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  Einleitung 
 

1 
 

1 Einleitung 
 

1.1    Kardiale Erkrankungen 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen mit zunehmender Inzidenz die häufigste 

Todesursache in der westlichen Welt dar (Bonneux et al. 1994, Bui et al. 2011). Die stetig 

zunehmende Prävalenz von Risikofaktoren wie Diabetes, Adipositas, erhöhtes Lebensalter, 

Dyslipidämie und Hypertonie sind für den Großteil der pathologischen Veränderungen am 

Herzen verantwortlich (Bonneux et al. 1994).  

Die Herzinsuffizienz macht den größten Anteil an den Herzerkrankungen aus und ist in 

Deutschland seit 2006 die häufigste Hauptdiagnose für einen stationären 

Krankenhausaufenthalt (Neumann et al. 2009). In den westlichen Industrienationen ist sie für 

1-2 % und in Deutschland für etwa 1,1 % der direkten Krankheitskosten verantwortlich 

(Neumann et al. 2009). Damit stellt die Herzinsuffizienz heutzutage eine der häufigsten und 

kostenintensivsten chronischen Erkrankungen dar (Dickstein et al. 2008). Ätiopathologisch 

können ihr diverse Ursachen zu Grunde liegen. Neben pathologischen Veränderungen des 

Klappenapparates, arterieller Hypertonie, Kardiomyopathien oder koronarer Herzkrankheit 

(KHK) kann auch die kardiale Hypertrophie bei ungünstigem Verlauf zu einer 

Herzinsuffizienz führen (Ho et al. 1993).  

Die kardiale Hypertrophie ist als Kompensation physiologischer aber vor allem 

pathologischer Ereignisse zu sehen (Bernardo et al. 2010). Dabei bildet die arterielle 

Hypertonie die Hauptursache (Mancia et al. 2013). Mit einer Prävalenz von 9,1-19 % für 

Frauen und 14,9-16 % für Männer ist die Hypertrophie ein Risikofaktor für kardiovaskuläre 

Ereignisse und demnach auch für eine erhöhte Mortalität (Levy et al. 1990, Schirmer et al. 

1999).  

Therapeutische Möglichkeiten wie der Einsatz von β-Blockern, ACE-Hemmern oder die 

Verwendung von AT1-Rezeptorblockern sind wesentlich für die Eindämmung des 

Fortschreitens kardiovaskulärer Pathologien und für die Verbesserung von Lebensqualität 

und Prognose betroffener Patienten (Yaoita et al. 2002, Pfeffer 2003). Um weitere 

pharmakologische Ansätze zu finden, ist die Kenntnis über involvierte Signalwege und daran 

beteiligte Proteine von größter Bedeutung. 
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1.2    Der Kardiomyozyt 

 

Die Herzmuskulatur gehört wie die Skelettmuskulatur zur quergestreiften Muskulatur und 

weist damit Sarkomere als kleinste kontraktile Einheit auf (Lüllmann-Rauch et al. 2015). 

Diese setzen sich unter anderem aus Aktin-, Myosin- und Titinfilamenten zusammen 

(Lüllmann-Rauch et al. 2015). Das einzelne Sarkomer wird lateral von den Z-Scheiben 

begrenzt, in welche die Aktin- und Titinfilamente verankert sind (Rassow et al. 2016). Die Z-

Scheiben bestehen vorwiegend aus α-Actinin und dem CapZ-Protein (Robson et al. 1970, 

Rassow et al. 2016). Sie sind nicht nur essenziell für die Muskelkontraktion und interagieren 

mit dem Zytoskelett und dessen zugehörigen Filamenten, sondern sie befinden sich auch in 

unmittelbarer Nähe zur Zellmembran (Sequeira et al. 2014). Dies weist auf eine zusätzliche 

Funktion der Übertragung und Erfassung externer und interner Signale hin (Frey et al. 2002). 

Mikroskopisch besteht das Sarkomer aus der M-Linie und den I- und A-Banden (Rassow et 

al. 2016). Die A-Bande setzt sich vor allem aus Myosin und die I-Bande, welche auch die Z-

Scheibe umfasst, aus Aktin zusammen (Lüllmann-Rauch et al. 2015). Die M-Linie beschreibt 

einen in der Mitte des Sarkomers gelegenen Bereich, in dem Myosinfilamente miteinander 

vernetzt sind (Rassow et al. 2016). Die dünnen Aktinfilamente und die dicken 

Myosinfilamente bewirken nach der Gleittheorie von Huxley durch eine gleitende 

Parallelbewegung die Muskelkontraktion (Yanagida et al. 2012, Weeds 2013). 

Kardiomyozyten zeigen sich im frühen Stadium ihrer Entwicklung eher klein und rund, 

während sie später vorwiegend in ihrer Länge an Größe gewinnen (Buggisch 2007). 

Zunächst sind die Myofibrillen nur gering ausgeprägt oder unregelmäßig angeordnet 

(Buggisch 2007). Erst im Zuge der Differenzierung bilden sich lange Kardiomyozyten mit 

parallelen Bündeln von Myofibrillen und deutlich erkennbarem Bandenmuster (Kehat et al. 

2002, Snir et al. 2003, Maillet et al. 2013).  

Bereits wenige Tage nach Empfängnis beginnen einzelne Kardiomyozyten spontan zu 

kontrahieren und am 23. bzw. 24. Tag nach Empfängnis können peristaltische Kontraktionen 

detektiert werden (Hescheler et al. 1999). Die Erregungsausbreitung im Herzmuskel ist über 

Gap junctions möglich, die einzelne Zellen elektrisch miteinander verbinden und das Herz zu 

einem funktionellen Synzitium machen (Ashikaga et al. 2015). 

In utero ist zunächst eine starke Proliferation kardialer Myozyten zu verzeichnen, die in der 

Perinatalperiode jedoch versiegt und in einer dauerhaften Inhibition des Wiedereintrittes in 

den Zellzyklus bei adulten Kardiomyozyten mündet (Ahuja et al. 2007). Diese hypertrophe 

postnatale Phase führt zwar auch auf physiologische, vorwiegend allerdings auf 

pathologische Weise zu einer Zunahme von Myofibrillen und Sarkomeren (Clubb et al. 

1984). 
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Immunhistochemisch lassen sich Kardiomyozyten mittels des Einsatzes von Antikörpern 

gegen das muskelspezifisch exprimierte Protein α-Actinin identifizieren. α-Actinin stellt ein 

Aktin-Bindeprotein dar und wird von sämtlichen Zellen exprimiert (Kao 2015). In der 

Herzmuskuatur färbt es vor allem die Z-Scheiben und angrenzende Strukturen (Sorimachi et 

al. 1997, Otey et al. 2004, Lüllmann-Rauch et al. 2015). Dadurch können Kardiomyozyten 

bereits an ihrer prominenten Querstreifung erkannt werden.  

 

Abbildung 1: Kardiomyozyt einer neonatalen Ratte 

Repräsentative Immunfluoreszenzanalyse eines Kardiomyozyten aus dem linken Ventrikel eines 

neonatalen Rattenherzens (NRVCMs, engl.: neonatal rat ventricular cardiomyocytes). Blau: DAPI, 

grün: sarkomeres α-Actinin; Maßstabsbalken: 20 µm. 

 

  

1.3    Herzhypertrophie und kardiales „Remodeling“ 

 

1.3.1    Allgemeines 

 

Kardiales „Remodeling“ ist das Ergebnis molekularer und zellulärer Mechanismen, die zu 

Veränderungen der Größe, Funktion und Morphologie des Herzens führen (Bernardo et al. 

2016, Ku et al. 2016). Das Herz reagiert auf moderate Anstrengung mit physiologischer 

Größenzunahme und bewirkt so eine verbesserte kardiale Funktion (Mihl et al. 2008, 

Bernardo et al. 2010). Dieses adaptive „Remodeling“ ist durch Hypertrophie, Proliferation, 

metabolische Anpassungen und den Ausbau der Blutversorgung gekennzeichnet (Bernardo 

et al. 2010). Auf molekularer Ebene kommt es durch Hormone, Wachstumsfaktoren oder 

biomechanischen Stress zu einer Induktion diverser Signalwege (Bernardo et al. 2016). 

Während geringe Belastungen zu physiologischen Anpassungen führen, kann man bei 

exzessivem Training neben kardialer Dysfunktion, Schwäche und Arrhythmien auch das 

Auftreten des plötzlichen Herztodes beobachten (Bernardo et al. 2010, Ku et al. 2016).      
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1.3.2    Physiologisch und pathologisch bedingte kardiale Hypertrophie 

 

Kardiales Wachstum kann weitgehend als physiologisch oder pathologisch klassifiziert 

werden. Auf physiologische Weise induziertes Herzwachstum bzw. entwickelte Hypertrophie 

umfasst die postnatale Größenzunahme, die schwangerschaftsinduzierte Hypertrophie und 

die belastungsabhängige Zunahme des Herzvolumens (Zak 1983, Pluim et al. 2000, Eghbali 

et al. 2005). Pathologisches Wachstum ist dagegen auf chronische Volumen- bzw. 

Druckbelastungen im Rahmen von Hypertonie, Klappenerkrankungen, Myokardischämie 

oder –infarktgeschehen zurückzuführen (Bernardo et al. 2010). Während sowohl 

physiologisches als auch pathologisches Herzwachstum mit einer vermehrten Herzmasse 

einhergehen, ist die pathologische Hypertrophie zusätzlich mit einem Untergang von 

Kardiomyozyten, dem fibrotischen Umbau und einem erhöhten Risiko für Herzinsuffizienz 

und plötzlichen Herztod assoziiert (Levy et al. 1990, Weber et al. 1993, Cohn 1997). Des 

Weiteren stellt das pathologisch induzierte Herzwachstum einen in fortgeschrittenen Stadien 

nur partiell reversiblen Vorgang dar, der das fötale Hypertrophie-assoziierte Genprogramm 

aktiviert (Grünig 2009, Hou et al. 2012, Katanasaka et al. 2016). Physiologisch bedingte 

Hypertrophie wird im Gegensatz dazu als reversible Adaptation im Zusammenhang mit 

schwangerschaftsinduziertem und belastungsabhängigem kardialem Wachstum verstanden 

(Fagard 1997, Bernardo et al. 2010). Übermäßige Anstrengungen durch langes und 

exzessives Training können aber nachweislich sehr wohl zu kardialer Dysfunktion und 

Schwäche führen und scheinen damit ebenfalls pathologisch zu wirken (Maillet et al. 2013).    

 

 

1.3.3    Konzentrische und exzentrische Hypertrophie 

 

Unter der kardialen Hpertrophie versteht man die Massenzunahme des Herzens bedingt 

durch die Vergrößerung von einzelnen Kardiomyozyten (Cotton 1914, Karsner et al. 1925, 

Dorn et al. 2003). Physiologische und pathologische Hypertrophie können makroskopisch 

sowohl konzentrisch als auch exzentrisch auftreten (Grossman et al. 1975, Pluim et al. 

