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1. Einleitung 

1.1 Proteinopathien  
Unter Proteinopathien werden verschiedene Erkrankungen zusammengefasst, in denen sich 

Proteine strukturell abnormal falten und hierdurch die Funktion von Zellen, Geweben und 

Organen einschränken (Carrell und Lomas 1997; Walker und LeVine 2000; Su und Wang 

2010). In den meisten Proteinopathien erhöht eine Änderung der Konformation von Prote-

inen die Wahrscheinlichkeit, dass diese an sich selbst binden und dadurch aggregieren 

(Carrell und Lomas 1997). Aggregierende Proteine können größenbedingt nicht über das 

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) proteolytisch aufgespalten werden und aktivieren wei-

tere Abbauwege, wie den Autophagie-Lysosomen-Abbauweg (Tannous et al. 2008). In die-

sem Stadium verlieren die Proteine ihre Funktion und können toxisch auf Zellen einwirken 

(Bence et al. 2001; Bennett et al. 2005; Goldberg 2007; Kristiansen et al. 2007; Luheshi et al. 

2008; Thibaudeau et al. 2018). Mehrere neurodegenerative Erkrankungen, wie Morbus Alz-

heimer (Jucker und Walker 2013), Morbus Parkinson (Goedert et al. 2013), Chorea Hunting-

ton (Orr und Zoghbi 2007) oder auch genetisch bedingte Erkrankungen, darunter die cysti-

sche Fibrose (Meng et al. 2017) oder Sichelzellanämie (Stuart und Nagel 2004), werden unter 

dem Begriff der Proteinopathien subsumiert (Abb.1). Zudem ist gut erforscht, dass diese 

Proteinaggregate direkt die Proteasomaktivität inhibieren und damit auch auf alle proteaso-

mabhängigen Signalwege Einfluss nehmen (Kristiansen et al. 2007; Dantuma und Lindsten 

2010; Ciechanover und Kwon 2015). 

Abb. 1: proteinopathien-
assoziierte Erkrankungen 

In den vergangenen Jah-

ren fanden sich immer 

mehr Hinweise, dass Pro-

teinakkumulation und -ag-

gregation als Teil des pa-

thophysiologischen Pro-

zesses in verschiedenen 
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kardiovaskulären Krankheitsbildern eine Rolle spielt (Willis und Patterson 2013), darunter 

ischämische, hypertrophe und dilatative Kardiomyopathien (Kostin 2003; Weekes et  

al. 2003; Ayyadevara et al. 2016), fortgeschrittene Herzinsuffizienz (Pattison et al. 2008; 

Pattison und Robbins 2008) und Aortenklappenstenosen (Tannous et al. 2008). All diesen 

Erkrankungen ist trotz unterschiedlicher Ätiologie gemein, dass sich vermehrt polyubiquiti-

nierte Proteine nachweisen lassen, die erfolglos ubiquitiniert wurden, um via UPS degradiert 

zu werden (Labbadia und Morimoto 2015). Die Annahme, dass fehlgefaltete, ubiquitinierte 

Proteine ebenfalls in den oben aufgeführten Erkrankungen zur pathophysiologischen Ent-

wicklung beitragen, wird durch Studien zu verschiedenen Arten von Kardiomyopathien 

(Sanbe et al. 2004; Predmore et al. 2010) und Herzinsuffizienz (Pattison et al. 2008) gestützt. 

Da das UPS den Hauptweg für den Proteinabbau darstellt (>80% der intrazellulären Prote-

ine) (Wang und Maldonado 2006), nimmt es in Kardiomyozyten, in denen myofibrilläre Pro-

teine mehr als 80% des Zellvolumens einnehmen (Wang et al. 2008), eine fundamentale Stel-

lung in der Erhaltung der Proteinhomöostase in der Zelle ein (Willis und Patterson 2006; 

Patterson et al. 2007; Villarreal und Lew 2010; Willis und Patterson 2013; Quarles et al. 2015). 

Kardiomyozyten haben als enddifferenzierte Zellen ein geringes regeneratives Potential. So-

wohl in adulten Mäuse- als auch humanen Herzen ließ sich lediglich eine Neubildung von 

Kardiomyozyten von ca. 1% pro Jahr nachweisen (Bergmann et al. 2009; Mollova et al. 2013; 

Senyo et al. 2013). Zudem fehlt Kardiomyozyten als enddifferenzierten Zellen die Möglich-

keit über asymmetrische Zellteilung dem proteotoxischen Stress zu entgehen (Bergmann et 

al. 2009; Henning und Brundel 2017). Während durch die Mitose eine Tochterzelle frei von 

Aggregaten ist, wird in der „beladenen“ Zelle Apoptose eingeleitet (Rujano et al. 2006). Da 

das Herz dauerhaftem mechanischem Stress durch lebenslange Kontraktion und Relaxation 

ausgesetzt ist, der die Effizienz der Faltung negativ beeinflussen kann, entwickelte sich im 

Herzen eine mehrschichtige Proteinqualitätskontrolle, die vorwiegend von Chaperonen, dem 

UPS und autophagievermittelter Proteolyse durchgeführt wird (Wang et al. 2008). 

1.2 Die Proteinqualitätskontrolle 
Die Proteinqualitätskontrolle (PQC) beschreibt ein entscheidendes Zusammenspiel zwi-

schen Chaperonen, dem UPS und der Autophagie in der Erhaltung der Proteinhomöostase 

(Sandri und Robbins 2014). Eine Schädigung einer oder mehrerer daran beteiligter Komplexe 

führt zur Akkumulation fehlgefalteter oder beschädigter Proteine, die die zelluläre Integrität 

und Funktion beeinträchtigen (Wang und Wang 2015). Die negativen Auswirkungen dieser 

Proteine auf die Zelle werden durch den Begriff der Proteotoxizität umschrieben (Willis und 
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Patterson 2013). In den letzten Jahren gab es vermehrt Hinweise auf einen kausalen Zusam-

menhang zwischen der Proteintoxizität und der Pathogenese verschiedener Herzerkrankun-

gen, darunter in der Entwicklung der Herzinsuffizienz und in der ischämischem Herzerkran-

kung (Li et al. 2011). Als gemeinsames pathologisches Merkmal ließen sich eine erhöhte An-

zahl ubiquitinierter Proteine und aberrante Proteinaggregate in Kardiomyozyten nachweisen 

(Sanbe et al. 2004; Day 2013). 

 

 
Abb. 2: Illustration der PQC in der Zelle. 

Chaperone vermitteln die korrekte Konformation von neuentstehenden oder fehlgefalteten Polypep-

tiden und leiten die Degradation terminal fehlgefalteter Proteine über das UPS oder CMA ein. Fehl-

gefaltete Proteine bilden hydrophobe Interaktionen aus, die selektiv durch Makroautophagie degra-

diert werden können (Wang et al. 2013). Die Verwendung dieser Abbildung erfolgte mit freundlicher 

Genehmigung der Zeitschrift Circulation Research (Lippincott Williams & Wilkins). 

 

Vor diesem Hintergrund kommt der Aufrechthaltung der Proteinhomöostase durch selek-

tive Proteindegradierung in Kardiomyozyten eine erhebliche Bedeutung zu (Willis und 

Patterson 2013; Wang und Hill 2015). Die PQC ist von der Zusammenarbeit zwischen kor-

rekter Proteinfaltung, die hauptsächlich durch molekulare Chaperone vermittelt wird, und 

gezielter Proteolyse, die durch das UPS und die Autophagie vermittelt wird, abhängig.
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1.2.1 Hitzeschockproteine – ein Überblick 
Molekulare Chaperone sind eine Klasse von Proteinen, die im Verbund die Faltung von neu-

synthetisierten Proteinen unterstützen, die korrekte Neufaltung von denaturierten Proteinen 

durchführen oder terminal fehlgefaltete Proteine dem Proteasom zuführen. Mitglieder dieser 

Proteinfamilien werden oft als Stressproteine oder Hitzeschockproteine (HSPs) bezeichnet, 

da sie unter Stressbedingungen, bei denen die Konzentrationen von aggregationsanfälligen 

Faltungsintermediaten zunehmen, hochreguliert werden. 

HSPs nehmen eine bedeutende Rolle in der Proteinhomöostase ein und werden als Antwort 

der Zelle auf stressreiche Bedingungen, einschließlich verschiedener Virusinfektionen 

(Collins und Hightower 1982; La Thangue und Latchman 1988), Exposition von Schwerme-

tallen wie Natriumarsenat (Li 1983) oder Cadmium (Li und Laszlo 1985), vermehrt expri-

miert (Ellis und van der Vies 1991; Mathew und Morimoto 1998). HSPs wurden erstmalig 

1962 vom italienischen Genetiker Ferrucio Ritossa in Drosophila-Fliegen als Proteine iden-

tifiziert, die unter metabolischem Stress (2,4-Dinitrophenol) oder erhöhten Temperaturen 

akkumulierten (Ritossa 1962). HSPs sind weitläufig in den meisten Zellen von Prokaryonten 

und Eukaryonten konstitutiv exprimiert (Vos et al. 2008). Im Herzen kommt es unter ande-

rem in hypoxischen bzw. ischämischen Situationen ebenfalls zu einer vermehrten Expression 

diverser HSPs, darunter HSP70 (Mestril et al. 1994), HSP60 (Hammerer-Lercher et al. 2001) 

und HSP27 (Efthymiou et al. 2004). Unter physiologischen, „ungestressten“ Bedingungen 

unterstützen sie neu synthetisierte Polypeptide bei der korrekten Faltung. Als „Stress-Prote-

ine“ (Whitley et al. 1999) assistieren sie bei der Wiederherstellung denaturierter Proteine bzw. 

fördern deren Abbau und nehmen damit die Funktion molekularer Chaperone ein (Whitley 

et al. 1999; Frydman 2001; Walter und Buchner 2002; Borges und Ramos 2005). 

Gemäß ihrem Molekulargewicht und dem Grad struktureller Ähnlichkeit werden Hitze-

schockproteine in verschiedene Klassen eingestellt. Unter anderem in kleine HSPs (25-28 

kDa), HSP40 (40 kDa), HSP60 (60 kDa), HSP70 (68-80 kDa), HSP90 (83-99kDa) und 

HSP110 (110kDa) (Vos et al. 2008; Jee 2016). 

In Kardiomyozyten kommen Chaperone in hoher Anzahl vor und sind dort teilweise spezi-

fisch mit Proteinen des kontraktilen Apparats assoziiert. Das Hitzeschockprotein B5 (αB-

Crystallin) ist mit Desmin assoziiert und verhindert dessen Fehlfaltung und Aggregation. 

Mutationen von Desmin oder αB-Crystallin können in einer arrhytmogenen, rechtsventriku-

lären Kardiomyopathie münden (Wang et al. 2001; Wang et al. 2003; Lorenzon et al. 2013), 

wohingegen Mutationen in Myosin, das mit dem Chaperon UNC-45 in Verbindung steht 

(Barral et al. 2002), eine hypertrophe oder dilatative Kardiomyopathie bedingen können 
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(Maron et al. 2006; Melkani et al. 2011; Czepluch et al. 2018). Daher wirken Hitzeschock-

proteine an der Proteastase in der Zelle mit und modulieren die Proteintoxizität (Brehme 

und Voisine 2016). 

1.2.1.1 Die HSP110-Familie 

Mehrere zytosolische Isoformen werden der HSP110-Familie zugeordnet, darunter HSPH1, 

HSPA4 und HSPA4L (Mukai et al. 1993; Kaneko et al. 1997b; Kaneko et al. 1997a). Die 

Isoform Grp170 wurde am endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Easton et al. 2000). 

Trotz einer hohen Homologie in der Aminosäurenabfolge, gemittelt über alle Mitglieder der 

HSP110-Familie zu HSP70 in Höhe von 27%, lassen sich funktionelle Unterschiede zu 

HSP70 identifizieren (Yakubu und Morano 2018). Allen Mitgliedern der Familie ist gemein, 

dass sie als Nukleotidaustauscher für HSP70 fungieren (s.1.2.2) (Andréasson et al. 2008). 

HSPA4L wird vorwiegend in testikulären Keimzellen exprimiert und nimmt eine bedeutende 

Rolle in der Spermatogenese und Fertilisation ein. Untermauert wird dies durch Studien von 

Held et al. der 2006 zeigen konnte, dass männliche HSPA4L-/--KO-Mäuse eine erhöhte Rate 

apoptotischer Spermatozyten und eine beeinträchtigte Spermienmotilität aufwiesen (Held et 

al. 2006; Held et al. 2011). HSPH1-/--KO-Mäuse sind mit zerebraler Tauopathie und einer 

Neurodegeneration vergesellschaftet, die eine neuroprotektive Rolle von HSPH1 in zerebra-

len Tauopathien stützen (Eroglu et al. 2010). 

1.2.1.2 Physiologische Rolle des Hitzeschockproteins A4 

Erstmals wurde das Gen für das Hitzeschockprotein A4 (HSPA4) 1997 durch Klonierung 

aus einer murinen cDNA-Bibliothek isoliert (Kaneko et al. 1997b). In der Maus wurde das 

Gen auf Chromosom 11 der Region B1.3 lokalisiert und besteht aus 19 Exons, welche für 

841 Aminosäuren kodieren (Kaneko et al. 1997b; Nonoguchi et al. 1999). Das humane 

HSP70RY weist in der Aminosäurenabfolge eine 94%ige Homologie zum murinen HSPA4 

auf, welches sich durch eine verlängerte Sequenz von 140 Aminosäuren am C-Terminus aus-

zeichnet. Aufgrund des Molekulargewichts von 94,1 kDa und einer Übereinstimmung der 

Aminosäurensequenz von 63% bzw. 60% verglichen mit anderen HSP110-Mitgliedern wie 

HSPA4L bzw. HSP110, zählt das murine HSPA4 zur HSP110-Familie (Kaneko et al. 1997a; 

Kaneko et al. 1997b; Vos et al. 2008). HSPA4-mRNA-Replikate finden sich in den meisten 

Geweben, mit der höchsten Expression in Milz, Ovarien und Hoden (Kaneko et al. 1997a; 

Kaneko et al. 1997b; Xue et al. 1998; Nonoguchi et al. 1999). Entgegen der meisten Hitze-

schockproteine führt eine Temperaturerhöhung nicht zu einer kompensatorischen Hochre-

gulation von HSPA4, wohingegen saurer pH und radioaktive Strahlung eine verstärkte 
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Expression von HSPA4 bewirken (Kaneko et al. 1997b; Nonoguchi et al. 1999; Kang et al. 

2002; Rafiee et al. 2006). Zudem führt eine zerebrale Ischämie in pyramidalen Neuronen im 

Hippocampus von Ratten zu einer reaktiven Erhöhung von HSPA4, das vermehrt von re-

aktiven Astrozyten gebildet wird (Yagita et al. 1999; Koh et al. 2000; Kim et al. 2001; Lee et 

al. 2002). Sowohl im Zebrafisch als auch in Mausmodellen führen entzündliche Darmerkran-

kungen zu einer Hochregulation von HSPA4, wobei diese eine verstärkte Expression von 

anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl-2 und IL-17 initiiert, die mit einer verminderten An-

sprechrate auf Steroide und dadurch verlängerten Heilung assoziiert ist (Crawford et al. 2011; 

Adachi et al. 2015; Sakurai et al. 2015). Ergänzend führt eine verstärkte Expression von 

HSPA4 in Gastritiden zu einer verlängerten Heilung (Park et al. 2015; Sakurai et al. 2015). 

Eine erhöhte HSPA4-Expression wurde zudem in kolorektalen Karzinomen und in hepato-

zellulären Karzinomen (HCC) gemessen, die in HCCs mit einer früheren Rezidivrate verge-

sellschaftet waren (Yang et al. 2015). 

Mohamed et al. konnten 2012 zeigen, dass eine Nachlasterhöhung sowohl in einem transverse-

aortic-contriction-Mausmodell (TAC) als auch in Patienten mit Aortenklappenstenose eine 

kompensatorische HSPA4-Erhöhung induziert, wohingegen eine erhöhte Vorlast im Rah-

men eines Shunt-Mausmodells zu keiner Veränderung des HSPA4-Expressionsmusters 

führte. Dies zeigte erstmalig auf, dass Nachlast einen wichtigen Induktor für die HSPA4-

Expression in Kardiomyozyten darstellt und eine ähnliche Funktion in murinen und huma-

nen Kardiomyozyten einnimmt. Weiterhin entwickelte sich in HSPA4-/--KO-Mäusen eine 

konzentrische Hypertrophie (Größenzunahme der Herzmuskelzellen) mit einer Fibrosierung 

einhergehend mit einer Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen und erhöhten mRNA-

Werten kardialer Hormone, wie dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP) und dem B-nat-

riuretischen Peptids (BNP), verglichen mit HSPA+/+-Mäusen.  

Die Wirkung von ANP und BNP zielt auf eine Verringerung der Vor- und Nachlast durch 

ihre natriuretische und diuretische Wirkung an der Niere ab (Atlas und Maack 1987; Jensen 

et al. 1998) und dient unter anderem als Marker für hypertrophierende Kardiomyozyten 

(Holtwick et al. 2003). Auch zeigten HSPA4-/--KO-Mäuse keine kompensatorische Hoch-

regulation von an der Proteinfaltung beteiligten Hitzeschockproteinen, darunter HSPA4L, 

HSPAH1 und HSP70. Als Antwort auf eine Nachlasterhöhung mittels TAC verschärfte sich 

die Hypertrophie sowie das kardiale Remodeling in Knockout-Mäusen, gemessen sowohl an 

ANP- bzw. BNP-Werten als auch Fibrosemarkern (Col1α1, Col3α1 and Tgfβ1) verglichen 

zu Wildtypmäusen (Mohamed et al. 2012). Weiterhin fand sich eine erhöhte Aktivität von 

pro-hypertrophen Signalwegen darunter dem Calcineurin-NFAT-Signalweg, dem gp130-
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STAT3-Signalweg und der Ca2+/Calmodulin-abhängigen-Kinase II, die unmittelbar am kar-

dialen Remodeling in HSPA4-/--KO-Mäusen beteiligt sind. 

1.2.1.3 Molekulare Struktur und Funktion des Hitzeschockproteins A4 

HSP70-Chaperone spielen eine zentrale Rolle in der Proteinfaltung in eukaryotischen Zellen 

im Komplex mit zwei Co-Chaperonen (HSP40 und HSP110) (Mayer und Bukau 2005; Polier 

et al. 2008).  

 

Abb. 3: Modell für die Kooperation von HSP110 und HSP70.            
Während HSP40 die ATP-Hydrolyse stimuliert, fungiert HSP110 als Nukleotidaustauschfaktor 
(Raviol et al. 2006; Schuermann et al. 2008). Eine schematische Darstellung der HSP70-vermittelten 
Proteinfaltung zeigt Abbildung 1. Neuentstehende bzw. fehlgefaltete Proteine werden erkannt und 
mithilfe von J-Domänen (HSP40) zu einem HSP70-Komplex rekrutiert. J-Domänen stellen die Ver-
bindung zwischen dem HSP70-Komplex und HSP40 her. Die Verwendung dieser Abbildung erfolgte 
mit freundlicher Genehmigung der Zeitschrift Cell (Elsevier). 

HSP110 und HSP70, die strukturell verwandt sind, bestehen aus einer N-terminalen nukle-

otidbindenden Domäne (NBD), die über eine flexible Verbindungsregion (linker region) mit 
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einer substratbindenden Domäne (SBD) verbunden ist, in der sie sich unterscheiden 

(Mayer und Bukau 2005; Liu und Hendrickson 2007; Polier et al. 2008; Schuermann et al. 

2008). 

Im ATP-gebundenen Stadium bindet HSP70 nur mit geringer Affinität an ungefaltete Pro-

teine. Sowohl Substrat-, als auch J-Domänenbindung stellen einen Trigger der ATP-

Hydrolyse dar, die zu einer strukturellen Umlagerung des HSP70-Komplexes führt, die wie-

derum eine hohe Affinität zum Substrat bewirkt (Mayer und Bukau 2005; Raviol et al. 2006; 

Polier et al. 2008). Um den Zyklus zu vervollständigen, führt die Bindung von HSP110 an 

HSP70 zu einer Dissoziation von ADP. Ob in diesem Schritt HSP110 ebenfalls an das Sub-

strat bindet, ist nicht abschließend geklärt. Dieser ternäre Komplex aus Substrat-HSP70-

HSP110 erleichtert mithilfe der freigewordenen Energie aus der ATP-Hydrolyse die Faltung 

von Proteinen mit Neigung zu einer intramolekularen Fehlfaltung. Die erneute Bindung von 

ATP an HSP70 bewirkt die Dissoziation von HSP110 und dem gefalteten Protein (Dragovic 

et al. 2006; Raviol et al. 2006; Shaner et al. 2006; Polier et al. 2008; Schuermann et al. 2008). 

Lässt sich ein Protein trotz mehrerer dieser obengenannten Zyklen nicht erneut korrekt fal-

ten, interagiert HSP70 unter anderem mit der E3-Ligase carboxyl-terminus of Hsp70 interacting 

protein (CHIP), die wiederum in direkter Verbindung mit proteolytischen und regulatorischen 

Proteinen des Proteasoms steht und die Proteasom-vermittelte Degradierung terminal fehl-

gefalteter Peptide bewirkt (Lüders et al. 2000; McDonough und Patterson 2003; Smith et al. 

2013). 

1.2.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System 

1.2.2.1 Die Ubiquitinierung 

Ubiquitin ist ein kleines, aus 76 Aminosäuren bestehendes Protein, mit einem Molekularge-

wicht von 8,6 kDa, welches ubiquitär in eukaryotischen Zellen vorkommt (Goldstein et al. 

1975). Abzubauende Proteine werden in mehreren Schritten mit Ubiquitin markiert, das un-

ter anderem als Erkennungssignal als Substrat für das 26S-Proteasom fungiert und dort pro-

teolytisch aufgespalten wird (Hershko und Ciechanover 1998). Eine schematische Abfolge 

der Ubiquitinierung und der proteolytischen Degradierung zeigt Abbildung 4. Der Prozess 

der Ubiquitin-Konjugation an fehlgefaltete Proteine umfasst 3 Schritte, in denen E1-, E2- 

und E3-Enzyme eine entscheidende Rolle spielt. 

