf den basalen cAMP-Spie-
gel auswirkt. cAMP hemmt u.a. die Myofibroblas-
tendifferenzierung und damit die Kollagensynthese,
aber auch die CTGF-Expression (Swaney 2005). Es
wurde daher untersucht, wie sich der zu erwartende
verinderte cAMP-Spiegel der PDE2-Uberexpres-

sion auf die profibrotischen Marker a-SMA und
CTGF auswirkt.

Zur Messung des basalen cAMP-Spiegels wurden
NRCF mit Ad-EGFP (Negativkontrolle) und Ad-
PDE2 zur Uberexpression von PDE2 fiir 48 h infi-
ziert (2.2.3.). AnschliefSend wurden die Fibroblasten
lysiert und der cAMP-Spiegel mit einem Enzymim-
munotest bestimmt (2.4.6.). Zur Ermittlung des
Gehaltes an profibrotischen Markern wurden die
lysierten Zellen auf die Expression an a.-SMA und
CTGF untersucht (2.4.1., 2.4.4.). GAPDH diente als
Ladekontrolle fiir gleichmiaflige Beladung des Blots.
Wie zu erwarten, zeigte sich bei PDE2-Uberexpres-
sion ein stark erniedrigter Spiegel des basalen cAMP
im Zellgesamtlysat um den Faktor 7 (Abb. 13 A).
Auflerdem fiihrte die PDE2-Uberexpression in den
Fibroblasten zu einer vermehrten Differenzierung
zu Myofibroblasten, erkenntlich an einer erhéhten
Expression der profibrotischen Faktoren a-SMA
und CTGF (Abb. 13 B - D). Die Expression an
a-SMA war ungefihr um den Faktor 3,5 erhoht, der
an CTGF um 2,5.

o-SMA dient dem Fibroblasten zur Bildung von
Stressfasern. Daher wurde ebenfalls iberpriift, ob
die gefundene Erh6éhung des a-SMA-Gehaltes bei
den Fibroblasten zu morphologischen Veranderun-
gen fithrt. Hierzu wurden mit Ad-EGFP und Ad-
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ABBILDUNG 13 - cAMP-Konzentration und profibrotische Faktoren. (A) Basale cAMP-Konzentration, gemessen mit einem Enzy-
mimmunotest, n = 5. (B) Reprasentative Immunoblots und (C, D) Quantifizierung der Expression von a-SMA und CTGF, norma-
lisiert auf GAPDH; n = 8 - 12. Alle Werte sind Mittelwerte = SEM; *p < 0,05 vs. Ad-EGFP bzw. C.
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ABBILDUNG 14 - Reprasentative Bilder durch Immunfluoreszenz der a-SMA- und CTGF-Expression. Der Kern wurde mit DAPI ge-
farbt und die EGFP-Epifluoreszenz zeigt eine positive Virusinfektion.
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PDE2 infizierte NRCF mit Paraformaldehyd fixiert
und das a-SMA bzw. CTGF durch Immunofluores-
zenz sichtbar gemacht (2.4.5.). Der Kern wurde mit
DAPI angefarbt.

Wie man auf den Fluoreszenzbildern erkennt (Abb.
14) ist bei den Fibroblasten mit PDE2-Uberex-
pression in der Tat eine vermehrte Ausbildung von
Stressfasern zu erkennen. Bei den Fibroblasten mit
Immunofluoreszenzfirbung auf CTGF erkennt
man zudem eine leichte Erhéhung des Gehaltes an
CTGF bei PDE2-Uberexpression, welches sich vor
allem perinukledr, aber auch zytosolisch findet.

3.1.4. AUSWIRKUNGEN DER PDE2-UBEREXPRESSION AUF DIE
STEIFHEIT VON KONSTRUIERTEM BINDEGEWEBE (ECT)

Im lebenden Herzen bedeutet ein mehr an Myofi-
broblasten und deren profibrotischen Faktoren in
der Regel auch eine Zunahme an Fibrose und so-
mit an Gewebesteitheit. Um zu priifen, ob es bei
kardialem Gewebe bei einer PDE2-Uberexpressi-
on generell zu einer Zunahme an Steifheit kommt,
wurden Ringe aus kiinstlichem Bindegewebe mit
und ohne PDE2-Uberexpression hergestellt. Diese
Konstruierten Bindegewebsringe (ECT) stellen ein
3D-Zellkulturmodell von Bindegewebe dar um re-
produzierbare Ergebnisse unter steht gleichen Be-
dingungen zu erhalten. Dazu wurden NRCF mit
Ad-PDE2 bzw. Ad-EGFP (Kontrolle) infiziert und
daraus ECT-Ringe hergestellt (2.3.1.). Es wurde sich
tiir eine MOI beider Viren von 400 entschieden, da
sich bei dieser Viruskonzentration die beste Infekti-
on der Zellen im ECT zeigte (Abb. 15 A). Es wurde
darauf geachtet, dass die ECT-Ringe mit Ad-EGFP
und Ad-PDE2 eine moglichst dhnliche Infektions-
stirke zeigten, indem die GFP-Fluoreszenzstirke
verglichen wurde (Abb. 15 B). Einige dieser Ringe
wurden aufSerdem vermessen, hier fand sich kein si-
gnifikanter Unterschied zwischen PDE2-ECTs und
Kontroll-ECTs. Bei den Ringen mit MOI 400 zeigte
sich ein Durchmesser (duflerer Rand) von 4,5 + 0,2
mm, eine Dicke der ECT-Ringe von 0,5 + 0,1 mm
und ein Gewicht von 18 + 1,5 mg (n = 5). Die Ringe
wurden in Schritten von 125 pm so lange gedehnt,
bis sich ein Reiflen der Ringe zeigte (2.3.1.) und die
passive Kraft pro Schritt aufgetragen (Abb. 15 D).

Ergebnisse

Es zeigte sich, dass eine PDE2-Uberexpression
zu einer erhohten passiven Kraft und somit Steif-
heit des ECTs fiihrte. Bei zunehmender Dehnung
nimmt dieser Unterschied sogar zu. Dies ist somit
ein erster Hinweis, dass die erhohte Konzentration
an profibrotischen Faktoren durch den erniedrigten
cAMP-Spiegel bei PDE2-Uberexpression zu einer
erhohten Fibrotisierung und somit einer zuneh-
menden Steifheit des Gewebes fiihrt.

3.1.5. EINFLUSS EINER ZUSATZLICHEN BETA-ADRENERGEN
STIMULATION

Im Falle einer Herzinsuffizienz kommt es als Folge
des Kompensationsprozesses zu einer erhohten Ak-
tivierung des Sympathikus und somit zu einer er-
hohten B-adrenergen Stimulation. Es wurde daher
untersucht, wie sich zusitzlich zur PDE2-Uberex-
pression eine Stimulation der 3-Adrenozeptoren auf
den cAMP-Spiegel und die Konzentration der pro-
fibrotischen Faktoren auswirkt. Um zu untersuchen
ob und in wie weit die kardiale PDE2 an der Ernied-
rigung der f3-adrenerg ausgelosten cAMP-Synthese
beteiligt ist, transduzierten wir NRCF mit einem zy-
tosolisch exprimierten EPAC2-Biosensor auf cAMP
und ermittelten die Anderung im cAMP-Gehalt
nach Stimulation mit Isoprenalin (ISO) mit Hilfe
von FRET (2.5.1.). Isoprenalin ist ein synthetisches
Derivat des Neurotransmitters / Hormons Adrena-
lin und stimuliert $-Adrenozeptoren.

Wie an den Mittelwerten des CFP/YFP-Verhilt-
nisses der FRET-Messung zu sehen, fiihrte die Sti-
mulation mit ISO zu einer cAMP-Akkumulation
in den NRCF (Abb. 16 A und B). Diese Erhohung
war um rund 75 % reduziert unter PDE2-Uberex-
pression und konnte auch konsequenterweise nach
PDE2-Inhibition mit dem selektiven Inhibitor BAY
60-7550 wieder hergestellt werden. Vergleichbare
Ergebnisse zeigten sich bei Messung des basalen
cAMP-Spiegels im Zellgesamtlysat mit einem Enzy-
mimmunotest (2.4.6.; Abb. 16 C).

Als néchstes untersuchten wir den Einfluss einer
Stimulation mit ISO auf die Expression der profi-
brotischen Faktoren a-SMA und CTGE welche
nach PDE2-Uberexpression erhéht waren. Hier-
zu wurden mit Ad-EGFP und Ad-PDE2 infizierte
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ABBILDUNG 15 - ECTs mit Ad-PDE2. (A) ECTs mit aufsteigender Viruskonzentration, hier beispielhaft Ad-PDE2. (B) Reprisentati-
ve ECT-Ringe infiziert mit Ad-EGFP (Kontrolle) und Ad-PDE2 als Kontrolle einer identischen Virusinfektion. (C) Reprdsentativer
Westernblot der ECTs zur Verdeutlichung der erfolgreichen PDE2-Uberexpression. (D) Spannungs-Dehnungs-Diagramm zur Be-

stimmung der Steifheit (passive Kraft) der ECT-Ringe; n = 5 mit je 4 Wiederholungen. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM; *p <
0,05 vs. Ad-EGFP
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ABBILDUNG 16 - Effekt von ISO auf den cAMP-Spiegel und die profibrotischen Faktoren in NRCF. (A) Représentativer FRET-Verlauf,
normalisiert auf den basalen CFP/YFP-Verlauf nach Stimulation mit 50 nM ISO und 100 nM des spezifischen PDE2-Inhibitors BAY
60-7550. (B) Durchschnitt der Antwort auf 50 nM ISO als Prozent der maximalen Antwort (ISO + BAY), n = 3 - 4. (C) cAMP-Spie-
gel im Gesamtzellysat nach Stimulation mit ISO fiir 5 Minuten, gemessen mit EIA, n = 5. (D) Reprasentative Immunoblots und
(E) Quantifizierung der a-SMA- und CTGF-Expression nach 24 h Stimulation mit ISO, normalisiert auf a-Tubulin, n =3 mit2-3
Replikationen. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. Ad-EGFP.
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(2.2.3.) NRCEF fiir 24 h mit Isoprenalin stimuliert
(2.2.4.), lysiert und auf a-SMA und CTGF geblottet
(2.4.4.). Als Ladekontrolle diente hier o.-Tubulin, da
sich GAPDH bei ISO-behandelten NRCF als un-
glinstig herausstellte.

Die Kontrollzellen zeigten dabei eine relativ gerin-
ge Expression an a-SMA und CTGE die sich auch
durch Gabe von ISO nicht weiter reduzieren lief3
(Abb. 16 D und E). Viel wichtiger jedoch, der in den
PDE2-transduzierten NRCF erniedrigte cAMP-
Pool wirkte der PDE2-ausgelosten Myofibroblas-
tendifferenzierung nicht entgegen.

3.1.6. EINFLUSS EINER ZUSATZLICHEN GUANYLATZYKLASE-AKTI-
VIERUNG

Uberschreitet die intrazellulire cGMP-Konzentrati-
on 500 nM, wird PDE2 nicht nur durch cGMP akti-
viert, sondern ist auch an dessen Hydrolyse beteiligt
(Zaccolo 2007). Zellulires cGMP wird entweder
durch membrangebundene oder zytosolische Gua-
nylatzyklasen (GC) hergestellt. Daher untersuchten
wir die Auswirkung der kardialen PDE2 auf die ba-
sale, die ANP/GC-A- und die NO/sGC-induzierte
cGMP-Signalamplitude sowie ihre Auswirkung auf
die cAMP-Hydrolyseaktivitit mit Hilfe eines EIA
(2.4.6.). Die NRCF wurden hierfiir fur 10 Minuten
mit 1 uM ANP oder 40 pM SNP stimuliert (2.2.4.).
Die basale cGMP-Konzentration wurde nicht durch
PDE2 beeinflusst (Abb. 18 A). Sowohl Atriales Natri-
uretisches Peptid (ANP) wie auch das Stickstoffmo-
noxid (NO)-produzierende Natrium-Nitroprussid
(SNP) zeigten eine robuste 2 - 3fache Erhéhung an
cGMP, mit einer geringfiigigen Abnahme der SNP/
PDE2-Antwort, verglichen mit der von SNP/EGFP
(2,2fach bzw. 3fach) (Abb. 18 A). Auflerdem kam es
bei cGMP-Erhohung durch Stimulation der GC zu
einer geringen cAMP-Erhohung, die bei SNP hoher
war als bei ANP (Abb. 18 B). Eine PDE2-Uberex-
pression hingegen fithrte bei cGMP-Erhéhung zu
einer Abnahme des cAMP-Spiegels (Abb. 18 B).
Als Nachstes untersuchten wir, wie der erho6h-
te cGMP-Spiegel und die so resultierenden
cAMP-Spiegel den fibrotischen PDE2-Phénotyp
beeinflussen. Hierzu stimulierten wir mit Ad-EG-
FP und Ad-PDE2 infizierte NRCF mit 1 pM ANP
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oder 40 uM SNP und untersuchten die Expression
der profibrotischen Faktoren (2.2.4., 2.4.1., 2.4.4.).
ANP und SNP fiithrten zu einer Reduktion der basa-
len Menge an a.-SMA, hatte jedoch keinen Einfluss
auf die CTGF-Expression in Kontrollzellen (Abb.
18 C und D). Jedoch konnte sowohl ANP und auch
SNP die Menge an a-SMA und CTGF in NRCF
mit PDE2-Uberexpression komplett normalisieren
(Abb. 18 C und D).