2000). Konzentrische Hypertrophie ist dabei durch eine Zunahme der Wanddicke und des 

Herzgewichtes gekennzeichnet, während das Kammervolumen sich nicht verändert 

(Bernardo et al. 2010). Sie ist meist Folge einer starken oder andauernden Druckbelastung 

des Herzens (Mihl et al. 2008). So führen physiologische Stimuli wie isometrisches bzw. 

statisches Krafttraining, aber auch pathologische Ereignisse wie arterielle Hypertension oder 

Klappenstenosen zu einer Vermehrung parallel angeordneter Sarkomere und somit zu einem 

Anstieg der Myozytenbreite (Bernardo et al. 2010). Daran beteiligte Signaltransduktionswege 
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umfassen unter anderem durch extrazelluläre Signale regulierte Kinasen (ERKs, engl.: 

extracellular signal-regulated kinases) und c-Jun N-terminale Kinasen (JNKs, engl.: c-Jun N-

terminal kinases), die Teil der mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPKs, engl.: mitogen-

activated protein kinases) sind (Liu et al. 2016). Diese spielen eine entscheidende Rolle bei 

der Regulation der Herzhypertrophie und dem kardialen „Remodeling“ (Liu et al. 2016).  

Exzentrische Hypertrophie stellt dagegen die Zunahme des Herzgewichtes mit 

einhergehendem vergrößertem Kammervolumen dar (Bernardo et al. 2010). Die Wanddicke 

kann dabei normal, verbreitert, aber auch vermindert sein (Bernardo et al. 2010). Hier kommt 

es durch eine serielle Vermehrung von Sarkomeren zu einer Längenzunahme der 

Kardiomyozyten (Mihl et al. 2008). Exzentrische Hypertrophie ist das Resultat inadäquater 

Volumenbelastung, beispielsweise durch exzessives Ausdauertraining oder durch diverse 

Klappenerkrankungen (zum Beispiel Aorten- oder Mitralklappeninsuffizienz) (Bernardo et al. 

2010). In klinischen Studien wurde bereits der Verdacht geäußert, dass die exzentrische 

Hypertrophie einen größeren Risikofaktor als die konzentrische Hypertrophie darstellt 

(Berenji et al. 2005). 

 

Abbildung 2: Schematische Gegenüberstellung von konzentrischer und exzentrischer 

Hypertrophie 

A, makroskopisch vereinfachte Darstellung des Herzens. Druckbelastungen können zu erhöhten 

ventrikulären Wanddicken führen, ohne dass eine Zunahme der Kammergröße vorliegt (konzentrische 

Hypertrophie). Volumenbelastungen induzieren dagegen große Herzhöhlen und verhältnismäßig 

dünne Ventrikelwände (exzentrische Hypertrophie) (Bernardo et al. 2010). B, schematische 

Darstellung des einzelnen Kardiomyozyten. Während bei der konzentrischen Hypertrophie die 

Myozytenbreite durch eine Vermehrung parallel angeordneter Sarkomere zunimmt, wächst im 

Rahmen der exzentrischen Hypertrophie die Kardiomyozytenlänge durch eine Vermehrung seriell 

angeordneter Sarkomere (Bernardo et al. 2010).  

 



  Einleitung 
 

6 
 

1.3.4    Hypertrophie-assoziierte Genexpressionsprofile  

 

Eine zentrale Stellung in der Entstehung kardialer Hypertrophie nimmt das Hypertrophie-

assoziierte fötale Genprogramm ein. In Anlehnung an die Herzentwicklung und das fötale 

Genexpressionsmuster kommt es bei biomechanisch oder humoral induziertem Stress 

ebenfalls zu einer Reaktivierung bestimmter fötaler Gene (Feldman et al. 1993, Lesniak et al. 

1995, Katanasaka et al. 2016).  

Eines dieser Gene ist die β-Isoform der Myosin-Schwerketten (β-Mhc, engl.: β-isoform of 

myosin heavey chain) (Pandya et al. 2010). Es wird vor allem während der Entwicklung der 

kardialen Muskulatur exprimiert und kann besonders bei Druckbelastung im adulten Herzen 

erneut zu höheren Spiegeln ansteigen (Litten et al. 1982, Rappaport et al. 1984). Auch Nppa 

wird zum fötalen Genprogramm gezählt und sein Proteinprodukt, das atriale natriuretische 

Peptid (ANP), wird während der fötalen Entwicklung im gesamten Herzen exprimiert 

(Kessler-Icekson et al. 2002, Cameron et al. 2003, Cox et al. 2014). Auch im adulten 

differenzierten Herzen wird ANP weiterhin physiologisch in den Vorhöfen synthetisiert (Dietz 

2005). Das atriale natriuretische Peptid ist von großer Bedeutung für die Regulation des 

Salzwasser-Haushalts und des Blutdrucks (Li et al. 2016). So wird es als Reaktion auf 

Volumenüberlastung der Herzräume und damit bei erhöhter Nachlast exprimiert. Freigesetzt 

führt es zu vermehrter renaler Natriurese und zur Hemmung des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-Systems (Cannone et al. 2014). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ANP 

die Kontraktilität von hypertrophierten, aber auch von gesunden Kardiomyozyten signifikant 

verstärken kann (Perera et al. 2015). In Volumen- und Druck-überlasteten Mausmodellen 

führte die Deletion von Nppa zu verstärkter kardialer Hypertrophie und Fibrose (Mori et al. 

2004, Wang et al. 2014). Nppb zählt ebenfalls zum fötalen Genprogramm und kodiert das 

natriuretische Peptid Typ B (BNP, engl.: brain natriuretic peptide). Analog zu ANP wird BNP 

bei vermehrter mechanischer Belastung von Kardiomyozyten ausgeschüttet und wirkt 

ebenfalls vasodilatorisch und diuretisch (Carella 2015). Dank seines hohen negativen 

prädiktiven Wertes kann bei geringen Werten eine Herzschwäche nahezu ausgeschlossen 

werden (Luchner et al. 2003). Sowohl ANP als auch BNP werden als diagnostische Marker 

für Herzhypertrophie und die Ausprägung einer Herzinsuffizienz in der heutigen Medizin 

eingesetzt (Wang et al. 2004, Burchill et al. 2015).  

 

 

 

 

https://de.wikipedia.org/wiki/Brain_Natriuretic_Peptide
https://de.wikipedia.org/wiki/Brain_Natriuretic_Peptide
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1.3.5    Die Calcineurin/NFAT-Signalkaskade 

 

Einer der wesentlichen Signalwege, die mit Herzhypertrophie assoziiert sind, wird durch die 

Calcium/Calmodulin-abhängige Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin vermittelt (Frey et 

al. 2003, Panther et al. 2009). Die Funktion des Calcineurins wurde ursprünglich in T-Zellen 

beschrieben, in denen die hohe zytoplasmatische Calciumkonzentration die Interaktion von 

Calmodulin und Calcineurin ermöglicht und somit dessen Aktivierung fördert (Frey et al. 

2003). Des Weiteren ist Calcineurin als ein ubiquitär vorkommender prohypertropher 

Modulator identifiziert und seine Beteiligung an der Dephosphorylierung und damit 

Aktivierung der NFAT (engl.: nuclear factor of activated T-cells)-Transkriptionsfaktoren 

festgestellt worden (Molkentin et al. 1998). Diese sind an der Regulation von 

Genexpressionen, unter anderem auch an der von Zytokinen, beteiligt und infolgedessen 

essenziell für die immunologische Signaltransduktion und das gesamte Immunsystem 

(Mulero et al. 2009).  

Nach erfolgter Dephosphorylierung können die Transkriptionsfaktoren in den Zellkern 

translozieren und dort die Transkription multipler Hypertrophie-assoziierter Gene bewirken 

(Ritter et al. 2002, Hogan et al. 2003, Frey et al. 2008). Auch konnte gezeigt werden, dass 

ein Teil des Calcineurins selbst in den Kern transloziert, sodass hier noch weitere 

Zielstrukturen vermutet werden (Burkard et al. 2005, Bernt et al. 2016). Calcineurin ist 

mitunter an den Z-Scheiben der Sarkomere lokalisiert und wird vorwiegend durch 

intrazellulären Calciumeinstrom aktiviert (Frey et al. 2000, Zou et al. 2001). 

Die Erforschung transgener Mäuse führte zu der Erkenntnis, dass die Aktivierung des 

Calcineurin/NFAT-Signalweges in einer ausgeprägten kardialen Hypertrophie und schwerer 

Fibrose mündet (Molkentin et al. 1998). Die Calcineurin-Inhibitoren Ciclosporin A, Tacrolimus 

und das modulatorische Calcineurin-interagierende Protein 1 (MCIP1, engl.: modulatory 

Calcineurin interacting protein 1) bewirken eine Abschwächung myokardialer Hypertrophie, 

gemessen an vermindert ausgeprägten Reaktionen auf Angiotensin II oder Phenylephrin 

(PE) (Molkentin et al. 1998, Rothermel et al. 2001, Hill et al. 2002). Umgekehrt konnte in 

einem Mausmodell gezeigt werden, dass die Deletion von Calsarcin 1, einem weiteren 

Calcineurin-Inhibitor, zu verstärkter Herzhypertrophie führt (Frey et al. 2004). Während die 

Calcineurin-Expression bei pathologischen prohypertrophen Reizen aktiviert wird, ist dies 

nach physiologischer Stimulation nicht gegeben (Wilkins et al. 2004). 

Die enzymatische Aktivität des Calcineurins wird durch die inhibitorische Wirkung des 

RCAN1 (engl.: regulator of Calcineurin 1) reduziert (Yang et al. 2009). RCAN1 wurde als 

Regulator des Calcineurins zunächst in Pilzen und Hefen identifiziert und wird in der 

quergestreiften Muskulatur und im Nervengewebe exprimiert (Crawford et al. 1997, Yang et 

al. 2000). RCAN1 verhindert die Dephosphorylierung von Transkriptionsfaktoren der NFAT-
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Familie durch Calcineurin (Peters et al. 2016). Es gibt jedoch auch Hinweise, dass RCAN1 

für eine optimale Calcineurin-Aktivität erforderlich ist (Kingsbury et al. 2000). In einem 

transgenen RCAN1-Mausmodell konnte außerdem nach transverser aortaler Konstriktion 

eine verglichen mit den Wildtyp-Mäusen verminderte Hypertrophie festgestellt werden, die 

auf die Inhibition der Calcineurin-Aktivität zurückzuführen war (Hill et al. 2002). RCAN1 

vermag folglich eine Abschwächung kardialer Hypertrophie bewirken und dient damit als 

Biomarker des Calcineurin-Signalweges. In der vorgelegten Arbeit wurde die Expression von 

Rcan1-4 (engl. Rcan1-exon 4 splice isoform) zur Detektion hypertropher Effekte eingesetzt. 

Es gilt als Marker für die Calcineurin-Aktivität und ist in hypertrophen Kardiomyozyten 

verstärkt exprimiert (Landstrom et al. 2011).  

Neben der großen Bedeutung des Calcineurins im Rahmen zytotostatischer Therapien, spielt 

es demnach auch eine wesentliche Rolle in der Pathogenese von Herzinsuffizienz und 

Herzhypertrophie (Cooper et al. 1993, Maury et al. 2002).  

 

 

Abbildung 3: Calcineurin/NFAT-Signalkaskade 

Schematische Darstellung von an der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade beteiligten Proteinen und 

Signalmolekülen in Kardiomyozyten. 

 

 

1.3.6    Der SRF-Signalweg  

 

SRF (engl.: serum response factor) ist ein ubiquitär exprimierter und multifunktioneller 

Transkriptionsfaktor, der an der Regulation zahlreicher Zielgene beteiligt ist (Miano 2010). 