In einem mehrstufigen Prozess vermitteln diese E1-E3-Enzyme die Ubiquitinierung. Im fa-

kultativen Zusammenspiel mit einer E4-Ligase mit den E1-E3-Ligasen kann das Zielsubstrat 

polyubiquitiniert werden (Koegl et al. 1999). Die Länge der Ubiquitinkette und die Art der 



Einleitung 9 

 

Verknüpfung der Ubiquitine miteinander kodiert das Substrat für unterschiedliche Ziele. So 

dient eine Kette mit vier oder mehr Ubiquitin-Einheiten an der Aminosäure Lysin an Stelle 

48 (Lys48), an der Ubiquitin-Moleküle verknüpft sind, als Erkennungssignal für das 26S-

Proteasom, das das Substrat proteolytisch aufspaltet und Ubiquitin recycelt (Pickart 2001; 

Wójcik 2002). Derzeit sind zwei unterschiedliche E1-, ungefähr 30 E2- und deutlich mehr 

als 600 E3-Enzyme im menschlichen Genom identifiziert worden, wobei sich letztere durch 

Substratspezifität auszeichnen (Drews und Taegtmeyer 2014). 

 

 

Abb. 4: Zellulärer Stress als Grund für die Proteinfehlfaltung.             
Molekulare Chaperone stabilisieren und falten neu synthetisierte Proteine und spielen eine bedeu-
tende Rolle in der Neufaltung geschädigter Proteine. Terminal fehlgefaltete Proteine werden po-
lyubiquitiniert und via des UPS in kleinere Peptide degradiert (Willis und Patterson 2013). Die Ver-
wendung dieser Abbildung erfolgte mit freundlicher Genehmigung der Zeitschrift New England 
Journal of Medicine (Massachusetts Medical Society). 

Bisher wurden mindestens 9 herzspezifische Ligasen identifiziert (Willis und Patterson 2013), 

darunter die RING-finger-protein 1 und 3 (MuRF-1 und MuRF-3), die den Abbau spezifi-

scher Proteine des kontraktilen Apparats ( b-slow-MHC / MHCIIa) via des UPS vermitteln 

(Fielitz et al. 2007). MuRF-1 ist zudem mit Troponin I am kontraktilen Apparat assoziiert. 

Interessanterweise ließen sich diese Proteine sowohl nach Phenylephrin (PE) als auch ET-1-

Inkubation (ET-1) in neonatalen, ventrikulären Kardiomyozyten als kugelförmige Strukturen 

entlang der Myofibrillen nachweisen (Kedar et al. 2004). Die Autoren um Kedar et al. stellten 
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daher die Hypothese auf, dass unter Stimulation mit diesen Substanzen diese kugeligen Struk-

turen via UPS vermehrt degradiert werden. 

1.2.2.2 Aufbau und Funktion des Proteasoms 

Das Proteasom besteht aus einer heterogenen Gruppe mehrerer Proteine, die katalytische 

Untereinheiten miteinander vereinen (Gomes et al. 2006; Drews et al. 2007; Gomes et al. 

2009). Hinsichtlich des intrazellulären Proteinabbaus nimmt das Proteasom eine fundamen-

tale Stellung ein, da hierüber ein Großteil der abzubauenden Proteine endoproteolytisch auf-

gespalten werden (Rock et al. 1994). In Eukaryonten besteht das 26S-Proteasom aus einer 

20S- und ein bis zwei 19S-Untereinheiten (Finley 2009; Wehmer et al. 2017). 

Die Kernstruktur des Proteasoms nimmt der 20S-Komplex ein. Dieser besteht aus zwei 

Duplikaten von jeweils 7 α (α1 – α7) und 7 ß (b1 –b 7) Einheiten, die sich zu zwei inneren ß-

Heptamer-Ringen und zwei äußeren α-Hepatmer-Ringen zusammenlagern (Lowe et al. 1995; 

Groll et al. 1997). Dadurch ähnelt die Form der 20S-Untereinheit einem hohlen Zylinder, in 

dessen Inneren vom Zytosol abgeschirmt die regulierte Proteolyse stattfindet (Murata et al. 

2009). Als Deckel liegen mit regulatorischer Funktion auf einer oder auf beiden Seiten 19S-

Untereinheiten dem 20S-Komplex an. Mit der durch die Hydrolyse von ATP freiwerdenden 

Energie wird der α-Ring der 20S-Einheit geöffnet und die Substrate entfaltet, da der Innen-

durchmesser der ungebundenen 20S-Einheit für Proteine mit Tertiärstrukturen zu gering ist 

(Liu et al. 2006; Smith et al. 2007; Bar-Nun und Glickman 2012). Die im Inneren liegenden 

b-Untereinheiten b1, b2 und b5 besitzen jeweils eine spezifische Proteaseaktivität. So spaltet 

die ß1-Untereinheit die Peptidkette nach sauren Aminosäuren (Caspase-ähnliche Aktivität), 

die ß2-Untereinheit nach basischen Aminosäuren (Trypsin-ähnliche Aktivität) und die ß5-

Untereinheit nach hydrophoben Aminosäuren (Chymotrypsin-ähnliche Aktivität) (Wilk und 

Orlowski 1983; Orlowski und Wilk 2000). Die Substrate werden in kleine Peptide gespalten, 

wohingegen mittels 19S-assoziierten DUBs Ubiquitin recycelt wird (Wójcik 2002; Hanna et 

al. 2007). 

1.2.3 Chaperonvermittelte Autophagie 
Neben dem UPS stellt die Autophagie den zweiten wesentlichen Abbauweg von fehlgefalte-

ten Proteinen dar (Eskelinen und Saftig 2009). Die Autophagie umfasst drei Abbauwege. 

Erstens den Prozess der Makroautophagie, über den vorwiegend Zellorganellen abgebaut 

werden. Wie beim UPS werden zu degradierende Proteine durch E3-Ligasen polyubiquiti-

niert. Die Ubiquitinierung an Lys63 kodiert zum Beispiel für eine lysosomale Degradierung 
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(Welchman et al. 2005). Spezifische Proteine, wie das ubiquitinbindende Protein p62, binden 

an die K63-markierten Proteine (Kraft et al. 2010) und interagieren mit dem Protein LC3 

(Bjørkøy et al. 2005; Shvets et al. 2008), welches mit einer Doppelmembran verbunden ist. 

Durch die Interaktion zwischen p62 und LC3 werden die zu degradierenden Zellorganellen 

oder Proteine von der Doppelmembran überzogen. Diesen entstehenden Komplex nennt 

man Autophagosom. (Mizushima et al. 2002). Dieser fusioniert mit Lysosomen, die den In-

halt mittels saurer lysosomaler Hydrolasen abbauen und die Bestandteile recyceln (Noda et 

al. 2002; McLendon und Robbins 2015). Im Gegensatz dazu beruht die Mikroautophagie auf 

direkter Fusionierung zwischen abzubauenden Proteinen und Lysosomen. Im Zentrum der 

chaperonvermittelten Autophagie steht HSP70 (Chiang et al. 1989). Eine schematische Dar-

stellung der chaperonvermittelten Autophagie zeigt Abbildung 5. Die über diesen Weg ab-

zubauenden Proteine zeichnen sich durch eine spezifische Aminosäurensequenz aus, bspw. 

dem pentameren KFERQ-Motiv (Dice 1990). HSP70 erkennt dieses Motiv und bindet se-

lektiv an das Zielprotein. Der Komplex bestehend aus Substratprotein und Chaperon bindet 

an den in der lysosomalen Membran assoziierten lysosome-associated membrane protein type 2A-

Rezeptor (LAMP-2A) (Cuervo und Dice 1996).  

 

Abb. 5: Einzelne Schritte der chaperon-

vermittelten Autophagie. 
(1) Proteine werden mittels einer spezifi-

schen Aminosäurensequenz erkannt und 

binden an HSP70. (2) Der Substrat-HSP70-

Komplex interagiert mit dem zytosolisch ge-

legenen Teil des LAMP-2A-Rezeptors, (3) 

der durch Bindung einen multimeren 

Translokationskomplex ausbildet. (4) Das 

Substrat wird entfaltet und passiert die lyso-

somale Membran. (5) Im Lysosom bindet 

das entfaltete Substrat an das lys-HSP70 und 

wird proteolytisch degradiert (Cuervo und 

Wong 2014). Die Genehmigung erfolgte mit 

freundlicher Genehmigung von Cell Rese-

arch (Nature Publishing Group). 

 

Um das Substrat durch den Rezeptor zu internalisieren, muss es unter Zuhilfenahme von 

HSP70 in Verbindung mehrerer mit der lysosomalen Membran assoziierten Co-Chaperonen, 
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wie HSP40, entfaltet werden (Salvador et al. 2000). Die Bindung zwischen Substrat und 

LAMP-2A initiiert einen Konformationswechsel mehrerer LAMP-2A-Rezeptoren, die einen 

multimeren Komplex ausbilden, in dessen Inneren ein Translokationskomplex entsteht 

(Bandyopadhyay et al. 2008). Durch diesen kann das entfaltete Substrat in das Lysosom über-

führt werden. Im Inneren bindet das Substrat an das lysosomale HSP70 (Agarraberes et al. 

1997), das dessen Rücktransport ins Zytosol verhindert. Nach erfolgter Translokation des 

Substrats bilden sich wieder monomere LAMP-2A-Rezeptoren, an deren zytosolisch gelege-

ner Teil erneut ein Substrat-Chaperon-Komplex binden kann. Im Inneren von Lysosomen 

herrscht ein saurer pH (pH: 4,5 – 5,0) vor, der ein optimales Umfeld für diverse Proteasen 

bietet (Mindell 2012). Diese lysosomalen Proteasen degradieren das Substrat nach der 

Translokation rasch. (Cuervo und Wong 2014). 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit  
Das übergeordnete Ziel ist es einen neuen kardioprotektiven Kandidaten gegen toxische 

Proteinaggregate zu identifizieren. Die Studie von Mohamed et al. identifizierte 2012 Nach-

last als wichtigen Induktor für die HSPA4-Expression in humanen und murinen Kardiomy-

ozyten. Weiterführend akkumulierten in HSPA4-/--KO-Mäusen ubiquitinierte Proteine ge-

paart mit erhöhten Stresswerten wie ANP bzw. BNP. HSPA4 scheint daher eine wichtige 

Rolle in der PQC einzunehmen. 

Isolierte, ventrikuläre Kardiomyozyten sind ein etabliertes Zellkulturmodell, um mittels 

siRNA-vermittelter Herunterregulation oder adenoviraler Überexpression die Rolle spezifi-

scher Proteine zu untersuchen (Peter et al. 2016). Kardiomyozyten können mit PE oder ET-

1 stimuliert werden, um eine pathologische Hypertrophie zu induzieren (Yamazaki et al. 

1996; Zobel et al. 2002). 

 

In dieser Doktorarbeit sollen daher folgende Fragestellungen unter Verwendung ventrikulä-

rer Kardiomyozyten neonataler Ratten (NRCM) geklärt werden: 

 

Etablierung eines Zellkulturmodells mit isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten neonataler 

Ratten. Sind PE und ET-1 geeignete Stimulanzien um in NRCM eine kompensatorische 

HSPA4-Hochregulation zu erzielen? Die HSPA4-Expression wird mittels Western Blot und 

rt-PCR evaluiert. 

 

Wie wirkt sich die Überexpression von HSPA4 auf die Menge ubiquitinierter Proteine unter 

Stimulation mit PE oder ET-1 im Western Blot aus? HSPA4 soll mittels adenoviraler Trans-

duktion in ventrikulären Kardiomyozyten neonataler Ratten überexprimiert werden und mit 

PE bzw. ET-1 eine Hypertrophie induziert werden. Weiterhin soll die zelluläre Antwort auf 

die Stimulation mittels der Marker für hypetrophierende Kardiomyozyten ANP und BNP in 

der rt-PCR gemessen werden. 

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie wird die Zellgrößen-Zunahme unter Stimulation be-

trachtet. Durch die Messung der Fluoreszenzintensität soll ein Rückschluss auf die Gesamt-

proteinsynthese in den Kardiomyozyten gezogen werden. Verhindert eine HSPA4-

Überexpression die PE- oder ET-1-induzierte Hypertrophie? 
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Mohamed et al. nutzten eine globale HSPA4—/—-KO-Maus. Um die kardiomyozytenspezifi-

sche Herunterregulation von HSPA4 zu charakterisieren, wird mit einer siRNA-vermittelten 

Transfektion eine Herunterregulation von HSPA4 in Kardiomyozyten erzielt und diese 

ebenfalls mit PE bzw. ET-1 stimuliert. Welchen Einfluss hat die HSPA4-Herunterregulation 

auf die Akkumulation ubiquitinierter Proteine? Welchen Einfluss hat die Herunterregulation 

von HSPA4 auf die PE oder ET-1-induzierte Hypertrophie-Entwicklung? Wie verändern 

sich die Hypertrophie-Marker ANP und BNP unter Herunterregulation von HSPA4 und 

Stimulation mit PE oder ET-1?
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2. Material & Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

                        

Chemikalien            Hersteller        

1,4-Dithiothreitol          Carl Roth, Karlsruhe 

2-Mercaptoethanol          Sigma-Aldrich, München 

5-Bromo-2′-deoxyuridine (BrdU)      Sigma-Aldrich, München 

5x iScript reaction mix         Bio Rad Laboratories, München 

Acrylamide solution riphorese gel 30     Carl Roth, Karlsruhe 

Aldrich Tetramethylethylenediamine (TEMED)  Merck, Darmstadt 

Ammoniumpersulfat (APS)       Sigma-Aldrich, München 

Aqua i.a.            B.Braun, Melsungen 

DAPI Mountain          Vectorlabs, Burlingame 

Dinatriumhydrogenphosphat       Carl Roth, Karlsruhe 

DMEM GlutaMAX 1 g/L Glucose, pyruvate   ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

DMEM GlutaMAX 4.5 g/L Glucose     ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

DMEM GlutaMAX 1 g/L Glucose     Biochrom, Berlin 

Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlösung (DPBS) Invitrogen, Carlsbad 

EDTA-Proteaseinhibitor        Roche, Mannheim 

Endothelin-1 (ET-1)         Enzo LifeScience, Farmingdale 

Ethanol, (70%)           Carl Roth, Karlsruhe 

Fetales Kälberserum (FCS)       ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

PBS             ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Penicillin/Streptomycin        ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Phenolrotlösung          Sigma-Aldrich, München 

Glucose, wasserfrei         Merck Milipore, Burlington 

Glycin             Carl Roth, Karlsruhe 

Ziegenserum           ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

HEPES            Sigma-Aldrich, München  
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Natriumchlorid          Carl Roth, Karlsruhe 

HSPA4-siRNA           Origene, Maryland 

iQ SYBR Green Supermix        Bio Rad Laboratories, München 

Kaliumchlorid           Carl Roth, Karlsruhe 

Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent   ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Magermilchpulver          Carl Roth, Karlsruhe 

Magnesiumsulfat          Carl Roth, Karlsruhe 

Natronlauge            Merck, Darmstadt 

NuPage LDS Sample Buffer       Invitrogen, Carlsbad 

NuPage MOPS SAS Running Buffer (20x)   Invitrogen, Carlsbad 

OptiMem serumreduced Medium      ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Paraformaldehyd          ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Phenylephrin (PE)         Sigma-Aldrich, München 

Phosphataseinhibitor         Roche, Mannheim 

Ponceau-S-Lösung          Sigma-Aldrich, München 

Precision Plus Blue (250-10 kDA) All Blue Standards Bio Rad Laboratories, München 

Radioimmunoprecipitation Lysis Buffer (RIPA)  Merck Milipore, Burlington 

Rat Tail No.1 - Kollagen        Corning, Corning 

Rhodamine Phalloidin         ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Salzsäure (HCl)          Merck, Darmstadt 

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)    Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100           Merck, Darmstadt 

Tween 20            Carl Roth, Karlsruhe 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

                        

Vebrauchsmaterial         Hersteller        

96-Well PCR-Platten, klar        Sarstedt, Nümbrecht 

Auslaufpipette           Ratiolab, Dreieich 

Falcon (15 mL & 50 mL)        BioswissTec, Schaffhausen 

Filterpapier           Bio Rad Laboratories, München 

Nitrocellulosemembran        Bio Rad Laboratories, München 

Objektträger und Deckgläser       ThermoFisher Scientific, Carlsbad 

Pipettenspitzen          Sarstedt, Nümbrecht 

Reaktionsgefäße          Eppendorf, Hamburg 

Sterilfilter            Merck-Milipore, Burlington 

Zellkulturplatten          Greiner Cellstar, Kremsmünster 

Zellschaber           Sarstedt, Nümbrecht    

                        

2.1.3 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme 

                        

Reaktionssystem          Hersteller        

BCA Protein Assay Kit  Pierce Biotech., Rockford 

iScript cDNA synthesis Kit   Bio Rad Laboratories, München 

Luminata™ Western HRP Substrate   Merck-Milipore, Burlington 

Neonatal Heart Dissociation Kit, mouse and rat  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

RNeasy MiniKit  Quiagen Hilden 
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2.1.4 Lösungen, Medien & Puffer 

2.1.4.1 Lösungen für die Zellisolation 

                        

Lösung            Zusammensetzung     

CBFHH (Stammlösung)        NaCl 200 g/L; 3,42 M 

KCl 40 g/L; 0,54 M 

MgSO4xH2O 20 g/L; 0,081 M 

KH2PO4 6 g/L; 0,044 M 

Na2HPO4x2H2O 5,97 g/L; 0,034 M 

Glucose wasserfrei 100 g/L; 0,56 M 

HEPES 47,66 g/L; 0,2 M 

CBFHH (Gebrauchslösung)       405 mL H2O steril, (aqua a.i.) 

20 mL NaCl Stammlösung  

5 mL KCl Stammlösung  

5 mL MgSO4xH2O Stammlösung  

5 mL KH2PO4 Stammlösung  

5 mL Na2HPO4x2H2O Stammlösung 

5 mL Glucose Stammlösung 

50 mL HEPES Stammlösung 

Percoll Stock           40,5 mL Percoll Solution 

              4,5 mL 10x PBS 

Percoll-Gradient Top         9 mL Percoll Stock 

              11 mL 1xPBS 

              100 µL Phenolrot 

Percoll-Gradient Bottom        13 mL Percoll Stock 

              7 mL 1xPBS     
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2.1.4.2 Medien für die Zellkultur 

                        

Medium            Zusammensetzung     

NKM-Medium           DMEM GlutaMAX 1 g/L Glucose  

10% (v/v) FCS (hitzeinaktiviert) 

1% (v/v) 100x Pen/Strep 

NRCM-Medium ohne FCS       DMEM F0415 

              1% (v/v) 100x Pen/Strep 

              1% (v/v) BRDU 

NRCM-Medium mit FCS        DMEM F0415 

10% (v/v) FCS (hitzeinaktiviert) 

              1% (v/v) 100x Pen/Strep  

              1% (v/v) BRDU 

NRCM-Medium für siRNA       DMEM F0415 

2% (v/v) FCS (hitze-inaktiviert) 

              1% (v/v) BRDU 

NRCF-Medium ohne FCS        DMEM GlutaMAX 1 g/L glucose 

              1% (v/v) 100x Pen/Strep  

NRCF- Medium mit FCS        DMEM GlutaMAX 1 g/L glucose 

  10% (v/v) FCS (hitze-inaktiviert) 

              1% (v/v) 100x Pen/Strep 
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2.1.4.3 Puffer für die SDS-Gelelktrophorese und Western-Blot-Analyse 

                        

Lösung            Zusammensetzung 

Lysepuffer für Zellen (RIPA)       1 mL RIPA lysis buffer 

              1 Tablette EDTA Proteaseinhibitor 

              1 Tablette PhosphoStop 

              9 mL ad ddH2O 

10x TBS (2 ℓ)           24,4 g/L TRIS 

              19,24 g/L NaCl 

              pH 7,5 (HCl) 

              ad ddH2O 

1x TBS-Tween Puffer         1 Anteil 10xTBS 

9 Anteile ddH2O 

              0,1% (v/v) Tween 

1x SDS-Page-Laufpuffer        15,1 g/L TRIS 

 72 g/L Glycin  

 10 g SDS  

 pH 8,3 (NaOH) 

5x Transferpuffer          19,7 g/L TRIS 

              72 g/L Glycin 

              pH 8,3 (NaOH) 

1x Transferpuffer          1 Teil 5x Transferpuffer 

              1 Teil Methanol 

              3 Teile ddH2O 

5% Magermilch          5% (w/v) Magermilchpulver 

              ad TBS-Tween  

1% Magermilch          1% (w/v) Magermilchpulver 

              ad TBS-Tween  
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2.1.5 Tiere 

                        

Tier           Bezugsquelle         

Wistar-Kyoto Ratten P0-P3     Zentrale Tierexperimentelle Einrichtung, a 

            Universitätsmedizin Göttingen    

                        

2.1.6 Adenoviren 

                        

Adenovirus       Physikalische Aktivität    

Ad-HSPA4       nicht bestimmt 

Ad-EGFP       3,10E+10 PFU/mL 

                        

2.1.7 Antikörper 

2.1.7.1 Primärantikörper 

                        

Antikörper    Verdünnung   Hersteller   

Anti-Sarcomeric α-Actinin (ab18061)  IF: 1:500    Abcam, Cambridge UK 

Monoklonaler AK, Maus  

Anti-Ubiquitin (P4D1)    WB: 1:1000   Santa Cruz, Dallas 

Monoklonaler AK, Maus  

HSPA4  (Apg-2) (A-7)      WB: 1:2000   Santa Cruz, Dallas 

Monoklonaler AK, Maus  

LC3 (#2775)    WB: 1:1000   Cell Signalling, Danvers 

polyklonaler AK, Kaninchen  

GAPDH (AB2302)    WB: 1:10000   Merck Milipore,  

Polyklonaler AK, Maus           Burlington 

Calsequestrin (PA1-913)    WB: 1:4000   ThermoFisher Scientific,  

Polyklonaler AK, Kaninchen          Waltham 
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2.1.7.2 Sekundärantikörper 