Die Daten aus 3.1. wurden in AJP: Heart and Circu-
latory Physiology 2014 veroftentlicht (Vettel, Limm-
le 2014), siehe ,,VIII. Anhang"

ISO
l
cAMP 5-AMP
/ K—)
Myofibroblasten- @
Differenzierung
\ m
cGM P/ 5'-GMP

T

ANP /NO

ABBILDUNG 17 - Schematischer Uberblick der gefundenen
Ergebnisse in NRCF: cAMP und cGMP wirken der Myofibrob-
lastendifferenzierung entgegen. In NRCF reduziert die kar-
diale PDE2 vornehmlich den cAMP-Spiegel. Die Abnahme
an cAMP wird durch cGMP-erhéhende Stimuli kompensiert.
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ABBILDUNG 18 - Effekt von ANP und SNP auf den cGMP-Spiegel und die profibrotischen Faktoren. (A) Globaler cGMP-Spiegel,
ermittelt durch EIA basal und nach Stimulation mit 1 uM ANP oder 40 uM SNP fiir 10 Minuten; n = 5 mit 3 Replikationen. (B) Mit-
telwerte der Antwort auf 100 nM ANP oder 1 mM SNP gemessen mittels FRET und normalisiert auf das CFP/YFP-Verhaltnis nach
Behandlung mit 150 pM 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) und 30 uM Forskolin (= 100 % Antwort); n = 4 - 6. (C) Reprdsentative
Immunoblots und (D) Quantifizierung der a-SMA und CTGF-Expression nach 24 h Stimulation mit 1 uM ANP oder 40 uM SNP; n
= 5. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. Ad-EGFP; #p < 0,05 vs. Ad-EGFP basal; $p < 0,05 vs. Ad-PDE?2 basal.
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3.2. Funktion der PDE2 im kardialen Myo-
zyten

3.2.1. PDE2 IM KONSTRUIERTEN HERZMUSKEL
Herzgewebe besteht zum grofiten Teil aus kardia-
len Myozyten und Fibroblasten. Die Funktion der
PDE2 im kardialen Fibroblasten wurde in 3.1. ge-
nauer untersucht.

Unsere Arbeitsgruppe (Mehel 2013) konnten zei-
gen, dass die myokardiale PDE2 in insuffizienten
Herzen vermehrt auftritt. AufSerdem ist bekannt,
dass die Aktivitdt der myokardialen PDE2 in -ad-
renerg desensibilisierten Herzen hoher ist (noch
unveroffentlichte Arbeit). Es stellte sich nun die
Frage, ob sich die kardiale PDE2-Erhohung durch
chronisch B-adrenerg gestresste Herzen, analog wie
im Falle einer Herzinsuffizienz, mit einem stand-
artisierten 3D-Gewebsmodell eines Herzmuskels
nachbilden ldsst.

Hierfiir wurden EHMs aus neonatalem Herzgewebe
hergestellt (2.3.2.) und die Hilfte von diesen fiir 6
Tage mit 100 uM Noradrenalin (NA) stimuliert. No-
radrenalin ist ein Katecholamin mit einer stimulie-
renden Wirkung auf o /- und B -Adrenozeptoren.
Es wurde sich fiir NA als Stimulanz entschieden,
da dies den realen physiologischen Bedingungen,
im Gegensatz zu Isoprenalin, am nichsten kommt.
Diese EHMs wurden dann in einen Kraftmesser
eingehdngt, mit 150 mA stimuliert, die Ca**-Kon-
zentration von 0,2 mM (basal) auf 0,4 mM erhoht
und die Anderung der Kontraktionskraft bestimmt.
Nach 8 Minuten Inkubation wurden 100 nM ISO
und nach weiteren 8 Minuten 1 uM des PDE2-Inhi-
bitors BAY 60-7550 zugesetzt und ebenfalls jeweils
die Kontraktionskraftinderung bestimmt (2.3.2.).
Zur Auswertung wurden nur EHMs verwendet, die
eine Reaktion auf Ca** zeigten. Die NA-behandel-
ten EHMs zeigten insgesamt eine geringere Reak-
tion auf alle Stimuli (Abb. 19). Zur besseren Ver-
gleichbarkeit wurden daher alle Werte auf einen
Basalwert von 1 normiert. Es zeigte sich so, dass
die relative Kraftinderung bei den NA-behandelten
EHMs identisch war mit der der Kontrollgruppe,
jedoch eine héhere Antwort auf ISO zeigten (Abb
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19). Viel wichtiger jedoch, bei den NA-behandel-
ten EHMs konnte eine signifikante Erhéhung um
durchschnittlich 7 % nach Behandlung mit dem
PDE2-Inhibitor BAY 60-7550 gefunden werden
(Abb 19). Dies konnte auf eine hohere Expression
an PDE2 in diesen EHMs hindeuten.

3.2.2.PDE2 IM ADULTEN KARDIOMYOZYT

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus transge-
nen Madusen mit einer rund 10fachen myokardia-
len PDE2-Uberexpression entnommen. Die Gene-
rierung der Mause ist unter 2.6.1. beschrieben, sie
werden in Abschnitt 3.3. genauer charakterisiert.
Da schon gezeigt wurde, dass die PDE2 am stérks-
ten in die Regulation des cAMP-Spiegels eingreift,
wurde sich auch hier auf die Untersuchung des
basalen cAMP-Spiegels unter bestimmten Bedin-
gungen konzentriert. Dies wurde mit Hilfe von
FRET-Messungen erreicht. Um die zelluldren
cAMP-Spiegel zu messen, wurden die heterozy-
goten PDE2A3-transgenen Tiere mit homozygot
transgenen Tieren verpaart, die global einen CFP/
YFP-EPAC2-Biosensor auf cAMP exprimieren. Die
Maiuse mit dem EPAC2-Biosensor wurden freund-
licherweise von Herrn Dr. Nikolaev zur Verfiigung
gestellt (Calebiro 2009). Aus der Verpaarung gin-
gen somit einfach transgene Tiere (nur EPAC2-Bi-
osensor) und zweifach transgene (EPAC-Biosensor
und PDE2A3) hervor. Die einfach transgenen Tiere
werden zur Vereinfachung im Weiteren als ,Wild-
typ“ (WT) bezeichnet und die doppelt transgenen
als ,Transgen” (TG). Aus den Herzen wurden die
adulten Kardiomyozyten (AMCM) mittels enzyma-
tischer Langendorff-Perfusion isoliert (2.1.2.) und
noch am selben Tag fiir FRET-Messungen verwen-
det (2.5.1.).

Als Erstes wurden die isolierten AMCM mittels
Westernblot auf eine vorhandene PDE2-Uberex-
pression der TG-Tiere hin tberpriift, was sich be-
statigte (Abb. 20).

Sodann wurde untersucht ob die beta-adrenerge

Aktivierung in AMCM gleichermafien von B - und
B,-Adrenozeptoren vermittelt wird und ob sich
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ABBILDUNG 19 - Vergleich der absoluten und relativen Kontraktionskraft der Kontroll-EHMs zu den NA-behandelten EHMs. Reaktion
auf 0,4 mM Kalzium (Ca), 100 nM Isoprenalin (ISO) und 1 uM BAY 60-7550 (BAY); n =7 (Kontrolle), 11 (NA) aus 3 Wiederholungen.
Alle Werte sind Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. basal; #p < 0,05 vs. Ca; $p < 0,05 vs. ISO.
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ABBILDUNG 20 - Blot der adulten Mauskardiomyozyten
(AMCM) auf PDE2. Kontrolle der PDE2-Uberexpression in
den isolierten AMCM.

ein Unterschied zwischen WT und TG erkennen
lasst. Hierzu wurden die AMCM entweder mit 100
nM des selektiven Blockers des ,-AR CGP 20712
oder mit 50 nM des selektiven ,-AR-Blockers ICI
118,551 fiir einige Minuten inkubiert und anschlie-
Blend mit 100 nM Isoprenalin (ISO) stimuliert. ISO
ist ein unselektiver Aktivator der ,/,-AR. Um die
maximale cAMP-Antwort zu erhalten, wurden
die Zellen nach dem ISO noch zusédtzlich mit dem
PDE-Inhibitor IBMX (150 uM) und dem AC-Akti-
vator Forskolin (30 pM) behandelt. Diese maximale
cAMP-Antwort wurde auf 100 % gesetzt und darauf
die ISO-Antwort bezogen.

Es zeigte sich bei den PDE2-TG AMCM eine um die
Hilfte reduzierte beta-adrenerge cAMP-Antwort,
sowohl bei B - als auch bei ,-AR (Abb. 21). Dabei
ist das Verhiltnis zwischen ISO-Konzentration und
cAMP-Antwort nicht linear, sondern zeigt einen
sigmoidalen Kurvenverlauf (Kumar 2006, Milhaud
2002). Auflerdem entscheidend, die Myozyten zeig-
ten eine wesentlich bessere Erregbarkeit durch den
B,-AR als durch den B,-AR, sowohl im WT-Fall als
auch bei den transgenen Myozyten (Abb. 21). Bei
den WT-AMCM fand sich eine 6fach hohere Stim-
mulierbarkeit durch den B -AR, verglichen mit f3,-
AR. Bei den TG-AMCM war die Erregbarkeit tiber
den B,-AR 4fach hoher gegeniiber dem f3,-AR.

PDE2 kann durch eine Erhéhung der cGMP-Kon-
zentration aktiviert werden. Eine Erhohung der
cGMP-Konzentration erreicht man durch GC-Sti-
mulation mit ANP, BNP, NO oder CNP, wobei sich
bei CNP der grofite Effekt zeigt. Allerdings be-
einflusst ein erhohter cGMP-Spiegel nicht nur die
PDE2, sondern auch die PDE3, welche durch cGMP
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gehemmt wird (vergl. Abb 4).

Um einen geniigend hohen cAMP-Grundspiegel
zu haben um Anderungen durch die cGMP-kon-
trollierte Aktivierung der PDE2 zu sehen, wurden
die AMCM zuerst mit 30 uM Forskolin stimuliert.
Anschliefend wurde die membrangebundene GC
durch 100 nM CNP aktiviert und die Anderung im
cAMP-Spiegel mit Hilfe von FRET bestimmt. An-
schliefend wurde zusitzlich die l6sliche GC mit
1 mM des NO-produzierenden Natrium-Nitro-
prussid aktiviert und nach Erreichen eines stabi-
len Signals mit Gabe von 150 pM IBMX die ma-
ximale cAMP-Antwort erreicht. Diese maximale
cAMP-Antwort wurde wieder auf 100 % gesetzt
und drauf die anderen cAMP-Werte bezogen.

Wie zu erwarten war, zeigten sich auch hier bei
den transgenen AMCM relativ gesehen geringere
cAMP-Spiegel als bei den WT-Zellen (Abb. 22).

Bei Erhéhung der cGMP-Konzentration mit CNP
fand sich eine Erhohung der cAMP-Konzentration,
die bei den WT-Zellen im Schnitt doppelt so hoch
ausfiel wie bei den transgenen AMCM. Eine Erho-
hung der cAMP-Konzentration nach Steigerung der
cGMP-Konzentration kénnte auf eine PDE3-Betei-
ligung hindeuten. Bei den transgenen AMCM fand
sich zudem noch eine geringe, aber nicht signifi-
kante, Steigerung der cAMP-Konzentration nach-
dem zusitzlich noch die zytosolische cGMP-Syn-
these aktiviert wurde. Diese Erhohung blieb bei
den WT-Myozyten vollig aus (Abb. 22). Somit lasst
sich hier ein komplexes Zusammenspiel zwischen
PDE2-Aktivierung und PDE3-Hemmung vermu-
ten. Auflerdem scheint sich die iiberexprimierte
PDE2 weder durch CNP, noch durch SNP weiter
aktivieren zu lassen und liegt somit permanent ak-
tiv in der Zelle vor.

3.3. Funktion der myokardialen PDE2 im
transgenen Tiermodell der Maus

Nachdem die grundlegende Funktion der PDE2 ex
vivo in den Zellen des Herzens, kardialen Fibrob-
last und Kardiomyozyt, untersucht war, wurde die
Funktion in vivo im transgenen Mausmodell un-
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ABBILDUNG 21 - Selektive Aktivierung des B,/B,-AR. (A) Re-
prasentativer FRET-Verlauf bei selektiver Stimulation des f3,-
AR (B,-AR) mit 100 nM ISO nach Behandlung mit 50 nM ICI
118,551 oder des B,-AR (B,-AR) mit 100 nM CGP 20712. (B)
Durchschnitt der Antwort auf 100 nM ISO als Prozent der
maximalen Antwort (150 uM IBMX + 30 uM Forskolin), n =
12-18 (WT), 5-8(TG), 2 (Maus). Alle Werte sind Mittelwerte
+ SEM; *p < 0,05 vs. WT; #p < 0,05 vs. [51-AR.
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ABBILDUNG 22 - Effekt einer cGMP-Stimulation auf den cAMP-Spiegel. Reprasentativer FRET-Verlauf bei Stimulation der cGMP-Pro-
duktion mit 100 nM CNP und 1 mM SNP. Und Durchschnitt der Antwort als Prozent der maximalen Antwort (IBMX + Forskolin),
n=13 (WT), 11 (TG), 2 (Maus). Alle Werte sind Mittelwerte = SEM; *p < 0,05 vs. WT.
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tersucht. Hierfiir wurde ein Konstrukt zur Expres-
sion der PDE2A3-Sequenz unter der Kontrolle des
Kardiomyozyten-spezifischen Promotors aMHC,
wie unter 2.6.1. beschrieben, in das Genom einer
Maus eingebracht. Die daraus entstandenen trans-
genen Tiere wurden {iber mehrere Generationen
auf einen C57BL6/]-Hintergrund zuriickgekreuzt.
Dieser Miusehintergrund wird in der kardiovas-
kuldren Forschung hiufig verwendet, da er zur Pla-
quebildung, und somit Arteriosklerose, neigt. Es
entstanden so verschiedene PDE2A3-Linien mit
unterschiedlicher Expressionsstirke, die alle echo-
kardiographisch charakterisiert wurden. Da alle
diese Linien relativ dhnliche phanotypische Eigen-
schaften zeigten, beschriankt man sich im Weiteren
nur auf eine Linie. Diese hatte eine Expressionsstar-
ke die ungefahr in der Mitte aller Linien lag.