Ihm wird eine wesentliche Bedeutung für die Organisation des Zytoskelettes, die Modulation 

des kontraktilen Systems und das Zellwachstum zugeschrieben (Miano 2010). Des Weiteren 

konnte in Studien eine prädominante SRF-Expression in Skelett-, Herz- und glatten 

Muskelzelllinien nachgewiesen werden (Belaguli et al. 1997). So moduliert SRF auch die 

Expression spezifischer kardialer Gene während der embryonalen Entwicklung und steht in 
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engem Zusammenhang mit diversen Herzerkrankungen (Zhang et al. 2001a, Rangrez et al. 

2013). Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von SRF in der Entwicklung des Herzens 

zu letalen Herzfehlern mit reduzierter Expression spezifischer kardialer Gene führt (Miano et 

al. 2004, Parlakian et al. 2004). Umgekehrt sind bei postnataler Überexpression von SRF 

hypertrophe Kardiomyopathie und erhöhte Expressionen von fötalen Genen nachgewiesen 

worden (Zhang et al. 2001a). Des Weiteren wurde beschrieben, dass SRF für die Induktion 

von ANP, BNP, α-Actinin und β-MHC erforderlich ist (Nelson et al. 2005). SRF spielt damit 

eine entscheidende Rolle in der Regulation und Induktion von Genen, die mit dem Progress 

der pathologischen Herzhypertrophie assoziiert sind (Zhang et al. 2001a). 

Eine bedeutende Rolle bei der Aktivierung des SRF-Signalweges nimmt Myozap (MZP), ein 

Zonula occludens 1-assoziiertes myokardiales Protein, ein (Seeger et al. 2010, Rickelt et al. 

2011, Pieperhoff et al. 2012). Neben seiner Lokalisation nahe der Glanzstreifen ist es Teil 

zellulärer Anheftungsproteine, sogenannter zytoplasmatischer Plaques, und epithelialer 

Zellkontakte (Rickelt et al. 2011, Pieperhoff et al. 2012). In einem Zebrafischmodell konnte 

gezeigt werden, dass der „Knockdown“ von Myozap zu Kardiomyopathie und kontraktiler 

Dysfunktion führt (Seeger et al. 2010). Darüber hinaus wurde die durch Myozap verstärkte 

RhoA-abhängige SRF-Aktivierung aufgezeigt (Seeger et al. 2010). Ebenfalls durch Myozap 

aktiviert wird MRIP (engl.: myosin phosphatase RhoA–interacting protein), welches eine 

Hemmung des SRF-Signalweges bewirkt (Seeger et al. 2010). Über einen „Yeast two-Hybrid 

Screen“ konnte Dysbindin als ein neuer Interaktionspartner von Myozap aufgedeckt werden 

(Rangrez et al. 2013). Das Dystrobrevin-Bindeprotein kommt in zahlreichen Geweben vor 

und ist bisher vorwiegend in Neuronen erforscht (Schwab et al. 2003, Bray et al. 2005, 

Talbot et al. 2011). Die Überexpression von Dysbindin induziert ebenfalls die Aktivierung des 

SRF-Signalweges und umgekehrt führt sein „Knockdown“ zu einer verminderten SRF-

Induktion (Rangrez et al. 2013). Ähnlich wie Myozap interagiert Dysbindin mit RhoA und 

aktiviert überdies den ERK1 (engl.: extracellular signal–regulated kinase 1)-abhängigen 

MAPK-Signalweg (Rangrez et al. 2013). 

 

 

1.3.7    Auslöser kardialer Hypertrophie  

 

Das Herz der Säugetiere steht aufgrund der kontraktilen Aktivität von Kardiomyozyten unter 

konstanter physiologischer Belastung (Huppelsberg et al. 2005, Rangrez et al. 2017). Diese 

kontinuierliche und synchron ablaufende Bewegung von Kardiomyozyten führt zur 

Aktivierung und Regulation mechanosensitiver Signalwege, die zur Aufrechterhaltung von 

Kardiomyozyten-typischer Morphologie und Funktion führen (Ruwhof et al. 2000a, Ruwhof et 
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al. 2000b, van Wamel et al. 2000a, van Wamel et al. 2000b, Trepat et al. 2007, Zablocki et 

al. 2013). Jegliche Ungleichgewichte oder Störungen in der kontraktilen Bewegung, wie zum 

Beispiel pathologische biomechanische Belastungen im Rahmen von arterieller Hypertonie 

oder kardiovaskulärer Herzerkrankungen, resultieren in einer begrenzt reversiblen kardialen 

Hypertrophie, die unbehandelt schließlich in der Herzinsuffizienz mündet (Huppelsberg et al. 

2005, Rangrez et al. 2017). Um die Auswirkung solcher Belastungen auf die Zelle zu 

validieren, besteht die Möglichkeit, kardiale Myozyten dynamischem „Stretch“ zu 

unterziehen. Es handelt sich dabei um eine Methode, bei der in den NRVCMs durch 

mechanische Dehnung das „Remodeling“ induziert und die Untersuchung beteiligter 

Signaltransduktionswege ermöglicht wird (Näheres unter 2.2.3.14 und 4.1).  

Biomechanischer Stress induziert die Expression fötaler Gene und führt folglich zu 

hypertrophen Zellleibern (Frank et al. 2008). Es wird vermutet, dass ein „Stretch“-Rezeptor 

im Bereich der Z-Scheibe existiert und mit Proteinen wie Calsarcin 1 und dem MLP (engl.: 

muscle LIM protein) interagiert (Knöll et al. 2002, Frey et al. 2004, Frank et al. 2006). 

Ebenfalls in die Mechanotransduktion involviert sind Melusin, ein Integrin-Bindeprotein, 

welches eine antihypertrophe Wirkung zeigt, und Myopodin, ein Aktin-Bindeprotein, das sich 

stressabhängig von der Z-Scheibe löst und in den Zellkern transloziert (Weins et al. 2001, 

Brancaccio et al. 2003).  

Zahlreiche Studien setzen unterschiedliche Verfahren ein, um die Folgen mechanischer 

Belastung genauer zu erkunden. Neben dem bereits erwähnten „Stretchen“ ist die 

experimentelle transversale Aortenkonstriktion (TAC, engl.: transverse aortic constriction) ein 

häufig eingesetztes Modell für die belastungsinduzierte Hypertrophie und Herzinsuffizienz im 

Klein- und Großtiermodell (deAlmeida et al. 2010). Im Zuge der TAC wird eine kardiale 

Hypertrophie durch Nachlasterhöhung des Herzens herbeigeführt (Baker et al. 1990). Das 

Herz arbeitet durch die Stenose der Aorta gegen einen erhöhten Widerstand und es kommt 

zu einer hämodynamischen Mehrbelastung (deAlmeida et al. 2010). 

Aber auch über neurohumorale Signalwege wird myokardiale Hypertrophie vermittelt 

(Nakayama et al. 2014). Hier seien das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, die 

adrenergen Signalwege und die Endothelin 1 (ET1)-abhängige Signalkaskade genannt 

(Sadoshima et al. 1993b, Yamazaki et al. 1996, O'Connell et al. 2003). So konnte in einem 

Rattenmodell eine deutliche Regression kardialer Hypertrophie durch die Behandlung von 

Bluthochdruck-Tieren mit Hemmern des Angiotensinkonversionsenzyms (ACE, engl.: 

Angiotensin converting enzyme) erzielt werden (Linz et al. 1989). Des Weiteren konnte 

festgestellt werden, dass die Verabreichung von ACE-Inhibitoren an Tiere mit abdomineller 

Aortenstenose erfolgreich vor linksventrikulärer Hypertrophie schützt (Baker et al. 1990). 

Auch Katecholamine und α1-adrenerge Rezeptoren (AR) gelten in kultivierten 

Kardiomyozyten und transgenen Mäusen als Auslöser kardialer Hypertrophie (Simpson 
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1983, Simpson 1985, O'Connell et al. 2003). Es konnte nachgewiesen werden, dass 

Katecholamine über α1-AR Hypertrophie-erzeugende Wirkungen zeigen, die bei 

Überexpression der α1-AR verstärkt werden (Milano et al. 1994). Endothelin 1 wird als 

vasoaktives Peptid neben endothelialen und epithelialen Zellen auch von Kardiomyozyten 

produziert. Es gilt als ein potenter Vasokonstriktor und Wachstumsfaktor, der eine Zunahme 

der Zelloberfläche und eine Steigerung der Proteinsynthese bewirkt. Weiterhin wurde 

beschrieben, dass ET1 die Aktivierung von hypertrophen Signalmolekülen wie die 

Serin/Threonin-Kinase Raf1 (engl.: rapidly accelerated fibrosarcoma) und MAP-Kinasen 

induziert. Außerdem konnte nach mechanisch ausgelöster Hypertrophie und gleichzeitiger 

ET1-Rezeptorblockade eine verstärkte ET1-Freisetzung und erhöhte ET1-mRNA-Spiegel 

gemessen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch humorale Faktoren eine 

bedeutende Rolle in der Herzhypertrophie spielen.  

In der vorliegenden Arbeit wurden das mechanische Dehnen durch den Einsatz des 

„Stretchers“, die Behandlung von Herzmuskelzellen mit Phenyleyphrin, einem α-adrenergen 

Agonisten, und die transverse aortale Konstriktion in einem Mausmodell durchgeführt, um 

die involvierten Signalwege in vitro und in vivo zu untersuchen.  

 

Abbildung 4: Signalwege des kardialen „Remodelings“ (Frank et al. 2011) 
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Schematische Darstellung der kardialen Z-Scheibe mit benachbarten, am kardialen „Remodeling“ 

beteiligten Strukturen.   

 

 

1.4    Der Zellzyklus 

 

1.4.1 Ablauf des Zellzyklus 

 

Die Zelle als kleinste lebende Einheit eines Organismus unterliegt multiplen und komplexen 

Kontrollmechanismen (Dreyer-Schmitt 2009). Zur Ausbildung intakter Zellverbände bedarf es 

einer strengen Regulation von Zellteilung, -wachstum, -differenzierung und programmiertem 

Zelltod (Dreyer-Schmitt 2009). Die Zellteilung ist essenziell für die Bildung neuer Gewebe 

oder abgestorbener Zellen (Rassow et al. 2016). Der Zellzyklus beschreibt den periodischen 

Ablauf von vier Phasen, die in strikter Reihenfolge von jeder Zelle durchlaufen werden 

(Buggisch 2007, Rassow et al. 2016). Nach einer Zellteilung befindet sich die Zelle in der 

sogenannten G1-Phase (Müller-Esterl et al. 2011). Hier beginnt sie zu wachsen, 

Zellorganellen werden aufgebaut und Enzyme für die Synthese-Phase (S-Phase) werden 

synthetisiert (Rassow et al. 2016). In der daran anknüpfenden S-Phase werden das 

Erbmaterial dupliziert und weitere Zellbestandteile wie zum Beispiel Histone aufgebaut 

(Müller-Esterl et al. 2011). Die prämitotische G2-Phase dient der Vorbereitung der 

Zellteilung, bei der die einzelne Zelle sich aus dem Zellverband löst und abrundet (Müller-

Esterl et al. 2011). In den drei beschriebenen Phasen nimmt die Zelle an Größe zu (Behl et 

al. 2016). Die anschließende Mitose-Phase (M-Phase) lässt sich in Pro-, Prometa-, Meta-, 

Ana- und Telophase untergliedern (Dreyer-Schmitt 2009, Müller-Esterl et al. 2011, Rassow 

et al. 2016). Hierbei werden die synthetisierten Strukturen sowie das verdoppelte Genom 

getrennt und aufgeteilt, sodass letztendlich aus einer Mutterzelle zwei identische 

Tochterzellen entstehen (Behl et al. 2016).  