                        

Antikörper      Verdünnung    Hersteller      
Anti-mouse IgG Horseradish  WB: 1:10000   GE Healthcare, Chicago 

peroxidase-linked whole  

Antibody (from donkey) 

Anti-mouse IgG Horseradish  WB: 1:10000   GE Healthcare, Chicago 

peroxidase-linked whole  

Antibody (from donkey) 

Alexa Fluor 488     IF: 1:500    ThermoFisher Scientific, 

               Waltham 

                        

2.1.8 Software 

                        

Software       Hersteller      Verwendung    

Adobe Illustrator 2015    Adobe Systems, San Jose  Abbildungen 

Axiovision SE 64 4.9    Zeiss, Oberkochen    Fluoreszenzmikroskopie 

GraphPad Prism (Version7)  GraphPad Software Inc,  Statistische Auswertung 

ImageJ (Version1.51f)      -      Zellgrößenauswertung 

ImageLab       bio-rad, Hercules    Densitometrie 

Xcellence pro      Olympus, Shinjuku    Lebendzell-Mikroskopie 

Zotero (Version 5.0.12)   Roy Rosenzweig Center  Literaturverwaltung 
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2.1.9 Geräte 

                        

Gerät             Hersteller        

-20°C Comfort Gefrierschränke      Liebherr, Bulle 

-80°C Ultra-low Gefrierschränke      Sanyo, Osaka 

Autoklav 5075ELV         Tuttnauer, Breda 

Axiocam 105 Color         Carl Zeiss, Oberkochen 

Axiovert 200 Mikroskop        Carl Zeiss, Oberkochen 

Casy Cell Counter          Roche, Mannheim 

ChemiDoc XRS+ System        Bio Rad Laboratories, München 

gentleMACS           Miltenyi Biotec , Bergisch Gladbach 

Heizblock HLC          Dibatis, Aesch 

Inkubator C200          Labotect, Göttingen-Rosdorf 

Inkubator MIR-162         Sanyo, Osaka 

Laborwaagen           Precisa, Dietikon 

Mikroskop CM 10 T         Olympus, Shinjuku 

Nanodrop 2000c          ThermoFisher Scientific,Waltham 

Power PAC Hd           Bio Rad Laboratories, München 

T100 Thermal Cycler         Bio Rad Laboratories, München 

Transferkammer           Bio Rad Laboratories, München  

VortexGenie 2           Scientific Industries, Bohemia 

XCell SureLock Mini-Cell        ThermoFisher Scientific,Waltham 

Zentrifuge 5804R          Eppendorf , Hamburg 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Isolation ventrikulärer Kardiomyozyten aus neonatalen Ratten 

Als Grundlage für Experimente in dieser Dissertation wurden isolierte, ventrikuläre Kardio-

myozyten neonataler Ratten (NRCM) verwendet, deren Isolation und Kultivierung in der 

Arbeitsgruppe von Frau Prof. Lutz (Arbeitsgruppenleiterin, Pharmakologie und Toxikologie, 

Universitätsmedizin Göttingen) etabliert ist. Für die Isolation von ventrikulären -Kardiomy-

ozyten aus neonatalen Ratten wurde das Neonatal Heart Dissociation Kit angewendet. 

Die Tiere wurden gemäß den Bestimmungen des Landesamtes für Verbraucherschutz und 

Lebensmittelsicherheit (LAVES) in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) 

gehalten und eine Tötungsanzeige lag vor (Tötungsanzeige: AZ10-13; Projektleiterin: Prof. 

Dr. Susanne Lutz). Jegliche Oberflächen wurden mit Ethanol (70%) desinfiziert und alle 

weiteren Schritte wurden auf Eis ausgeführt. Neonatale Ratten wurden durch Dekapitation 

getötet. Nach Öffnung des Thorax mittels eines Längsschnitts wurde das Herz mitsamt den 

anhängenden Gefäßen frei präpariert, extrahiert und in eine 10-cm-Zellkulturschale über-

führt, welche 4°C kalten CBFHH-Puffer mit 1% Pen/Strep enthielt. Die nachfolgenden 

Schritte wurden unter einer sterilen Arbeitsbank im S2-Labor durchgeführt. Nach zweimali-

gem Waschen der Herzen mit CBFHH und dem Entfernen von Vorhöfen und Gefäßen 

wurden die Ventrikel in kleine Stücke von annähernd 1 mm3 geschnitten. Enzymmix 1 und 

2 des Neonatal Heart Dissociation Kit wurden, wie in Tabelle 1 gezeigt, vorbereitet. 

Tab. 1: Vorbereitung von Enzymmix 1 und 2 für die Isolierung von 40 neonatalen Rattenkardiomy-
ozyten 

 Enzymmix 1 Enzymmix 2 

Anzahl von neonatalen 

Ratten 

Enzym P Puffer X Puffer Y Enzym A Enzym D 

40 125 µL 4600 µL 50 µL 25 µL 200 µL 

 

Enzymmix 1 wurde bei 37°C 5 min vorgewärmt und zu Enzymmix 2 hinzugegeben und 

durch mehrmaliges Pipettieren gemischt. Die Ventrikel wurden in ein gentleMACS-C-Tube 

überführt und 5 mL des Enzymmixes hinzugefügt. Das C-Tube wurde invertiert und das 

Gewebe für 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das C-Tube mit dem gentle- 

MACS Dissociator konnektiert und die Ventrikel mechanisch weiterzerkleinert (Programm: 
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h_tumor_03.01). Der Inkubationsschritt und die mechanische Zerkleinerung wurden jeweils 

viermal wiederholt. Danach wurde die Enzymaktivität durch Zugabe von 7,5-mL 4°C-kaltem 

NKM-Medium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde hiernach auf ein Stahlsieb (250 µM 

Poren) pipettiert, gesiebt und darauffolgend auf insgesamt 30 mL NKM-Medium verdünnt. 

Die verdünnte Suspension wurde bei 1200 rpm für zehn Minuten zentrifugiert, das überste-

hende Medium abgesaugt und das Zellpellet in 10 mL PBS mit 1%Pen/Strep resuspendiert. 

2.2.1.2 Auftrennung der Zellen mittels Percoll-Gradient 

Die Percoll-Dichte-Zentrifugation ist eine etablierte Methode, um eine Auftrennung zwi-

schen unterschiedlich schweren Zelltypen (Kardiomyozyten, Fibroblasten, Erythrozyten) zu 

erzielen. Durch vorsichtige Schichtung mehrerer unterschiedlich dichter Lösungen in einem 

Falcon werden an den Grenzen dieser Lösungen durch einen Zentrifugationsschritt Zellen 

wie Kardiomyozyten, Fibroblasten und Erythrozyten voneinander getrennt und isoliert. 

Top- und Bottom-Percoll-Lösung wurde, wie in Tabelle 2 dargestellt, vorbereitet. 

Tab. 2: Vorbereitung von Top- & Bottom-Percoll Stock 

Top-Percoll Stock Bottom-Percoll Stock 

Percoll Stock 1x PBS Phenolrot Percoll Stock 1x PBS 

9 mL 11 mL 100 µL 13 mL 7 mL 

 

In vier 15 mL Falcons wurden zuerst 4 mL der Top-Percoll-Lösung pipettiert und dann 

durch sehr langsames Pipettieren 3 mL der Bottom-Percoll-Lösung am Boden des Falcons 

unterschichtet. Pro Falcon wurden 2 mL der Zellsuspension aus 2.2.1.1 vorsichtig auf den 

Top-Stock pipettiert und die Falcons bei 1200 rpm 30 Minuten bei 20°C mit ausgeschalteten 

Bremsen zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge: 5804R, Rotor: A4-44). Kardiomyozyten wur-

den so von Nicht-Myozyten wie Fibroblasten bzw. Erythrozyten getrennt und befanden sich 

nach dem Zentrifugationsschritt in der mittleren Bande zwischen Top- und Bottom-Lösung 

(Abbildung 6). Die Zelldispersionsschicht sowie die Top-Lösung wurden bis auf einen Zen-

timeter über der Kardiomyozyten-Bande abgesaugt. Die Kardiomyozyten wurden mit einer 

weiten Pipette aufgenommen und in vorgewärmtem NRCM-Medium ohne FCS resuspen-

diert. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt von fünf Minuten bei 1200 rpm 20°C. 

Das überstehende Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet in NRCM-Medium mit 10% 

FCS resuspendiert. Die Zellzahl und Vitalität der isolierten Kardiomyozyten in der Lösung 

wurde mittels eines Casy Cell Counter bestimmt. 
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Abb. 6: Percoll-Gradient vor und nach der 
Zentrifugation. Das Bild zeigt auf der linken 
Seite die Schichtung der Lösungen vor der 
Zentrifugation und auf der rechten Seite die 
Auftrennung in die einzelnen Banden nach 
dem Zentrifugationsschritt. 

Das Messprinzip des Casy Cell Counter 

beruht auf der elektrischen Erfassung von 

Zellen, welche eine Messpore durchwan-

dern. Vitale Zellen schließen hier den 

Stromfluss und erzeugen ein Signal. Tote 

Zellen hingegen besitzen keine intakte Zellemembran mehr und schließen den Stromkreis 

nicht. Diese werden lediglich mit dem Volumen ihres Zellkerns registriert. 12-Well-Platten 

wurden mit einer 1%igen Kollagenlösung für zehn Minuten beschichtet, die Kollagenlösung 

danach abgesaugt und pro Well wurden 200.000 isolierte, ventrikuläre Kardiomyozyten ne-

onataler Ratten in 10%-FCS-haltigem NRCM-Medium ausplattiert und kultiviert. 

2.2.1.3 Kultivierung ventrikulärer Kardiomyozyten aus neonatalen Ratten 

Die Kultivierung der Kardiomyozyten erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

mit 1 g/L Glucose und 3,7 g/L Natriumhydrogencarbonat. Zudem wurden noch die Anti-

biotika Penicillin (10.000 U/mL) und Streptomycin (10.000 µg/mL) und 10% fetales Käl-

berserum hinzugefügt. Um ein Überwachsen durch Nicht-Kardiomyozyten, wie Fibroblas-

ten, zu verhindern, wurde Bromdesoxyuridin (BrdU), ein chemisches Analogon des Nukle-

osids Thymidin, hinzugegeben. Die Zellen wurden nach der Isolation für 24 Stunden in 10%-

FCS-haltigem NRCM-Medium bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Hierauf wurden die Zellen 

mit vorgewärmtem 1x DPBS zweifach gewaschen und das NRCM-Medium mit 10%-FCS 

erneuert. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte ein wiederholter Spülvorgang mit vorgewärm-

tem 1xDPBS, um tote und nicht adhärente Zellen zu entfernen. Die Kardiomyozyten wur-

den auf NRCM-Medium ohne FCS umgestellt.  

2.2.1.4 Adenovirale Transduktion in isolierten Rattenkardiomyozyten 

Um in isolierten Kardiomyozyten eine gesteigerte Expression von HSPA4 zu erwirken, 

wurde ein HSPA4-Adenovirus zum Transfer der HSPA4-DNA in die Zelle unter Kontrolle 

eines konstitutiv-aktiven Cytomegalie-Virus-Promotors (CMV-Promotor) genutzt (Ad-

HSPA4). Um die adenovirale Transduktionseffizienz bewerten zu können, kodiert der Ad-



Material & Methoden 27 

 

HSPA4 zusätzlich für das enhanced green fluorescent protein (EGFP) als Reportergen. Diese un-

terliegt einem eigenen ebenfalls konstitutiv-aktiven CMV-Promotor. Das Ad-HSPA4 wurde 

von Frau Prof. Lutz (Pharmakologie; Universitätsmedizin Göttingen) repliziert, aufgereinigt 

und freundlicherweise für die Experimente zur Verfügung gestellt.  

Abb.7: Darstellung des 
HSPA4-Adenovirus-DNA-

Konstrukts. Die HSPA4-DNA 
wird durch einen CMV-Promotor 
reguliert. Als Reportergen mit ei-
genem CMV-Promotor-Kontrolle 
kodiert das Virus ebenfalls für 
EGFP als Fluoreszenzmarker 
(Mohamed et al. 2012). 

 

 

 

2.2.1.5 siRNA-vermittelte Herunterregulation in isolierten Rattenkardiomyozyten 

Um die Auswirkung der Stimulation mit PE oder ET-1 auf ventrikuläre Kardiomyozyten zu 

untersuchen, in denen HSPA4 herunterreguliert ist, wurde eine spezifische HSPA4-siRNA 

(small interfering RNA) genutzt. Die HSPA4-siRNA bestand aus 27 Basenpaaren, die nicht für 

ein Protein kodieren, sondern sich komplementär an die HSPA4-mRNA anlagert und so die 

Translation der mRNA in das HSPA4-Protein unterbindet. Zur Transfektion der siRNA in 

die Kardiomyozyten wurde das Lipofectamin-Transfektionsreagenz verwendet. Dieses kati-

onische Lipid besteht aus einem positiv geladenen Ende und ist mit ein oder zwei Kohlen-

wasserstoffketten verbunden. Die positiv geladenen Köpfe interagieren mit den negativ ge-

ladenen Phosphatgruppen der siRNA. Die positive Oberfläche der sich bildenen Liposomen 

vermittelt die Fusion des Liposom-siRNA-Komplexes mit der negativ geladenen Zellmemb-

ran. Die Lösungen wurden, wie in Tabelle 3 dargestellt, vorbereitet. Beide Lösungen wurden 

miteinander gemischt, vorsichtig geschüttelt und inkubierten 15 Minuten bei Raumtempera-

tur. Die Kardiomyozyten wurden zweimalig mit vorgewärmtem PBS gespült und in antibio-

tikafreies NRCM-Medium mit 2% FCS überführt. Die Lösung wurde auf die Kardiomyozy-

ten pipettiert und die Zellen für 24 Stunden inkubiert. 
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Tab. 3: Vorbereiten der Transfektionslösungen für siRNA-Transfektion von NRCM 

 

 

 

Lösung 1 Lösung 2 

siRNA  

(12 pM) 

Opti-Mem Lipofectamine 

RNAiMAX 

Opti-Mem 

Pro 

Well 

 

1 µL 

 

100 µL 

 

2 µL 

 

100 µL 

 

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.2.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung 

Isolierte, ventrikuläre Kardiomyozyten wurden nach jeweiliger Inkubation mit den Stimulan-

zien zweimalig mit vorgewärmtem DPBS gespült. Danach wurden die Zellen in eiskaltem 

RIPA-Puffer, zu welchem ein Protease- und Phosphataseinhibitor gegeben wurde, lysiert. 

Mittels eines Zellschabers wurden die Zellen vollständig von den Platten gelöst und jeweils 

in ein Tube auf Eis pipettiert. Zur Quantifizierung der Proteinmenge wurde das Pierce Protein 

Assay Kit gemäß den Herstellerangaben genutzt. 

Die zugrundeliegende Biuret-Reaktion reduziert Cu2+ zu Cu1+ durch Bindung von Cu2+ an 

Proteine in alkalischem Medium, woraufhin der Kupfer-Proteinkomplex mit Bicinchonin-

säure (BCA) bindet und sich ein violetter Farbkomplex bildet. Dieser Farbkomplex besitzt 

ein Absorptionsmaximum bei 562 nm. Je größer die Proteinmenge in der Probe war, desto 

stärker fiel der Farbumschlag der Reaktion aus. 

Es wurden 200 µL von Puffer A und 4 µL von Puffer B mit 10 µL Proteinlösung versetzt. 

Es folgte ein Inkubationsschritt von 30 min bei 37°C.  

Mittels eines Nanodrop-2000c-Spektralphotometers wurde bei zwei Wellenlängen (562 nm; 

normalisiert bei 750 nm) die Absorption der jeweiligen Proben gemessen, welche mit der 

Höhe der Proteinmenge der Probe korrelierte. Die Lagerung der in RIPA-Puffer gelösten 

Proteine erfolgte bei -80°C. 

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in einem Gel anhand ih-

res Molekulargewichts in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Hierbei fungiert SDS als an-

ionisches Tensid, das die Oberfläche von Proteinen besetzt. Daher korreliert die Menge an 

gebundenem SDS indirekt über die Ladung mit der Molekülgröße der Proteine. 
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Für die Elektrophorese wurden 10%-Gele verwendet, welche, wie in Tabelle 4 dargestellt, 

hergestellt wurden: 

 

Tab. 4: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die SDS-Page-Gelelektrophorese 

 Trenngel Sammelgel 

Polyacrylamid 6,58 mL 830 µL 

ddH2O 8,20 mL 2,86 mL 

TRIS/SDS pH 8,8 /pH 6,8 5,00 mL 1,25 mL 

APS 10% (w/v) 200 µL 50 µL 

TEMED 20 µL 10 µL 

 20 mL 5 mL 

 

Das in RIPA-Puffer gelöste Zelllysat wurde mit einem NuPage-LDS-Sample-Puffer und 5% 

1,4-Dithiothreitol (DTT) versetzt. 1,4-DTT sorgt durch Reduktion von Protein-Disulfidbrü-

cken für deren Spaltung. Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden die Proben fünf Mi-

nuten bei 95°C denaturiert, um Sekundär- und Tertiärstrukturen aufzubrechen. Für weitere 

fünf Minuten wurden die Proben auf Eis gelagert und zentrifugiert. Um die Größe der Pro-

teine bestimmen zu können, wurde in einer Tasche ein Proteinmarker (250-10 kDA) aufge-

tragen. Die Kammer wurde mit einem SDS-Laufpuffer aufgefüllt und die Elektrophorese bei 

einer Stromstärke von konstant 0,05 A für 1:15 h bis 1:30 h durchgeführt. 

2.2.2.3 Western Blot 

Nach der Gelelektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proteine mittels Wet Blot auf 

eine Nitrocellulosemembran übertragen. Das im Transferpuffer enthaltene Methanol akti-

viert die Nitrocellulosemembran und führt mithilfe des an Proteinen gebundenen SDS zu 

einem effizienteren Transfer. Zu diesem Zweck wurde die Nitrocellulosemembran mit dem 

Gel zwischen zwei Filterpapiere in eine Halterung einer Blotkammer eingespannt. Die Kam-

mer wurde mit Transferpuffer aufgefüllt, und bei einer konstanten Stromstärke von 0,5 A 

ließen sich innerhalb von 120 Minuten die Proteine elektrophoretisch auf die Nitrocellulo-

semembran übertragen. Durch das Anlegen der Spannung wandern die Proteine in Richtung 

der Anode und werden so auf die Membran transferiert. Um unspezifische Bindungsstellen 

auf der Membran zu blockieren, wurde in einem Folgeschritt die Membran eine Stunde in 

5% Milchpulver, gelöst in TBS-Tween, inkubiert. Membranen, welche mit dem Anti-
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Ubiquitin-Antikörper inkubiert wurden, wurden vor dem Blockiervorgang 15 min eingebet-

tet zwischen zwei Filterpapieren in destilliertem Wasser bei 100°C gekocht, gefolgt von einer 

15-minütigen Abkühlungsphase auf Eis. Im Anschluss wurde der primäre Antikörper in 1% 

Magermilch, gelöst in TBS-Tween, verdünnt und die Membran darin über Nacht bei 4°C 

und mit leichter Bewegung inkubiert. Pro Membran wurden zwischen 2-4 mL Lösung ver-

wendet. Am Folgetag wurde nach zweistündiger Inkubation bei Raumtemperatur der über-

schüssige Antikörper durch einen dreimaligen Waschvorgang von je zehn Minuten mit TBS-

Tween entfernt. Die sekundären Antikörper, die an das Enzym horseradish peroxidase (HRP) 

gekoppelt waren, wurden in 1% Magermilch in TBS-Tween verdünnt und die Membran da-

mit zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. In drei weiteren Waschvorgängen von je 

zehn Minuten mit TBS-Tween wurde der sekundäre Antikörper entfernt. Zur Detektion der 

Proteinmenge wurde die Membran mit dem Luminata™ Western HRP Substrates für fünf Mi-

nuten inkubiert. Die Peroxidase führt zur Oxidation der Reagenzien, und löst dadurch eine 

Chemilumineszenz aus. Die Detektion der Chemilumineszenz der Banden erfolgte mittels 

ChemiDoc XRS+ System. Die densitometrische Messung der einzelnen Banden erfolgte mit 

dem Programm ImageLab. 

2.2.3  Bestimmung der Genexpression mittel qPCR 

2.2.3.1 RNA-Extraktion 

Für die RNA-Extraktion wurde das RNeasy MiniKit der Firma Qiagen genutzt. Für die RNA-

Isolation wurden jeweils die transfizierten bzw. transduzierten Zellen für die definierte Zeit 

inkubiert. Hiernach wurden sie einmalig mit kaltem PBS gewaschen und durch Zugabe von 

343 µL RLT-Puffer, welcher mit 7 µL 1,4-DTT (1 M) versetzt wurde, lysiert. Mithilfe eines 

Zellschabers wurden sämtliche Zellen von den Platten gelöst. Das Zellgemisch wurde in ein 

Reaktionsgefäß überführt und direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren. Das RNeasy Mini Kit 

vereint zwei Prinzipien der RNA-Isolation. Einerseits die selektive Bindungsfähigkeit von 

RNA an einer Silicamembran und andererseits die Mircospintechnologie. Pro Tube wurden 

350 µL 70%iger Ethanol hinzugefügt und das Lysat durch mehrmaliges Pipettieren gemischt. 