3.3.1. EXPRESSIONSSTARKE DER PDE2A3-TRANSGENEN LINIE
Um den Grad der Uberexpression zu bestimmen,
wurden einigen WT- und TG-Tieren das Herz ent-
nommen, fiir Westernblot aufbereitet (2.4.2., 2.4.4.)
und die Proben auf PDE2 geblottet. Bei der hier
beschriebenen Linie fand sich eine rund 10fach er-
hohte PDE2-Expression (Abb. 24).

3.3.2. BASALCHARAKTERISIERUNG DER TRANSGENEN MAUSLINIE
Um den erhaltenen Phanotyp durch die PDE2-Uber-
expression genauer zu bestimmen, wurden die Tie-
re mit Hilfe von Echokardiographie und Bestim-
mung der biometrischen Parameter charakterisiert.
Mit Hilfe der Echokardiographie wurden die Para-
meter Herzfrequenz (HR), fraktionelle Flachenén-
derungsrate des linken Ventrikels (FAS-LV), die
Auswurffraktion (EF) und das linksventrikuldre
Gewicht (LVM) ermittelt. Es wurde jeweils nur der
linke Ventrikel untersucht. Als biometrische Para-
meter nach Organentnahme (2.7.3.) wurden das
Gewicht der Maus, des Herzens und der Lunge und
die Linge der Tibia erhoben. Die Tibialinge dient
als stabile Referenz, da sie sich, im Gegensatz zum
Koérpergewicht, nicht durch die Erndhrung und an-
dere biotische bzw. abiotische Faktoren beeinflus-
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sen lasst. Ein erhohtes Herzgewicht ist ein Indikator
einer moglichen Herzhypertrophie, ein erhohtes
Lungengewicht ein Hinweis auf eine Linksherz-
insuffizienz.

Die echokardiographische Untersuchung wurde
ohne und mit pharmakologischer Belastung durch
Dobutamin ~ (Dobutamin-Stress-Echokardiogra-
phie) durchgefiihrt. Es wurde dafiir eine niedrige
Dosis von 1 pg/g KG und eine hohe von 10 pg/g
KG gewihlt. Die Stress-Echokardiographie dient
der myokardialen Vital- und Ischimiediagnostik
(Voller 2000). Die Mause hatten ein Alter von 8 - 10
Wochen.

Man erkennt in den Daten der Echokardiographie,
dass die PDE2-transgenen Tiere sowohl unter basa-
len Bedingungen, wie auch unter Dobutamin-Stress
eine, rund 10 - 15 %, erniedrigte Herzfrequenz ge-
geniiber den Kontrolltieren aufwiesen (Abb. 23 A).
Es fand sich eine Erhéhung der EF unter basalen
Bedingungen, was fiir eine verbesserte Herzfunkti-
on bzw. Hyperkontraktilitit der PDE2-transgenen
Tiere unter ungestressten Bedingungen spricht.
Die FAS, und somit die Funktion des linken Ventri-
kels, zeigte unter basalen Bedingungen eine leichte,
aber signifikante Erhohung. Dies lies jedoch unter
leichtem Dobu-Stress nach und war schliefilich bei
hohem Dobu-Stress komplett verschwunden (Abb.
23 A). Das, auf das Korpergewicht normierte, Ge-
samtherzgewicht zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zwischen WT und TG (Abb. 23 B). Es liegt
somit keine Hypertrophie der transgenen Herzen
VOr.

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich bei den an-
deren erhaltenen PDE2A3-Linien mit anderem Ex-
pressionsgrad (Daten nicht gezeigt).

3.3.3. MOLEKULARBIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER
TRANSGENEN MAUSLINIE
Nach der Basalcharakterisierung mittels der physio-
logischen und biometrischen Parameter der Maus-
linie wurde die Linie molekularbiologisch charak-
terisiert. Hierzu wurde der bei der Organentnahme
entnommene Ventrikel lysiert und mittels Western-
blot auf wichtige Proteine der Kopplung zwischen
Erregung und Kontraktion (vergl. Abb. 3) unter-
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ABBILDUNG 23 - Charakterisierung der transgenen Mauslinie. Basalcharakterisierung durch Echokardiographie (A) der verwen-
deten Mause unter basalen Bedingungen und unter Dobu-Stress, n = 15 - 32, 8 - 10 Wochen alt. (B) Biometrische Parameter der
verwendeten Mause nach Organentnahme, n =5, 8 - 10 Wochen alt. Werte sind Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. WT, *$ < 0,05
vs. basal.
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sucht. Es wurden Regulatorproteine der Muskel-
kontraktion, wie cMyBP-C-Ser282, Phospho-Tro-
ponin (TnI-Ser23/24) und Troponin I (Tnl), sowie
Ca?*-regulierende Proteine, wie PLB-Serl6, PLB,
SERCA2A, RyR2, RyR2-Ser2814 und RyR2-Ser2808
quantifiziert. Es wurde die Expression bzw. Phos-
phorylierung der Proteine unter basalen Bedingun-
gen betrachtet.

Hierzu wurde bei 30 Wochen alten Méusen das
Herz entnommen (2.7.3.) und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Nun wurden die Herzen ly-
siert und von den Proben Westernblots angefertigt
(2.4.2.,2.4.4.). Die Blots wurden von Dr. Christiane
Vettel (Abb. 25 A) angefertigt. Der Versuch wurde
mit einer zweiten Gruppe Tiere wiederholt. Die
Werte aus Abb. 25 B / 26 sind gepoolte Ergebnisse
aus beiden Serien.

Beziiglich der Expression von PLB, SERCA2A,
RyR2, Tnl, RyR2-Ser2814 und RyR2-Ser2808 konn-
te kein Unterschied zwischen WT und TG gefun-
den werden (Abb. 25/ 26).

Zur Normalisierung der phosphorylierten Phos-
pholambane, der SERCA2A und des phosphorylier-
ten cMyBP-C wurde sich fiir CSQ entschieden. Man
erkennt eine deutliche Abnahme der PKA-kontrol-
lierten PLB-Phosphorylierung an Serl6 bei den
transgenen Tieren. Die Phoshorylierung der kon-
traktilitdtsregulierenden Proteine ¢cMyBP-C bzw.
TnI war in den transgenen Tieren ebenfalls signifi-
kant erniedrigt (Abb. 25 A/B und 26). Auflerdem er-
kennt man eine relative gleichméfliige CSQ-Expres-
sion in allen Proben (gleichmiflige Beladung). Der
PDE2-Blot zeigt die kardiale PDE2-Uberexpression
der transgenen Tiere an (Abb. 25 A).
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ABBILDUNG 24 - Kardialer PDE2-Expressionslevel der trans-
genen Mauslinie. (A) Reprasentative Immunoblots und (B)
Quantifizierung der PDE2-Expression, n = 4. Werte sind Mit-
telwerte + SEM; *p < 0,05 vs. WT.
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Quantifizierung. Alter der Tiere 30 Wochen. n = 7 - 8. Werte sind Mittelwerte = SEM; *p < 0,05 vs. WT.
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ABBILDUNG 26 - Molekularbiologische Charakterisierung der transgenen Mause - B. Quantifizierung aus Abb. 25 A.n =7 - 8, Alter
der Tiere 30 Wochen. Werte sind Mittelwerte £ SEM; *p < 0,05 vs. WT.

3.3.4. ZEITLICHE ANDERUNG DER BASALEN WERTE, ALTERUNGS-
STUDIE
An einer Herzinsuffizienz kann man in jedem Alter
erkranken, jedoch nimmt die Haufigkeit an Neuer-
krankungen (Inzidenz) und die Krankheitshdu-
figkeit (Privalenz) in hoherem Alter zu. Es wurde
daher auch untersucht, ob und wie sich die durch
Echokardiographie ermittelten basalen Werte bei
zunehmendem Alter verdndern. Hierzu wurden
WT- und transgene Mduse iiber ihren gesamten
Lebenszyklus hinweg alle 3 Monate (12 Wochen)
echokardiographisch untersucht. Ab einem Alter
von 9 Monaten wurde zusitzlich eine Stress-Echo-

kardiographie mit 10 ug/g KG Dobutamin durch-
gefiithrt. Da in hohem Alter durch die zunehmende
Sterblichkeit zu wenig Tiere vorhanden waren um
einen guten Mittelwert zu bilden, ist in Abb. 27 der
Verlauf nur bis zum Alter der Tiere von 24 Mona-
ten abgebildet. Es ist zu erkennen, dass die schon
in der Basalcharakterisierung gefundene ernied-
rigte Herzfrequenz der transgenen Tiere auch tiber
die Dauer von 2 Jahren relativ stabil erhalten blieb.
Dies fand sich sowohl unter basalen Bedingungen
als auch unter Dobutaminstress. Die erhohte frakti-
onelle Flichenidnderungsrate des linken Ventrikels
(FAS-LV) der transgenen Tiere blieb unter basalen
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ABBILDUNG 27 - Graphische Darstellung der Werte des Alterungsexperiments. Verlauf der Basalwerte der verwendeten Mause
Uber einen Zeitraum von zwei Jahren und Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung des Uberlebens. n=3-7 (WT), 7 - 8 (TG). Werte
sind Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. WT.
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Bedingungen bis ins hohe Alter hin ebenfalls stabil,
glich sich dann aber den WT-Tieren an. Unter Do-
butaminstress konnte {iber die betrachtete Zeit kein
Unterschied zwischen TG- und WT-Tieren gefun-
den werden.

Ahnliches fand sich bei der Auswurffraktion (EF).
Auch hier war die (hyperkontraktil) erhohte EF un-
ter basalen Bedingungen bis ins hohe Alter stabil,
um sich dann den WT-Tieren anzugleichen. Au-
lerdem besaflen die transgenen Tiere ein erhohtes
Schlagvolumen, das bis ins hohe Alter stabil blieb
und sich dann den Werten der WT-Tiere anglich.
Das Angleichen der Werte der TG-Tiere in h6herem
Alter an die Werte der WT-Tiere kdnnte in Zusam-
menhang mit der Abnahme der Zahl an WT-Tieren
durch Tot in héherem Alter stehen.

Jedes verstorbene Tier wurde in einen Kaplan-Mei-
er-Blot eingetragen. Begonnen wurde mit 7 WT-
und 8 TG-Tieren. Einige Tiere mussten aufgrund
der festgelegten Abbruchkriterien (2.7.4.) euthana-
siert werden. Im Uberlebens-Blot in Abb. 27 sind
daher nur Tiere aufgefiihrt, die aufgrund von Al-
tersschwiche entschlafen sind. Man erkennt eine
tendenziell leicht hohere Sterblichkeit der WT-Tie-
re. Das selbe Bild ergibt sich, tragt man alle toten
Tiere in den Uberlebens-Blot ein (nicht gezeigt).
Aufgrund der geringen Anzahl von 2 WT-Tieren
zu keinem transgenen Tier, kann hier kein Signifi-
kanz-Test angewendet werden. Auch hier fand sich
kein signifikanter Unterschied des auf das Koérper-
gewicht normierten linksventrikuldren Gewichts.

3.3.5. TRANSVERSALE AORTENKONSTRIKTION
Wie die vorherigen Ergebnisse nahelegen, zeigen
die transgenen Herzen keine signifikante Hyper-
trophie. Es wurde daher untersucht, wie sich eine
Erhohung der Hypertrophie bei den transgenen
Tieren auf den zeitlichen Verlauf der Herzfunktion
auswirkt und ob sich Unterschiede zu einer Kont-
rollgruppe beziiglich der Entstehung einer Herz-
insuffizienz zeigen. Hierzu wurde sich des Modells
der Transversalen Aortenkonstriktion (TAC) be-
dient (2.7.2.). Dazu wurde bei 10 - 11 Wochen al-
ten WT- und transgenen Mausen der Querschnitt
der Aorta am Aortenbogen verkleinert, um eine

Ergebnisse

druckinduzierte Hypertrophie zu induzieren. Kurz
nach der TAC-Operation wurde bei den Tieren der
Stenosegrad mittels Doppler-Echokardiographie
bestimmt (2.7.1.). Es wurden nur Tiere mit einer
Stenose im Bereich 50 - 100 mmHg fiir die Aus-
wertung verwendet. Von allen Tieren wurde nach
der TAC wochentlich iiber einen Zeitraum von 12
Wochen eine echokardiographische Untersuchung
durchgefithrt (2.7.1.). Anschliefend wurden die
Herzen entnommen und die biometrischen Para-
meter bestimmt (2.7.3.).