 

 

1.4.2 Regulationsmechanismen 

 

Der Ablauf des Zellzyklus ist von diversen Kontroll- und Regulationsmechanismen abhängig 

(Buggisch 2007). Eine entscheidende Rolle nehmen dabei die Cycline und Cyclin-abhängige 

Kinasen (CDKs, engl.: cyclin-dependent kinases) ein (Behl et al. 2016). Diese sind für ihre 

Aktivierung auf Cycline angewiesen (Buggisch 2007). Bei den CDKs handelt es sich um 



  Einleitung 
 

13 
 

spezifische Serin/Threonin-Kinasen, die andere Zielproteine phosphorylieren und sie auf 

diesem Weg aktivieren bzw. inaktivieren (Behl et al. 2016).  

Die ruhende, sich in der G0-Phase befindende Zelle wird über Wachstumsfaktoren oder 

proliferationsaktivierende Signale stimuliert und tritt nach Aktivierung wieder in die G1-Phase 

ein (Engel 2008). Anschließend wird über die Cycline mit der Bildung aktiver Cyclin/CDK-

Komplexe begonnen und dadurch die Phosphorylierung von Zielstrukturen kontrolliert (Engel 

2008). Die Cyclin/CDK-Komplexe sind durch Substratphosphorylierung in allen Phasen des 

Zellzyklus tätig und führen zum Fortschreiten des Zellzyklus (Ekholm et al. 2000). Die 

Cycline werden über die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege wie die RAS-Kaskade, die 

NF-ΚB (engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)-Aktivierung 

oder den MAP-Kinase-Signalweg reguliert (Ekholm et al. 2000). Durch die Bildung von 

Cyclin/CDK-Komplexen kommt es zu Strukturveränderungen der CDKs, die zur Aktivierung 

der Kinasen führen (Keyomarsi et al. 1997). In jeder Zellzyklus-Phase sind bestimmte 

Cycline aktiv (siehe Tabelle 1) (Matsushime et al. 1994). Sie werden streng reguliert nur in 

der jeweiligen Phase exprimiert und anschließend im Proteasom degradiert (Keyomarsi et al. 

1997).  

Tabelle 1: Übersicht von Cyclin/CDK-Komplexen und ihrer Aktivität 

Cyclin CDK Aktivität 

Cyclin D CDK 4, CDK 6 frühe G1-Phase 

Cyclin E CDK 2 späte G1-Phase, G1/S-Übergang 

Cyclin A CDK 2 

CDK 1 

S-Phase, G2-Phase 

Ende S-Phase, S/G2-Übergang 

Cyclin B CDK 1 G2/M-Übergang, M-Phase 

 

Ein wichtiges Zellzyklus-Kontrollprotein ist das Retinoblastoma-Protein (pRb) (Behl et al. 

2016). Dieses kontrolliert den Übergang von der G1- zur S-Phase, indem es an 

Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie bindet und diese inhibiert (Wu et al. 1995). Das 

Retinoblastoma-Protein wurde erstmals im Zusammenhang mit der Entstehung von 

Tumorerkrankungen beschrieben und war der erste entdeckte Tumorsuppressor (Rassow et 

al. 2016). pRb wird durch das Heterodimer aus Zyklin D und CDK4 oder CDK6 

phosphoryliert bzw. inhibiert und führt so zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

(Rassow et al. 2016). Dadurch kommt es zum Übergang in die S-Phase und damit zum 

Beginn der DNA-Replikation (Engel 2008).  

An den Übergängen von der G1- zur S-Phase sowie von der G2- zur M-Phase liegen 

Kontrollpunkte, an denen auf mögliche Replikationsfehler untersucht wird (Müller-Esterl et al. 

2011). Diese Kontrollpunkte werden von Proteinen wie dem pRb gebildet (Rassow et al. 

2016).  
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Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitoren (CDKIs, engl.: cyclin-dependent kinase inhibitors) 

schwächen die Aktivität der CDKs ab und lassen sich in zwei Subfamilien unterteilen: Die 

INK4 (engl.: inhibitors of CDK4)-Familie, bestehend aus den Proteinen p15, p16, p18 und 

p19, bindet spezifisch CDK4 sowie CDK6 und hemmt so die Cyclin D/CDK-Aktivität, was 

eine Arretierung in der G1-Phase bedeutet (Pavletich 1999, Roussel 1999, Martins et al. 

2002, Dreyer-Schmitt 2009). Die sich in ihrer Struktur und Spezifität von dieser Familie 

abgrenzende CIP (engl.: cyclin inhibitor protein)/KIP (engl.: kinase inhibitor protein)-Gruppe 

umfasst die Proteine p21, p27 und p57 und bindet multiple Cyclin/CDK-Komplexe während 

des G1/S-Übergangs, der G1- und S-Phase (Pavletich 1999, Martins et al. 2002). Aber auch 

die Inhibitoren der CDKs werden durch weitere Regulatorproteine wie zum Beispiel durch 

p53 moduliert, wodurch ein geregelter Ablauf des Zellzyklus ermöglicht wird (Behl et al. 

2016).   

 

 

1.4.3 Die Rolle des p53 

 

P53 ist ein sequenzspezifisches und kurzlebiges Tumorsuppressorgen, das in niedrigen 

Konzentrationen in multiplen Geweben exprimiert wird, während es in beschädigten, 

entzündeten oder tumorösen Geweben in seiner Expression hochreguliert wird (el-Deiry 

1998, Fierabracci et al. 2016). Es ist ein Schlüsselprotein, welches die ungehemmte 

Proliferation von Zellen verhindert (53 steht für sein Molekulargewicht von 53 kDa) (Behl et 

al. 2016). Der zelluläre p53-Spiegel wird durch Ubiquitinylierung und proteolytischen Abbau 

niedrig gehalten und via Phosphorylierung angehoben (Rassow et al. 2016). Wird ein DNA-

Schaden am p53-Kontrollpunkt detektiert, so wird der Zellzyklus in der späten G1-Phase 

angehalten (Hirsch-Kauffmann et al. 2009, Behl et al. 2016). P53 wird bei zellulärem Stress 

durch ansteigende Proteinspiegel (Akkumulation) sowie durch regulatorische Modifikationen, 

beispielsweise durch Phosphorylierung, aktiviert (el-Deiry 1998). Das „Expressionslevel“ des 

p53 nimmt Einfluss auf die pRb-Expression und steht mit dieser in enger Wechselbeziehung: 

Intaktes pRb induziert p53-vermittelten Zellzyklusarrest, defektes pRb bewirkt dagegen die 

Einleitung des programmierten Zelltodes durch p53 (Lemaire et al. 2005, Godefroy et al. 

2006). Nach Abschluss der Reparationsvorgänge wird am Kontrollpunkt der 

Zellzyklusprogress wieder freigegeben (Rassow et al. 2016). Bleiben die eingeleiteten 

Mechanismen ohne Erfolg, wird die Apoptose über spezifische „Targetgene“ wie Bax oder 

Fas/Apo1 eingeleitet (Miyashita et al. 1994). 

Bei bestimmten Mutationen des p53-Gens geht seine Tumorsuppressorfunktion verloren und 

es kann die Funktion eines Onkogens annehmen, was bedeutet, dass p53 übermäßig 

exprimiert und dadurch die Kontrolle normaler Wachstums- und Differenzierungsprozesse 



  Einleitung 
 

15 
 

gestört wird (Hirsch-Kauffmann et al. 2009). Studien konnten zeigen, dass mehr als die 

Hälfte aller humanen Tumore Mutationen im p53-Gen aufwiesen (Hollstein et al. 1991). 

Somit stellt p53 das am häufigsten mutierte Gen menschlicher Krebszellen dar (el-Deiry 

1998).   

 

 

1.4.4 Die Bedeutung der Proliferationsmarker Ki67 und PHH3 für den Zellzyklus 

 

Ki67 ist ein nukleäres Antigen, welches im Zellkern und ausschließlich während des 

Zellwachstums und der Zellteilung exprimiert wird (Gerdes et al. 1983, Scholzen et al. 2000). 

Der dazugehörige Antikörper wurde von der gleichen Kieler Arbeitsgruppe nach der 

Immunisierung von Mäusen mit der „Hodgkin“-Lymphomzellline L428 hervorgebracht (Ki 

steht für Kiel; 67 steht für die Klon-Nummer, in welcher der Antikörper gefunden wurde) 

(Gerdes et al. 1983). Die Ki67-Expression ist während der Zellteilung erhöht und in der G2- 

und M-Phase maximal (Sasaki et al. 1987, Scholzen et al. 2000). Ki67 wird dagegen nicht 

von sich in der G0-Phase befindenden Zellen exprimiert und ist auch nicht in zelluläre 

Reparaturmechanismen involviert (Scholzen et al. 2000). Somit ist Ki67 ein geeigneter 

Marker, um die Proliferation diverser Zellverbände zu prüfen (Shah et al. 2009, Barutcu et al. 

2016, Penault-Llorca et al. 2017). Nicht zuletzt wird es als etablierter Indikator in der 

Krebsforschung eingesetzt und erlaubt eine Aussage bezüglich der Prognose verschiedener 

Krebsarten (de Azambuja et al. 2007, Viale et al. 2008, Williams et al. 2011).   

Histon H3 gilt als Bestandteil des Chromatins und ist an der Verpackung der DNA beteiligt 

(Hendzel et al. 1997). Seine Phosphorylierung am Ser10 und Ser28 ist an der 

Chromosomenkondensation, die im Rahmen der Zellteilung stattfindet, beteiligt, beginnt in 

der Mitose während der späten G2-Phase und endet nach Ablauf der Anaphase (Hendzel et 

al. 1997). Phosphohiston H3 wird damit zu einem präzisen Marker von Zellen, die sich in der 

mitotischen Phase des Zellzyklus befinden, und ist ebenfalls in vielen Krebsarten 

beschrieben worden (Zhu et al. 2016). Im Gegensatz zu Ki67 ist PHH3 also mitosespezifisch 

(Chow et al. 2016). Dies bedeutet, dass das Antigen ausschließlich während der M-Phase 

vorliegt und demnach lediglich hier zu detektieren ist (Juan et al. 1998). Der Nachweis von 

PHH3 in Kombination mit der Ki67-Färbung kann nahezu sämtliche maligne entarteten 

Hautkrebs-Zellverbände identifizieren, während Einzelnachweise der Proteine nur eine 

unzureichende Sensitivität erreichen (Wandler et al. 2016).  

Ki67 und PHH3 gelten damit als geeignete Proliferationsmarker mit unterschiedlicher 

Positivität in Abhängigkeit des jeweiligen Zellzyklus-Stadiums. 
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 Abbildung 5: Vergleich der Ki67- und PHH3-Positivität in verschiedenen Stadien des Zellzyklus 

 

 

1.5    Proliferationsmechanismen von Kardiomyozyten 

  

Das kardiovaskuläre System bildet sich als erstes Organsystem im Wirbeltier-Embryo und ist 

in der Lage, diesen mit Sauerstoff und Nährstoffen zu versorgen (Brand 2003). Bereits nach 

drei Wochen Gravidität nimmt das menschliche Herz seine Pumpfunktion auf und behält 

diese bei, während es kontinuierlichen Umbauvorgängen unterliegt, bis schließlich nach der 

4.-6. Entwicklungswoche vier vollständig ausgebildete Herzkammern vorliegen (Brand 2003, 

Sadler 2008). Auch Kardiomyozyten gehören zu den ersten Zelltypen, die aus embryonalen 

Stammzellen entstehen (Hescheler et al. 1999).  