Das Gemisch wurde in ein Ready Mini Spine Column Tube, welches mit einem 2-mL-Sammel-

reaktionsgefäß verbunden war, überführt. Das Gemisch wurde für 15 s bei ³ 8000 U/min 

zentrifugiert. Durch diesen Schritt wurde die RNA an die Membran gebunden. Die durch-

getretene Flüssigkeit wurde verworfen. In einem weiteren Schritt wurden 700 µL RW1-

Puffer auf die Membran pipettiert und 15 s bei ³ 8000 U/min zentrifugiert. Erneut wurde 
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der Durchfluss verworfen und auf die Membran 500 µL des Waschpuffers RPE pipettiert. 

Abermals wurde 15 s bei ³ 8000 U/min zentrifugiert. Nach weiteren 500 µL RPE-Puffer auf 

die Membran wurde die Membran für zwei Minuten bei ³ 8000 U/min zentrifugiert. Um die 

an die Membran gebundene, isolierte RNA zu eluieren, wurden auf die Membran 30 µL 

RNAse-freies Wasser pipettiert und eine Minute bei ³ 8000 U/min zentrifugiert. Um sämt-

liche RNA aus der Membran zu lösen, wurde der Durchfluss des vorherigen Schritts erneut 

auf die Membran pipettiert und 1 min bei ³ 8000 U/min zentrifugiert. 

Die Messung der RNA-Konzentration der Proben erfolgt mit dem Nanodrop-2000c-Spekt-

ralphotometer. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C. 

2.2.3.2  cDNA-Synthese 

Mit der cDNA-Synthese wird aus der extrahierten RNA (siehe 2.2.3.1) mittels des Enzyms 

reverse Transkriptase, einer rekombinanten RNA-abhängigen DNA-Polymerase, ihre kom-

plementäre DNA synthetisiert. Oligo(dT)15-Primer, welche aus ca. 15 Thymidin-Nukleotiden 

bestehen, lagern sich an die 3‘-Enden der Poly(A)+-mRNA und bedingen so die spezifische 

cDNA-Synthese. Es wurden 150 ng RNA mit 4 µL 5x iScript reaction mix und 1 µL iScript 

reverse Transcriptase gemischt und mit Nuklease-freiem Wasser auf 20 µL verdünnt (siehe 

Tabelle 5). 

Tab. 5: Zusammensetzung der cDNA-Synthese 

cDNA-Synthese 

RNA 150 ng (µL variiert) 

5x iScript reaction mix 4 µL 

1 µL iScript reverse Transkriptase 1 µL 

Nuklease-freies H2O variiert (µL) 

 20 µL 

 

Die Reaktionsmischung enthielt neben dNTPs, Oligo-dT-Nukleotiden, auch MgCl2. Zudem 

verhinderte ein RNase-Inhibitor den unerwünschten Abbau der RNA während der Reaktion. 

Durch die fünfminütige Inkubation bei 25°C lagerten sich die Primer an. Während einer 

weiteren Inkubation von 30 Minuten bei 42°C wurde die cDNA synthetisiert. Fünfminütiges 

Erhitzen auf 85°C inaktivierte die reverse Transkriptase und stoppte die Reaktion ab. Die 

cDNA wurde bei -20°C gelagert. 

 



Material & Methoden 32 

 

Tab. 6: Reaktionsschritte der cDNA-Synthese          

Schritt Temperatur Dauer 

Anlagerung der Primer 25°C 5 min 

cDNA-Synthese 42°C 30 min 

Inaktivierung 85°C 5 min 

 

2.2.3.3 Quantitative Real-time-Polymerase-Ketten-Reaktion 

Die quantitative real-time-Polymerase-Ketten-Reaktion beruht auf dem Mechanismus der 

konventionellen PCR. Durch diese Methode können spezifische Nukleinsäureabschnitte en-

zymatisch amplifiziert werden. Die Grundlage hierfür bilden DNA-Polymerasen. Ein Zyklus 

besteht aus der Denaturierung der doppelsträngigen DNA, dem Anlagern von Primern (sog. 

Annealing) und der Elongation mithilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase (z.B. taq-Poly-

merase). Die Polymerase kann in Anwesenheit von kurzen Oligonukleotidsequenzen (sog. 

Primer) und Desoxyribonukleosidtriphosphaten am 3’-OH-Ende die gewünschten Ab-

schnitte vervielfältigen. Um die Menge der entstehenden DNA-Fragmente quantitativ zu be-

stimmen, wurde der Fluoreszenz-Marker SYBR Green 1 hinzugegeben. SYBR Green interka-

liert in doppelsträngiger DNA und fluoresziert bei Anregung mit grünem Licht der Wellen-

länge λmax = 521 nm bei Bindung mit der DNA. Die gemessenen Werte der untersuchten 

Gene wurden in Relation auf das Enzym Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 

(HPRT) normalisiert, um eventuelle Konzentrationsunterschiede, die bei der RNA-Isolation 

bzw. der cDNA-Synthese entstanden, anzugleichen. Für die Versuche wurden das iTaq Uni-

versal One-Step rt-qPCR Kit der Firma Bio-Rad verwendet. Der iQ-SYBR-Green-Supermix ent-

hielt dNTPs, die iTaq-Polymerase, MgCl2 als Stabilisator und SBYR Green. Pro Reaktion wur-

den 2 µL cDNA, 10 µL Reaktionmix und jeweils 2 µL des Forward und Reverse Primers mit 

4 µL dH2O gemäß Tabelle 8 auf 20 µL aufgefüllt.  
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Tab. 7: Zusammenstellung der verwendeten Primer 

Bezeich-

nung 

Oligonukleotidsequenz Hybridisierungs-

temperatur 

Firma 

HSPA4-

Forward 

5‘-CAGGATTTGCCCTATCCA-3‘ 57,3°C Eurofins 

Genomics 

HSPA4-

Reverse 

5‘-CTCTACTAAGGCCGCACT-3‘ 61,4°C Eurofins 

Genomics 

ANP- 

Forward 

5’-GATGGATTTCAAGAACCTGC-3’ 59,4°C Eurofins 

Genomics 

ANP- 

Reverse 

5-TTCAAGAGGGCAGATCTATC-3’ 59,4°C Eurofins 

Genomics 

BNP- 

Forward 

5- ACAATCCACGATGCAGAAGCT-3’ 58,3°C Eurofins 

Genomics 

BNP-  

Reverse 

5’- GGGCCTTGGTCCTTTGAGA-3’ 58,3°C Eurofins 

Genomics 

HPRT- 

Forward 

5‘-CTTTGCTGACCTGCTGGATT-3‘ 57,3°C Eurofins 

Genomics 

HPRT- 

Reverse 

5‘-CCCGTTGACTGGTCATTACA-3‘ 57,3°C Eurofins 

Genomics 

GAPDH- 

Forward 

5’-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3’ 60,2°C Eurofins 

Genomics 

GAPDH-  

Reverse 

5’-CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3’ 60,2°C Eurofins 

Genomics 

 

Tab. 8: Zusammensetzung der rt-PCR 

Zusammensetzung der rt-PCR 

cDNA 2 µL 

iQ SYBR Green Supermix 10 µL 

Forward Primer 2 µL 

Reverse Primer 2 µL 

Nuklease-freies H2O 4 µL 

 20 µL 
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Die pipettierte 96-well-Platte wurde mit einer Folie abgedichtet, im Cycler-iQ5-Multicolor-

Realtime-PCR-Detection-System adjustiert und das Programm gestartet. 

Tab. 9: Reaktionsschritte der rt-PCR 

 Schritt Temperatur Dauer  Zyklen 

„Hot-

Start“ 

DNA-Polymerase-

Aktivierung und DNA-

Denaturierung 

 

95°C 

 

60 s 

 

1 

PCR Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

95°C 

60°C 

72°C 

15 s 

10 s 

15 s 

 

35 

Melt Curve 

Analysis 

Denaturierung 

Annealing 

Denatuierung 

95°C 

siehe Tab. 7 

95°C 

15 s 

10 s 

15 s 

1 

72 

1 

 

2.2.4  Planimetrie ventrikulärer Kardiomyozyten 
 

2.2.4.1 HSPA4-siRNA-transfizierte, ventrikuläre Kardiomyozyten 

HSPA4-herunterregulierte Kardiomyozyten wurden mit an F-Actin hochaffin bindendes 

Phalloidin und DAPI, welches nach Bindung an Adenin-Thymin-reiche DNA blau fluores-

ziert, gefärbt.  

Isolierte, ventrikuläre Kardiomyozyten wurden nach der Inkubation mit PE und ET-1 nach 

24 Stunden zweimalig mit PBS (pH 7.4) gewaschen. Hierauf folgte die Fixierung der Zellen 

bei Raumtemperatur in 4% Paraformaldehyd (PFA)für 15 Minuten. PFA bildet kovalente 

chemische Bindungen bzw. Querverbindungen zwischen Proteinen und deren Umgebung 

und fixiert damit die Zellen. Es folgten drei weitere Waschvorgänge mit PBS, um überschüs-

siges PFA zu entfernen. Pro Deckglas wurden 5 µL Phalloidin-Methanol-Stock in 200 µL 

einer 0,2%-Triton-PBS-Lösung verdünnt und für 20 Minuten bei Raumtemperatur lichtge-

schützt inkubiert. Zur Reduktion von unspezifischen Hintergrundsignalen, wurde der Lö-

sung 1% (w/v) BSA hinzugefügt. Drei Waschvorgänge mit vorgewärmtem PBS folgten. Pro 

Deckglas wurden 200 µL DAPI-Lösungen pipettiert und die Deckgläser mit den angefärbten 

Zellen im Mikroskop Zeiss Axiovert 200 adjustiert. Durch Bestrahlung mit spezifischen Wel-

lenlängen mit der Mikroskopkamera Axiocam 105 color wurden die an den Zielstrukturen 

gebundenen fluoreszierenden Farbstoffen angeregt, so dass spezifische Wellenlängen 
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emitiert wurden. (Actin-Tetramethylrhodamin: Anregung/ Emission: 540/565 nm, DAPI: 

Anregung/Emission: 358/461nm). Dies führte zur farblichen Darstellung der Zielstruktu-

ren. Pro Bedingung wurden zufällig drei repräsentative Stellen bei 40-facher Vergrößerung 

fotografiert und hinsichtlich der Gruppenverteilung verblindet mithilfe des Programms 

ImageJ ausgewertet. Es wurden drei unabhängige Versuche durchgeführt (n=3) und dabei 

pro Bedingung und Versuch zwischen 70-120 Zellen vermessen. 

 

2.4.1.2 Adenoviral-transduzierte Kardiomyozyten 

Nach erfolgter adenoviraler Transduktion wurden nach 24 Stunden isolierte, ventrikuläre 

Kardiomyozyten neonataler Ratten für weitere 24 bzw. 48 Stunden mit PE bzw. ET-1 inku-

biert. Darauf folgte ein dreimaliger, lichtgeschützter Waschvorgang mit vorgewärmtem PBS. 

Die Fixierung der Zellen erfolgte in 4% PFA. Die Zellen wurden noch dreimal mit PBS 

gespült. Ad-HSPA4 kodierte nicht nur für das Hitzeschockprotein A4, sondern auch für 

EGFP. Da EGFP bei Bestrahlung mit blauem oder ultraviolettem Licht grün fluoresziert 

und zytosolisch lokalisiert ist, können dadurch die Zellgrenzen von Ad-HSPA4-

transduzierten Rattenkardiomyozyten abgegrenzt werden. Durch Standardisierung von äu-

ßeren Bedingungen, wie dem Ausschalten externer Lichtquellen, gleicher Einstellung der Be-

lichtungszeit, identischer Vergrößerung des Mikroskops, kann die Höhe der gemessenen Flu-

oreszenz als Maß für die EGFP-Synthese herangezogen werden. Diese wiederum korreliert 

mit der Gesamtproteinsynthese der Zelle und stellt einen Marker für den Proteinumsatz dar 

(Soboleski et al. 2005). Pro Bedingung wurden zufällig drei repräsentative Stellen fotografiert 

und mittels dem Programm ImageJ die Zellgrößen verblindet ausgemessen. Pro Bedingung 

wurden zwischen 40-70 Zellen bestimmt. Es wurden insgesamt 3 unabhängige Experimente 

durchgeführt. 

2.2.4.3 Immunzytochemische α-Aktinin-Färbung ventrikulärer Kardiomyozyten 

Mithilfe der Immunfloreszenzmikroskopie können intrazelluläre Bestandteile markiert wer-

den. Das verwendete Protokoll ist an das von Prof. Li, Farmington USA, angelehnt. 

Die mit ET-1- bzw. PE-inkubierten Zellen wurden nach der jeweiligen definierten Zeit zwei-

malig mit vorgewärmtem PBS bei Raumtemperatur gewaschen. Um die Zellen zu fixieren, 

wurden sie in 4% PFA inkubiert. Die behandelten Zellen wurden zuerst zweimalig mit PBS 

gewaschen, um dann mit 0,2% Triton-X-100, welches in PBS verdünnt war, permeabilisiert 

zu werden. Hierauf folgte ein dreimaliger Waschvorgang mit PBS bei Raumtemperatur. 

Durch eine einstündige Inkubation der Kardiomyozyten in einer 0,2% Triton-X-100-PBS-

Lösung, welcher 10% Ziegenserum zugesetzt war, wurden unspezifische Bindungsstellen 
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blockiert. Nach einem einmaligen Waschvorgang in PBS wurde der primäre Antikörper in 

einer 0.2% Triton-X-100-PBS-Lösung mit 1% Ziegenserum verdünnt und die Zellen darin 

über Nacht bei 4°C inkubiert. Als primäre Struktur wurde α -Actinin, welches als Sarkomer-

protein zum kontraktilen Apparat der Zelle gerechnet wird und an der Z-Linie lokalisiert ist, 

ausgewählt. Der zweite Tag begann mit einem dreimaligen Waschvorgang von je zehn Mi-

nuten mit 0,2% Triton-X-100-PBS. Es folgte eine zweistündige, von Lichtquellen abge-

schirmte Inkubation mit dem sekundären Antikörper in einer 0,2% TritonX-100-PBS-

Lösung, welcher 10% Ziegenserum zugesetzt war. Der sekundäre Antikörper war zusätzlich 

mit einem Fluorophor gekoppelt. Ein erneuter dreimaliger von jeweils zehn Minuten andau-

ernder, lichtgeschützter Waschvorgang erfolgte. Zur Färbung der F-Actin-Filamente inku-

bierten die Zellen mit einer Phalloidin-Lösung, welche zu vor mit 5 µL Methanol und 200 

µL Triton-0,2%-PBS-Lösung versetzt wurde. Um unspezifische Hintergrundsignale zu redu-

zieren, wurde 1% BSA zur Lösung hinzugegeben. Die Deckgläser inkubierten bei Raumtem-

peratur 20 Minuten bevor sie letztmalig dreifach mit PBS gewaschen wurden. Im letzten 

Schritt wurden 200 µL DAPI-Lösung auf die Deckgläser aufgetragen. 4’,6-Diamidino-2-phe-

nylindol reichert sich bevorzugt in Adenin-Thymin-reichen Regionen der doppelsträngigen 

DNA an und dient somit als Zellkernfärbung Die Mikroskopie erfolgte mit einem Zeiss 

Axiovert 200 Mikroskop, Lichtquelle war eine Axiocam 105 Color. Als Programm wurde 

Axiovision SE 64 4.9 genutzt.
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2.3 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte in GraphPad PRISM 7.0.  

Mit dem einseitigen student‘s t-Test wurden Werte von unabhängigen Proben auf signifikante 

Unterschiede überprüft. Als signifikanter Unterschied wurde ein Signifikanzniveau von 

p<0,05 (Symbol: *), p<0,01(Symbol: **), p<0,001 (Symbol: ***) p<0,0001 (Symbol: ****) 

betrachtet im Vergleich zur korrespondierenden basalen Gruppe. Um mehrere Gruppen auf 

signifikante Unterschiede hin zu überprüfen, wurde der One-Way-ANOVA mit Bonferroni-

Korrektur angewendet. Zur Analyse der Einwirkung von zwei Faktoren wurde die zweifak-

torielle Analyse (Two-Way-ANOVA) angewendet. Signifikante Unterschiede wurden gegen 

korrespondiere Behandlung gezeigt: p<0,05 (Symbol: #), p<0,01(Symbol: ##), p<0,001 

(Symbol: ###) p<0,0001 (Symbol: ####). Die Ergebnisse in den Graphen wurden, soweit 

nicht anderweitig angegeben, als Mittelwert ± Standardfehler (mean ± SEM) aufgetragen. 

Die Graphiken wurden in Adobe Illustrator Version 2015 erstellt. Der schriftliche Teil der 

Arbeit wurde in Mircosoft Office 2017 angefertigt. Zur Literaturverwaltung wurde das Pro-

gramm Zotero 5.0.12 genutzt. 
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3. Ergebnisse 

3.1 PE und ET-1 induzieren HSPA4-Expression in NRCM 
In vorangegangen Studien konnte gezeigt werden, dass HSPA4 in murinen Herzen als Folge 

einer Nachlasterhöhung mittels TAC-Operation und Patienten mit Aortenklappenstenose 

kompensatorisch hochreguliert wird (Mohamed et al. 2012). Um die HSPA4-Expression in 

isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten neonataler Ratten unter Stimulation mit PE und 

ET-1, die beide eine pathologische Hypertrophie in NRCM induzieren können (Peter et al. 

2016), zu evaluieren, wurden NRCM für 24 Stunden und 48 Stunden mit Phenylephrin (PE) 

und Endothelin-1 (ET-1) stimuliert. 48 Stunden nach Isolierung der Kardiomyozyten wur-

den diese auf FCS-freies Medium umgestellt. 24 Stunden später erfolgte die Stimulation mit 

10 µM PE und 50 nM ET-1. Nach weiteren 24 Stunden wurden weitere Kardiomyozyten 

mit identischen Bedingungen stimuliert. Nach insgesamt 24 bzw. 48 Stunden Inkubation 

nach Behandlung wurden die Zellen mittels 4°C-kaltem RIPA-Puffer von den Zellplatten 

abgelöst und Protein isoliert. 

 

Abb. 8: Quantitative Auswertung der HSPA4-Expression in einer rt-PCR unter Stimulation 
mit PE bzw. ET-1. (A) Auftragung der HSPA4-mRNA-Expression nach 24 h Stimulation mit 10 
µM PE bzw. 50 nM ET-1. Auf HPRT normalisiert. (n=3) (B) Der Graph zeigt die HSPA4-
Expression nach 48 h Stimulation. Auf HPRT normalisiert. (n=3) Test: One-Way-ANOVA mit Bon-
ferroni-Post-Hoc-Test. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. ****p<0.0001 gegen Basal-
Gruppe. 

Mittels der rt-PCR wurde die HSPA4-mRNA-Expression von isolierten, ventrikulären ne-

onatalen Kardiomyozyten der Ratte evaluiert, die wie oben beschrieben stimuliert und nach 

Inkubation der Stimulanzien mithilfe des RLT-Puffers isoliert wurden. Nach RNA-
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Extraktion und cDNA-Synthese zeigte die durchgeführte rt-PCR eine signifikante Hochre-

gulation der HSPA4-mRNA bei 24 Stunden unter PE von 240% und ET-1 von 270% ge-

genüber nicht stimulierten Kardiomyozyten (Abb. 8) [Kontrolle: 1 ± 0,1 vs. +PE: 2,44 ± 

0,11; (p<0,0001)] [Kontrolle: 1 ± 0,1 vs. +ET-1: 2,77 ± 0,23; (p<0,0001)]. 

Nach 48 stündiger Inkubation konnte ein Anstieg der HSPA4-mRNA in PE-behandelten 

Zellen auf insgesamt 290 % und ET-1-behandelten Zellen auf 300% beobachtet werden 

(Abb. 8) [Kontrolle: 1 ± 0,04 vs. +PE: 2,90 ± 0,18; (p<0,0001)] [Kontrolle: 1,0 ± 0,04 vs. 

+ET-1: 3,02 ± 0;23 (p<0,0001)]. 

 

Abb. 9: HSPA4-Expression unter Stimulation mit 10 µM PE und 50 nM ET-1 in NRCM.      
(A) Repräsentativer Western Blot mit je 4 unabhängigen Proben von Kardiomyozyten, die für 24 h 
mit PE bzw. ET-1 stimuliert wurden. Die Membranen inkubierten mit einem Antikörper gegen 
HSPA4 bzw. zur Ladungskontrolle Calsequestrin (CSQ). (B) Western Blot mit Proben nach 48 h 
Stimulation. (C) Densitometrische Auswertung der HSPA4-Expression nach 24 h (n=3). Auf der 
Ordinate ist das Verhältnis von HSPA4 zu CSQ aufgetragen. (D) Densitometrische Auswertung 
nach 48 h. (n=3) Test: One-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Die Fehlerbalken zeigen 
den Standardfehler. *p<0.05 ***p<0.001 gegen die Basal-Gruppe. 

Neben der rt-PCR wurde die HSPA4-Expression im Western Blot auch auf translationaler 

Proteinebene untersucht. Proben von Kardiomyozyten, die für 24 Stunden mit PE stimuliert 

wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied im Expressionsmuster [Kontrolle: 1 ± 0,1 

vs +PE: 1,27 ± 0,11; (p=0,106)], wohingegen es unter Stimulation mit ET-1 bereits nach 24 
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Stunden Inkubation zu einer signifikanten Zunahme von HSPA4 kam (Abb. 9 (A und C)) 

[Kontrolle: 1 ± 0,1 vs +ET-1: 1,34 ± 0,05; (p=0,033)]. 

In der Western-Blot-Analyse von Zellen nach 48-stündiger Stimulation zeigte sich sowohl 

unter PE als auch unter ET-1 Behandlung eine kompensatorische, signifikante Hochregula-

tion von HSPA4 um 32% bzw. 47% (Abb. 9 (B und D)) [Kontrolle: 1 ± 0,07 vs. +PE: 1,32 

± 0,08; (p=0.016)] [(Kontrolle: 1 ± 0,07 vs. +ET-1: 1,47 ± 0,06; (p=0,0002)]. 