Man erkennt eine recht dhnliche Verteilung der Ste-
nosegradienten zwischen WT- und transgenen Tie-
ren (Abb. 28). Bei der Herzfrequenz konnte nach
TAC sowohl bei den WT-Tieren als auch bei den
TG-Tieren eine Erhéhung der Herzfrequenz beob-
achtet werden (Abb. 29). Diese Erhohung stabili-
sierte sich ungefahr 7 Wochen nach TAC. Auch hier
konnte die schon beobachtete erniedrigte Herzfre-
quenz der transgenen Tiere gefunden werden, die
sich simultan mit den Veranderungen bei den Kont-
rolltieren verhielt. Somit kann die erniedrigte Herz-
frequenz als sehr robuster Phianotyp der myokardial
PDE2-transgenen Tiere betrachtet werden. Die er-
hohte fraktionelle Flaichendanderungsrate des linken
Ventrikels (FAS-LV) sank nach TAC sowohl bei den
WT- als auch bei den transgenen Tieren bis etwa
10 Wochen nach TAC ab um dann relativ konstant
zu bleiben (Abb. 29). Die FAS der TG-Tiere zeigte
im TAC-Experiment keinen signifikanten Unter-
schied zu den WT-Werten (keine Hyperkontrak-
tilitat) (Abb. 29). Ahnliches war im Verlauf der EF
zu sehen. Wie zu erwarten, stieg das Herzgewicht
der Tiere nach TAC an, um 5 Wochen nach TAC ei-
nen relativ stabilen Wert zu erreichen (Abb. 29). Da
die TAC-Operation einen Einfluss auf das Gewicht
der Tiere hatte, wurde hier das Gewicht des linken
Ventrikels auf die Lange der Tibia normiert (LVW/
Tibia). Die Tibialainge wurde bei Organentnahme
(12 Wochen nach TAC) ermittelt und andert sich in
diesem Alter der Mduse nur noch gering (Somervil-
le 2004). Die LVW/Tibia der transgenen Tiere zeig-
te keinen signifikanten Unterschied zur WT-Kont-
rolle (Abb. 29). Ein zusitzlicher guter Wert um eine
Hypertrophie zu erkennen ist die diastolische pos-
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teriore Wanddicke (PWthd), die sich bei einer Hy-
pertrophie deutlich erhoht (Liao 2002). Auch dieser
Wert stieg zu beginn, wie LVW/Tibia an (Abb. 29).
Hier zeigte sich ab Woche 7 eine stirker ausgepragte
Hypertrophie der WT-Tiere, als bei den TG-Tieren.
Die transgenen Tiere zeigten, im Gegensatz zur Alte-
rungsstudie (3.3.4.), eine geringfiigig hohere Sterb-
lichkeit als die WT-Gruppe. Allerdings kann auch
hier aufgrund der geringen Anzahl von einem WT-
Tier keine Signifikanz ermittelt werden. Vergleicht
man die Daten der Mause 12 Wochen nach TAC mit
einer gleichaltrigen Kontrollgruppe ohne TAC (C)
sieht man auch hier, dass die Herzfrequenz bei den
transgenen Tieren sowohl im Kontrollfall, wie auch
bei den TAC-Tieren signifikant erniedrigt ist (Abb.
30 A). Die EF und die FAS war bei den transgenen
Tieren signifikant abgesunken, verglichen mit der
Kontrollgruppe ohne TAC (Abb. 30 A). Interessan-
terweise lag das Herzminutenvolumen (CO) jedoch,
ganz egal ob die Tiere transgen sind oder nicht, bzw.
ob sie eine TAC-OP hatten oder nicht, stets, um ei-
nen Wert von ungefahr 20 ml/min (Abb. 30 A). Die
Herz- und Lungengewichte der Tiere nach TAC wa-
ren im Vergleich zur gleichaltrigen Kontrollgruppe
ohne TAC deutlich erhoht (Abb. 30 B). Dies lasst
auf eine Hypertrophie und eine Linksherzinsuffi-
zienz der TAC-Tiere schlieflen. Jedoch zeigte sich
bei den WT-Tieren ein leichter Trend einer héhere
Zunahme des Herzgewichtes durch TAC als bei den
transgenen Tieren. Zusammen mit den signifikan-
ten Daten der PWthd konnte dies auf einen Hyper-
trophieschutz bei druckinduzierter Hypertrophie
der myokardialen PDE2 hindeuten.
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ABBILDUNG 28 - Stenosegradienten der TAC-Tiere. Tiere mit
einem Gradienten von < 50 mmHg wurden ausgeschlossen.
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ABBILDUNG 29 - Graphische Darstellung des TAC-Experiments. Verlauf der Basalwerte der Tiere nach TAC-OP und Kaplan-Mei-
er-Kurve zur Darstellung des Uberlebens. Mause zu Beginn 10 - 11 Wochen alt. n = 5 (WT), 6 (TG). Werte sind Mittelwerte + SEM;

*p <0,05vs.WT.
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ABBILDUNG 30 - Vergleich zwischen Tieren mit und ohne TAC-OP. (A) Vergleich der Basalwerte der Tiere 12 Wochen nach TAC mit
gleichaltrigen Tieren ohne TAC. (B) Vergleich der Herz- und Lungengewichte von Tieren mit und ohne TAC bei Organentnahme.
Alter der Tiere 22 - 23 Wochen. n =5 (WT), 6 (TG). Werte sind Mittelwerte £ SEM; *p < 0,05 vs. WT, #p < 0,05 vs. C.
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IV. DISKUSSION

4.1. Funktion der PDE2 im kardialen Fi-
broblast

In 3.1. konnte gezeigt werden, dass eine PDE2-Uber-
expression in kardialen Fibroblasten zwei Konse-
quenzen mit sich fithrt. Zum ersten fithrt PDE2 zu
einer zu erwartenden cAMP-Abnahme und zwei-
tens zu einer Induktion von a-SMA und CTGE auch
in Abwesenheit von profibrotischen Faktoren. Es ist
bekannt, dass sich Fibroblasten zu Myofibroblasten
differenzieren, wenn sie in Standard 2D-Kultur sehr
diinn ausgesit oder durch autokrine TGF-f-Stimu-
lation aktiviert werden (Masur 1996, Rohr 2011).
Um daher méglichst nahe am physiologischen Pha-
notyp zu bleiben, wurden nur Kardiofibroblasten
der Passage 1 verwendet, in denen sich meistens nur
eine geringe a.-SMA- und CTGF-Expression findet
(Abb. 13 B). Die hier gefundenen Daten legen nahe,
dass unter Konditionen einer ausgewogenen pro-
und antifibrotischen zelluldren Situation, die basale
cAMP-Synthese essentiell ist, um eine voéllige Fi-
broblastendifferenzierung zu unterbinden. Da die-
se Ergebnisse in einer 2D-Kultur gewonnen wurde,
kam die Frage auf, ob diese MyoCF-Induktion auch
in einer sehr komplexen, Gewebe-ahnlichen Struk-
tur zum Tragen kommt und moglicherweise dessen
mechanische Eigenschaften beeinflusst. Es wurde
beschrieben, dass eine Kultivierung von Kardiofi-
broblasten in 3D-Kultur zu einer Erniedrigung der
Expression an a-SMA fiihrt (Vozenin 1997, Rohr
2011). Abgesehen davon fiihrt eine PDE2-Expres-
sion in der Tat zu einer erhohten Steitheit (,,passi-
ve Kraft, basierend auf Matrixumbau), der dreidi-
mensionalen ECTs unter Stress-Dehnungs-Tests.
Diese Messung ist natiirlich kein Indikator einer
akuten kontraktilen Antwort (,,aktive Kraft, auf-
grund von MyoCF-Kontraktion), welche hier nicht
ermittelt wurde. Zusammengenommen sprechen
diese Ergebnisse fiir eine wichtige Rolle des durch
die kardiale PDE2 regulierten cAMP-Pools durch
Blockierung von Signalwegen, welche unabhdngig
durch Zelloberflicheninteraktion aktiviert werden

Diskussion

und erlaubt einen guten Eindruck wie diese mo-
lekularen Anderungen direkt auf die Gewebecha-
rakteristik einwirken kénnen. Wie kiirzlich von Lu
et al. berichtet, sind durch TGF-p-transformierte
MyoCF aufgrund einer verminderten Expression
der Adenylatzyklase (AC) und einer Hochregula-
tion von Phosphodiesterasen weniger empfanglich
auf cAMP-erzeugte Stimuli. Die TGF-f-induzierte
Transformation war reversibel durch eine pharma-
kologische Erhéhung der AC-Aktivitit und somit
dem cAMP-Spiegel (Lu 2013). Die FRET-Experi-
mente zeigten eine signifikante Reduzierung (aber
nicht Ausléschung) der Antwort auf f-AR-stimu-
lierte cAMP-Synthese in PDE2-Zellen. Die Frage,
die in diesem Kontext darstellt wurde, war, ob diese
zusitzliche Verfligbarkeit von cAMP durch endoge-
ne Stimuli ausreichend ist um die PDE2-induzierte
Verstarkung der Kardiofibroblastendifferenzierung
umzukehren. Jedoch war die B-AR-Aktivierung we-
der in der Lage, den Mangel an basalem cAMP in
PDE2-CF zu kompensieren, noch zeigte sie einen
signifikanten Effekt auf die Menge an a-SMA und
CTGF in Kontrollzellen. Diese Ergebnisse korres-
pondieren gut mit der Tatsache, dass Arzneistoffe
aus der Substanzgruppe der Betablocker wie Car-
vedilol oder Propranolol, welche verwendet werden
um Patienten mit Herzinsuffizienz zu behandeln,
das fibrotische Remodeling nicht weiter erhohen.
Ahnlich wie cAMP zeigte das Signalmolekiil cGMP,
dessen Synthese durch ANP oder NO iniziiert wird,
eine inhibierende Wirkung auf die Expression von
a-SMA und CTGF in Lungen-, Nieren- oder Kar-
diofibroblasten (Dunkern 2007, Kapson 2004, Kato
2012).

PDE2 ist eine Dual-Substrat-PDE welche cAMP
und cGMP hydrolysiert und durch letzteres akti-
viert wird. Daher war die anfingliche Erwartung
eigentlich eine Erhohung des MyoCF-Phinotyps
aufgrund einer Erhohung der PDE2-Aktivitdt und
weiter reduzierte cAMP-Spiegel (Abb. 18 B). Inter-
essanterweise war aber das Gegenteil der Fall. ANP/
SNP-Stimulation fiithrten zu einer Inhibierung der
a-SMA- und CTGF-Expression in PDE2-CE, wel-
che trotz erniedrigter cAMP-Spiegel dhnlich zu
ANP/SNP-behandelten EGFP-CF war (Abb. 18 C,
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D). Daher legen die Daten nahe, dass eine exogene
Aktivierung von cGMP-Signalwegen fahig ist, den
PDE2-gesteuerten cAMP-Abbau zu umgehen und
die nachfolgende Induktion von a-SMA und CTGF
umkehrt (Abb. 18 D).

Diese Ergebnisse betonen die kritische Rolle von
basalem cAMP in der Abwesenheit von cGMP-er-
héhenden Stimuli. Im Kontext von Herzerkran-
kungen zeigen unsere Daten, dass eine PDE-ab-
hingige cAMP-Erniedrigung kompensiert werden
kann durch erhohte cGMP-Level. Dies stellt po-
tentiell eine therapeutische Option in der Behand-
lung von Herzinsuffizienz dar. Die Rolle von cAMP
und cGMP als anti-fibrotische Mediatoren kdnnte
als schiitzender Mechanismus bei Herzinsuffizienz
wirken.

4.2. Funktion der kardialen PDE2 im Myo-
zyten und im Modellorganismus Maus

4.2.1. KONSTRUIERTER HERZMUSKEL (EHM)
Esist bekannt, dass die myokardiale PDE2-Expressi-
on in insufhzienten menschlichen Herzen gesteigert
ist (Mehel 2013) und dass dies auch bei chronisch
mit Isoprenalin gestressten Herzen der Maus gefun-
den werden kann (unpublizierte Daten). Bei Herz-
insufhizienz findet sich eine erhohte beta-adrenerge
Aktivitat aufgrund einer gesteigerten Erregung des
Herzens mit Noradrenalin (NA). Es wurde daher
tiberpriift, ob auch unter diesen, im Vergleich zur
2D-Zellkultur physiologischeren Bedingungen, im
ex vivo Experiment eine Erhéhung der PDE2-Ex-
pression gefunden werden kann. Hierzu wurde das
standardisierte und somit gut vergleichbare System
der 3D-Zellkultur mittels EHMs gewdhlt. Zur Her-
stellung der EHMs wurden neonatale Rattenzellen
verwendet. Diese EHMs wurden iiber 6 Tage mit
NA chronisch stimuliert und dann die Kontraktion
gemessen. Trotz standartisierter Herstellung reagie-
ren EHMs nicht alle absolut identisch. Es wurde da-
her zuerst die basale Kontraktion bei 0,2 mM Ca**
bestimmt und dann die Reaktion auf eine Ca**-Er-
hohung auf 0,4 mM Ca’* untersucht. Eine Erh6hung
der intrazellularen Ca’*-Konzentration fithrt beim
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Kardiomyozyten zu einer positiv inotropen und
chronotropen Antwort. Jedoch gab es einige EHMs,
die keinerlei Reaktion auf die Ca**-Erhohung zeig-
ten; bei den PDE2-EHMs ungefihr so viele wie bei
den Kontroll-EHMs. Diese wurden als nicht funk-
tionsfahig betrachtet und aus der Auswertung aus-
genommen. Somit konnte in der relativen (auf den
Grundwert normierten) Darstellung eine identische
Erhohung der Kontraktion bei den unbehandelten,
verglichen mit NA-behandelten EHMs, gefunden
werden (Abb. 19). Betrachtet man jedoch die un-
normierten Absolutwerte zeigten die NA-behandel-
ten EHMs allesamt eine geringere Reaktion auf alle
Stimuli als die Kontroll-EHMs.