Die Möglichkeit einer kardialen Regeneration nach Schädigungen, die eine Neubildung 

myokardialen Gewebes erfordern würden, wird kontrovers diskutiert. Der Annahme, dass 

das adulte Herz ein postmitotisches Organ ist und kardiale Muskelzellen als enddifferenzierte 

Zellen ihr regeneratives Potenzial verlieren, stehen neuere Studien gegenüber, die 

postulieren, dass adulte Kardiomyozyten, wenn auch nur in geringem Maße, immer noch 

proliferieren können (Ueno et al. 1988, Soonpaa et al. 1998, Beltrami et al. 2001). Es wird 

von Myozyten-Subpopulationen berichtet, die noch nicht terminal differenziert sind und 

dadurch mitotische Aktivität zeigen (Beltrami et al. 2001, Urbanek et al. 2003). So konnte 

nachgewiesen werden, dass es in den an Infarktzonen grenzenden Regionen zu einem 

vermehrten Wiedereintritt von Myozyten in den Zellzyklus kommt, wobei die proliferative 

Kapazität nicht ausreichend ist, um geschädigte Areale wieder mit neuem Gewebe zu 

reparieren (Cheng et al. 2016, Turan et al. 2016).  

Im Unterschied zu den embryonalen Herzmuskelzellen konnte das Fehlen von nukleär 

angereichertem Cyclin D1 in adulten Kardiomyozyten detektiert werden (Ledda-Columbano 
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et al. 2006). Eine in vitro induzierte Steigerung der Cyclin D1-Expression führte nachweislich 

zu einem Wiedereintritt in den Zellzyklus (Pasumarthi et al. 2005, Ledda-Columbano et al. 

2006). Diese fehlende Zytokinexpression könnte ein wesentliches Kennzeichen für 

postmitotische und ausgereifte Zellen darstellen (Tamamori-Adachi et al. 2003). 

 

 

1.6    Die Apoptose 

 

1.6.1 Der programmierte Zelltod 

 

Die Apoptose beschreibt den von der Zelle selbst induzierten programmierten Zelltod, der 

physiologisch durch innere oder äußere Faktoren ausgelöst wird und während des gesamten 

Lebens auftritt (Lüllmann-Rauch et al. 2015). Der streng gesteuerte Zelltod ist unerlässlich 

für die Entwicklung und Funktion sämtlicher Gewebe (Rassow et al. 2016). So werden 

potenziell entartete Zellen eliminiert oder die Zellzahl und damit die Größe von Organen 

unter Kontrolle gehalten (Rassow et al. 2016). 

Zu den die Apoptose auslösenden Ereignissen zählen der Entzug von Wachstumsfaktoren, 

DNA-Schäden, Störungen des Zellmetabolismus oder die Stimulation der Zelloberfläche über 

entsprechende Rezeptoren (Rassow et al. 2016). Über diese werden 

Regulationsmechanismen aktiviert, die schließlich zum Zelltod führen (Rassow et al. 2016). 

Nach Aktivierung des Programmes zur eigenen Beseitigung durchläuft der betroffenene 

Zellleib multiple morphologische Charakteristika (Lüllmann-Rauch et al. 2015). So verliert die 

Zelle an Größe, die DNA kondensiert, wird degradiert und es bilden sich einzelne 

Zellfragmente (Apoptosekörperchen), die letztendlich von Makrophagen phagozytiert werden 

können (Lüllmann-Rauch et al. 2015).  

Pathologisch führt eine übermäßige Apoptose von Zellen zum Beispiel zu 

neurodegenerativen Erkrankungen wie Chorea Huntington oder Morbus Parkinson, während 

eine gehemmte Apoptose in einer Tumorbildung resultieren kann (Rassow et al. 2016). 

Von der Apoptose ist die Nekrose als unkontrolliertes Absterben von Zellen abzugrenzen 

(Lüllmann-Rauch et al. 2015). Bei der Nekrose kommt es beispielsweise durch Verletzung 

der Zelle oder das Aussetzen diverser Noxen zu einer Störung des zelleigenen 

Aktionspotentials und folglich zu osmotisch bedingter Ruptur des Zellkörpers (Müller-Esterl et 

al. 2011). Der unkontrolliert austretende Zellinhalt mitsamt seinen lysosomalen Enzymen 

fördert schließlich das Enstehen und Ausbreiten einer Entzündungsreaktion (Lüllmann-

Rauch et al. 2015).  
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Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer nekrotischen und einer 

apoptotischen Zelle 

Die nekrotische Zelle (A) zeigt eine rupturierte Zellmembran mit bereits ins umliegende Gewebe 

austretendem Zellinhalt. B lässt dagegen eine apoptotische Zelle mit fragmentiertem Kern, 

kondensiertem Chromatin und multiplen Zellvesikeln erkennen. Maßstabsbalken: 10 µm. 

(Abb. modifiziert aus www.pathologie.ukerlangen.de/e1848/e603/e638/inhalt678/5.Sem_05a-

Apoptose.pdf) 

 

Neben Apoptose und Nekrose besteht mit der sogenannten programmierten Nekrose oder 

Nekroptose eine weitere Form des Zelltodes (Newton et al. 2004, Vanden Berghe et al. 

2010). Die Nekroptose zeichnet sich durch die Aktivierung von Todesrezeptoren analog zur 

Apoptose aus und wird bei Hemmung der Apoptose eingeleitet (Vanden Berghe et al. 2010, 

Murphy et al. 2014). Anschließend leiten die Zellen jedoch statt der Apoptose die 

Selbstverdauung ein (Vanden Berghe et al. 2010). Neben auch an der Apoptose beteiligten 

Signalmolekülen sind mitunter zwei weitere Schlüsselproteine dieses streng regulierten 

Signalweges, die Enzyme Rezeptor-interagierendes Protein 1 (RIP1, engl.: receptor 

interacting protein 1) und Rezeptor-interagierendes Protein 3 (RIP3, engl.: receptor 

interacting protein 3), bekannt (Newton et al. 2004). Morphologisch zeigen sich wie bei der 

Nekrose Membranruptur und Entzündungsreaktion (Vanden Berghe et al. 2010).  

 

 

1.6.2 Regulationsmechanismen 

 

1.6.2.1 Die Komponenten der Apoptose 

 

Caspasen nehmen eine essenzielle Rolle in der Aufrechterhaltung der Homöostase durch 

die Regulation von Zelltod und Entzündungsreaktionen ein (McIlwain et al. 2013, Rassow et 

al. 2016). Es handelt sich hierbei um endogene Cysteinproteasen, die Proteine hinter 

Aspartatresten spalten und dadurch deren Aktivität verändern (Rassow et al. 2016). Die 
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durch Caspasen vermittelten katalytischen Spaltungen können sowohl zu 

Substratinaktivierungen aber auch -aktivierungen führen, die an Apoptose- und 

Entzündungsgeschehen beteiligt sind (McIlwain et al. 2013). Dementsprechend wurden die 

Caspasen weitgehend durch ihre Mitwirkung am Zelltod (Caspase 3, 6, 7, 8 und 9) und an 

Inflammationsreaktionen (Caspase 1, 4, 5 und 12) klassifiziert (McIlwain et al. 2013). Alle 

Caspasen liegen zunächst als inaktive monomere Procaspasen vor und erlangen erst durch 

Dimerisierung und katalytische Spaltung ihre Aktivität (Hirsch-Kauffmann et al. 2009, Müller-

Esterl et al. 2011, McIlwain et al. 2013). 

Caspasen, die an der Apoptose beteiligt sind, werden anhand ihrer Wirkmechanismen in 

Initiator-Caspasen (Caspase 8 und 9) und Effektor-Caspasen (Caspase 3, 6 und 7) 

untergliedert. Die Initiator-Caspasen 8 und 9 liegen zunächst als inaktive Procaspase-

Monomere vor, die durch Dimerisierung aktiviert werden. Diese Dimerisierung erleichtert die 

anknüpfende autokatalytische Spaltung der Caspase-Monomere in eine große und eine 

kleine Untereinheit, was zu einer Stabilisierung des Dimers beiträgt. Die daraus 

hervorgehende aktivierte Caspase wird auch als „cleaved“ Caspase bezeichnet. Die Effektor-

Caspasen werden als inaktive Procaspase-Dimere produziert und müssen durch die Initiator-

Caspasen in eine große und eine kleine Untereinheit gespalten werden (Riedl et al. 2004). 

Dies ermöglicht eine Konformationsänderung, die die beiden aktiven Zentren des Dimers 

zusammenführt und eine funktionelle, reife Protease schafft (Riedl et al. 2004). Einmal 

aktiviert, kann eine Effektor-Caspase andere Effektor-Caspasen spalten und aktivieren, was 

zu einer positiven Rückkopplungsschleife der Caspase-Aktivierung führt (McIlwain et al. 

2013).  

Weitere Komponenten des Apoptose-Apparates sind die Proteine der Bcl2 (engl. B-cell 

lymphoma 2)-Familie (Rassow et al. 2016). Sie lassen sich in pro- und antiapoptotische 

Subfamilien aufteilen, entfalten ihre Wirkung in Mitochondrien und sind wesentlich für die 

Regulation des programmierten Zelltodes (Rassow et al. 2016). So sind zum Beispiel Bcl2 

und Bcl-xL (engl. B-cell lymphoma-extra large), beides Mitglieder der Bcl2-Familie, in der 

Lage, an das C-terminale Ende des apoptotischen Protease-Aktivierungs-Faktor 1 (APAF1, 

engl.: apoptotic protease activating factor 1) zu binden, dadurch die Assoziation der 

Caspase 9 an APAF1 zu inhibieren und so deren Aktivierung zu verhindern. Auf diese Weise 

kann der ansonsten durch die aktivierte Caspase 9 eingeleitete Zelltod abgewendet werden. 

Des Weiteren ist bekannt, dass Bcl2 die Freisetzung des Cytochrom c aus Mitochondrien 

verhindern kann. Auf der anderen Seite vermitteln proapoptotische Proteine wie Bid die 

Freisetzung des Cytochrom c. 

Ebenfalls an der Apoptose beteiligt sind die sogenannten Apoptose-Inhibitorproteine (IAPs, 

engl.: inhibitors of apoptosis proteins) (Rassow et al. 2016). Diese endogenen Caspase-

Inhibitoren können sowohl den intrinsischen als auch den extrinsischen Weg der Apoptose 
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inhibieren (Montrobert 2010). Sie hemmen direkt sowohl die Initiator-Caspase 9 als auch die 

Effektor-Caspasen 3 und 7 (Hunter et al. 2007). Allen IAPs gemein ist das Vorhandensein 

von mindestens einer sogenannten BIR (engl.: Baculovirus IAP repeat)-Domäne, die für die 

Hemmung der Apoptose verantwortlich ist (Müller 2004). 

 

Abbildung 7: Caspase-Kaskade 

Dargestellt sind die zellulären Caspase-Signalwege und ihre nukleären Zielstrukturen.  