3.2 ET-1 stimuliert nicht die HSPA4-Expression in Fibroblasten 
Eine Stimulation mit PE führte nicht nach 24 Stunden, aber nach 48 Stunden zu einer sta-

tistisch signifikanten Zunahme der Expression von HSPA4 in Kardiomyozyten der Ratte 

(Abb. 9 (A – D)). Dies warf die Frage auf, ob die kompensatorische HSPA4-Hochregulation 

kardiomyozytenspezifisch ist oder ob eine Stimulation in Fibroblasten ebenfalls die HSPA4-

Expression beeinflusst. Da Fibroblasten keinen a1-Rezeptor exprimieren (Stewart et al. 1994; 

O’Connell et al. 2001), wurden daher isolierte, ventrikuläre Fibroblasten neonataler Ratten 

(NRCF) 48 Stunden einzig mit ET-1 und nicht mit dem a-Agonisten PE stimuliert. 

 

Abb. 10: Western Blot zur Überprüfung der HSPA4-Expression in NRCM und NRCF unter 
48-stündiger Inkubation mit ET-1. (A) Densitometrische Auswertung der HSPA4-Expression in 
beiden Zelltypen. Auf der Y-Achse ist HSPA4 gegen CSQ aufgetragen. (B) Western Blot mit Anti-
körper gegen HSPA4 und CSQ. (n=2) Test: One-Way-Anova mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Die 
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. *p<0.05 gegen NRCM. 

In der Auswertung konnte keine relevante Änderung der HSPA4-Expression in neonatalen 

Rattenfibroblasten nachgewiesen werden (Abb. 10) [Kontrolle NRCF: 1 ± 0,12 vs. NRCF 

+ET-1: 1,13 ± 0,06; (p>0,99)]. Entgegen der Antwort von NRCM auf eine Stimulation mit 
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ET-1, spielt eine kompensatorische HSPA4-Hochregulation in Fibroblasten nach Inkuba-

tion mit ET-1 keine Rolle. 
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3.3 Bestimmung der optimalen Ad-HSPA4-Konzentration 
Bevor der Einfluss von HSPA4 auf die Stimulation mit PE oder ET-1 in Kardiomyozyten 

neonataler Ratten untersucht werden konnte, musste eine Viruskonzentration gefunden wer-

den, die eine optimale HSPA4-Expression bewirkte. Um eine gesteigerte HSPA4-Expression 

in isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten der Ratte zu erzielen, wurde ein Adenovirus ge-

nutzt, der im Labor von Frau Prof. Dr. Lutz aufgereinigt und freundlicherweise für diese 

Arbeit zur Verfügung gestellt wurde. Durch den adenoviralen Gentransfer wurde die 

HSPA4-DNA in die Kardiomyozyten eingeschleust und eine persistente Transduktion der 

Ziel-DNA erreicht, ohne dass diese sich in das Genom der Zelle integrierte. Da die MOI 

(multiplicity of infection) des Virus nicht vorlag, wurden zur Ermittlung der optimalen Viruskon-

zentration und daraus folgend der optimalen HSPA4-Expression NRCM nach 24 Stunden 

in serumfreiem Medium mit 1 µL, 3 µL, 10 µL und 30 µL des Virusstocks versetzt. Als Kon-

trollvirus diente ein Adenovirus mit einem CMV-Promotor, der lediglich EGFP exprimierte 

(Ad-CMV-EGFP; SigmaGen Laboratories; PFU Titer: 3.10E+10 PFU/mL). Eine optimale 

Transduktionseffizienz des Kontrollvirus wurde bei 1 µL erreicht. 24 und 48 Stunden nach 

der Virustransduktion erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle, die unter Behand-

lung mit 10 µL und 30 µL Viruslösung zytotoxische Granulate und kein EGFP-Signal zeigte. 

Daher wurden lediglich Zellen mit 1 µL und 3 µL Virus für die weitere Testung isoliert. 

Abbildung 11 zeigt ein repräsentatives fluoreszenzmikroskopisches Bild von Kardiomyozy-

ten, die mit 1 µL der Viruslösung für 24 h transduziert wurden.  

 

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Kardiomyozyten nach adenoviraler Trans-
duktion mit 1 µL des Ad-HSPA4 nach 24 Stunden. DAPI färbt den Zellkern an. Das EGFP-
Signal dient als positiver Nachweis der Virusaufnahme. 

Um die HSPA4-mRNA-Expression auf Genebene zu messen, wurden neonatale Rattenkar-

diomyozyten wie oben beschrieben behandelt, RNA isoliert und nach cDNA-Synthese eine 

rt-PCR durchgeführt. 



Ergebnisse 43 

 

In der Analyse der rt-PCR zeigte sich sowohl bei der 1-µL- als auch 3-µL-Viruslösung eine 

hochsignifikante Überexpression der mRNA-Replikate auf 781% bzw. 850% gegenüber der 

Basal-Gruppe [Kontrolle: 1 ± 0,08 vs. +1 µL-Ad-HSPA4: 7,81 ± 0,47; (p<0.0001)] 

[Kontrolle: 1 ± 0.08 vs. +3 µL-Adeno-HSPA4 8.5 ± 0,38; (p<0.0001)] (Abb. 12 (A)). 

Eine Inkubation über 48 Stunden führte ebenfalls zur Zunahme der mRNA-Replikate so-

wohl bei 1-µL- als auch bei 3-µL-Viruslösung. [Kontrolle: 1 ± 0,06 vs. 1 µL-Ad-HSPA4: 6,88 

± 0,57; (p<0.0001)] [Kontrolle: 1 ± 0,06 vs. 3 µL-Ad-HSPA4: 6,1 ± 0.4; (p<0.0001)] (Abb. 

12 (B)). 

 

Abb. 12: Quantitative Auswertung der HSPA4-Expression in einer rt-PCR nach adenoviraler 
Transduktion mit Ad-HSPA4. (A) Graphische Auftragung der HSPA4-mRNA-Expression nach 
24 h adenoviraler Transduktion mit 1 µL bzw. 3 µL Ad-HSPA4. Auf HPRT normalisiert. (n=2) (B) 
Der Graph zeigt die HSPA4-mRNA-Expression nach 48 h Transduktion. Auf HPRT normalisiert. 
(n=2) Test: One-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Die Fehlerbalken zeigen den Stan-
dardfehler. ****p<0.0001 

In der Auswertung der HSPA4-Expression auf Proteinebene zeigte sich die höchste Expres-

sion bei 1 µL-Ad-HSPA4 auf 350% [Kontrolle: 1 ± 0,05 vs. +1 µL-Ad-HSPA4: 3,55 ±0,28; 

(p< 0,0001)]. Die Behandlung mit 3 µL-Viruslösung führte zu einer Überexpression auf fast 

200% [Kontrolle: 1±0,05 vs. +3 µL-Ad-HSPA4: 1,9 ± 0,17; (p= 0,0046)] (Abb. 13 (A und 

C)). Nach 48 Stunden Inkubation wurde eine signifikante Überexpression bei 1 µL Viruslö-

sung auf 240% [Kontrolle: 1 ± 0,07 vs. +1 µL-Ad-HSPA4: 2,40 ± 0,49; (p=0,0017)] gemes-

sen, wohingegen es bei 3 µL zu einer deutlichen Abnahme von HSPA4 im Vergleich zum 

24- Stunden-Zeitpunkt kam [Kontrolle: 1 ± 0,08 vs. +3 µL-Adeno-HSPA4: 1,01 ± 0.08; (p= 

0.9991)] (Abb. 13 (B und D)). 
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Abb. 13: Western Blot von NRCM nach adenoviraler Transduktion zur Untersuchung der 
HSPA4-Expression. (A) Der Western Blot zeigt die HSPA4-Expression nach adenoviraler Trans-
duktion von insgesamt 1 µL und 3 µL Ad-HSPA4 nach 24 h. Als Ladekontrolle diente CSQ. (n=2) 
(B) Der Western Blot zeigt die HSPA4-Expression nach adenoviraler Transduktion von insgesamt 
1 µL und 3 µL Ad-HSPA4 nach 48 h. Als Ladekontrolle diente CSQ. (n=2) (C) Quantitative Aus-
wertung der HSPA4-Expression nach 24 h. Gegen CSQ aufgetragen. (D) Quantitative Auswertung 
der HSPA4-Expression nach 48 h. Gegen CSQ aufgetragen. Test: One-Way-ANOVA mit Bonfer-
roni-Post-Hoc-Test. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. **p<0.01; ***p<0.001 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde 1 µL des Virusstocks als optimale Konzentration für die 

weiterführenden Experimente festgelegt. 

3.4 ANP- und BNP-Level unter PE und ET-1 in HSPA4-

überexprimierten Kardiomyozyten 
ANP und BNP dienen als hormonelle Marker hypertrophierender Kardiomyozyten (Yama-

moto et al.1996). Zur quantitativen Messung der Hypertrophiemarker ANP und BNP diente 

die rt-PCR. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden 24 Stunden nach der Transduktion 

mit dem HSPA4-Virus bzw. einem EGFP-Kontrollvirus für weitere 24 bzw. 48 Stunden mit 

PE und ET-1 behandelt. Mittels zweifaktorieller Analyse mit darauffolgendem Bonferroni-

Post-Hoc-Test wurden die jeweiligen Gruppen untereinander auf signifikante Unterschiede 
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überprüft. Bonferroni-korrigierte Post-Hoc-Tests ergaben, dass eine alleinige Überexpres-

sion von HSPA4 in den Kardiomyozyten weder das basale ANP- noch BNP-Level beein-

flusste (Abb. 14 (A und B)) [ANP-Ad-EGFP: 1 ± 0,06 vs. Ad-HSPA4: 0,78 ± 0,03; 

(p>0.9999)] [BNP-Ad-EGFP: 1 ± 0,04 vs. Ad-HSPA4: 0,85 ± 0,07 (p=0.8687)] Die Stimu-

lation mit PE für 24 h führte zu einer hochsignifikanten ANP-Expression in den Kontroll-

zellen, während die HSPA4-Überexpression einen solchen Anstieg inhibierte (Abb. 14 (A)) 

[ANP-Ad-EGFP: 1 ± 0,06 vs. Ad-EGFP +PE: 2,56 ± 0,1; (p<0.0001)] [ANP-Ad-HSPA4: 

0,78 ± 0,03 vs. Ad-HSPA4 +PE: 1,14 ± 0,06; (p=0.16)].  

 

Abb. 14: Quantitative Auswertung der ANP- und BNP-Expression nach adenoviraler Trans-
duktion und Stimulation mit 10 µM PE und 50 nM ET-1. (A) Quantitative ANP-mRNA-Level 
nach 24 h. (B) Quantitative BNP-mRNA-Expression nach 24 h. (C) Quantitative ANP-mRNA-
Expression (D) BNP-mRNA-Expression nach 48 h. Die Werte wurden auf HPRT normiert. (n=3) 
Test: Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfeh-
ler. **p<0.01; ****p<0.0001 gegen korrespondierende Basal-Gruppe; ####p<0.0001 gegen korres-
pondierende Stimulation mit Ad-EGFP. 

Einen noch stärkeren Anstieg der Expression von ANP ließ sich in den Kontrollzellen un-

ter der Stimulation mit ET-1 nachweisen, wohingegen auch hier in den HSPA4-

überexprimierten Zellen ein deutlich geringerer Anstieg zu verzeichnen war (Abb. 14 (A)) 
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[ANP-Ad-EGFP: 1 ± 0,06 vs. Ad-EGFP +ET-1: 4,71 ± 0,34; (p<0.0001)] [ANP-Ad-

HSPA4: 0,78 ± 0,03 vs. Ad-HSPA4 +ET-1: 1,37 ± 0,07; (p=0,14)]. 

Weiterführend ergab die Auswertung der BNP-mRNA-Expression eine Hochregulation un-

ter Behandlung mit PE und ET-1 in den Kontrollzellen auf 280% bzw. 450%, wohingegen 

die BNP-Level in den Ad-HSPA4-transduzierten Kardiomyozyten nach Stimulation nicht 

signifikant anstiegen (Abb. 14 (B)) [BNP-Ad-EGFP: 1 ± 0,04 vs. Ad-EGFP +PE: 2,87 ± 

0,1; (p<0.0001)] [BNP-Ad-EGFP: 1 ± 0,04 vs. Ad-EGFP +ET-1: 4,58 ± 0,15; (p<0.0001)] 

[BNP-Ad-HSPA4: 0,85 ± 0,07 vs. Ad-HSPA4 +ET-1: 1,35 ± 0,09; (p=0.0052)]. 

Eine HSPA4-Überexpression führte unter Stimulation mit PE und ET-1 folglich zu hoch-

signifikant geringeren ANP- und BNP-Werten verglichen zu Kontrollzellen. 

Auch nach 48 h hatte die alleine Überexpression von HSPA4 auf die basale ANP- bzw. BNP-

Höhe keinen Einfluss. Doch nach Stimulation mit PE oder ET-1 stiegen die ANP- und 

BNP-Werte in den Kontrollzellen signifikant an, in Ad-HSPA4-transduzierten Kardiomy-

ozyten ließ sich keine signifikante Erhöhung messen (Abb. 14 (C und D)) [ANP-Ad-EGFP: 

1 ± 0,04 vs. Ad-EGFP +PE: 2,41 ± 0,18; (p<0.0001)] [ANP-Ad-EGFP: 1 ± 0,04 vs. Ad-

EGFP +ET-1: 4,61 ± 0,2; (p<0.0001)] [BNP-Ad-EGFP: 1 ± 0,05 vs. Ad-EGFP +PE: 3,0 

± 0,08; (p<0.0001)] [BNP-Ad-EGFP: 1 ± 0,05 vs. Ad-EGFP +ET-1: 3,88 ± 0,27; 

(p<0.0001)]. Auch nach 48 h schützte die HSPA4-Überexpression die Kardiomyozyten vor 

einer Hochregulation der ANP- bzw. BNP-mRNA. Zusammengefasst supprimierte die a-

denovirale Überexpression von HSPA4 hochsignifikant die PE- und ET-1-induzierten Hy-

pertrophiemarker ANP und BNP sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden.  

3.5 HSPA4 verringert die Anzahl ubiquitinierter Proteine 
Das Hitzeschockprotein A4 fungiert als Nukleotidaustauschfaktor für die direkt an der kor-

rekten Faltung von entstehenden Proteinen beteiligten HSP70-Chaperone. Bereits in 

HSPA4-/--KO-Mäusen konnten eine Akkumulation ubiquitinierter Proteine beobachtet 

werden. Dies warf die Frage auf, ob eine Überexpression von HSPA4 zu einem vermehrten 

Abbau ubiquitinierter Proteine führt und in wieweit eine Stimulation mittels PE und ET-1 

den Spiegel ubiquitinierter Proteine beeinflusst. 

Hierfür wurden NRCM 72 Stunden nach Isolation mit einem HSPA4-spezifischen Adeno-

virus transduziert, der eine transiente Überexpression des Zielproteins herbeiführte. Weitere 

24 Stunden nach der Transduktion erfolgte die Behandlung mit 10 µM PE und 50 nM ET-

1. Nach 24-stündiger bzw. 48-stündiger Inkubation erfolgte die Zellisolation, 
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Proteinisolation und Western Blot. Die Analyse erfolgte mithilfe der zweifaktoriellen Analyse 

mit nachfolgendem Bonferroni-Post-Hoc-Test.  

 

Abb. 15: Nachweis ubiquitinierter Proteine in adenoviral-transduzierten Kardiomyozyten 
unter Stimulation mit 10 µM PE bzw. 50 nM ET-1. (A) Western Blot mit Antikörper gegen 
Ubiquitin und HSPA4 nach 24-stündiger Inkubation mit PE bzw. ET-1. (B) Western Blot mit Anti-
körper gegen Ubiquitin und HSPA4 nach 48-stündiger Inkubation mit PE bzw. ET-1. Als Ladekon-
trolle wurde die Membran vom Anti-Ubiquitin-Antikörper gewaschen und mit einem CSQ-
Antikörper inkubiert. (C) Quantitative Auswertung ubiquitinierter Konjugate nach 24 h. Normiert 
gegen CSQ. (D) Quantitative Auswertung ubiquitinierter Konjugate nach 48 h. Normiert gegen CSQ. 
(n=5) Test: Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Fehlerbalken zeigen den Standard-
fehler. *p<0.05; ****p<0.0001 gegen korrespondierende Basal-Gruppe; ##p<0.01; ####p<0.0001 
gegen korrespondierende Behandlung. 
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Die alleinige Überexpression von HSPA4 führte, verglichen mit Kontrollzellen, welche allei-

nig mit einem EGFP-Adenovirus transduziert wurden, zu einer Halbierung von ubiquinitier-

ten Proteinen (Abb. 15 (A und C)) [24h-Ad-EGFP: 1 ± 0,07 vs. Ad-HSPA4: 0,53 ± 0,08 

(p=0,0019)]. Diese Wirkung wurde jedoch 48 Stunden nach Transduktion mit dem Virus 

nicht mehr beobachtet (Abb. 15 (B und D)) [48h-Ad-EGFP: 1 ± 0,06 vs. Ad-HSPA4: 0,732 

± 0,04; (p>0,999)]. 

Während die Stimulation mit PE einen Anstieg ubiquitinierter Proteine auf 230% bewirkte, 

mit ET-1 auf 255%, inhibierte die Überexpression von HSPA4 für beide Stimulanzien hoch-

gradig eine solche Akkumulation (Abb. 15 (A und C)) [24h-Ad-EGFP: 1 ± 0,07 vs. Ad-

EGFP +PE: 2,34 ± 0.1; (p<0.0001)] [24h-Ad-EGFP: 1 ± 0,07 vs. Ad-EGFP +ET-1: 2,55 

± 0,09; (p<0.0001)] [24h-Ad-HSPA4: 0,53 ± 0,07 vs. Ad-HSPA4 +PE: 0,82 ± 0,05; 

(p=0.2395)] [24h-Ad-HSPA4: 0,53 ± 0,07 vs. Ad-HSPA4 +ET-1: 0,79 ± 0,05; (p=0.4549)].  

Ferner wurde nach 48 Stunden Inkubation mit PE bzw. ET-1 eine Akkumulation von 

ubiquitinierten Proteinen beobachtet, welche ebenfalls durch die HSPA4-Hochregulation 

supprimiert wurde (Abb. 15 (B und D)) [48h-Ad-EGFP: 1 ± 0,06 vs. Ad-EGFP +PE: 2,83 

± 0,2; (p<0.0001)] [48h-Ad-EGFP: 1 ± 0,07 vs. Ad-EGFP +ET-1: 2,63 ± 0,15; (p<0.0001)] 

[48h-Ad-HSPA4: 0,73 ± 0,05 vs. Ad-HSPA4 +ET-1: 0,93 ± 0,09 (p>0.99)] [48h-Ad-HSPA4: 

0,93 ± 0,09 vs. Ad-HSPA4 +PE: 1,23 ± 0,09; (p=0,0386)].  

Im direkten Vergleich ließ sich eine hochsignifikante Reduktion ubiquitinierter Proteine nach 

Stimulation mit PE bzw. ET-1 zwischen Ad-HSPA4- und Ad-EGFP-transduzierten Kardi-

omyozyten im Bonferroni-korrigierten-Post-Hoc-Test nachweisen. 

Eine adenovirale Überexpression von HSPA4 senkte somit unter basalen Bedingungen sig-

nifikant die Menge ubiquitinierter Proteine in Kardiomyozyten und supprimierte deren Ak-

kumulation unter Stimulation mit PE bzw. ET-1.  

3.6 HSPA4-Überexpression reduziert die PE- und ET-1-induzierte 

Hypertrophie 
Die PE- und ET-1-induzierte Hypertrophie in isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten ne-

onataler Ratten ist fundiert beschrieben worden (Bupha-Intr et al. 2012; Peter et al. 2016). 

Um den Einfluss von HSPA4 auf das Zellwachstum in NRCM nach Stimulation mit PE und 

ET-1 zu evaluieren, wurden diese 72 Stunden nach der Isolation mit 1 µL-Viruslösung des 

Ad-HSPA4 transduziert. Zum Ausgleich der Viruslast wurden Kontrollzellen mit einem 

EGFP-Adenovirus transduziert. Um eine Hypertrophie zu erzielen, wurden 24 Stunden nach 

der Transduktion Zellen für 24 und 48 Stunden mit 10 µM PE bzw. 50 nM ET-1 inkubiert.  
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Die Zellen wurden unter 40-facher Vergrößerung fotografiert und die Zellengröße mit dem 

Programm ImageJ vermessen. Die graphische Darstellung erfolgte relativ auf die durch-

schnittliche Oberfläche der EGFP-Adenovirus-behandelten Zellen bezogen. In den Ad-

EGFP transduzierten Zellen induzierte die Inkubation mit PE eine Hypertrophie von 45%, 

mit ET-1 von 46% (Abb. 16 (A und B)) [Ad-EGFP: 1 ± 0,02 vs. Ad-EGFP +PE: 1,45 ± 

0,07; (p<0.0001)] [Ad-EGFP: 1 ± 0,02 vs. Ad-EGFP +ET-1: 1,46 ± 0,03; (p<0.0001)].  

Während eine reine Überexpression von HSPA4, verglichen mit Kontrollzellen, zu keiner 

Änderung der Zellgröße führte, inhibierte die adenovirale Hochregulation von HSPA4 sig-

nifikant das hypertrophe Wachstum unter PE nach 24 Stunden, jedoch nicht unter ET-1 

(Abb. 16 (A und B)) [Ad-EGFP: 1 ± 0,02 vs. Ad-HSPA4: 0.80 ± 0.06; (p =0.1195)] [Ad-

HSPA4: 0,80 ± 0,06 vs. Ad-HSPA4 +PE: 0,99 ± 0,05; (p=0.1510)] [Ad-HSPA4: 0,80 ± 0,06 

vs. Ad-HSPA4 +ET-1: 1,05 ± 0,05; (p=0.0192)]. 

Im direkten Vergleich reduzierte die HSPA4-Überexpression signifikant die PE- bzw. ET-1- 

induzierte Hypertrophie nach 24 Stunden .  