In Hundeherzen wurde bei chronischer NA-Stimu-
lation eine Hypertrophie und Abnahme der Myo-
zyten-Dichte (Apoptose) gefunden (Patel 1991). In
einem EHM wiirde eine Abnahme der Anzahl an
Myozyten und deren Vergroflerung zu einer Ab-
nahme der Kraft fithren, was die Beobachtungen
der NA-behandelten EHMs erklaren wiirde.

Im Vergleich zur Kontrolle zeigten die NA-behan-
delten EHMs eine relativ hohere Stimulierbarkeit
durch Isoprenalin. Patel et al. schlossen aus Thren
Daten an Hundeherzen, dass es bei chronisch mit
NA-behandelten Herzen zu einer Abnahme der
Kopplung zwischen beta-adrenerger Erregung und
resultierender Kontraktion kommt. Dies steht im
Gegensatz zu den in EHMs gefundenen Daten.
Allerdings bestehen physiologische Unterschiede
zwischen den adulten Kardiomyozyten im Hunde-
herzen und den neonatalen CM die fiir das EHM
verwendet wurden. So konnten Kuznetsov et al. ei-
nen klaren Unterschied in der Kopplung zwischen
beta-adrenerger Erregung und Kontraktion bei
neonatalen bzw. adulten Kardiomyozyten finden
(Kuznetsov 1995).

Die NA-behandelten EHMs zeigten zudem eine
hohere (und signifikante) Zunahme der Kontrak-
tilitdit, nachdem die PDE2 durch BAY blockiert
wurde. Dies lasst auf eine hohere PDE2-Expression
in den chronisch NA-gestressten EHMs schliefen
und steht somit im Einklang mit der Erhéhung der
PDE2-Expression in insufhizienten Menschenher-
zen und chronisch ISO-stimulierten Mauseherzen.
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Zur Untersuchung der PDE2 ex vivo in isolierten
Kardiomyozyten und in vivo an der lebenden Maus
wurde eine Mauslinie generiert, die PDE2A3 iiber
einen aMHC-Promotor spezifisch in Kardiomyo-
zyten exprimiert. Die Foundertiere waren reinge-
schlechtliche FVB/N-Tiere, da dies die Standard-
linie fiir Pronukleusinjektion darstellt. Diese Tiere
wurden zuerst auf einen C57BL/6-Hintergrund zu-
riickgekreuzt. Das Resultat waren Tiere mit zwei
verschiedenen Fellfarben, schwarz und graubraun.
Dies dnderte sich auch iiber die verschiedenen Ge-
nerationen (F1 - F6) nicht. Fiir die Versuche wur-
den Tiere der Generation F2 und F5 verwendet. Es
zeigte sich bei Vorversuchen schon ein relativ sta-
biler Phanotyp mit geringen Schwankungen in der
Generation F2 innerhalb der Tiere.

Da das Gen bei einer Pronukleusinjektion zufalls-
bedingt oft als Concatemer integriert, und somit
je nach Injektion eine unterschiedliche Anzahl
von Kopien inserieren konnen, zeigten alle un-
sere Founder ein unterschiedlich hohes Maf$ der
PDE2-Uberexpression. Von allen Linien wurde das
Maf3 der Uberexpression mit Hilfe von Westernblot
aus Gesamtherzlysat bestimmt. Auflerdem wurden
alle Linien echokardiographisch und biometrisch
charakterisiert. Dabei zeigten alle Linien, unabhén-
gig vom Maf} der myokardialen PDE2-Uberexpres-
sion eine recht dhnliche phénotypische Charakte-
ristik. Die hier gezeigten Ergebnisse wurden alle
mit einer Linie erzielt, die beziiglich dem Maf3 der
myokardialen PDE2-Uberexpression ungefahr in
der Mitte aller Linien lag. Die Schwierigkeit in der
Bestimmung des Uberexpressionsgrades lag zuerst
an der Wahl des richtigen PDE2-Antikorpers. Mit
manchen waren die Werte unrealistisch hoch (San-
taCruz) und mit wieder anderen die Banden der
Kontrolltiere zu schwach fiir eine korrekte Auswer-
tung (FabGennix). Schliefllich ergab sich (FabGen-
nix) ein Uberexpressionsgrad der hier verwendeten
Mauslinie einer ca. 10fachen Uberexpression (Abb.
24).,
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4.2.2.ISOLIERTER ADULTER KARDIOMYOZYT
Fiir die FRET-Versuche wurden PDE2A3-transgene
Weibchen (C57BL/6) mit einem FVB/N-Minnchen
verpaart, welches den FRET-Sensor unter der Kon-
trolle eines 3-Aktin-Primers in allen Zellen zytoso-
lisch exprimiert. Das Resultat waren einfach- und
doppelt-transgene Tiere mit Genotyp-unabhéngi-
ger weifler oder graubrauner Fellfarbe.
Bei Experimenten mit selektiver 3-adrenerger Sti-
mulation zeigte sich, dass AMCMs fast ausschlief3-
lich iiber den B,-AR adrenerg stimuliert werden
(Abb. 21). Dies gilt sowohl fiir die WT-AMCM
wie auch fiir die transgenen AMCM. Devic et al.
konnten an Untersuchungen an neonatalen Ratten-
kardiomyozyten zeigen, dass auch hier der ,-AR
tir die Hauptmenge des produzierten cAMP bei
B-adrenerger Stimulation verantwortlich ist. Au-
8erdem scheint zwar der B,-AR die intrazelluldre
Ca*"-Konzentration iiber einen PKA-abhidngigen
Mechanismus zu erhéhen, hingegen werden bei
B,-AR-Stimulation Ionenkanile direkt {iber einen
G-Protein-Mechanismus aktiviert (Devic 2001).
Die transgenen Zellen zeigen einen wesentlich ge-
ringeren cAMP-Anstieg nach - oder (3,-adrener-
ger Stimulation (Abb. 21). Dies zeigt, dass die PDE2
in den AMCM nicht nur tiberexprimiert wird (Abb.
20), sondern auch funktionsféhig ist.

Bei einem vorangegangenen Versuch der Aktivie-
rung der myokardialen PDE2 mittels cGMP, bei
einer Vorstimulation mit ISO, waren die Effekte zu
gering. Weswegen, fiir eine stdrkere Vorstimula-
tion, Forskolin verwendet wurde. Eine cGMP-Er-
héhung mittels CNP fithrte bei den WT-AMCM
zu einer Erhéhung des cAMP-Spiegels (Abb. 22).
Dies ist gut vereinbar mit einer Inhibition der PDE3
durch ¢cGMP-Bindung. Bei den PDE2-AMCM ist
somit eine Konkurrenz zwischen Aktivierung der
myokardial iiberexprimierten PDE2 und Inhibie-
rung der basalen PDE3 zu rechnen. Hier konnte in
der Tat eine Erhohung der cAMP-Konzentration
gefunden werden, die geringer ausfiel, als bei den
WT-Zellen. Allerdings konnte das mehr an cAMP
durch die PDE3-Inhibition durch die myokardiale
PDE2-Uberexpression nicht komplett kompensiert
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werden. Dies ware auch nur dann erwartbar, wenn
cGMP die PDE3 im selben Mafle hemmt, wie sie
PDE?2 aktiviert. Jedoch ist cGMP wesentlich aktiver
im Hemmen der PDE3 als im Aktivieren der PDE2.
In vitro wurde fiir cGMP bei PDE2/3 aus HUVECs
ein IC,, von 59 nM fiir PDE3-Inhibition und ein
EC,, von 1 uM fiir PDE2-Aktivierung gefunden
(Surapisitchat 2007). Somit wire eine wesentlich
héhere PDE2-Uberexpression notig um die Zunah-
me an cAMP durch die PDE3-Hemmung zu kom-
pensieren.

Interessanterweise ~ konnte  bei  zusitzlicher
cGMP-Erhéhung im Zytosol durch SNP bei den
PDE2-transgenen AMCM eine weitere cAMP-Stei-
gerung (und somit PDE3-Inhibition) gefunden
werden, die bei den WT-AMCM ausblieb (Abb. 23).
Es ist zu vermuten, dass hier die Aktivierung un-
terschiedlicher cGMP-Pools eine Rolle spielt. CNP
bindet an den Rezeptor NPR-B und aktiviert tiber
diesen die membranstindige Guanylatzyklase GC-
A, was zu einer Erhohung von cGMP im membra-
nosen Pool fiihrt. SNP hingegen aktiviert iiber sein
Reaktionsprodukt NO die l6sliche Guanylatzyklase
sGC und fiihrt somit zu einer cGMP-Erh6hung im
zytosolischen Pool. Die iiberexprimierte PDE2A3
ist an Membranen (Plasmamembran und intrazel-
luldire Membran) gebunden und wird somit haupt-
sichlich aktiviert, wenn die cGMP-Konzentration
im membranésen Pool ansteigt. PDE3 kommt im
CM sowohl ebenfalls membrangebunden (Haupt-
menge), als auch zytosolisch vor (Bender 2006).
Wird also nun die cGMP-Konzentration im Zyto-
plasma erhdht, so konnte man sich vorstellen, dass
nun (auch auf Grund der schon angesprochenen
besseren Hemmung der PDE3 durch cGMP als Ak-
tivierung der PDE2) zu einem fast ausschlieSlichen
PDE3-Effekt kommt, was den cAMP-Spiegel weiter
ansteigen ldsst.

4.2.3. PDE2A3-TRANSGENE MAUS
Bei der Basalcharakterisierung der PDE2-trans-
genen Mause fiel zuerst die erniedrigte Herzfre-
quenz der PDE2A3-Mauslinie auf (Abb. 23 A).
Die Herzfrequenz wird zum einen bestimmt durch
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HCN-Kanile (HCN2 und HCN4) im Sinusknoten,
welche den zeitabhdngigen Einwartsstrom (I, ,, fun-
ny current”) regulieren (Abb. 3). An die HCN-Ka-
néle kann cAMP binden, was dazu fiihrt, dass die
HCN-Kanile bereits bei einem mehr depolarisier-
ten Membranpotential aktivieren und somit die
Impulsfrequenz im Sinusknoten erhoht wird (Lars-
son 2010). Auflerdem fithrt eine PKA-regulierte
Ca**-Erhohung im Sinusknoten zu einer erhoh-
ten Impulsfrequenz des Aktionspotentials, welche
ebenfalls durch PDE2-Inhibition mit IBMX erhoht
werden konnte (Liu 2011). Somit gibt es klare Zu-
sammenhdnge zwischen einer erhohten zelluldren
cAMP-Konzentration im Sinusknoten und einer
erhohten Herzfrequenz. Der hier gefundene er-
niedrigte zellulaire cAMP-Spiegel bei myokardialer
PDE2-Uberexpression konnte somit vice versa fiir
die reduzierte Herzfrequenz in den transgenen Tie-
ren verantwortlich sein.

Abhingig von der Herzfrequenz ist direkt das Herz-
minutenvolumen nach CO = HR * SV. Somit kénn-
te man annehmen, dass es in den transgenen Tie-
ren zu einem erniedrigten Herzminutenvolumen
kommt, was jedoch nicht der Fall war. Die trans-
genen Tiere zeigten maximal ein leicht erniedrigtes
Herzminutenvolumen verglichen mit den WT-Ver-
gleichstieren (vergl. Abb. 31). Allerdings konnte ein
signifikant hoheres Schlagvolumen der transgenen
Tiere gefunden werden (vergl. Abb 27) sowie eine
hohere Auswurffraktion (Abb. 23 A). Es kann somit
von einer Hyperkontraktilitit gesprochen werden.

Alle echokardiographischen Daten wurden unter
Narkose mit Isofluran erhoben. Es ist bekannt, dass
Isofluran einen senkenden Effekt auf den arteriellen
Blutdruck hat und somit, {iber eine Minderung der
Aktivitat des Barorezeptorreflexes, die Herzfrequenz
senkt (Loushin 2007). Die erniedrigte Herzfrequenz
der transgenen Tiere bestitigte sich allerdings auch
bei einer Langzeitmessung mittels EKG-Telemetrie.
Hierzu wurden den Tieren EKG-Telemetrie-Sender
intraperitoneal implantiert und die Herzfrequenz
und Aktivitidt der Tiere in basalem Zustand (und
ohne Isofluran) iiber eine Zeit von 24 Stunden auf-
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gezeichnet. Es konnte auch hier eine stabile ernied-
rigte Herzfrequenz iiber den gesamten Zeitverlauf
bei den transgenen Tieren gefunden werden (un-
verOffentlichte Daten von Vettel et al.).

Auf die Kontraktilitdit und das Herzminutenvolu-
men hat eine Isofluran-Narkose einen verschwin-
dend geringen Effekt (Loushin 2007).

Bei den Tieren fand sich im basalen Zustand keine
signifikante Erhohung des gesamten Herzgewichtes
(Abb. 23 B). Somit kann von keiner signifikanten ba-
salen Hypertrophie bei myokardialer PDE2-Uber-
expression ausgegangen werden.