(Abb. modifiziert aus https://www.hindawi.com/journals/ijp/2012/637429/fig3/)  

 

Darüber hinaus ist auch die Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) in die Apoptose- 

Vorgänge involviert. Ihre proteolytische Spaltung durch die Caspase 3 stellt einen 

Zwischenschritt des programmierten Zelltodes dar und ihr Abbau kann als Marker betroffener 

Zellen genutzt werden (Satoh et al. 1992, Nicholson et al. 1995, Tewari et al. 1995, Cohen 

1997, Oliver et al. 1998).  
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1.6.2.2 Der extrinsische Weg 

 

Die Auslösung des programmierten Zelltodes ist über die beiden bis heute bekannten 

Hauptwege der Apoptose, die als der extrinsische und der intrinsische mitochondriale 

Signalweg bezeichnet werden, möglich (Müller-Esterl et al. 2011). 

Die extrinsisch eingeleitete Apoptose wird durch extrazelluläre Signale ausgelöst (Müller-

Esterl et al. 2011). Dabei interagiert die extrazelluläre Domäne eines transmembranen 

Zelloberflächenrezeptors mit einem spezifischen Liganden, der entweder einen löslichen 

Faktor oder ein Zellmembran-assoziiertes Protein darstellt. Die Rezeptoren werden auch 

Todesrezeptoren (DRs, engl.: death receptors) genannt und gelten als Mitglieder der Tumor-

Nekrose-Faktor (TNF)-Superfamilie. Zu ihnen zählen der TNF-Rezeptor 1 (TNFR1), CD95, 

Todesrezeptor 3 (DR3, engl.: death receptor 3), TNF-verwandter Apoptose-induzierender 

Ligand Rezeptor 1 (TRAIL-R1, engl.: tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand 

receptor 1) und TRAIL-R2. Die Gruppe der Todesliganden umfasst die homotrimeren 

Proteine TNF, CD95-Ligand, TRAIL und TNF-artiger Ligand 1A (TL1A, engl.: TNF-like 

ligand 1A) (Dreyer-Schmitt 2009, McIlwain et al. 2013). Nach der Ligandenbindung kommt es 

zur Cluster-Bildung (Trimerisierung) des Rezptors und schließlich durch die zytosolische 

Bindung von Adaptermolekülen wie Fas-assoziierten Todesdomäne-Proteinen (FADDs, 

engl.: Fas-associated death domain proteins) zur Bildung des Zelltod-induzierenden 

Signalkomplexes (DISC, engl.: death inducing signaling complex) (Rassow et al. 2016). Über 

die Adaptermoleküle des DISC wird das Procaspase 8-Monomer über seine 

Todeseffektordomäne (DED, engl.: death effector domain) rekrutiert, was zu ihrer 

Dimerisierung und Aktivierung beiträgt. Die Schlüsselposition der Caspase 8 konnte in einem 

Mausmodell verdeutlicht werden, welches die Resistenz Caspase 8-defizienter Zellen 

gegenüber DR-induzierter Apoptose aufzeigte (Juo et al. 1998, Varfolomeev et al. 1998, 

Kang et al. 2004). Das Resultat der DR-vermittelten Aktivierung von Caspase 8 ist vom 

Zelltyp abhängig: In sogenannten Typ I-Zellen (zum Beispiel Thymozyten, periphere T-

Zellen) initiiert Caspase 8 den Zelltod direkt durch die Rekrutierung von Effektor-Caspasen; 

in den phylogenetisch älteren Typ II-Zellen (zum Beispiel Hepatozyten) muss Caspase 8 

zuerst den intrinsischen apoptotischen Weg aktivieren, um einen wirksamen Zelltod auslösen 

zu können (Samraj et al. 2006, Rassow et al. 2016). Typ I- und Typ II-Zellen unterscheiden 

sich in ihrem intrazellulären Gehalt an IAPs, die die Funktion der Effektor-Caspasen 

blockieren, sofern die IAPs nicht durch mitochondriale Proteine unterdrückt werden (Jost et 

al. 2009, Spencer et al. 2009).  

Überdies bestehen Regulationsmechanismen, die zur zusätzlichen Aktivierung des 

intrinsischen Signalweges führen (Rassow et al. 2016). So kann Caspase 8 auch das 
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proapoptotische Bcl2-Protein Bid zu tBid katalysieren, welches seine Wirkung über die 

Mitochondrien entfaltet (Wei et al. 2000).  

 

 

1.6.2.3 Der intrinsische Weg 

 

Unabhängig der Stimulation von Zellmembranrezeptoren kann es über intrazelluläre Signale 

zur Freisetzung Apoptose-induzierender Proteine aus permeabilisierten Mitochondrien 

kommen (Rassow et al. 2016). Diese auch als mitochondriale Apoptose bekannte 

Signalkaskade kann durch eine Vielzahl von zellulären Stressauslösern, wie DNA-Schäden, 

Mangel an Wachstumsfaktoren oder Hypoxie, aktiviert werden (McIlwain et al. 2013). Die 

Initiator-Caspase 9 ist für die Einleitung dieses Apoptoseweges verantwortlich (McIlwain et 

al. 2013). Die zu ihrer Aktivierung erforderliche Dimerisierung erfolgt, wenn ihre CARD-

Domäne (CARD, engl.: caspase activating and recruitment domain) an APAF1 bindet 

(Shiozaki et al. 2002). APAF1 und Caspase 9 liegen in der ruhenden Zelle als zytosolische 

inaktive Monomere vor. Bei intrazellulärem Stress kommt es zu einem Ungleichgewicht 

zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen zugunsten der Apoptose-fördernden 

Proteinfamilie (Rassow et al. 2016). Es werden Permeabilitäts- und Transitionsporen 

gebildet, das Membranpotential der Mitochondrien bricht zusammen und es werden 

mitochondriale Apoptose-Mediatorproteine wie Cytochrom c ins Zytoplasma freigesetzt 

(Müller-Esterl et al. 2011, Rassow et al. 2016). Cytochrom c bindet an APAF1 und induziert 

eine Konformationsänderung des Monomers. Desoxy-ATP löst nachfolgend eine weitere 

Konformationsänderung von APAF1 aus. Sieben solcher aktivierten APAF1-Monomere 

bilden einen oligomeren Komplex, dessen Zentrum durch die CARDs gebildet wird und zur 

Bindung der Caspase 9 führt. Der Komplex, bestehend aus Cytochrom c, APAF1 und 

Caspase 9, wird als Apoptosom bezeichnet (Kang et al. 2000). Über dieses wird die 

Caspase 9 aktiviert, welche schließlich die Apoptose durch Rekrutierung der Effektor-

Caspasen initiiert (Shi et al. 2016).  

 

 

1.7    Hypoxieinduzierte Zellschädigung  

 

Die verminderte Sauerstoffversorgung des Gesamtorganismus oder bestimmter 

Gewebsregionen wird als Hypoxie bezeichnet (Brahimi-Horn et al. 2007). Der Verlust von 

Kardiomyozyten durch den programmierten Zelltod infolge von hypoxischen Zuständen stellt 

einen wichtigen Mechanismus bei der Entwicklung von Herzerkrankungen dar (Stephanou et 
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al. 2000). Hypoxie wird durch verminderten kardialen Blutfluss verursacht und verhindert, 

dass das Herz ausreichend mit Sauerstoff versorgt wird (Feng et al. 2016). Während der 

Hypoxie wird die mitochondriale oxidative Phosphorylierung, die unter physiologischen 

Bedingungen die metabolischen Bedürfnisse der Zelle erfüllt, eingestellt und ATP wird über 

die weniger effiziente anaerobe Glykolyse produziert (Kang et al. 2000). Nach Ausschöpfung 

der Kapazität der anaeroben Glykolyse kann es zu Zelltod, intestinaler Fibrose und kardialer 

Hypertrophie kommen (Stephanou et al. 2000, Zheng et al. 2015, Nehra et al. 2016). 

Makroskopisch ist nach manifester Hypoxie mit Nekrose- und Narbenbildung zu rechnen 

(Gottlieb et al. 1994). In einem Versuchsmodell konnte gezeigt werden, dass eine 6-stündige 

Hypoxie die Hypertrophie von Kardiomyozyten induziert und dass eine anschließende 

Reperfusion sowohl apoptotische als auch hypertrophe Vorgänge in der Zelle weiter 

verstärkt (El Jamali et al. 2004).  

Im Rahmen der Hypoxie kommt es zunächst zur Aktivierung verschiedener Proteine wie NF-

κB, GATA-Bindeprotein 4, CREB (engl.: cAMP responsive element binding protein) oder 

HIF1α (engl.: hypoxia inducible factor 1 alpha) und neben einer vergrößerten Zelloberfläche 

ist auch ein Anstieg des Hypertrophie-assoziierten fötalen Genprogrammes (zum Beispiel 

ANP) ermittelt worden (Huang et al. 2003, El Jamali et al. 2004). Ebenfalls beteiligt sind die 

sogenannten reaktiven Sauerstoffradikale (ROS, engl.: reactive oxygen species), die bei 

oxidativem Stress und vor allem bei Reperfusion gebildet werden (Nishida et al. 2000). Es 

handelt sich um reaktive Moleküle und freie Radikale, die sich von molekularem Sauerstoff 

ableiten und zu schädlichen zellulären Ereignissen führen können (Hancock et al. 2001). Sie 

tragen zur Zytokin-vermittelten Hypertrophie bei und aktivieren ERKs und die Serin/Threonin-

Kinasen AKTs (Nishida et al. 2000, El Jamali et al. 2004).  

 

 

1.8    Die Proteine RND1 und MLF1  

 

Zahlreiche Gene und ihre Proteine sind bereits im Zusammenhang mit kardialem 

„Remodeling“ beschrieben worden. Dennoch sind viele Signalwege unzureichend erforscht 

und eine Vielzahl beteiligter Proteine noch nicht identifiziert. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

wurde ein „Microarray“ von RNA aus biomechanisch belasteten Herzmuskelzellen 

durchgeführt. Zwei der hierbei aufgedeckten und differenziell regulierten Gene waren die 

Rho-family GTPase 1 (Rnd1) und der Myeloid leukemia factor 1 (Mlf1) (Pott 2017, Rangrez 

et al. 2017). 
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1.8.1    RND1 

 

RND1, ein Vertreter der Rho-GTPase-Familie, ist vor allem in der Leber und im Gehirn 

exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle in der Kanzerogenese (Nobes et al. 1998, 

Okada et al. 2015). So nimmt RND1 Einfluss auf den Zellzyklus über RAS/MAP-Kinasen und 

scheint in einigen Tumorgeweben vermehrt exprimiert zu werden (Xiang et al. 2016). Des 

Weiteren wurde beschrieben, dass die Überexpression der Rho-family GTPase die zelluläre 

Größenzunahme und die Migration von Krebszellen fördert, während der „Knockdown“ das 

Wachstum, die Lokomotion und die Metastasierung betroffener Zellen hemmt (Xiang et al. 

2016). Außerdem konnte gezeigt werden, dass RND1 den ERK-Signalweg aktiviert (Xiang et 

al. 2016).   

Auch im Rahmen der neuronalen Differenzierung und der Modulation von 

Mikrotubulistabilität wird RND1 eine wichtige Funktion beigemessen (Tolias et al. 2011, de 

Souza et al. 2014). So ist nach Herunterregulation von RND1 ein vermindertes 

Axonwachstum und nach Überexpression das Bestehen multipler Axone beobachtet worden 

(Li et al. 2009). In Fibroblasten hemmt die GTPase die Bildung von Aktin-Stressfasern und 

die zelluläre Adhäsion (Nobes et al. 1998). 