Nach 48 h wurde eine Zellgrößenzunahme unter PE von 61%, unter ET-1 von 59% gemes-

sen (Abb. 16 (A und C)) [Ad-EGFP: 1 ± 0,03 vs. Ad-EGFP +PE: 1,59 ± 0,08; (p<0.0001)] 

[Ad-EGFP: 1 ± 0,03 vs. Ad-EGFP +ET-1: 1,59 ± 0,05; (p<0.0001)].  

Auch hier reduzierte die Überexpression von HSPA4 eine Hypertrophieentwicklung (Abb. 

16 (A und B)) [Ad-HSPA4: 0,86 ± 0,04 vs. Ad-HSPA4 +PE: 1,11 ± 0,05; (p =0.078)] [Ad-

HSPA4: 0,86 ± 0,04 vs. Ad-HSPA4 + ET-1: 1,16 ± 0,08; (p=0.016)]. 

In diesem Versuch ließ sich mit PE und ET-1 jeweils eine signifikante Hypertrophie in Ad-

EGFP-transduzierten NRCM induzieren. Durch Überexpression von HSPA4 mittels adeno-

viraler Transduktion konnte dieser Wachstumseffekt signifikant inhibiert werden. 
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Abb. 16: Graphische Auswertung der Zelloberfläche nach adenoviraler Transduktion zur 

Überexpression und Stimulation mit 10 µM PE und 50 nM ET-1. (A) Repräsentative Immun-

fluoreszenzbilder mit Phalloidin und DAPI von NRCM nach 24-stündiger Stimulation. (B) Reprä-

sentative Immunfluoreszenzbilder mit Phalloidin und DAPI von NRCM nach 48-stündiger 
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Stimulation. (C) Graphische Darstellung der Zellgrößen nach 24 h Stimulation. (D) Graphische Dar-

stellung der Zellgrößen nach 48 h Stimulation. Pro Bedingung und pro Experiment wurden mindes-

tens 40 Zellen ausgewertet. Die Werte wurden relativ zum Mittelwert der basal Ad-EGFP-

transduzierten Zellen aufgetragen. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. (n=3) Test: Two-

Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. *p<0,05 ge-

gen korrespondierende Basal-Gruppe; ###p<0,001; ####p<0,0001 gegen korrespondierende Be-

handlung. 

3.7 Relative Fluoreszenzintensität unter Stimulation mit PE und ET-1 
Die Höhe der Signalintensität von adenoviral-transduzierten Zellen korreliert mit der EGFP-

Synthese und der Höhe an EGFP in der Zelle. Dieses wiederum korreliert mit der Gesamt-

proteinsynthese und der Genexpression in der Zelle, wenn die Fluoreszenz mittels Durch-

flusszytometrie gemessen wird (Soboleski et al. 2005; Vettel et al. 2012). Zur Messung der 

Fluoreszenzintensität in isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten neonataler Ratten wurden 

Kardiomyozyten mit einem EGFP-Adenovirus und einem HSPA4-kodierenden Adenovirus, 

der zusätzlich noch für EGFP kodiert, adenoviral transduziert und für 24 und 48 Stunden 

jeweils mit PE bzw. ET-1 stimuliert. 

Danach wurden unter standardisierten Bedingungen (Ausschalten externer Lichtquellen, 

gleiche Belichtungszeit und gleiche Vergrößerung etc.) drei repräsentative Bilder mit einem 

Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und die Signalintensität der Bilder mit dem Programm 

ImageJ gemessen.  

So führte die Behandlung mit PE in den Kontrollzellen nach 24 Stunden zu einem 237% 

stärkerem Signal im Vergleich zu unstimulierten, Ad-EGFP-transduzierten Zellen, wohinge-

gen in HSPA4-überexprimierten Kardiomyozyten lediglich ein 193% stärkeres Signal gemes-

sen wurde (Abb. 17 (A und B)) [Ad-EGFP +PE: 2,37 ± 0,1 vs. Ad-HSPA4 +PE: 1,54 ± 

0,08; (p<0.0001)]. In der Analyse der Inkubation mit ET-1 nach 24h konnte in den Kon-

trollzellen ein Anstieg der Fluoreszenz um 96% ermittelt werden, in den HSPA4-Zellen le-

diglich ein Anstieg um 68% (Abb. 17 (A und B)) [Ad-EGFP +ET-1: 1,96 ± 0,06 vs. Ad-

HSPA4 +ET-1: 1,35 ± 0,06 (p<0.0001)].  
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Abb. 17: Graphische Auswertung der Fluoreszenzintensität nach adenoviraler Transduktion 
zur Überexpression von HSPA4 und Stimulation mit 10 µM PE und 50 nM ET-1. (A) Reprä-
sentative Immunfluoreszenzbilder von ventrikulären Kardiomyozyten. (B) Graphische Darstellung 
der Fluoreszenzintensität nach 24 h. (C) Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensität nach 48 
h. Pro Bedingung und pro Experiment wurden mindestens 40 Zellen ausgewertet. Die Werte wurden 
relativ zum Mittelwert der basal Ad-EGFP-transduzierten Zellen aufgetragen. Die Fehlerbalken stel-
len den Standardfehler dar. (n=3) Test: Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Fehler-
balken zeigen den Standardfehler. **p<0.01; ****p<0.0001 gegen korrespondierende Basal-Gruppe; 
####p<0.0001 gegen korrespondierende Stimulation.  

Nach 48 Stunden konnte in den Kontrollzellen, welche mit PE kultiviert wurden, ein 191% 

höheres Signal detektiert werden, in HSPA4-überexprimierten Kardiomyozyten hingegen 

lediglich um 160%(Abb. 17 (A und C)) [Ad-EGFP +PE: 1,91 ± 0,07 vs. Ad-HSPA4 +PE: 

1,37 ± 0,11; (p<0.0001)]. Zwar wurde in Ad-EGFP +ET-1 verglichen mit den basalen 

Werten der Ad-EGFP-Zellen, eine signifikant höhere Fluoreszenzintensität gemessen 

(p=0,0053), jedoch ergab der Bonferroni-Post-Hoc-Test keinen statistischen Unterschied 

zwischen Ad-EGFP +ET-1- und Ad-HSPA4 +ET-1-Zellen (p=0,1078) (Abb. 17 (A und 

C)). 
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Wenn die hier angewandte Messmethode auf die von Soboleski et al. beschriebene Korrela-

tion von Signalintensität auf Gesamtproteinsynthese der Zelle übertragbar ist, führte die 

HSPA4-Überexpression verglichen mit Ad-EGFP transduzierten Zellen unter Stimulation 

mit PE oder ET-1 nach 24 und 48 Stunden zu einer signifikant geringeren Proteinsynthese 

in ventrikulären Kardiomyozyten neonataler Ratten. 

3.8 HSPA4-spezifische Herunterregulation mittels siRNA 
Bevor der Einfluss von PE und ET-1 in HSPA4-herunterregulierten NRCM untersucht wer-

den konnte, wurde zunächst die Effizienz mehrerer HSPA4-spezifischer siRNAs getestet, 

die nur Bindung an HSPA4-mRNA-Replikate das Ablesen und die Proteintranslation inhi-

bieren.  

 
Abb. 18: Überprüfung der HSPA-Herunterregulation mittels rt-PCR. (A) Quantitative Aus-

wertung der rt-PCR von HSPA4-mRNA nach 24-stündiger Inkubation mit HSPA4-siRNA. Norma-

lisiert auf HPRT. (n=2) (B) Positiv-Kontrolle mit HPRT-spezifischer siRNA. Quantitative Auswer-

tung der HPRT-spezifischen Herunterregulation. Normalisiert auf GAPDH. Test: One-Way-

ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test bzw. ungepaarter Student’s T-Test Die Fehlerbalken zeigen 

den Standardfehler. **p<0,01; ***p<0.001; ****p<0.0001 

 

Hierzu wurden Zellen in Antibiotika-freiem, 2%-FCS-haltigem Medium für 24 Stunden und 

48 Stunden mit einer HSPA4-spezifischen siRNA inkubiert. 

Es konnte zusätzlich mittels Western Blots für beide getesteten HSPA4-spezifischen siRNAs 

auf Proteinebene eine signifikante Herunterregulation auf 26% für HSPA4-siRNA-2 bzw. 

34% für HSPA4-sirRNA-1 erzielt werden. [Kontroll-siRNA: 1 ± 0,07 vs. HSPA4-siRNA-1: 

0,34 ± 0,01; (p<0.0001)] [Kontroll-siRNA: 1 ±0.07 vs. HSPA4-siRNA-2: 0,26 ± 0,03; 

(p<0.0001)] (Abb. 19 (A und B)). 
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Abb. 19: Überprüfung der HSPA-Herunterregulation mittels Western Blot und rt-PCR.      

(A) Western Blot mit Antikörper gegen HSPA4 und CSQ nach 24 h Inkubation mit zwei HSPA4-

spezifischen-siRNAs. Die Ladekontrolle erfolgte mittels CSQ. (B) Quantitative Auftragung der 

HSPA4-Herunterregulation. Das Verhältnis von HSPA4 gegen CSQ ist aufgetragen. (n=2) (C) 

Quantitative Auswertung der rt-PCR von HSPA4-mRNA nach 24-stündiger Inkubation mit HSPA4-

siRNA. Normalisiert auf HPRT. (n=2) (D) Positiv-Kontrolle mit HPRT-spezifischer siRNA. Quan-

titative Auswertung der HPRT-spezifischen Herunterregulation. Normalisiert auf GAPDH. Test: 

One-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test bzw. ungepaarter student’s T-Test Die Fehler-

balken zeigen den Standardfehler. ***p<0.001; ****p<0.0001 

 

Neonatale Rattenkardiomyozyten, die für 48 Stunden mit siRNA inkubiert wurden, zeigten 

hingegen weder auf Proteinebene noch auf mRNA-Ebene eine relevante Herunterregulation 

von HSPA4 bzw. HSPA4-mRNA (nicht gezeigt). Daher wurde für Experimente mit siRNA 

lediglich das 24 Stundenintervall genutzt. 
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3.9 ANP- und BNP-Level unter PE und ET-1 in HSPA4-

herunterregulierten Kardiomyozyten  
Zur Untersuchung der kardialen Hormone ANP und BNP auf Genebene wurde eine rt-PCR 

mit Lysaten von isolierten, ventrikulären Rattenkardiomyozyten durchgeführt. 

Diese wurden 72 Stunden nach der Isolation mit einer HSPA4-spezifischen siRNA kultiviert. 

Kontrollzellen wurden mit einer unspezifischen siRNA kultiviert. Parallel wurden Zellen zu-

sätzlich mit PE (PE: 10 µM) und ET-1 (ET-1: 50 nM) behandelt und für 24 Stunden inku-

biert.  

 

Abb. 20: Quantitative Auswertung der ANP-mRNA- und BNP-mRNA-Expression nach 
siRNA-vermittelter HSPA4-Herunterregulation und Stimulation mit 10 µM PE und 50 nM 
ET-1. (A) Quantitative Auswertung der ANP-mRNA-Expression nach 24 h. (B) BNP-mRNA-
Expression nach 24 h. Die Werte wurden auf HPRT normalisiert. (n=3) Test: Two-Way-ANOVA 
mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. **p<0.01; ***p<0.001; 
****p<0.0001 gegen korrespondiere Basal-Gruppe; #p<0.05; ##p<0.01; ####p<0.0001 gegen 
korrespondierende Stimulation. 

Die Kultivierung von HSPA4-siRNA-Kardiomyozyten mit PE führte zu einem signifikanten 

Anstieg der ANP-mRNA auf 361%, die BNP-mRNA-Expression auf 300% (Abb. 20 (A und 

B)) [ANP HSPA4-siRNA: 1,05 ± 0,07 vs. HSPA4-siRNA + PE: 3,61 ± 0,24; (p<0.0001)] 

[BNP: HSPA4-siRNA: 1,1 ± 0,1 vs. HSPA4-siRNA + PE: 3,12 ± 0,36; (p<0.0001)]. Ebenso 

führte ET-1 zu einer Erhöhung von ANP auf über das 4-Fache, von BNP auf das 3-Fache 

in den HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozyten [ANP HSPA4-siRNA: 1,05 ± 0,07 vs. 

HSPA4-siRNA + ET-1: 4,28 ± 0,31; (p<0,0001)] [(BNP: HSPA4-siRNA: 1,1 ± 0,1 vs. 

HSPA4-siRNA +ET-1: 3,04 ± 0,39; (p<0,0001)]. 
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Doch auch in den Kontroll-siRNA-Zellen verursachte die Stimulation eine statistisch signi-

fikante Erhöhung beider ANP- bzw. BNP-Level, die allerdings im direkten Vergleich zu den 

HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozyten signifikant geringer ausfiel [ANP HSPA4-

siRNA +PE: 3,61 ± 0,24 vs. Kontroll-siRNA+ PE : 1,91 ± 0,06 (p<0.0001)] [ANP: HSPA4-

siRNA + ET-1: 4,28 ± 0,31 vs. Kontroll-siRNA + ET-1: 1,89 ± 0,07 (p<0.0001)] [BNP 

HSPA4-siRNA + PE: 3,12 ± 0,36 vs. Kontroll-siRNA+ PE : 1,94 ± 0,07 (p<0.0001)] [BNP: 

HSPA4-siRNA + ET-1: 3,04 ± 0,39 vs. Kontroll-siRNA + ET-1: 2,0 ± 0,06 (p<0.0001)]. 

 

Zusammengefasst führte eine HSPA4-Herunterregulation unter Stimulation mit PE oder 

ET-1 nach 24 h zu einer signifikant höheren ANP- und BNP-Expression als in Kontrollzel-

len. 

3.10 HSPA4-Herunterregulation fördert die Akkumulation 

ubiquitinierter Proteine 

Um den Einfluss des Hitzeschockproteins A4 in HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozy-

ten auf die Menge von ubiquitinierten Proteinen zu untersuchen, wurden isolierte, ventriku-

läre Kardiomyozyten neonataler Ratten 72 Stunden nach der Isolation mit einer HSPA4-

spezifischen siRNA inkubiert, wohingegen Kontrollzellen mit einer siRNA behandelt wur-

den, deren Basenabfolge keine in Ratten komplementäre HSPA4-mRNA bindet. Zeitgleich 

erfolgte die Inkubation mit PE und ET-1. Durch die Herunterregulation von HSPA4 konnte 

ein Anstieg ubiquitinierter Proteine auf 340% beobachtet werden. [Kontroll-siRNA: 1 ± 0,1 

vs. HSPA4-siRNA: 3,4 ± 0,1; (p<0,0001)]. Während in den Kontroll-siRNA-Zellen durch 

die Kultivierung mit PE bzw. ET-1 ein Anstieg um 79% bzw. 240% gezeigt werden konnte, 

blieb die Menge ubiquitinierter Proteine in den HSPA4-siRNA-Kardiomyozyten annährend 

auf einem Niveau (Abb. 21 (A und B)) [Kontroll-siRNA: 1 ± 0,1 vs. Kontroll-siRNA +PE: 

1,79 ± 0,22; (p=0,0468)] [Kontroll-siRNA: 1 ± 0,1 vs. Kontroll-siRNA +ET-1: 2,47 ± 0.23; 

(p<0,0001)] [HSPA4-siRNA: 3,44 ± 0,15 vs. HSPA4-siRNA +PE: 3,14 ± 0,15; (p>0,9999)] 

[HSPA4-siRNA: 3,44 ± 0,15 vs. HSPA4-siRNA +ET-1: 3.66 ± 0.19; (p>0,9999)]. 

In der Auswertung der korrespondierenden PE-Zellen ließ sich ein statistisch signifikanter 

Unterschied aufzeigen (p=0,0002), ebenso in den korrespondierenden ET-1-Zellen 

(p=0,0009). Die Herunterregulation von HSPA4 führte zur signifikanten Akkumulation 

ubiquitinierter Proteine, die zwar unter Stimulation nicht weiteranstiegen, dennoch signifi-

kant höher lagen als den stimulierten Kontrollzellen. 
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Abb. 21: Nachweis ubiquitinierter Proteine in HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozyten 
unter Stimulation mit 10 µM PE bzw. 50 nM ET-1. (A) Western Blot mit Antikörper gegen 
Ubiquitin und HSPA4 nach 24-stündiger Inkubation mit PE bzw. ET-1. Als Ladekontrolle wurde 
die Membran vom Anti-Ubiquitin-Antikörper gewaschen und mit CSQ-Antikörper inkubiert. (B) 
Quantitative Auswertung ubiquitinierter Konjugate nach 24 h. Normiert gegen CSQ. (n=5) Test: 
Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Test. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. 
*p<0.05; ****p<0.0001 gegen korrespondierende Basal-Gruppe; #p<0.05; ###p<0.01; 
####p<0.0001 gegen korrespondierende Behandlung 
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3.11 HSPA4-Herunterregulation begünstigt PE- und ET-1-induzierte 

Hypertrophie 
Um das Zellwachstumsverhalten von isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten neonataler 

Ratten zu messen, in denen HSPA4 mittels einer spezifischen HSPA4-siRNA herunterregu-

liert wurde, wurden Zellen 72 Stunden nach Isolation mit einer HSPA4-spezifischen siRNA 

kultiviert.  

 
Abb. 22: Graphische Auswertung der Zelloberfläche nach Herunterregulation von HSPA4 
und Stimulation mit 10 µM PE und 50 nM ET-1. (A) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder mit 

a-Actinin, Phalloidin und DAPI von NRCM. (B) Graphische Darstellung der Zellgrößen nach 24 
Stunden. Pro Bedingung und pro Experiment wurden mindestens 70 Zellen ausgewertet. Die Werte 
wurden relativ zum Mittelwert der basalen Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen aufgetragen. Die 
Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. (n=3) Test: Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-
Hoc-Test. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. **p<0.01; ****p<0.0001 gegen korrespondie-
rende Basal-Gruppe; #p<0.05; ####p<0.0001 gegen korrespondierende Stimulation. 
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Während in den Kontrollzellen unter PE bzw. ET-1 eine Hypertrophie von jeweils 32% 

gemessen wurde, resultierte aus der HSPA4-Herunterregulation eine Zellgrößenzunahme 

von 79% unter PE und 61% unter ET-1 (Abb. 22 (A und B)). [Kontroll-siRNA: 1 ± 0,07 vs. 

Kontroll-siRNA +PE: 1,32 ± 0,04; (p=0,0048)] [Kontroll-siRNA: 1 ± 0,07 vs. Kontroll-

siRNA +ET-1: 1,32 ± 0,05; (p=0,0063)] [HSPA4-siRNA: 1,08 ± 0,05 vs. HSPA4-siRNA 

+PE: 1,79 ± 0,08; (p<0.0001)] [HSPA4-siRNA: 1,08 ± 0,05 vs. HSPA4-siRNA +ET-1: 1,61 

± 0,04; (p<0.0001)]. 

Die Herunterregulation von HSPA4 begünstigte und steigerte somit das PE- und ET-1-

induzierte Zellwachstum signifikant im Vergleich zu Kontrollzellen nach 24 Stunden. 
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4. Diskussion 

4.1 Überblick über die Ergebnisse 
Herzerkrankungen wie die chronisch ischämische Herzkrankheit, der akute Myokardinfarkt 

und die Herzinsuffizienz stellen in Deutschland die drei häufigsten Todesursachen dar 

(Statistisches Bundesamt 2015). Alle Erkrankungen gehen mit einer vermehrten Akkumula-

tion ubiquitinierter Proteine in Zellen des Herzens einher (Willis und Patterson 2013). Die 

PQC bestehend aus Chaperonen, dem Ubiquitin-Proteasom-System und der Autophagie 

nimmt eine wichtige Stellung in der Erhaltung der zellulären Homöostase ein. Ein Zellkul-

turmodell mit isolierten, ventrikulären Kardiomyozyten neonataler Ratten bietet geeignete 

Voraussetzungen, die Wirkung an der PQC-beteiligter Proteine durch Modulation der Ex-

pressionshöhe zu charakterisieren und unter Stimulation mit PE bzw. ET-1 zu untersuchen. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in NRCM eine Stimulation mit PE oder ET-1 

eine kompensatorische Hochregulation von HSPA4 induzierte. Dies wurde sowohl im Wes-

tern Blot auf Proteinebene als auch mittels rt-PCR auf Transkriptionsebene nachgewiesen. 

Mithilfe eines adenoviralen HSPA4-Konstrukts konnte eine signifikante Überexpression von 

HSPA4 erzielt werden, wohingegen mit einer HSPA4-spezifischen siRNA eine verlässliche 

Herunterregulation von HSPA4 erreicht wurde. In der planimetrischen Auswertung führte 

eine adenovirale HSPA4-Überexpression zu einer signifikanten Inhibition der PE- oder ET-

1-induzierten Hypertrophie. Mittels rt-PCR wurde die Höhe der Hypertrophiemarker ANP 

und BNP bestimmt. HSPA4-überexprimierende Kardiomyozyten zeigten unter Stimulation 

mit PE oder ET-1 keine steigenden ANP- oder BNP-Werte, wohingegen in Kontrollkardi-

omyozyten ein deutlicher Anstieg beobachtet werden konnte. Damit einhergehend zeigten 

HSPA4-überexprimierende Kardiomyozyten eine signifikante Reduktion ubiquitinierter Pro-

teine auf, deren Menge auch unter Stimulation von PE oder ET-1 nicht anstieg. 