Die erhohte Kontraktilitdt des transgenen Herzens,
konnte eine Folge einer kompensatorischen Ak-
tivierung des Sympathikus sein. Dies wiirde eine
Zunahme an Katecholaminen bedeuten und da-
mit eine erhohte Erregung von f,/B,-AR. Da die
B,-adrenere Wirkung jedoch an cAMP gekoppelt
ist, welches nachweislich in den transgenen Tie-
ren reduziert ist, konnte es sich dann nur um eine
B,-AR-Wirkung handeln, welche auch unabhingig
von cAMP zu einer Kontraktilitatssteigerung fithrt
(vergl. Devic 2001). Es konnte mit der Zeit dann al-
lerdings auch zu einer B-Desensitisierung kommen.
Ein weiterer Grund der zu einer Hyperkontraktilitat
fithren kann, ist eine Veranderung der Konzentrati-
on bzw. des Phosphorylierungsgrades an Proteinen,
die an der Kontraktion beteiligt sind.

Es wurden daher Mauseherzen transgener und von
WT-Tieren lysiert und auf Proteine hin untersucht,
die maf3geblich an der Kontraktilitit und dem Kalzi-
umhaushalt beteiligt sind. Dafiir wurden die Herzen
der Tieren unter basalen Bedingungen verwendet.
Beziiglich der Expression bzw. Phosphorylierung
von SERCA2A, PLB, Tnl, RyR2, RyR2-Ser2814 und
RyR2-Ser2808 konnte kein Unterschied zwischen
WT und TG gefunden werden (Abb. 25 / 26).

Es fand sich im basalen Zustand eine signifikante
Erniedrigung der PLB-Phosphorylierung an der
PKA-Phosphorylierungsstelle Serin-16 (Abb. 25 /
26). Eine erniedrigte PLB-Phosphorylierung wiirde
eine geringere Aktivitit der SERCA2A bedeuten,
da diese durch unphosphoryliertes PLB gehemmt
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wird. Allerdings besitzt das PLB noch eine CaM-
KII-Phosphorylierungsstelle an Thr17. Die vermin-
derte Phosphorylierung an Serl6 deutet aber auf
eine weniger aktive PKA, aufgrund des geringeren
cAMP-Spiegels, in den transgenen Tieren hin (ver-
gl. Abb. 3).

Die Phosphorylierung der kontraktilititsregulie-
renden Proteine, cMyBP-C und Troponin I, war
ebenfalls reduziert (Abb. 25 / 26). Tnl ist die in-
hibitorische Einheit des Troponins und sorgt fiir
eine Inhibition der Kontraktion, bis Kalzium an die
Kalzium-bindende Einheit des Troponins (TnC)
bindet. Eine Tnl-Phosphorylierung fithrt zu einer
Erhohung der Kontraktionskraft und einer schnel-
leren Relaxation (Layland 2005). Eine Erniedri-
gung, wie bei den transgenen Tieren, konnte somit
theoretisch zu einer Erniedrigung der Kontrakti-
onskraft und einer langsameren Relaxation fithren.
Eine erniedrigte Phosphorylierung von cMyBP-C
an Ser282 fithrt zu einer herabgesetzten Actomyo-
sin-Querverbriickung und kann bei Herzinsufhzi-
enz gefunden werden (James 2011, El-Armouche
2007).

Somit konnten die Veranderungen der Phospho-
rylierung an cMyBP-C, PLB und TnI theoretisch zu
einer herabgesetzten Relaxation und Erniedrigung
der Kontraktionskraft beitragen. Allerdings spielen
hier noch viele andere Faktoren eine Rolle. Es konn-
te auch keine verminderte Kontraktionskraft der
transgenen Tiere gefunden werden, sondern eine
Erhéhung der EF und des FAS. Was darauf schlie-
f3en ldsst, dass die gefundenen Verdnderungen der
Proteinphosphorylierung nur eine untergeordnete
Rolle spielen.

Bei Betrachtung der Miuse {iber einen Zeitraum
von zwei Jahren (Alterungsstudie) konnte eine
Konstanz der erniedrigten Herzfrequenz iiber die
Zeit gefunden werden (Abb. 27). Es kommt somit
zu keinen funktionellen Umbauten, die zu einer
Erhohung der Herzfrequenz fithren wiirden. Hin-
gegen kam es zu einer Abnahme der Kontraktilitat
der transgenen Tiere in hoherem Alter und somit
zu einer Angleichung an die Werte der WT-Tiere.

Interessanterweise blieb das Herzminutenvolumen
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allerdings iiber die Zeit relativ stabil und es gab kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen WT und
TG (nicht gezeigt). Aufler von der Herzfrequenz
hingt das Herzminutenvolumen vom Schlagvolu-
men ab, welches bei den transgenen Tieren eben-
falls erhoht war und sich dann im Alter den Werten
der WT-Tiere angleicht (Abb. 27).

Das linksventrikuldre Gewicht blieb bis Monat 12
relativ stabil, um dann etwas anzusteigen (Abb.
27). Somit ist ab einem Alter von einem Jahr eine
leichte Zunahme an Hypertrophie erkennbar. Die
Sterblichkeit der WT-Tiere setzte frither ein und
war auch tendenziell hoher als bei den transgenen
Tieren. Um daraus Riickschliisse ziehen zu konnen
ist allerdings die Anzahl der Tiere zu gering. Einige
WT-Tiere mussten auch aus Griinden des TierSchG
(schwere Bisswunden, Tumore etc.) dem Versuch
entnommen werden. Diese Probleme traten bei den
transgenen Tieren nicht auf. Daher nahm auch die
Zahl der WT-Tiere gegen Ende des Versuchs ab.
Aus diesem Grund sind in Abb. 27 nur die Werte bis
Monat 24 aufgetragen, da die Zahl von 2 WT-Tije-
ren ab Monat 27 nicht mehr fiir eine aussagekraftige
Mittelwertbildung ausreichend war.

Da die transgenen Tiere mit einer erniedrigten
Herzfrequenz gut leben konnten und sogar ldn-
ger zu leben scheinen, stellt sich die Frage nach
dem biologischen Nutzen der natiirlichen hoheren
Herzfrequenz. Der physiologische Zusammenhang
zwischen Herzfrequenz und Grof3e des Tieres wird
durch die allometrische Gesetzméfligkeit beschrie-
ben, nach dem sich die Herzfrequenz mit der Grofle
des Tieres erniedrigt. Somit haben kleine Tiere, wie
die Maus, eine hohe Herzfrequenz. Die Herzfre-
quenz ist zu dem proportional zum Sauerstoff- und
Energiebedarf pro kg Kérpermasse des Tieres (West
1997). Méduse gehoren zu den Fluchttieren, die in
ihrer natiirlichen Umgebung einen biologischen
Vorteil haben, wenn sie sich moglichst schnell vor
ihren Fressfeinden in Sicherheit bringen konnen.
Bei einer Fluchtreaktion erhoht sich der Sauerstoft-
und Energiebedarf der Maus. Somit kénnte man
sich vorstellen, dass die natiirliche hohe Herzfre-
quenz der Maus wichtig ist, um sie bei einer Flucht-
reaktion mit der dafiir nétigen Menge an Sauerstoft
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und Energie zu versorgen. Bei unseren Laborméu-
sen wirkte sich die niedrige Herzfrequenz der trans-
genen Tiere, aufgrund des Mangels an natiirlichen
Feinden, daher nicht negativ aus.

Um phianotypische Unterschiede beziiglich der Hy-
pertrophie-Bildung und einer damit verbundenen
Herzinsuffizienz der transgenen Tiere zu Vergleich-
stieren zu untersuchen, wurde das TAC-Modell ge-
wiahlt. Wobei rund 20 % der Tiere diese OP nicht
tiberlebten. Diese Tiere wurden nicht in die graphi-
sche Darstellung des Uberlebens mit aufgenommen
(Abb. 29). Da ein Stenosegradient unter 50 mmHg
als nicht kritisch angesehen wird, wurden fiir die
Auswertung nur Tiere oberhalb dieses Wertes ver-
wendet (50 - 100 mmHg). Es ergibt sich auflerdem
eine giinstige Verteilung der Stenosegradienten, die
bei den WT-Tieren dhnlich ist wie bei den TG-Tie-
ren (Abb. 28).

Die Herzfrequenz zeigte nach TAC einen Anstieg.
Der Anstieg der Herzfrequenz erfolgte relativ syn-
chron bei WT und TG. Wie bei einer TAC-OP be-
absichtigt stieg das linksventrikuldre Gewicht in
den Wochen nach der OP an, was ein Hinweis auf
eine entstehende Hypertrophie ist (Abb. 29). Nach
12 Wochen TAC unterschied sich das Herzgewicht
deutlich von Tieren ohne TAC (Abb. 30 B). Wobei
sich bei den transgenen Tieren mit myokardialer
PDE2-Uberexpression ein leichter Trend einer ge-
ringeren TAC-induzierte Hypertrophie zeigte. Um
daher eine weitere Grofle zur Beurteilung der Hy-
pertrophie zu haben, wurde die diastolische poste-
riore Wanddicke (PWthd) herangezogen, die sich
bei einer Hypertrophie deutlich erhoht (Liao 2002).
Auch dies bestitigte die Hypertrophiebildung nach
TAC-OP (Abb. 29). Auflerdem zeigte sich hier eine
signifikant verminderte Wanddicke bei den trans-
genen Tieren in den spdten Phasen der TAC (ab 7
Wochen). Somit scheint es, als ob die myokardia-
le Uberexpression der PDE2, eine druckinduzierte
Hypertrophie eindimmen konnte. Es besteht also
die Moglichkeit einer schiitzenden Wirkung der
myokardialen PDE2 vor der Bildung einer druckin-
duzierten Hypertrophie.

Bei einer Herzinsuffizienz kommt es, durch die
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erhohte beta-adrenerge Erregung, in den frithen
Phasen zu einer chronisch erhéhten myokardialen
cAMP-Konzentration, was schliefllich zu moleku-
laren und strukturellen Veranderungen des Her-
zens fithrt und somit den typischen Teufelskreis der
Herzinsuffizienz in Gang setzt. Bei den transgenen
Tieren findet sich von Geburt an eine erhéhte myo-
kardiale PDE2-Expression und somit auch eine ge-
ringere myokardiale cAMP-Konzentration. Somit
ist hier die Entstehung, des fiir Herzinsufhizienz
typischen, cAMP-ausgelosten Teufelskreises von
Anfang an vermindert. Dies konnte auflerdem die
geringfiigig verminderte Neigung zur Bildung ei-
ner druckinduzierten Hypertrophie der transgenen
Tiere erklédren.

Die Kontraktilitat lief$ aufgrund der TAC-induzier-
ten Hypertrophie nach, wobei sich hier kein wirkli-
cher Unterschied zwischen WT und TG fand (Abb.
29). Im Vergleich mit einer unbehandelten Kont-
rollgruppe hingegen (Abb. 30 A) war ein stirkerer
Abfall der Kontraktilitdt bei der transgenen Gruppe
ersichtlich.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der sta-
bilste Phénotyp der myokardial PDE2A3-{iberex-
primierenden Tiere die erniedrigte Herzfrequenz
ist. Diese lag bei den transgenen Tieren rund 15
% (basal und mit Dobu) unter der vergleichbarer
WT-Tiere. Die die Herzfrequenz-bestimmenden
Oszillationen Kalzium- und Membranuhr lassen
sich, wie schon gesagt, iiber die cAMP-Konzentrati-
on mittels HCN-Kanidlen modulieren. Die myokar-
diale PDE2 hat einen direkten absenkenden Effekt
auf die cAMP-Konzentration und beeinflusst somit
beide Oszillationen der SAN-Zellen (Yaniv 2014).

Ein etabliertes Model, bei dem es ebenfalls zu ei-
ner Reduktion der Herzfrequenz kommt, ist der
chronische atrioventrikulire Block (AV-Block)
beim Hund. Hierzu wird die Erregungsleitung am
AV-Knoten gestort, so dass es zu einer verzogerten
Erregung des AV-Knotens durch den SAN kommt.
Dies fiihrt zu einer erniedrigten Herzfrequenz und
einer stirkeren Neigung zu Arrhythmien (de Groot
2000, Bignolais 2011). Nach einigen Wochen be-
obachtet man hier, durch eine kompensatorische
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Erhéhung des Schlagvolumens, eine Wiederherstel-
lung des urspriinglichen Herzminutenvolumens;
auflerdem kommt es durch die erhohte Volumen-
belastung zu einer ventrikuldren Hypertrophie (de
Groot 2000, Bignolais 2011). Zudem findet sich
hier eine verminderte Expression von ¢TNI und
SERCAZ2, eine Erh6hung der Kontraktionskraft, der
Auswurffraktion und, wie schon beschrieben, des
Schlagvolumens (Bignolais 2011, Oros 2008). Somit
teils sich dieser Phéanotyp viele Gemeinsamkeiten
mit dem PDE2A3-iiberexprimierenden Phénotyp,
wohlgleich die erniedrigte Herzfrequenz bei den
transgenen Tieren von Geburt an besteht. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass die reduzierte Herz-
frequenz der myokardial PDE2A3-iiberexprimie-
renden Miuse den priméren Phénotyp darstellt.
Wohingegen die anderen Verdnderungen, beziig-
lich Kontraktilitdt und Proteinexpression, den se-
kundiren Phanotyp darstellen, welcher vom prima-
ren bedingt wird.