Darüber hinaus antagonisiert RND1 die RhoA/ROCK-induzierte Aktomyosin-Kontraktilität 

und nimmt dadurch eine regulatorische Position in der Zellmigration, Kontraktion glatter 

Muskulatur und Neuritenausdehnung ein (Nobes et al. 1998, Chardin 2006, Riou et al. 2010). 

Durch die Interaktion mit dem GTPase-Aktivierungsprotein p190 RhoGAP (engl.: GTPase 

activating protein) wird eine verminderte Kontraktilität induziert, die neben der Zellwanderung 

auch die Kontraktion glatter Muskulatur beeinflusst (Chardin 2006, Ishikawa et al. 2006, Riou 

et al. 2010). Der RhoA/ROCK-Signalweg ist außerdem an der Entwicklung der 

Herzhypertrophie beteiligt (Higashi et al. 2003). So wurde bereits beschrieben, dass die 

Hemmung der RhoA/ROCK-Signalkaskade das pathologische Herzwachstum verhindert 

(Kobayashi et al. 2002, Higashi et al. 2003, Hattori et al. 2004, Noma et al. 2006). Die 

Implikationen von RND1 in verschiedenen Modellen und Studien zur hypertrophen 

Kardiomyopathie lassen eine Rolle in der pathologischen Veränderung des Herzens 

vermuten. 

 

 

1.8.2    MLF1 

 

MLF1 wurde bisher vor allem im Zusammenhang mit akuter myeloischer Anämie (AML) und 

dem myelodysplastischen Syndrom (MDS) beschrieben (Yoneda-Kato et al. 1996). In einem 
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Mausmodell konnte gezeigt werden, dass MLF1 vorwiegend in gonadalem Gewebe und der 

Skelett-, Herz- und nur begrenzt in der glatten Muskulatur exprimiert wird (Hitzler et al. 

1999). In lympho-hämatopoetischem Gewebe tritt MLF1 physiologisch nicht auf (Hitzler et al. 

1999). Erst im Kontext von AML und MDS konnte eine Hochregulation des MLF1 festgestellt 

werden (Yoneda-Kato et al. 1999, Matsumoto et al. 2000, Falini et al. 2006). In einem MLF1-

„Knockdown“-Mausmodell zeigten sich die Lymphozyten gegenüber apoptotischer 

Stimulation resistenter als die Zellen der Wildtyp-Tiere und auch auf Zellebene konnte die 

durch MLF1 vermittelte Apoptoseinduktion bestätigt werden (Sun et al. 2015). In einem 

weiteren Tiermodell wurde eine verstärkte Proliferationsfähigkeit von Kardiomyozyten nach 

MLF1-„Knockdown“ verifiziert (Muralidhar et al. 2014).  

Die Überexpression von MLF1 bewirkt in der Skelettmuskulatur die Akkumulation von 

Proteinaggregationen, senkt aber gleichzeitig die Toxizität solcher Aggregate (Kazemi-

Esfarjani et al. 2002, Li et al. 2008).  

Weiterhin ist bekannt, dass MLF1 den p53/p21-Signalweg aktiviert und als nukleäres 

„Shuttle“-Protein fungiert (Yoneda-Kato et al. 2008). Über die Interaktion mit CSN3 (engl.: 

third component of the COP9 signalosome complex) und die Hemmung der Expression von 

COP1 (engl.: constitutively photomorphogenic 1) wird zusätzlich eine Stabilisierung von p53 

erzielt (Yoneda-Kato et al. 2005). Dies bedeutet einen verstärkten Zelluntergang infolge der 

über p53 vermittelten Apoptoseeinleitung. 

Im Kontext möglicher kardialer Funktionen von MLF1 sind bisher keine Informationen 

bekannt. 

 

 

1.9    Zielsetzung  

 

Kardiales „Remodeling“ wird unter anderem durch mechanischen oder humoralen Stress 

induziert und führt zu multiplen pathologischen Veränderungen von Morphologie und 

Funktion des Herzens. Das Verständnis der daran beteiligten pathologischen Mechanismen 

ist entscheidend für die Entwicklung potenzieller Therapien. Trotz umfangreicher Studien in 

diesem Bereich sind noch immer einige der durch Stress aktivierten Signalkaskaden und 

darin involvierte Proteine unbekannt. 

Ziel dieses Projektes war die ausführliche Untersuchung und detaillierte Darstellung zweier 

Proteine. Dabei sollte insbesondere die Rolle des jeweiligen Proteins am Prozess des 

kardialen „Remodelings“ herausgearbeitet werden. Die vorliegende Forschungsarbeit basiert 

auf einem bereits erfolgten „Microarray“, der mittels RNA aus „gestretchten“ neonatalen 

Rattenkardiomyozyten durchgeführt wurde. Ziel war die Erfassung neuer, an der kardialen 

Hypertrophie beteiligter Zielgene. Zwei der im „Microarray“ signifikant regulierten Gene 
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waren Mlf1 und Rnd1. So konnten bereits erste Untersuchungen dazugehöriger Proteine 

bezüglich ihrer Regulation in weiteren Hypertrophie-Modellen durchgeführt werden. Dazu 

zählen mitunter die Behandlung der Kardiomyozyten mit Phenylephrin oder in vivo die 

transverse aortale Konstriktion am Mausmodell (Pott 2017).  

Nachdem erforscht wurde, inwiefern Rnd1 und Mlf1 nach Hypertrophie-erzeugenden Reizen 

in Kardiomyozyten reguliert werden, sollte im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss der 

besagten Gene und ihrer zugehörigen Proteine auf die kardialen Muskelzellen weiter 

analysiert werden. Dazu sollten Adenoviren zur Überexpression und zum „Knockdown“ des 

jeweiligen Proteins generiert und anschließend die Effekte auf Zellgröße, ausgewählte 

Hypertrophie-Marker, Zellzyklus-Progression und Zellviabilität genauer beschrieben werden. 

Darüber hinaus sollte zur Identifizierung potenzieller Bindungspartner von RND1 ein „Yeast 

two-Hybrid Screen“ durchgeführt werden, um mögliche Beteiligungen an Signalwegen 

aufzudecken. Zur Bestätigung der im „Y2H-Screen“ identifizierten Interaktionen sah der 

Arbeitsplan Co-Immunopräzipitationen vor. Ebenfalls von Interesse war die Darstellung der 

intrazellulären Colokalisation zur Erforschung gemeinsamen physiologischen Auftretens. 

Weiterhin waren Luciferase-„Assays“ zur Analyse des regulatorischen Einflusses der 

interagierenden Proteine aufeinander und auf spezifische Signalwege geplant.   

Auf diese Weise soll eine möglichst genaue Einordnung der beiden ausgewählten Proteine in 

das kardiale Gesamtgeschehen bei gleichzeitigem Entschlüsseln der molekularen 

Mechanismen sowie der Ableitung potenzieller Therapieansätze ermöglicht werden. 
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2 Material und Methoden 
 

Dieses Kapitel dient der Erläuterung und Auflistung von sowohl mikro- und 

molekularbiologischen Verfahren als auch Zellkultur-spezifischen Methoden sowie der dazu 

benötigten Geräte und Materialien.  

 

2.1    Materialien 

 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

 

Amersham Hybond-P PVDF membrane  GE Healthcare 

Axiovert 40 C Microscope    Zeiss 

BD MicrolanceTM 3     Becton Dickinson GmbH 

Bioflex® Plates Collagen I    Flexcell International  

Borsilikat-Petrischale 6 cm    Paracelsus 

BZ-9000E HS All-in-one fluoreszence microscope Keyence 

Cell Scraper 16 cm 2-position blade   Sarstedt 

Cellstar cell culture dishes 6, 12,     

24 well; 6 cm, 10 cm dishes    Greiner Bio one 

Centrifuge 5810     Eppendorf 

CFX96 Real-Time PCR Detection System  Bio-Rad 

Confocale Microscope LSM 510   Zeiss 

Coverslips (18 mm Durchmesser)   Karl Hecht KG 

CO2 Series Incubator     Shel Lab 

DynaMag™-2 Magnetic Particle Concentrator Invitrogen 

Econo-Pac® Chromatography Columns  Bio-Rad 

ECX-F26.M UV-trans illuminator   Peqlab 

Electroporation cuvette    Peqlab 

Filter, Papier (Whatman-Filterpapier),    

110 mm Durchmesser    Schleicher & Schuell 

Flexlink FX5000T-FLK-Stretcher    Flexcell International Corporation 

FluorChem Q Camera      Alpha Innotech 

Galaxy Ministar Microcentrifuge   VWR 

Heraeus Fresco 21 Centrifuge   Thermo Scientific 
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Heraeus Pico 21 Centrifuge    Thermo Scientific 

Herasafe Biologische Sicherheitswerkbank  Thermo Scientific 

Infinite M200 PRO Microplate Reader  Tecan  

Injektionsmatrize      Adaptive Science Tools 

MicroPulser™ Electroporator    Bio-Rad 

Mikrowelle Sharp R-340F    Sharp 

Mini PROTEAN Tetra System   Bio-Rad 

Mr. Frosty™ Gefrierbehälter     Thermo Scientific 

MyCycler Thermal Cycler    Bio-Rad 

NanoDrop 2000 spectrophotometer   Thermo Scientific 

Neubauer-Zählkammer    Assistant 

Parafilm      BEMIS 

Pasteur Pipetten, Glas    Carl Roth 

PC-10 Puller      Narishige 

PD-10 Columns     GE Healthcare 

Petrischalen 4 cm, 6 cm    Greiner Bio-One 

PhosphorImager SI      GE Healthcare 

Pipetten 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL   Sarstedt 

Pipetten Eppendorf-Reference   Eppendorf Research 

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tip   Sarstedt 

Pipettenspitzen, mit Filter    Sarstedt 

Pipetus      Hirschmann Laborgeräte 

Power Pac HC     Bio Rad 

Power Pack P25     Biometra 

PP-Microplate 96 well    Greiner-Bio One 

Precellys®24      Bertin InstrumentsF 

Pressure Cell Press System     SIM-Aminco; Spectronic Intruments 

Prolene 4-0      Ethicon 

qRT-PCR plates, 96 well, semi skirted  Bio-Rad 

RCT Basic magnetic stirrer    IKA 

Rotator SB3      Stuart 

Sartorius TE124S Waage    Sartorius 

Sartorius TE1502S Waage    Sartorius 

Seven Easy pH-Meter    Mettler-Toledo 

Stemi 2000-C microscope    Zeiss 

Steri-Cult 200 incubator    Labotect 

Sterile filter 0,2 µm pores    Nalgene Labware 
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SterilGARD Hood      The Baker Company 

Steritop-Flaschenaufsatzfilter Millipore  Carl Roth 

Systec VX-65      Systec GmbH 

TE1502S Präzisionswaage    Sartorius 

ThermoMixer® Comfort    Eppendorf 

Titan PCR-working station     Scanlaf 

Tubes 0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL, 5 mL   Sarstedt 

Tubes 15 mL, 50 mL     Sarstedt 

Ultra-Turrax T25     IKA Labortechnik 

Vacusafe ventilation     Integra Biosciences 

Variomag Poly Magnetrührer    Thermo Scientific 

Vortex-Genie 2     Scientific Industries 

Zellkultur-Flaschen 75 cm2, 175 cm2   Sarstedt 

 

 

2.1.2 Chemikalien 

 