Im Kontrast dazu aggravierte in der planimetrischen Auswertung die durch PE- oder ET-1-

ausgelöste Hypertrophie in HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozyten. In diesem Zusam-

menhang zeigten HSPA4-herunterregulierte Kardiomyozyten auch vermehrte Hypertrophie-

marker wie ANP und BNP. Durch die siRNA-vermittelte HSPA4-Herunterregulation akku-

mulierten ubiquitinierte Proteine. Es kam in diesen Zellen unter Stimulation mit PE oder 

ET-1 zu keinem weiteren signifikanten Anstieg ubiquitinierter Proteine. 
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4.2 Validität des Versuchsmodells 
Mohamed et al. fanden 2012 heraus, dass die HSPA4-Expression kompensatorisch in einem 

TAC-Mausmodell und in humanen Proben von Patienten mit Aortenklappenstenose erhöht 

ist. Damit identifizierten sie mit der Nachlasterhöhung einen wichtigen Induktor für die 

HSPA4-Expression im Herzen. Im Gegensatz dazu führte eine Vorlasterhöhung zu keiner 

relevanten Zunahme von HSPA4. Weiterhin akkumulierten in HSPA4-/--KO-Mäusen 

ubiquitinierte Proteine, wie sie auch in mehreren kardiovaskulären Erkrankungen gefunden 

werden (Pattison et al. 2008; Tannous et al. 2008). Basierend auf diesen Vorstudien sollte 

mittels einer adenoviralen Transduktion und mittels einer siRNA-vermittelten Herunterre-

gulation der Einfluss von HSPA4 auf die Stimulation mit PE und ET-1 untersucht werden. 

In Abschnitt 3.1 wurden NRCM 72 h nach Isolation mit 10 µM PE (Gan et al. 2005)und 50 

nM ET-1 (Sakai et al. 2012) für 24 und 48 h inkubiert und die HSPA4-Expression im Western 

Blot überprüft. Während Mohamed et al. in humanen und murinen Proben eine um das 2,5-

Fache erhöhte HSPA4-Expression ermittelte, lag diese auf Proteinebene in Zellkultur-bedin-

gungen deutlich niedriger. Es zeigte sich, dass nach 24-stündiger Inkubation ET-1 eine sig-

nifikante HSPA4-Hochregulation bewirkte, wohingegen nach 48 h sowohl durch PE als auch 

durch ET-1 beide Stimulanzien eine HSPA4-Überexpression induzierten. Auf Transkripti-

onsebene zeigte sich, dass die HSPA4-mRNA um das 3-Fache als Zeichen vermehrter Ex-

pression anstieg. Damit ist auch das Zellkulturmodell mit NRCM geeignet, mittels beider 

Stimulanzien PE und ET-1 eine HSPA4-Expression zu bewirken, wenn auch in geringerem 

Maße. Da unter anderem die Infektion mit Viren einen Trigger für die vermehrte Expression 

von Hitzeschockproteinen darstellt, wurden Kontrollzellen mit einem EGFP-kodierenden 

Adenovirus transduziert, um auszuschließen, dass eine adenovirale Transduktion eine 

HSPA4-Expression bewirkt und um somit vergleichbare Versuchsbedingungen herzustellen 

(Collins und Hightower 1982; La Thangue und Latchman 1988; Aparicio et al. 2005). 

4.3 Der Einfluss von HSPA4 auf  die Expression von ANP und BNP 
Ein wesentliches Merkmal der kardialen Hypertrophie ist neben der Zunahme der Zellgröße 

und einer erhöhten Proteinsynthese die Aktivierung fetaler Gene (Cox und Marsh 2014). 

Diese umfassen unter anderem das atriale natriuretische Peptid (ANP) und das natriuretische 

Peptid Typ B (BNP) (Thum et al. 2007; Barry et al. 2008).  

Da neben PE auch ET-1 in Kardiomyozyten eine pathologische Hypertrophie induzieren 

kann, dient auf transkriptioneller Ebene die Höhe der ANP- und BNP-Replikate als Marker 
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für hypertrophierende Kardiomyozyten (Hanford et al. 1994; Magga et al. 1994; Nakagawa 

et al. 1995). 

 

Unter basalen Bedingungen führte eine reine Überexpression von HSPA4 zu keiner statis-

tisch signifikanten Verminderung der ANP- und BNP-Werte. Auch in HSPA4-

herunterregulierten Kardiomyozyten ergab sich unter basalen Bedingungen im Gegensatz zu 

den Ergebnissen von Mohamed et al. 2012 kein statistisch signifikanter Anstieg. Dieser er-

mittelte im Vergleich zu Wildtypmäusen in 12-Wochen-alten HSPA4-/--KO-Mäusen vor 

TAC -Operation einen Anstieg von ANP um das 7-Fache und von BNP um das 4-Fache. In 

diesem Experiment wurde jedoch eine Maus mit globalem Knockout von HSPA4 verwen-

det. Daher konnte nicht endgültig bewiesen werden, ob der Anstieg von ANP und BNP auf 

den kardiomyozyten-spezifischen Knockout von HSPA4 zurückzuführen war oder auf einer 

systemischen Ursache fußte (Mohamed et al. 2012). Im Gegenzug dazu bewirkte die Trans-

fektion mit HSPA4-spezifischer siRNA in dieser Arbeit eine Herunterregulation auf transla-

tionaler Ebene auf durchschnittlich 26% (siehe Abschnitt 3.4). Es ist daher möglich, dass 

unter basalen Bedingungen die verbleibende Höhe an HSPA4 ausreichend war einen Anstieg 

der beiden kardialen Hormone zu verhindern. 

 

PE und ET-1 sind beides potente Stimulanzien auf deren Inkubation NRCM mit einer reak-

tiven ANP- und BNP-Sekretion reagieren (Schiebinger und Gomez-Sanchez 1990; Sei und 

Glembotski 1990; Bogoyevitch et al. 1993). Eine HSPA4-Überexpression supprimierte unter 

Stimulation von PE und ET-1 hochsignifikant einen Anstieg von ANP und BNP. Im Ge-

gensatz dazu stiegen die Werte unter identischen Bedingungen von ANP in den Kontrollzel-

len unter PE nach 24-stündiger Inkubation auf über 250% bzw. unter ET-1 auf 470%. Eine 

ähnliche Entwicklung zeigte sich auch bei BNP, das unter PE auf 280% und unter ET-1 auf 

450% anstieg. Im Gegenzug dazu führte die HSPA4-Herunterregulation unter Inkubation 

mit PE bzw. ET-1 zu einer signifikanten Zunahme der kardialen Hormone ANP und BNP. 

Diesen Anstieg fand auch Mohamed et al. in HSPA4-/--KO-Mäusen, der damit auf der kar-

diomyozytenspezifischen Herunterregulation zu beruhen scheint. 

Auf transkriptioneller Ebene konnte mit der Bestimmung der kardialen Stresshormone ANP 

und BNP unter Stimulation mit PE bzw. ET-1 damit die kardioprotektive Wirkung von 

HSPA4 aufgezeigt werden. 



Diskussion 63 

 

4.4 Der Einfluss von HSPA4 auf  die Entwicklung der Zellgröße 
Isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten neonataler Ratten sind ein gut etabliertes Versuchs-

modell, um den Einfluss spezifischer Proteine auf die Entwicklung einer durch PE- oder 

ET-1-induzierten pathologischen Hypertrophie zu untersuchen. In mehreren Versuchsmo-

dellen konnte für PE (Zobel et al. 2002; Huang et al. 2015; Nakaoka et al. 2015) ebenso wie 

für ET-1 (Yamazaki et al. 1996; Menaouar et al. 2014; Archer et al. 2017) eine Aktivierung 

mehrerer pro-hypertropher Signalwege mit Induktion einer Zellgrößenzunahme nachgewie-

sen werden.  

 

Je nach gewählter Konzentration und Dauer der Inkubation können NRCM nach PE-

Stimulation um 150% hypertrophieren (Grebe et al. 2011; Peter et al. 2016). Weitere Studien 

zeigen sogar eine Verdopplung der Zellgröße unter 24-stündiger Stimulation mit 100 µM PE 

(Shen et al. 2016) und eine fast Verdreifachung der Zellgröße unter 48-stündiger ET-1-

Stimulation mit einer Konzentration von 100 nM (Jen et al. 2017). In dieser Arbeit wurde 

eine Konzentration von 10 µM PE und 50 nM ET-1 verwendet, unter denen nach 24-stün-

diger Inkubation Kardiomyozyten eine Hypertrophie um 45% (PE) bzw. 46% (ET-1) auf-

wiesen. Nach 48-stündiger Inkubation ließ sich ein weiterer Anstieg unter PE um insgesamt 

61% messen, unter ET-1 um 59%. Dagegen supprimierte eine Überexpression von HSPA4 

sowohl nach 24-stündiger als auch nach 48-stündiger Inkubation im direkten Vergleich sig-

nifikant die PE- und ET-1-induzierte Hypertrophie. Eine Überexpression von HSPA4 er-

höhte die Kapazität der PQC und vermindert durch noch nicht verstandene Mechanismen 

die hypertrophe Antwort. Diese Ergebnisse werden untermauert von einer Studie um Kim 

et al. 2006, die zeigen konnten, dass ein Knockout von HSP70 in einem Mausmodell zu einer 

Beeinträchtigung der PQC führt und eine Inhibierung von hypertrophen Signalwegen auf-

hebt, darunter p38-MAPKs und die Raf-1-vermittelte Hypertrophie.  

 

Neben einer Nachlasterhöhung in einem TAC-Mausmodell (Tannous et al. 2008), sind PE 

(Zobel et al. 2002) und ET-1 (Yamazaki et al. 1996) in einem Zellkulturmodell mit NRCM 

ebenfalls geeignet eine pathologische Hypertrophie zu induzieren. Diese wird von einer er-

höhten Proteinsynthese begleitet (Neyses et al. 1991; Mel’nikova et al. 2004; Rolfe et al. 

2005). Diese Studien nutzen ferner radioaktiv markierte Aminosäuren, um einen vermehrten 

Einbau in neuentstehende Proteine zu detektieren (Sun et al. 2013). Da eine erhöhte Pro-

teinsynthese auch das transgene Protein EGFP umfasst, kann über die Messung der 
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Fluoreszenzintensität mittels Durchflusszytometrie oder Fluoreszenzdektor auf die Höhe 

der Proteinsynthese in Zellen geschlossen werden (Richards et al. 2003; Soboleski et al. 2005; 

Uemura et al. 2008). In dieser Doktorarbeit wurde dies zusätzlich durch Messung des Fluo-

reszenzsignals im Rahmen der Zellgrößenbestimmung ermittelt. Es konnte einhergehend mit 

vorigen Studien eine deutlich erhöhte Fluoreszenzintensität unter Stimulation mit PE und 

ET-1 gemessen werden. Das stärkere EGFP-Signal in PE-stimulierten Kardiomyozyten im 

direkten Vergleich zu ET-1-stimulierten Zellen resultiert aus der Aktivierung des CMV-

Promoters durch PE (Maass et al. 2003). In beiden eingesetzten Adenoviren wurde das 

EGFP-Gen von einem CMV-Promoter kontrolliert, so dass die Fluoreszenzintensität beider 

Adenoviren vergleichbar ist. Zwar war in HSPA4-überexprimierenden Kardiomyozyten 

auch ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz zu verzeichnen, jedoch war dieser hochsigni-

fikant im direkten Vergleich zu EGFP-transduzierten Kardiomyozyten kleiner. Eine erhöhte 

Proteinsynthese als Zeichen einer Hypertrophie konnte durch Überexpression von HSPA4 

signifikant reduziert werden. 

 

Entgegen der Studie von Mohamed et al. bewirkte in dieser Arbeit eine reine Herunterregu-

lation von HSPA4 keine Zellgrößenzunahme. Auch die entgegengesetzte Überexpression 

führte in diesem Zellkulturmodell zu keiner Reduktion der Zellgröße. Unter Stimulation hin-

gegen hypertrophierten die HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozyten um 79% unter PE 

und um 61% unter ET-1 signifikant, wodurch die kardiomyozytenspezifische Wirkung auf 

die Hypertrophieentwicklung von HSPA4 von Mohamed et al. bestätigt wird. Daher waren 

PE und ET-1 in dieser Doktorarbeit geeignete Stimulanzien um den Einfluss von HSPA4 

auf die PE- bzw. ET-1-induzierte Hypertrophie in NRCM zu untersuchen. 

PE und ET-1 wirken an den ETA- und a1-Rezeptoren, die zu den G-gekoppelten Rezeptoren 

gehören und die unter anderem mit G-αq/11 (Snabaitis et al. 2005), Gαs (Eguchi et al. 1993; 

Yamazaki et al. 1996) sowie Gα12 interagieren und mittels Phospholipase Cb die Hydrolyse 

von Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat (PIP2) aktiveren (Wu et al. 1992; Clerk und Sug-

den 1997). Die Hydrolyse von PIP2 führt zu Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylgly-

cerin (DAG). Während DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Huang 1989), führt die 

Bindung von IP3 an IP3-Rezeptoren, die unter anderem auch nukleär lokalisiert sind (Bare et 

al. 2005; Wu et al. 2006) zur Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern (Shubeita et 

al. 1990; Simonson und Dunn 1990). Intrazelluläres Ca2+ aktiviert unter anderem die Calmo-

dulin-regulierte Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin (Iwai-Kanai und Hasegawa 2004), 

welche das zytosolisch gelegene NFAT dephosphoryliert. Dephosphoryliertes NFAT 
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transloziert in den Kern und interagiert dort mit GATA4 (Molkentin et al. 1998), das als 

Transkriptionsfaktor in Kardiomyozyten eine Schlüsselrolle bei der Initiierung von der Tran-

skription prohypertropher Gene einnimmt, darunter das atriale natriuretische Peptid (ANP), 

natriuretische Peptid Typ B (BNP), a-Actinin und b-Myosin (Molkentin 2004; Tang et al. 

2010; Liu et al. 2012). 

Auch ein HSPA4-/--Knock-out bewirkte einen aktivierten Calcineurin-NFAT-Signalweg 

(Mohamed et al. 2012), ebenso wie ein HSPB5-/--Knock-out (Kumarapeli et al. 2008). Wäh-

rend unter basalen Bedingungen NFAT hauptsächlich zytoplasmatisch lokalisiert ist, translo-

ziert es unter PE-Stimulation in den Kern (Hunton et al. 2002; Dai et al. 2005). Kumarapeli 

et. al. überexprimierten in ihrer Studie 2008 HSPB5 und zeigen, dass die protektive Wirkung 

von HSPB5 in NRCM auf einer unterdrückten NFAT-Translokation beruht. Möglicherweise 

interagiert HSPB5 direkt mit NFAT und unterdrückt die Translokation. Einen ähnlichen 

Mechanismus finden Dai et al. 2005. Mrj, ein Mitglied der HSP40-Familie, interagiert direkt 

mit NFAT. Mrj blockiert jedoch nicht die Translokation von NFAT, sondern die transkrip-

tionelle Aktivität im Kern. Einerseits konnte durch Temperaturerhöhung ein Stimulus iden-

tifiziert werden durch den Mrj vermehrt mit NFAT in den Kern transloziert und dieses dort 

supprimiert, andererseits interagiert Mrj zudem noch direkt mit mehreren Klasse-II-Histon-

Deacetylasen (HDACs) (Dai et al. 2005). Diese liegen dadurch vermehrt nukleär vor und 

supprimieren die pro-hypertrophe Transkriptionsaktivität des myocyte-enhancer-factor-2 (Mef2) 

(Miska et al. 1999; Lu et al. 2000a) oder von GATA2 (Ozawa et al. 2001) durch spezifische 

Bindung an die Transkriptionsfaktoren. 

 

Neben dem oben erwähnten Calcineurin-NFAT-Signalweg konnte auch eine erhöhte Akti-

vität der Ca2+/Calmodulin-abhängigen-Protein-Kinase II (CaMKII) in HSPA4-/--KO-

Mäusen gemessen werden (Mohamed et al. 2012). Diese wird ebenfalls durch PE und ET-1 

über die Erhöhung von intrazellulärem Ca2+, das wiederum an Calmodulin bindet (CaMKII), 

aktiviert (Fern et al. 1995). Eine vermehrte Bindungsfrequenz zwischen Ca2+/Calmodulin 

und der CaMKII führt zur Autophosphorylierung (Koninck und Schulman 1998). Diese be-

dingt einerseits über eine erhöhte Affinität von Calmodulin an die CaMKII eine konstante 

Enzymaktivität trotz absinkender intrazellulärer Ca2+-Konzentrationen (Anderson et al. 

2011). Andererseits verleiht die Autophosphorylierung der CaMKII eine erhöhte autonome 

Aktivität auch nach Ca2+/Calmodulin-Dissoziation (Meyer et al. 1992). O-Uchi et al. zeigten 

2005, dass aktivierte CaMKII in Rattenkardiomyozyten vor einer a1-Stimulation nur an der 

Zellmembran lokalisiert ist. Nach Stimulation am a1-Rezeptor lässt sich aktivierte CaMKII 



Diskussion 66 

 

an den transversen Tubuli nachweisen, wo die höchste Dichte an L-Typ Ca2+-Kanälen zu 

finden ist. Die Autoren schlussfolgern daraus, dass CaMKII durch a1-Stimulation phospho-

ryliert wird und den Ca2+-Einstrom steigert (O-Uchi et al. 2005).  

 

Auch andere Hitzeschockproteine beeinflussen hypertrophe Signalwege. 

In diesem Zusammenhang vermittelt HSP20 einen maladaptiven Prozess. HSP20 wird 

ubiquitär exprimiert, am höchsten unter anderem in Kardiomyozyten (Martin et al. 2014). 

Die Cam-Kinase-Familie umfasst als Untergruppe auch die Proteinkinase D1 aus der Familie 

der Proteinkinasen D (Manning et al. 2002; Rykx et al. 2003). PKD1 wirkt ebenfalls als Se-

rin/Threonin-Kinase (Valverde et al. 1994). Einen Stimulus für eine erhöhte PKD1-

Aktivierung stellt die unter anderem eine erhöhte Nachlast (Harrison et al. 2006) oder eine 

a-Stimulation mittels PE (Haworth et al. 2000) dar, die einen Trigger für eine vermehrte 

PKC-Konzentration darstellt (Gu und Bishop 1994). PKD1 wird durch die PKC phospho-

ryliert und durch Bindung an DAG aktiviert (Oancea et al. 2003; De Arcangelis et al. 2009). 

Um die Translokation aus dem Zytosol in den Nukleus zu vermitteln, muss HSP20 zwingend 

an der katalytischen Untereinheit von PKD1 binden (Sin et al. 2015). Sin et al. fanden 2015, 

dass durch Disruption des HSP20-PKD1-Komplexes die PKD1-vermittelte Hypertrophie 

und Entwicklung einer Fibrose unterdrückt wird. HSP20 agiert daher als obligatorisches nuk-

leäres Import-Chaperon für PKD1. Im Kern phosphoryliert PKD1 unter anderem Klasse 

II-HDAC5 und fördert den Export von HDAC5 aus dem Kern in das Zytoplasma (Harrison 

et al. 2006). Hierdurch hebt PKD1 indirekt die Unterdrückung von pro-hypertrophen Tran-

skriptionsfaktoren, wie Mef2, auf und fördert dadurch pathologisches Remodeling (Fielitz et 

al. 2008). 

 

Demgegenüber gestellt kann HSP20 jedoch auch eine kardioprotektive Rolle einnehmen. 

Eine Nachlasterhöhung (Teiger et al. 1996) oder eine Ischämie (Krijnen et al. 2002) gehen 

mit einer erhöhten Apoptoserate von Kardiomyozyten einher. Fan et al. identifizierten 2005, 

dass in HSP20+/+-transgenen Mäusen nach einer induzierten Ischämie HSP20 das antiapo-

ptotische Protein Bcl-2 und apoptoseeinleitende Protein Bcl-2-assoziiertes-X-Protein (Bax) 

stabilisiert. HSP20 bildet einen Komplex mit Bax und verhindert so in diesem I/P-Mausmo-

dell die Translokation von Bax in die Mitochondrien (Fan et al. 2005). Dadurch wird die 

Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien gehemmt und die Aktivierung von der 

Procaspase 3 zur aktiven Caspase 3 verhindert (Guttenplan et al. 2001; Fan et al. 2005). Hier-

durch hemmt HSP20 die Einleitung der Apoptose. 
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Neben der negativen Beeinflussung prohypertropher Signalwege, modulieren HSP20 und 

HSP27 positiv die Kontraktilität in Kardiomyozyten. Tucker und Shelden zeigen 2009 in 

einem Zebrafischmodell, dass unter Hitzeeinwirkung HSP27 aus dem Zytoplasma an eine 

Untereinheit der Titinfilamente des kontraktilen Apparates transloziert. Diese werden 

dadurch stabilisiert und vor Aggregation geschützt (Tucker und Shelden 2009). Zudem för-

dern ischämische Bedingungen einen sauren pH, der die Aggregation von Titin und damit 

eine Versteifung von Myozyten bedingt. Durch Assoziation von Titin mit HSP27 wird die 

Aggregation und die nachfolgende Versteifung verhindert, schlussfolgern Kötter et al. (Köt-

ter et al. 2014).  

 

HSP20 beeinflusst zudem die Kontraktilität über einen regulatorischen Effekt auf die sarko-

plasmatisch gelegene Calcium-ATPase (SERCA) positiv (Pipkin et al. 2003; Li et al. 2017). 

Unter basalen Bedingungen interagiert und desphosphoryliert die Proteinphosphatase 1 

(PP1) Phospholamban (PLN). Phospholamban selbst moduliert die SERCA negativ. Unter 

ß-adrenergem Stress phosphoryliert die PKA HSP20, welches die Dissoziation zwischen PP1 

und PLN fördert und PP1 hochaffin an HSP20 bindet (Chu et al. 2004). Hierdurch wird PP1 

inhibiert und PLN vermehrt phosphoryliert. Phosphoryliertes PLN vermindert die Inhibi-

tion auf die SERCA, die daraufhin stimuliert wird und die Aufnahme von Calcium in das 

sarkoplasmatische Retikulum steigert (Qian et al. 2011; Vafiadaki et al. 2013). Eine erhöhte 

Calciumaufnahme steht mit verbesserter kardialer Kontraktilität und Relaxation in Zusam-

menhang (Wang et al. 2009) 

 

Zusammengefasst aktiviert die Stimulation von ET-1 und PE in vielfältiger Weise mehrere 

zur Entwicklung der kardialen Hypertrophie-beitragende Signalwege, die ebenfalls in 

HSPA4-/--KO-Mäusen aktiviert waren. Eine direkte Übertragbarkeit der an der Hypertro-

phie-beteiligten a-Rezeptoren von NRCM auf den Menschen erscheint schwierig, da die a1-

Rezeptorendichte in der Ratte um das zehnfache höher liegt als in humanen Kardiomyozyten 

(Steinfath et al. 1992; Michel et al. 1994; Noguchi et al. 1995).  