Im Model des AV-Blocks fanden sich auflerdem
Veranderungen beziiglich Ionenkandlen. So war
z.B. die Aktivitit des NCX erhoht und die Expres-
sion des spannungsgesteuerten K'-Kanals Kv4.2
erniedrigt (Bignolais 2011, Oros 2008). Untersu-
chungen beziiglich Ionenkanilen stehen bei den
PDE2A3-transgenen Tieren noch aus.

4 3. Die Rolle der PDE2 im Herzen

In dieser Dissertation wurden Daten zur Rolle der
PDE2 im kardialen Fibroblasten und Myozyten er-
arbeitet. Aus der Literatur war u.a. bekannt:

o Der erhohte cGMP-Spiegel durch die erhohte
CNP-Konzentration bei Herzinsuffizienz wird weit-
gehend von der myokardialen PDE2 reguliert, ohne
dabei die Lusitropie des Herzens zu beeinflussen
(Moltzau 2014).

« Die Expression an myokardialer PDE2 steigt bei
Herzinsufhzienz auf das Doppelte an (Mehel 2013).
o Der inotrope Effekt einer akuten beta-adrener-
gen Stimulation kann durch eine myokardiale
PDE2-Uberexpression und eine damit verbunde-
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ne Reduzierung der Amplitude des L-Type Ca*-
Stroms beseitigt werden (Mehel 2013).

« PDE2-iiberexprimierende Kardiomyozyten sind
gegen eine NA-ausgeloste Hypertrophie geschiitzt
(Mehel 2013).

« Die myokardiale PDE2 ist am Verkiirzungsvermo-
gen des Sarkomers (TNI- und cMyBP-C-Phospho-
rylierung) beteiligt; man findet eine Erh6hung nach
PDE2-Inhibition (Mehel 2013 , Mika 3013).

Zusitzlich konnten in dieser Arbeit folgende Effekte
der kardialen PDE2 gefunden werden:

 Im kardialen Fibroblasten ist PDE2 beteiligt an
der Regulation profibrotischer Faktoren wie a.-SMA
und CTGF und somit am Prozess des fibrotischen
Remodelings. Mehr kardiale PDE2 fiihrt zu mehr
Fibrose. cGMP (Aktivierung der PDE2), fithrt hier
zu einer Reduktion profibrotischer Faktoren.

« PDE2 ist im kardialen Fibroblasten beteiligt, an der
Regulation der Anderung des cAMP-Spiegels nach
beta-adrenerger Stimulation. Mehr PDE2 fiihrt zu
einem abgeschwichten cAMP-Anstieg.

o Im AMCM dominiert die PDE3 bei der durch
den cGMP-Spiegel gesteuerten Regulation des
cAMP-Spiegels, hinter der PDE2.

« Die myokardiale PDE2 hat einen Einfluss auf die
Regulation der Herzfrequenz. Mehr PDE2 fiihrt zu
einer verminderten Herzfrequenz.

« Die myokardiale PDE2 hat iiber die Regulation
der Herzfrequenz Einfluss auf die Kontraktilitat
des Herzens. Die geringere Herzfrequenz bei mehr
myokardialer PDE2, fiihrt zu einer gesteigerten
Kontraktilitat.

o Eine Erhohung der Expression an myokardialer
PDE2, wie sie bei insuffizienten Herzen gefunden
wird, fiihrt zu einer Erniedrigung der PLB-Phos-
phorylierung. Auflerdem ist die Phosphorylierung
an Kontraktilitits-regulierenden Proteinen, cMy-
BP-C und Tnl, erniedrigt.

« Eine myokardial erhoéhte PDE2-Expression min-
dert eine druckinduzierte Hypertrophiebildung.

« Eine lebenslange myokardiale Uberexpression der
PDE2 scheint, zumindest bei Madusen, vertretbar
und zeigt keine negativen Auswirkungen.

o Eine kardiale Uberexpression der PDE2 bleibt
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auch in hohem Alter erhalten.

Es ist somit zu vermuten, dass die gefundene Erho-
hung der myokardialen PDE2 bei Herzinsufhzienz
ein Schutz- und Reparaturmechanismus des Her-
zens ist.

Bisher nicht diskutiert wurde die interzelluldre Be-
einflussung der myokardial PDE2-iiberexprimie-
renden Zellen. So weifs man, dass Kardiofibroblas-
ten in einem Gewebe, durch die Zusammensetzung
der extrazelluldren Matrix, die Eigenschaften und
den Phinotyp der Kardiomyozyten beeinflussen
konnen (Kakkar 2010). Da die PDE2 im Kardiofi-
broblasten die Konzentration an profibrotischen
Faktoren, und somit die Zusammensetzung des
ECM beeinflussen kann, ist zu vermuten, dass dies
auch einen Einfluss auf die umgebenden Kardi-
omyozyten in einem Gewebe hat. Auf der anderen
Seite konnen Kardiomyozyten Substanzen abgeben
(TGF-p, Interleukine...), welche einen Einfluss auf
die Funktion der Kardiofibroblasten im Gewebe
haben (Kakkar 2010). Ausloser hierfiir kann eine
mechanische Belastung oder die Bildung einer Hy-
pertrophie sein. Vorstellbar wire also auch, dass
PDE2-transgene Kardiomyozyten Signalstoffe abge-
ben, welche den Phénotyp der umgebenden Kardi-
ofibroblasten beeinflussen. Eine erhéhte Fibrosebil-
dung der Herzen mit Kardiomyozyten-spezifischer
PDE2-Uberexpression konnte durch Pikro-Sirius-
rot-Farbung jedoch nicht gefunden werden (Daten
hier nicht gezeigt).

Nicht nidher nachgegangen wurde in dieser Disser-
tation der Frage, durch welche Transkriptionsfakto-
ren die PDE2-Expression reguliert wird, die ja bei
Herzinsuffizienz erhoht ist. Beziiglich PDE3 gibt es
Hinweise, dass hier der Transkriptionsfaktor CREB
und der Repressor ICER beteiligt sind (Ding 2005b,
Yan 2007). Zu PDE2 findet sich in der Literatur re-
lativ wenig. Es konnte hier allerdings auch CREB
beteiligt sein (Masson 1993).

Durch die schon bekannten und hier gefundenen
Funktion der kardialen PDE2 steht somit fest, dass
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die PDE2 im Herzen eine vielschichtige Funktion
besitzt, insbesondere im Bezug auf Herzinsuffizi-
enz. Sie wére somit ein gutes Ziel fiir einen phar-
makologischen Eingriff. Pharmakologische Stoffe
vermogen die Aktivitdt eines Enzyms zu modulie-
ren. Somit konnte man sich eine Behandlung mit
PDE2-Inhibitoren oder PDE2-Aktivatoren vorstel-
len. Eine Inhibition der kardialen PDE2 hatte im Fall
der Herzinsufhizienz zwar eine Reduktion an Fibrose
zur Folge, wiirde aber auch zu einer Erhohung der
Herzfrequenz fiithren. Dies wire eine unverantwort-
liche Mehrbelastung des insuffizienten Herzens und
wiirde die Morbiditit erhdhen. So wirkt sich der die
Herzfrequenz senkende Arzneistoff Ivabradin bei
der Behandlung von Herzinsuffizienz positiv auf
die Pathophysiologie aus (Swedberg 2010). Daher
scheint hier eine Aktivierung der PDE2 sinnvoller.
Diese Aktivierung ist nicht vollig mit einer Uber-
expression vergleichbar, bei der das Protein nur in
seiner Konzentration erhéht wird. Auflerdem steht
die Entwicklung von selektiven Aktivatoren der
PDE2 erst am Anfang. Dass eine Aktivierung der
PDE2 theoretisch moglich ist konnte von Jager et al.
mit Versuchen an HEK293-Zellen mit Liganden der
GAF-Domine gezeigt werden (Jager 2010).

Bei einer méglichen Behandlung von Herzinsufhzi-
enz mit PDE2-Aktivatoren sollte auflerdem bedacht
werden, dass PDE2 auch in anderem Gewebe als
dem Herzen vorkommt. So kommt sie auflerdem im
Gehirn vor und eine Inhibition fithrt hier (Versuch
mit Mduse und Ratten) zu einer Verbesserung der
Gedachtnisleistung durch Erhéhung der neurona-
len Plastizitat (Boess 2004). Man konnte demnach
vermuten, dass sich eine globale Aktivierung der
PDE2 negativ auf die Merkféhigkeit auswirkt. Eine
Herz-spezifische Wirkung wire somit wiinschens-
wert.

In dieser Dissertation konnte somit aufgezeigt wer-
den, dass die kardiale PDE2 beziiglich der Therapie
von Herzinsuffizienz einen méglichen pharmakolo-
gischen Eingriffspunkt darstellen konnte. Jedoch ist
noch nicht abschlieflend geklirt, ob eine zusétzliche
Aktivierung der myokardialen PDE2 tatsdchlich im
Sinne einer intrazelluldren f-AR-Blockade die Pro-
gression zur Herzinsuffizienz verlangsamen oder
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verhindern konnte. Dies werden nun nachfolgende
Forschungen zu diesem Thema zeigen.
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Am J Physiol Heart Circ Physiol 306: H1246-H1252, 2014. First
published February 15, 2014; doi:10.1152/ajpheart.00852.2013.—Re-
cent studies suggest that the signal molecules cAMP and cGMP have
antifibrotic effects by negatively regulating pathways associated with
fibroblast to myofibroblast (MyoCF) conversion. The phosphodiester-
ase 2 (PDE2) has the unique property to be stimulated by cGMP,
which leads to a remarkable increase in cAMP hydrolysis and thus
mediates a negative cross-talk between both pathways. PDE2 has been
recently investigated in cardiomyocytes; here we specifically ad-
dressed its role in fibroblast conversion and cardiac fibrosis. PDE2 is
abundantly expressed in both neonatal rat cardiac fibroblasts (CFs)
and cardiomyocytes. The overexpression of PDE2 in CFs strongly
reduced basal and isoprenaline-induced cAMP synthesis, and this
decrease was sufficient to induce MyoCF conversion even in the
absence of exogenous profibrotic stimuli. Functional stress-strain
experiments with fibroblast-derived engineered connective tissue
(ECT) demonstrated higher stiffness in ECTs overexpressing PDE2.
In regard to cGMP, neither basal nor atrial natriuretic peptide-induced
cGMP levels were affected by PDE2, whereas the response to nitric
oxide donor sodium nitroprusside was slightly but significantly re-
duced. Interestingly, despite persistently depressed cAMP levels, both
cGMP-elevating stimuli were able to completely prevent the PDE2-
induced MyoCF phenotype, arguing for a double-tracked mechanism.
In conclusion, PDE2 accelerates CF to MyoCF conversion, which
leads to greater stiffness in ECTs. Atrial natriuretic peptide- and
sodium nitroprusside-mediated cGMP synthesis completely reverses
PDE2-induced fibroblast conversion. Thus PDE2 may augment car-
diac remodeling, but this effect can also be overcome by enhanced
c¢GMP. The redundant role of cAMP and c¢cGMP as antifibrotic
meditators may be viewed as a protective mechanism in heart failure.

phosphodiesterase 2; cardiac fibroblasts; myofibroblast; engineered
connective tissue; cAMP; cGMP

FIBROTIC REMODELING IS A COMMON feature of the diseased heart.
Inflammatory processes, mechanical stress, and enhanced
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growth factor secretion result in the induction of a contractile
subtype of fibroblasts, termed cardiac myofibroblasts (MyoCFs) (6,
20). MyoCFs share characteristics with both fibroblasts and
smooth muscle cells, i.e., they are able to produce a variety of
matrix proteins as well as to express, e.g., a-smooth muscle
actin (a-SMA). This transformation is essential for postinjury
scar formation and hence for organ integrity and function, e.g.,
after myocardial infarction. However, the unusual persistent,
proliferative, and migratory properties of MyoCFs lead to an
excessive accumulation of extracellular matrix that exceeds the
scar area and over time promotes diastolic dysfunction and
contributes to heart failure progression (25).

cAMP and cGMP have been shown to display antifibrotic
properties by, e.g., inhibiting a-SMA/connective tissue growth
factor (CTGF) expression and collagen synthesis (7, 18, 23).
Both cAMP and cGMP are central regulators of the cardiovas-
cular system often with opposing functions. For example,
cAMP and its effector protein kinase A mediate the acute
adaption of cardiac excitation-contraction coupling and cardiac
growth, whereas cGMP is associated with vasodilatation and
the activation of antihypertrophic signaling in response to nitric
oxide (NO) or atrial natriuretic peptide (ANP) (26). To main-
tain the specificity of downstream target activation, localiza-
tion and duration of cAMP/cGMP signals are tightly con-
trolled. This spatiotemporal restriction of cAMP/cGMP con-
centrations is mainly achieved by phosphodiesterases (PDEs),
which catalyze nucleotide hydrolysis. Until now, several dif-
ferent isoforms from the PDE families 1-5 and 8 have been
described in the heart (12). Among those, the cGMP/cAMP-
hydrolyzing PDE2 has the unique feature to be activated by
cGMP via a cGMP-specific PDE motif located in the regula-
tory domain of the enzyme (15). The allosteric activation leads
to an increase in PDE2-dependent cAMP hydrolysis by ~10-
fold (24). By this mechanism, PDE2 allows cGMP-generating
stimuli such as ANP or NO to negatively regulate cAMP
levels. We recently showed that myocardial PDE2 is upregu-
lated in human and experimental heart failure and that PDE2
upregulation in cardiomyocytes (CMs) could be a part of the
well-known (-adrenergic receptor (3-AR) desensitization pro-
cess, and hence its activation may prove beneficial for CM
survival in terms of protection from chronic 3-AR overstimu-
lation (11).
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In this study, we addressed the impact of PDE2 on cAMP-
and cGMP-mediated signal transduction with regard to cardiac
fibroblast (CF) conversion. We found that PDE2 overexpres-
sion enhances primarily cAMP degradation and induces fibro-
blast (CF) to MyoCF transformation, which led functionally to
higher stiffness in fibroblast-derived engineered connective
tissues (ECTs). However, despite the initial expectation of a
c¢GMP-dependent increase in PDE2 activity and an enhance-
ment of MyoCF induction, we found that cGMP-elevating
stimuli ANP and NO-donor sodium nitroprusside (SNP) may
fully antagonize PDE2-induced MyoCF phenotype.