Mit einer adenoviralen Überexpression von HSPA4 konnte in diesem Zellkulturmodell eine 

PE- und ET-1-induzierte Hypertrophie supprimiert werden. Es sind Folgestudien nötig, um 

die Rolle der erwähnten pro-hypertrophen Signalwege in HSPA4-überexprimierenden Kar-

diomyozyten zu untersuchen. Dies könnte durch die möglicherweise selektive HSPA4-

vermittelte Depletion an den Signalwegen beteiligter Enzyme vermittelt werden. Alternativ 
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könnte HSPA4 mechanistisch den protektiven Effekt auch über einen ähnlich der HSP20- 

und HSP27-vermittelten Protektion bewirken. 
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4.5 Der Einfluss von HSPA4 auf  ubiquitinkonjugierte Proteine 
Eine optimale Kardiomyozyten-Funktion beruht auf dem feinjustierten Gleichgewicht aus 

Proteinsynthese, korrekter Proteinfaltung und Proteindegradation (Li et al. 2010; Willis und 

Patterson 2013). Zudem fördert zellulärer Stress die Fehlfaltung von neuentstehenden Pro-

teinen (Whitley et al. 1999; Bucciantini et al. 2002; Tannous et al. 2008).  

Pathologische Hypertrophie zeigt sich in ventrikulärem Remodeling, das die Herzfunktion 

und den Energieverbauch beeinträchtigt (Deschamps und Spinale 2006). Um der erhöhten 

Fehlfaltung zu begegnen, werden vermehrt kleine HSPs, die spezifisch mit Proteinen des 

kontraktilen Apparats in Verbindung stehen, exprimiert (Stangl et al. 2002; Verschuure et al. 

2002). So interagiert a-Crystallin B (HSPB5) mit Desmin und verhindert dessen Fehlfaltung 

und Aggregation (Wang et al. 2003). Das Chaperon UNC-45 nimmt durch seine regulatori-

sche Rolle in der Myosinfaltung und im Verhindern von dessen Aggregation eine bedeutende 

Rolle für die Funktion der Kardiomyozyten ein (Barral et al. 2002; Willis und Patterson 2013). 

Auch HSPA4 gehört zu der Gruppe von Chaperonen, die durch erhöhte Nachlast in Kardi-

omyozyten vermehrt exprimiert werden (Mohamed et al. 2012). 

 

Eine reine Herunterregulation von HSPA4 führte in dieser Doktorarbeit zu einer signifikan-

ten Akkumulation unlöslicher ubiquitinkonjugierter Proteine um mehr als das 3-Fache. Auch 

in der Arbeit von Mohamed et al. im Jahr 2012 zeigen globale HSPA4 - / - -KO-Mäuse eine 

erhöhte Anzahl löslicher und unlöslicher Proteinaggregate. Diese Ergebnisse belegen, dass 

die Herunterregulation von HSPA4 eine Störung der PQC bewirkt und in der Folge eine 

Akkumulation ubiquitinierter Proteine fördert. Zudem scheint dieser Effekt nicht auf syste-

mischen Ursachen zu beruhen, sondern scheint kardiomyozytenspezifisch zu sein.  

Weiterführend konnte gezeigt werden, dass ein Knock-out von an der PQC beteiligten Pro-

teinen, wie der NAP+-abhängigen Deacetylase Sirt1, eine Beeinträchtigung der PQC zur 

Folge hat und zu einer Akkumulation ubiquitinierter Proteine führt (Gregersen et al. 2006; 

Tomita et al. 2015). 

Damit einhergehend konnten in PE- und ET-1-stimulierten Kardiomyozyten erhöhte Men-

gen ubiquitinkonjugierter Proteine gemessen werden (Tannous et al. 2008; Jenie et al. 2013; 

Sun et al. 2013). Allerdings konnte in HSPA4-herunterregulierten Kardiomyozyten keine sig-

nifikante Zunahme von Ubiquitinkonjugaten unter Stimulation mit PE oder ET-1 beobach-

tet werden. Im Gegenzug dazu war eine Überexpression von HSPA4 geeignet eine Reduk-

tion ubiquitinierter Proteine in Kardiomyozyten nach 24 h, aber nicht nach 48 h zu bewirken. 
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Möglicherweise lag das an der abnehmenden HSPA4-Expression des Adenovirus nach 48 h 

(siehe Abschnitt 3.3). Während in den Kontrollzellen unter Stimulation mit PE bzw. ET-1 

ein signifikanter Anstieg ubiquitinierter Proteine um das 2,5-Fache beobachtetet werden 

konnte, supprimierte eine Überexpression von HSPA4 im direkten Vergleich sowohl nach 

24 h als auch nach 48 h hochsignifikant den Anstieg unlöslicher Proteinaggregate.  

Damit ist HSPA4 ein geeigneter Kandidat, um durch Erhöhung der PQC-Kapazität im Rah-

men einer PE- bzw. ET-1-induzierten erhöhten Proteinsynthese die Höhe fehlgefalteter 

ubiquitinierter Proteine zu senken.  

Auch eine Überexpression von HSP70, einem zentralen Chaperon in der PQC, reduzierte 

ubiquitinierte Proteine (Howarth et al. 2009) und wirkte in einem I/P-Mausmodell kardi-

oprotektiv hinsichtlich der Infarktgröße und der Funktionalität nach Reperfusion (Marber et 

al. 1993; Plumier et al. 1995). In der Langzeitbeobachtung einer weiterführenden Maus-Stu-

die schützte allerdings die Überexpression von HSP70 nicht vor einer sich entwickelnden 

Herzinsuffizienz und dem Auftreten von Vorhofflimmern (Bernardo et al. 2015). 

 

Ein Hauptweg der Proteindegradation ist das Ubiquitin-Proteasom-System (Wang und 

Maldonado 2006). In Herzen von Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz ließen 

sich nicht nur eine erhöhte Menge ubiquitinierter Proteine messen, sondern zudem eine ein-

geschränkte Proteasomaktivität feststellen (Tsukamoto et al. 2006; Predmore et al. 2010; Day 

2013). Depre et al. (2006) wiesen hingegen bei chronischer Nachlast eine erhöhte Proteaso-

maktivtität nach. Die Proteasomfunktion wird unter anderem von kleinen, löslichen Pro-

teinaggregaten beeinträchtigt (Bence et al. 2001; Bennett et al. 2005; Kristiansen et al. 2007; 

Goldberg 2009; Thibaudeau et al. 2018). Dies führt in der Folge zu einer Beeinflussung pro-

hypertropher Signalwege. Dahingehende auf HSPA4-/--KO-Mäuse bezogene Experimente 

ergaben jedoch, dass die Proteasomaktivität nicht eingeschränkt war und typische proteaso-

male Substrate wie p53 nicht akkumulierten. Die Anzahl unlöslicher Proteinaggregate lag 

zudem über der löslichen Fraktion (Mohamed et al. 2012). In jüngeren Studien konnte ge-

zeigt werden, dass die Autophagie im Ischämie-Perfusionsmodell (I/P) und in TAC-

Mausmodellen aktiviert wird (Xie et al. 2011; Li et al. 2016; Wu et al. 2017). Da unlösliche 

Proteinaggregate einen intrazellulären Trigger für den Autophagie-Lysosomen-Weg darstel-

len und hauptsächlich über diesen abgebaut werden, sollten künftige Studien auf die Aktivität 

der Autophagie in HSPA4-überexprimierenden Kardiomyozyten und die Interaktion mit 

HSPA4 fokussieren (Tannous et al. 2008). 
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4.6 Potenzielle Mechanismen der HSPA4-vermittelten Kardioprotektion 
Es erscheint eher unwahrscheinlich, dass die gefundenen Ergebnisse dieser Doktorarbeit 

vollumfänglich darin begründet liegen, dass HSPA4 selbst an denaturierte Proteine bindet 

und unter ATP-Hydrolyse diese in die korrekte Konformation überführt. 

HSPA4 enthält eine zu HSP70 hochgradig homologe substratbindende Domäne (Raviol et 

al. 2006; Liu und Hendrickson 2007; Schuermann et al. 2008). Mattoo et al. konnten 2013 

zeigen, dass HSPA4 selbst mit HSP40 interagiert und unter energiefreisetzender Hydrolyse 

von ATP fehlgefaltete Polypeptide bindet und in ihre native Struktur überführen kann. Al-

lerdings war der proteinfaltende Effekt in Anwesenheit von HSP70 deutlich stärker ausge-

prägt (Mattoo et al. 2013). Zu ähnlichen Ergebnissen kommen auch die Autoren um Rampelt 

et al. und Garcia et al., die der nukleotidaustauschenden Funktion von HSPA4 in Koopera-

tion mit HSP70 eine wesentlich höhere Bedeutsamkeit einräumen als der proteinfaltenden 

Komponente (Rampelt et al. 2012; Garcia et al. 2017). 

Weiterführend wurde widerlegt, dass ein vermehrtes zytosolisches Vorliegen von HSPA4 im 

Sinne einer Hochregulation, wie in dieser Doktorarbeit durchgeführt, einen direkten stimu-

lierenden Einfluss auf die Geschwindigkeit der Proteinfaltung im HSP70-HSP110-HSP40-

Komplex nimmt (Cabrera et al. 2019). Cabrera et al. berichten 2019, dass HSPA4 ein zwei-

phasiges Verhalten annimmt. Während HSPA4 in niedrigeren Konzentrationen den ATPase-

Zyklus von HSP70 und damit die Bindung von Chaperon zu Proteinaggregat und die Fal-

tungsaktivität fördert, inhibiert es in höheren Konzentrationen diese Prozesse. Eine höhere 

Konzentration von HSPA4 führt eher zu einer verfrühten Dissoziation zwischen ATP und 

HSP70 und damit zu einer fehlenden Hydrolyse und zu keiner korrekten Proteinfaltung mit-

tels HSP70 (Cabrera et al. 2019). 

 

Weiterführende Forschung in der Arbeitsgruppe von Prof. Toischer weisen in HSPA4-/--

KO-Mäusen auf eine Beeinträchtigung der Autophagie hin. So akkumulierten, verglichen zu 

Wildtypmäusen, in HSPA4-/--KO-Mäusen Autophagosome, einhergehend mit einer erhöh-

ten Expression von LC3-II und p62. Diese Konstellation spricht für eine beeinträchtigte 

Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen in der späten Phase der Autophagie. Ein be-

einträchtigter Autophagie-Abbauweg korreliert mit Störungen im Energiemetabolismus (Li 

und Lerman 2012) und mit vermehrter maladaptiver kardialer Hyptertrophie (Bhuiyan et al. 

2013; Li et al. 2016; Wang und Cui 2017). Diese überschießende maladaptive Aktivierung 
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der Autophagie wird unter anderem über phosphorylierte Histon-Deacytelasen wie HDAC1 

und HDAC2 (Cao et al. 2011; Yoon et al. 2018) vermittelt (Oh et al. 2008; El-Khoury et al. 

2014). 

Hier könnte HSPA4 eine mögliche protektive Wirkung vermitteln. Zum einen könnte 

HSPA4 direkt mit HDAC2 interagieren und durch Bildung eines HSPA4-HDAC2-

Komplexes als HDAC-Inhibitor fungieren. Eine solche Wirkung wird unterstützt von For-

schungsarbeiten, die zeigen konnten, dass durch Zugabe von HDAC-Inhibitoren wie 

Trichostatin A (TSA) die Autophagie-Aktivierung auf ein adaptives Niveau gesenkt werden 

und pathologisches Remodeling rückgängig gemacht werden konnte (Cao et al. 2011; Wang 

et al. 2018). Während eine myokardiale Ischämie in einem Mausmodell eine verstärkte Ex-

pression von p62, LC3-II und eine Akkumulation von Autophagosomen induzierte, rever-

sierte die TSA-Gabe diesen Effekt (Wang et al. 2018). 

Ebenso könnte HSPA4 indirekt die Aktivität von HDACs durch posttranslationale Modifi-

kationen im Sinne einer Phosphorylation oder Dephosphorylation beeinflussen (Sengupta 

und Seto 2004; Habibian und Ferguson 2018). So könnte die Bildung eines HSPA4-HDAC-

Komplexes einen Trigger für eine verstärkte Bindung an eine Proteinphosphatase wie Pro-

teinphosphatase 2A darstellen, die zu einer vermehrten Dephosphorylierung von HDACs 

führt und somit deren Aktivität senkt (Eom et al. 2011; Eom und Kook 2015). Ein entge-

gengesetzter Mechanismus ist für HSP70-HDAC2 beschrieben (Kee Hae Jin et al. 2008; 

Yoon et al. 2018). Eine Überexpression von HSP70 steigerte durch Phosphorylation die Ak-

tivität von HDAC2 und die Bindungsstärke an HSP70, was wiederrum die Bindung an die 

aktivitätshemmende Proteinphosphatase 2A abschwächte. 

Durch einen solchen Komplex könnte als dritte Möglichkeit HSPA4 damit auch die subzel-

luläre Lokalisation beeinflussen (Sengupta und Seto 2004; Ling Shukuan et al. 2012). So in-

duzieren Phosphorylierungen von HDAC4 und HDAC5 den nukleären Export und heben 

die Repression von Mef2 auf (Miska et al. 1999; Wang et al. 1999; McKinsey et al. 2000). 

Mittels des oben genannten Mechanismus würden nukleär vermehrt HDACs vorliegen und 

hierdurch die prohypertrophe Akitvität von Mef2 (Lu et al. 2000b) durch eine selektive 

Deacetylierung inhibieren (Zhao et al. 2005). Sowohl der auch in HSPA4-/--KO-Mäusen 

aktivierte Calcineurin-Signalweg (Mao und Wiedmann 1999; Wu et al. 2001) als auch die 

aktivierte Calmodulin/CaM-Kinase (Blaeser et al. 2000; Passier et al. 2000) steuern unter 

anderem ihre hypertrophe Signalantwort über Mef2. Unterstützt werden diese hypotheti-

schen Mechanismen einerseits durch Zhang et. al, der in transgenen CaMKII-Kinase+/+-

Mäusen zeigen konnte, dass die kardiale Hypertrophie über Mef2 durch die Dissoziation von 
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phosphorylierten Klasse-II-HDACs bewirkt wird (Zhang et al. 2007). Abschließend zeigte 

sich in HSPA4-/--KO-Mäusen eine erhöhte HDAC7a Expression, die vermuten lässt, dass 

die CaMKII ihre hypertrophe Wirkung in den KO-Mäusen über diesen Mechanismus ver-

mittelt (Barakat 2010).  

 

 

Abb. 23: Graphische Darstellung der HSPA4-vermittelten Kardioprotektion. Mit freundlicher 
Genehmigung von Sevier Medical Art. 

Ein weiterer kardioprotektiver Ansatzpunkt von HSPA4 könnte direkt an der Fusion zwi-

schen Autophagosomen und Lysosomen liegen. Beclin-1, ein zentrales Protein sowohl in der 

Autophagsomen-Bildung als auch der Fusion mit Lysosomen, nimmt eine steuernde Funk-

tion ein (Kang et al. 2011; Mony et al. 2016; Wang und Cui 2017). Durch Interaktion von 

Beclin-1, im Komplex mit mehreren Proteinen (beclin-1:VPS34:p150) (Funderburk. et al. 
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2010), mit dem UV-irridiation-resistance-associated-gene (UVRAG), wird die Autophagosomen-

Lysosomen-Fusion und damit die Degradation befördert (Liang et al. 2008). Bindet jedoch 

die RUN domain and cysteine-rich domain containing, beclin-1-interacting protein (Rubicon) an den 

beclin-1:VPS34:p150-UVRAG-Komplex, wird der Autophagie-Fluss vor allem beim Fusions-

schritt inhibiert (Matsunaga et al. 2009; Zhong et al. 2009).  

Wenn in diesem Zusammenhang HSPA4 mit Rubicon interagierte, hierdurch die Bindung 

an Beclin-1 verhinderte und damit die inhibitorische Wirkung Rubicons aufheben würde, 

förderte dies die Fusion der Autophagsomen mit den Lysosomen und bedingt einen gestei-

gerten Abbau zu degradierender Proteine. 

 

Ein therapeutischer Ansatzpunkt, um die mögliche kardioprotektive Wirkung HSPA4s in 

Kardiomyozyten klinisch nutzbar zu machen, liegt zum einen in der Identifikation spezifi-

scher kardialer Rezeptoren, die durch Bindung eines spezfischen Liganden eine Erhöhung 

des intrazellulären HSPA4s bewirken. Zum anderen könnten Antikörper als Antikörper-

Wirkstoff-Konjugat mit HSPA4 gekoppelt werden, deren Bindung an einen bereits bekann-

ten kardialen Rezeptor zur Internalisierung von HSPA4 und damit auch zur intrazellulären 

Erhöhung HSPA4s führt. Ferner könnten Kleinmolekül-Wirkstoffkandidaten identifiziert 

werden, die zu einer Erhöhung von HSPA4 und damit einer kardioprotektiven Wirkung füh-

ren würden. 

4.7 Chancen, Limitationen und Ausblick  
In dieser Doktorarbeit wurde die Wirkung von HSPA4 auf isolierte, ventrikuläre Kardiomy-

ozyten neonataler Ratten untersucht. Ein Vorteil dieses Versuchsmodells war die gute Zu-

gänglichkeit und die regelmäßige Isolation der Zellen. Weiterhin sind die adenovirale Trans-

duktion und siRNA-vermittelte Herunterregulation gut beschriebene Methoden die Protein-

höhe zu modulieren. Die hier durchgeführten Experimente sollten die Frage klären, ob 

HSPA4 ein geeigneter Modulator der PQC ist eine Reduktion von ubiquitinierten Proteinag-

gregaten in NRCM zu erzielen. Zudem wurden mittels Bestimmung kardialer Hormone und 

der Zellgrößenzunahme Parameter einer pathologischen Hypertrophie untersucht. 

Das Zellkulturmodell war mechanistisch geeignet diese Fragen zu klären. Allerdings ist es als 

„2D-Modell“ nicht geeignet die Interaktion verschiedener Zelltypen (Kardiomyozyten, Fib-

roblasten, Endothelzellen, Immunzellen) untereinander zu beleuchten. 

Einschränkend muss ebenfalls darauf hingewiesen werden, dass diese Experimente nicht die 

kardiale Funktion einer Überexpression von HSPA4 betrachten. In-Vivo-Studien sind 
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notwendig, um diesen funktionellen Aspekt im Rahmen einer Nachlasterhöhung im TAC-

Mausmodell bewerten zu können. Da die Proteasomaktivität in HSPA4-/--KO-Mäusen 

nicht beeinträchtigt war (Mohamed et al. 2012), sollte die Aktivität und Rolle der Autophagie 

in einer transgenen Mauslinie näher adressiert werden. Darauf bezugnehmend kann durch 

Gabe von Doxorubicin die Autophagie in einer transgenen Mauslinie inhibiert werden. Zu-

dem sollte überprüft werden, ob der beobachtete Phänotyp in HSPA4-/--KO-Mäusen durch 

Injektion eines kardiomyozytenspezifischen Virus (AAV9-HSPA4), der HSPA4 überexpri-

miert, verbessert wird. 

Entsprechende Fragestellungen werden derzeit in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Toi-

scher bearbeitet. 
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5. Zusammenfassung 
Die PQC nimmt eine bedeutende Rolle in der Zellhomöostase ein. Ein Akkumulieren fehl-

gefalteter Proteine kann zum Funktionsverlust von Kardiomyozyten führen und zur Ent-

wicklung einer Herzinsuffizienz beitragen. Chaperone als Teil der PQC vermitteln die Fal-

tung von Proteinen in die korrekte Konformation und können ebenfalls deren Abbau initi-

ieren. HSPA4, ein Co-Chaperon, wurde als Nukleotidaustauschfaktor für HSP70 identifi-

ziert. Eine frühere Studie zeigte ein maldaptives kardiales Remodeling in HSPA4-/--KO-

Mäusen. 

Ziel dieser Arbeit war, die Auswirkung einer HSPA4-Überexpression bzw. HSPA4-

Herunterregulation in NRCM auf eine Stimulation mit PE bzw. ET-1, beides potente In-

duktoren einer kardialen Hypertrophie, hin zu untersuchen. Dazu wurden NRCM isoliert 

und mittels siRNA-vermittelter Transfektion und adenoviraler Transduktion die HSPA4-

Expression beeinflusst.  

 

 

Abb. 24: Graphische Übersicht der Ergebnisse. Mit freundlicher Genehmigung von Sevier Me-
dical Art. 
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Eine Überexpression von HSPA4 war geeignet, die Kapazität der PQC zu steigern, und re-

duzierte signifikant ubiquitinierte Proteine im Western Blot. Unter Stimulation mit PE bzw. 

ET-1 supprimierte es die Hypertrophieentwicklung in der planimetrischen Auswertung der 

Kardiomyozyten. Damit einhergehend supprimierte HSPA4 auch den Anstieg der kardialen 

Hormone ANP und BNP in der qPCR. Damit konnte der kardioprotektive Effekt einer 

HSPA4-Überexpression festgestellt werden.  

Im Gegensatz dazu verstärkte die Herunterregulation von HSPA4 die Hypertrophie in der 

Planimetrie und förderte die Akkumulation ubiquitinierter Proteine. In einer früheren Studie 

konnte in HSPA4-/--KO-Mäusen kein Unterschied der Proteasomaktivität gemessen wer-

den, weswegen künftige Studien die Rolle der HSPA4-vermittelten Autophagie näher unter-

suchen sollten. 

Für die Entwicklung zielgerichteter Therapeutika ist ein tiefgreifendes Verständnis der mo-

lekularen Grundlagen von großer Bedeutung. Die hier dargestellten Ergebnisse unterstützen 

die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien in der Herzinsuffizienz. 
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