MATERIALS AND METHODS

Reagents for cell culture were purchased from Gibco Life technol-
ogies. Cells were grown in a humidified incubator with 5% CO,-95%
room air at 37°C. All reagents were of highest quality available and
obtained from commercial sources: Biomol, Sigma-Aldrich, Appli-
Chem, Carl Roth, Tocris, and Biotrend.

Animal care and culture of rat neonatal cardiac cells. Protocols for
the care and use of the rats were carried out in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, published by the
National Institutes of Health and approved by the Niederséchsisches
Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (Ger-
many). Neonatal rat heart cells were isolated from newborn rats (day
0 to 3) as previously described (27). Cells were preplated for 60 min
to separate fibroblasts from the nonadhering CMs. For CF experi-
ments, cells were used at passage 1.

Engineered connective tissues and recombinant adenoviruses. CFs
were infected under serum-starved conditions with adenovirus (Ad)-
enhanced green fluorescent protein (EGFP) or Ad-PDE2 for 4 h. Cells
were harvested by trypsination, and engineered connective tissues
(ECT) were prepared as previously described (19, 28). After 4 days in
culture, ECT was transferred into temperature-controlled organ baths
for a stress-strain analysis. The recombinant adenoviruses were gen-
erated according to the method published by He et al. (3). For
recombinant PDE2 adenovirus, the murine PDE2A3 transcript was
cloned (NM_001008548.3). All viruses code in addition for EGFP.
Infections were carried out under serum-free conditions over a period
of 48 h.

Immunoblot, immunofluorescence, cAMP/cGMP detection. Immu-
noblot analysis was carried out as recently described (22). The
following antibodies were used: anti-o-smooth muscle-actin (1:
2,000), anti-a-tubulin (1:2,000) from Sigma-Aldrich, anti-PDE2 (1:
200), anti-procollagen typelAl (1:200), anti-CTGF (1:200), anti-
GAPDH (1:1,000) from Santa Cruz Biotechnology, and anti-calse-
questrin (1:2,500) from ThermoScientific. Immunofluorescence was
carried out as recently described (22). cAMP/cGMP concentrations
were determined with the acetylated protocol of the respective en-
zyme immunoassay kit (Biotrend). For cAMP measurements by
fluorescence resonance energy transfer (FRET), CFs were infected
with Ad-exchange protein directly activated by cAMP 2 (Epac2)
camps for 48 h. Analysis was carried out according to recently
published protocols (13, 14).

Statistics. Results are presented as means = SE. Data sets were
compared by Student’s #-test to assess differences between groups. P
values of <0.05 were considered as statistically significant.

RESULTS

Overexpressed PDE?2 induces the profibrotic factors a-SMA
and CTGF that translates into a higher stiffness of ECT. Based
on our initial finding of a PDE2 upregulation in total heart
tissue, we first analyzed endogenous PDE2 expression in
isolated neonatal rat CMs and CFs. To ensure a successful
fractioning of these two cell populations, cell lysates were
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additionally probed for respective marker genes, calsequestrin
for CMs and procollagen I for the CF population. As shown in
Fig. 1, PDE2 expression was 2.5-fold higher in CFs compared
with CMs (Fig. 1, A and B).

To better understand PDE2 function in CFs, we overex-
pressed this enzyme by using recombinant adenoviruses en-
coding for either PDE2 and EGFP or EGFP alone as control.
PDE2 activity has been described for both cytosolic and
membrane cell fractions most probably because of variances in
the NH,-terminus of the known splice variants PDE2A1-3
(17). Immunofluorescence staining showed that overexpressed
PDE2 displayed a mostly cytosolic distribution in CFs and was
additionally accumulated at perinuclear membranes (Fig. 2A).
Expectantly, basal cAMP levels in total cell lysate were mark-
edly abolished compared with those in controls (Fig. 2B).
Moreover, a-SMA and CTGF expression were distinctly in-
creased in PDE2-CFs by 3.5- and 2.3-fold, respectively (Fig. 2,
C and D). Similar results were obtained when we analyzed
a-SMA and CTGF by immunofluorescence, where PDE2 CFs
showed greater stress fiber formation and higher abundance of
CTGF containing vesicles (Fig. 2E).

To address functional consequences, we generated ECT,
which comprise adenovirally transduced CFs embedded in a
collagen matrix to form a tissue ring (Fig. 2G). After conden-
sation, ECTs were stretched stepwise, and the passive force
generated was measured at each ECT strain. PDE2 overexpres-
sion led to an increase in passive force, indicating a higher
stiffness of the tissue (Fig. 2F).

B-AR receptor-induced accumulation of cAMP is partially
inhibited by PDE?2 but does not prevent PDE2-induced MyoCF
phenotype. Several stimuli that promote the synthesis of cAMP
have been shown to counteract TGF-f3-induced fibroblast dif-

A

CF CM CF CM CF CM

Procollagen |

- ——ft

csQ

GAPDH

rel. PDE2 expression
(PDE2 / GAPDH)
N

CM CF

Fig. 1. Phosphodiesterase 2 (PDE2) expression in neonatal rat cardiac fibro-
blasts (CFs) and myocytes (CMs). A: representative immunoblots with pro-
collagen I and calsequestrin (CSQ) as marker proteins for CFs and CMs,
respectively. B: quantification of PDE2 expression of normalized to GAPDH.
rel, Relative. Values are means = SE; n = 5. *P = 0.05 vs. CMs.
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ferentiation. Among those are, e.g., prostaglandine-2 and the
B1/B2-AR agonist isoprenaline (Iso) (8). To test the contribu-
tion of PDE2 to the degradation of B-AR-induced cAMP
increase, we additionally transduced CFs with the cytosolically
distributed Epac2-camps FRET biosensor for cAMP. As doc-
umented by the representative single trace of cyan fluorescent
protein/yellow fluorescent protein (Fig. 3A), stimulation with
Iso led to a modest but robust accumulation of cAMP in CFs.
This increase was reduced by 75% under conditions of high
PDE2 abundance and consequently restored when PDE2-spe-
cific inhibitor Bay 60-7550 was additionally applied (Fig. 3, A

ISO

and B). We next analyzed a-SMA and CTGF expression after
Iso stimulation. Control cells displayed a relatively low expres-
sion of both a-SMA and CTGF, which was not further reduced
by Iso application (Fig. 3, C and D). Most importantly, the
remaining Iso-induced cAMP pool in PDE2 transduced CFs
did not counteract PDE2-mediated MyoCF induction.
PDE2-mediated fibroblast conversion is abolished by cGMP-
generating stimuli. When intracellular cGMP concentrations
exceed 500 nM, PDE2 is not only allosterically activated by
this cyclic nucleotide but is also involved in its hydrolysis (24).
Cellular cGMP is generated by either particulate or cytosolic

Fig. 2. Impact of PDE2 on basal cAMP synthesis, fibrotic markers, and tissue characteristics. Localization of recombinant PDE2 (A) and representative pictures
of a-smooth muscle actin (a-SMA) and connective tissue growth factor (CTGF) expression (E) was visualized by immunofluorescence. Nuclei were stained with
4',6-diamidino-2-phenylindole and viral enhanced green fluorescent protein (EGFP) expression was recorded as a control. B: basal cAMP concentration measured
by enzyme immunoassay; n = 5. Ad, adenovirus. Representative immunoblots (C) and quantification of a-SMA and connective tissue growth factor expression
(D) are shown, normalized to GAPDH; n = 3 with 1-4 replicates each. F: stiffness of engineered connective tissue (ECT) (stress-strain curve; n = 5 with 4
replicates each). G: fluorescent image (Zeiss SteREO Lumar.V12) of representative ECT. Values are means = SE. *P = 0.05 vs. EGFP.
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guanylyl cyclase. Therefore, we tested how PDE2 affects
basal, ANP/particular guanylyl cyclase- and NO/soluble gua-
nylyl cyclase-induced cGMP signal amplitudes and is in turn
affected in its cAMP-hydrolyzing activity. Basal cGMP abun-
dance was similar to those of control cells and hence not
compromised by PDE2 (Fig. 4A). Both ANP and SNP led to a
robust two- to threefold increase in cGMP, with a slightly
reduced response in SNP/PDE2 compared with SNP/EGFP

(2.2- and 3-fold, respectively). In regard to cAMP, both stimuli
led to higher levels in control cells, whereas cAMP accumu-
lation was either blunted (ANP) or decreasing (SNP) in PDE2-
overexpressing fibroblasts (Fig. 4B).

We next addressed how elevated ¢cGMP levels and the
resulting loss in cAMP affect PDE2-induced MyoCF pheno-
type. ANP and SNP reduced basal a-SMA content but had no
further impact on basal CTGF expression in control cells.
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However, ANP, as well as SNP, completely normalized both
a-SMA and CTGF expression in PDE2 cells (Fig. 4, C and D).
Similar results were obtained when stress fiber formation and
CTGF content were visualized by immunofluorescence (data
not shown).

DISCUSSION

In our study, we show that PDE2 overexpression has two
important consequences on CF physiology. First, PDE2 led to
an expected decrease in cellular cAMP levels and, second,
resulted in the induction of a-SMA and CTGF synthesis in the
absence of specific profibrotic stimuli. It has been described
that fibroblasts convert into MyoCFs under standard two-
dimensional culture conditions mainly because of rigidity of
the culture substrate and autocrine TGF-3 stimulation (2, 10,
16). To maintain close to the physiological phenotype, we used
passage 1 fibroblasts, where we observed moderate a-SMA
and CTGF expression (see Fig. 2C). Our data suggest that
under conditions of balanced pro- and antifibrotic signaling,
basal cAMP generation is essential to prevent a fully fibroblast
conversion. However, since these observations were obtained
in a two-dimensional culture, the important question was
whether this MyoCF induction would also occur in a more
complex tissue-like environment and, consequently, affect its
mechanistic properties. Cultivation of CFs in relaxed three-
dimensional matrixes has been described to cause a substantial
downregulation of a-SMA (16, 21). Despite these more phys-
iological conditions, PDE2 expression indeed led to greater
stiffness (“passive force” due to chronic constriction based on
matrix remodeling) of three-dimensional ECTs subjected to
stress strain analyses. These measurements are, however, not
an indicator of acute contractile responsiveness (“active force”
due to MyoCF contraction), which was not determined here.
Taken together, these results argue for a critical role of the
PDE2-regulated cAMP pool in blocking signal pathways acti-
vated independently of cell surface interactions and allow a
valid impression of how these molecular changes directly
affect tissue characteristics.

As recently published, TGF-B-transformed CFs are less
responsive to cAMP-generating stimuli due to a downregula-
tion of adenylyl cyclases and an upregulation of PDEs. The
TGF-B-induced transformation was demonstrated to be revers-
ible by a pharmacologically increased adenylyl cyclase activity
(9). Our FRET experiments showed a markedly reduced but
not completely diminished response to 3-AR stimuli in PDE2
cells. The question we posed in this context was whether this
additional presence of cAMP generated by endogenous stimuli
is sufficient to reverse PDE2-induced acceleration of CFs to
MyoCF transition. However, in our setting, 3-AR activation
was neither able to compensate the loss in basal cAMP accu-
mulation in PDE2-CFs nor showed any significant effect on
a-SMA or CTGF in control cells. Our results are therefore well
in line with the fact that 3,/B-blockers such as carvedilol or
propranolol used to treat heart failure patients do not further
enhance fibrotic remodeling. Similar to cAMP, the signal
molecule cGMP generated either by natriuretic peptide recep-
tors or via NO has been shown to oppose the expression of
a-SMA and CTGF in lung, renal, or CFs (1, 4, 5, 7). PDE2 is
a dual-substrate PDE capable of hydrolyzing both cAMP and
cGMP but is predominately activated by the latter. The initial
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expectation was therefore rather an enhancement of the
MyoCF phenotype due to an increase in PDE2 activity and
further reduced cAMP levels (Fig. 4B). Interestingly, the op-
posite was the case: ANP/SNP stimulation actually led to an
inhibition of a-SMA and CTGF expression in PDE2-CFs,
which despite diminished cAMP levels was similar to ANP/
SNP-treated EGFP-CFs (Fig. 4, B and C). Thus our data
suggest that exogenous activation of cGMP pathways is able to
bypass PDE2-mediated degradation of cAMP and reverses the
consequent induction of a-SMA and CTGF (Fig. 4D). To our
knowledge this study provides the first comparative aspect
between these two antifibrotic signaling pathways.

In summary, our findings emphasize the critical role of basal
cAMP in the absence of cGMP-elevating stimuli and the PDEs
regulating its accumulation. In the context of, e.g., cardiac
disease, our data indicate that a PDE-dependent loss in cAMP
accumulation could be overcome by higher cGMP levels,
which allows a therapeutic option in the treatment of heart
failure that can be considered beneficial not only for the
fibroblast but also for CM population.
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