Agarose      Biozym Scientific GmbH 

Albumin fraction V, bovine    Merck KG 

Albumin fraction V, bovine    Merck KG 

Adenosine 5'-Triphosphate    New England Biolabs 

Benzamidine–Sepharose Beads    AP Bioscience, LLC 

Bromophenolblau     Sigma-Aldrich 

BSA       New England Biolabs 

Calciumnitrat       Carl Roth 

Carbenicillin (Lösung und Salz)   Sigma-Aldrich 

Cisplatin      ENZO Life Science 

Ci [32P]NAD+      GE Healthcare 

Collagen I – solution     BD Biosciences 

Complete™ Protease Inhibitor Cocktail  Roche 

DAPI       Sigma-Aldrich 

dNTPs       Thermo Scientific 

DEPC       Sigma-Aldrich 

DMEM       PAA Laboratories 

DMSO       Sigma-Aldrich 

DNA Loading Dye 6 x     Fermentas 

DTT 0,1 M      Invitrogen 



  Material und Methoden 
 

30 
 

DreamTaq 10 x green buffer    Thermo Scientific 

DynabeadsTM Protein G    Thermo Scientific 

EDTA       Serva Electrophoresis 

Elution Buffer      Qiagen 

Essigsäure      Carl Roth 

Ethanol      Carl Roth 

Ethidiumbromid      Invitrogen 

EXPRESS SYBR® GreenERTM   Invitrogen 

FCS Gold      PAA Laboratories 

First Strand RT-Buffer 5 x    Invitrogen 

FluorPreserve Reagent    Merck KG 

Gelatin       Sigma-Aldrich 

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder   Fermentas 

Glucose      Carl Roth 

Glutathione Sepharose® 4B    GE Healthcare 

Glycerol       Carl Roth 

Glycin       Carl Roth 

HEPES      Carl Roth 

IPTG (Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranosid) Sigma-Aldrich 

Isofluran Baxter     Baxter AG 

Kanamycin      Sigma-Aldrich 

Kaliumchlorid      Carl Roth 

Kaliumhydrogenphosphat    Carl Roth 

LB-Medium      Carl Roth 

LB-Agar      Carl Roth 

LB Broth Base     Thermo Scientific 

Lipofectamine 2000 Reagent    Invitrogen 

L-Glutamine 100 x     Invitrogen 

Methanol      Carl Roth 

Natriumacetat      Carl Roth 

Natriumchlorid     AppliChem 

Natriumhydrogenphosphat    Carl Roth 

Natriumhydroxid     AppliChem 

Magnesiumchlorid     Carl Roth 

Magnesiumsulfat     Carl Roth 

2-Mercaptophenol     Sigma-Aldrich 

NCS       PAA Laboratories 
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NIH U Thrombin     GE Healthcare 

NP40 Cell Lysis Buffer    Thermo Scientific 

PageRuler Plus prestained Protein Ladder  Thermo Scientific 

Pancreatin      Sigma-Aldrich 

PCR Buffer 10 x      Sigma-Aldrich 

Penicillin/Streptomycin    Invitrogen/GIBCO 

Percoll       GE Healthcare 

PGEX-2T Plasmid     GE Healthcare 

Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol   Carl Roth 

Phenolrot Indikator-Lösung    Hach® 

Phenylephrin      Sigma-Aldrich 

Phusion® Buffer 5 x     New England Biologicals 

2-Propanol      Carl Roth 

Protein Assay Dye Reagent      

Concentrate (Bradford)    Bio-Rad 

Propirumiodid      Sigma-Aldrich 

QIAzol Lysis Reagent     Qiagen 

Hexanukleotid Random-Primer-Mix   Carl Roth 

Rotiphorese® Gel 30     Carl Roth 

Salzsäure      Carl Roth 

SDS       Serva Electrophoresis 

TEMED 99 % p.a. Electrophoresis   Carl Roth 

Temgesic®      Indivior Eu Limited  

Trichlormethan/Chloroform    Carl Roth 

Tris-Base       Carl Roth 

Tris-HCl      Carl Roth 

Triton X-100      Serva Electrophoresis 

Trypanblau      Sigma-Aldrich 

Trypsin-EDTA-solution    Invitrogen/GIBCO 

Tween® 20      Carl Roth 

Vectashield HardSet Mounting Medium  Vecta-Labs 

 

 

2.1.3 Enzyme 

 

Collagenase type 2     Worthington/Cellsystems 

Complete-Proteinase Inhibitor Cocktail  Roche Diagnostics 

https://www.medizinfuchs.de/hersteller/indivior-eu-limited.html
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C3 Transferase (Clostridium botulinum)  Sigma-Aldrich 

Desoxyribonuclease I (DNase I)   Sigma-Aldrich 

DreamTaq DNA-Polymerase (GreenTaq)  Thermo Scientific 

LR-Clonase® II     Invitrogen 

BP-Clonase® II     Invitrogen 

iQ™ Multiplex Powermix    Bio-Rad 

PacI-Endonuklease®     Thermo Scientific 

Pancreatin      Sigma 

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase  New England Biolabs  

Phosphatase-Inhibitor 2 und 3   Sigma-Aldrich 

Proteinase K      Invitrogen 

Power SYBR™ Green Master Mix    Thermo Scientific 

RNase OUT™      Invitrogen  

SuperScript® III RT (200 units/μL)    Invitrogen 

T4 DNA Ligase     New England Biolabs 

 

 

2.1.4 Puffer 

 

ADS-Puffer (10-fach) 

1160     mM  NaCl 

  197     mM   HEPES 

    94     mM  NaH2PO4
.H2O 

    55,5  mM  Glucose 

    53,6  mM  KCl 

      8,3  mM  MgSO4 

pH 7,4; steril gefiltert 

 

Kern-Lyse-Puffer (KLP) 

  50 mM   Tris-HCL 

ad pH 7,5   NaOH (1 M)  

150 mM   NaCl 

    1 mM  EDTA 

    5 % (v/v)   Glycerol 

 

Zu 1 mL KLP wurden hinzugefügt: 

40 µL   25-fach Protease-Inhibitor-Cocktail 
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10 µL   Phosphatase-Inhibitor 2 

10 µL   Phosphatase-Inhibitor 3 

  1 µL   1M DTT 

 

Laufpuffer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (10-fach) 

0,25 M  Tris 

1,9   M  Glycin 

1      % (w/v) SDS 

 

Laemmli-Puffer (4-fach) 

250      mM  Tris pH 6,8 

    5      % (w/v) SDS 

  40      % (v/v) Glycerin 

    5,8-3 % (w/v) Bromophenolblau 

  10      % (v/v) 2-Mercaptoethanol 

 

PCR-Reaktionspuffer (10-fach) 

100 mM  Tris-HCl; pH 8,3; 25 °C 

500 mM  KCl 

  15 mM  MgCl2 

10-2 %   Gelatine 

 

Phosphate Buffered Saline (PBS) 

137      mM  NaCl 

    2,7   mM  KCl 

    4,3   mM  Na2HPO4 

    1,47 mM  KH2PO4; pH 7,4; autoklaviert 

 

Sammelgel-Puffer 

0,5 M   Trispuffer 

0,4 % (w/v)  SDS 

pH 6,8   HCL  

 

TAE-Puffer 50-fach (1 L) 

0,5   M   Tris Base 

0,05 M   EDTA   

pH 8    Essigsäure 
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ad ddH2O  

 

TBS (10-fach) 

0,25 M   Tris Base  

1,5   M   NaCl  

pH 7,5   HCL 25 % 

ad ddH2O  

 

TBST 

1-fach      10-fach TBS 

0,1 % (v/v)  Tween® 20  

ad ddH2O  

 

Transfer-Puffer 

  20   % (v/v)   Methanol 

  25   mM  Tris 

192   mM  Glycin 

    3-3 % (w/v)  SDS 

 

Trenngel-Puffer 

1,5 M   Tris 

0,4 % (w/v)  SDS 

pH 8,8   HCl  

 

Trypsin-EDTA-Lösung 

0,25 % (w/v)   Trypsin 

0,53 mM   EDTA  

in PBS 

 

Verdauungs-Lösung (500 mL) 

300 mg  Pankreatin (0,6 mg/mL) 

250 mg  Collagenase Typ 2 (0,5 mg/mL) 

 

Percoll-Gradient (8 Gradienten): 

Stocklösung:  Percoll     45 mL 

   10-fach ADS-Puffer       5 mL 

Top-Layer:    Stocklösung    18 mL 
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   1-fach ADS-Puffer + Phenolrot 22 mL 

Bottom-Layer:  Stocklösung    26 mL 

   1-fach ADS-Puffer farblos  14 mL 

 

 

2.1.5 Medien 

 

Kulturmedium für die Kardiomyozyten 

DMEM-Medium 500 mL + 

50    mL FCS Gold 

  5,5 mL Penicillin-Streptomycin 

  5,5 mL Glutamin 

 

Kulturmedium für HEK293A-Zellen 

„advanced“ DMEM-Medium 500 mL + 

50    mL FCS Gold 

  5,5 mL Penicillin-Streptomycin 

  5,5 mL Glutamin 

 

LB-Medium (500 mL) 

10    g   LB 

  7,5 g   Agarose 

ad 500 mL H2O    

Je nach Verwendung wurde 1 mL (100 µg/mL) Carbenicillin oder Kanamycin hinzugegeben.  

 

LB-Agar (500 mL) 

 10    g  LB Broth Base  

   7,5 g  Agarose       

500   mL  ddH2O    

500   µL  Carbenicillin-Lösung (100 µg/mL) 

  50   mg         Carbenicillin-Salz     

 

0,1 % NP40-PBS (100 mL) 

10 mL   PBS (10-fach)   

  1 mL   NP40 (10 %)     

ad 89 mL ddH2O     
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2.1.6 Primer 

 

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG bezogen.  

 

qRT-PCR-„Primer” (SYBR Green) 

 

Tabelle 2: Liste der „Primersequenzen“ für SYBR Green qRT-PCR aus Rattus norvegicus 

Gen „Forward“ „Reverse“ 

Rnd1 ACAGTGCACTCAAGAAGTGGAG CAACTGCTTGGCTATCGCAC 

Mlf1 TTGGGAGGTTTGGCGGAATG TCCATTGAAAGCTGGCCAAAG 

Nppa AAACTGAGGGCTCTGCTCGC GGCTGTTATCTTCGGTACCGGAAG 

Nppb TCCGGATCCAGGAGAGACTTCG TCCTAAAACAACCTCAGCCCGTC 

 

 

Tabelle 3: Liste der „Primersequenzen“ für SYBR Green qRT-PCR aus Mus musculus 

Gen „Forward“ „Reverse“ 

Rnd1 ACAGTGCACTCAAGAAGTGGAG CAACTGCTTGGCTATCGCAC 

Mlf1  GCCTTTTGGAAGGTTTGGTGG GTTGGCCAAAGTTTCTTTGTAACTC 

Myozap GCTGGCACCATGCTGCGCTCCACGTCC GCTGGGTCGCCCTAAGTCAGCGTTTTCTT 

Nppa CCCTGGGCTTCTTCCTCGTCTT  TCCAGGTGGTCTAGCAGGTTCTTG 

Nppb GTCGTTTGGGCTGTAACGCACT CACTTCAAAGGTGGTCCCAGAGC 

Rpl32 GGTGGCTGCCATCTGTTTTACG  CCGCACCCTGTTGTCAATGC 

 

 

qRT-PCR-„Primer” („Multiplex”) 

 

Tabelle 4: Liste der „Primersequenzen“ für „Multiplex“-qRT-PCR aus Rattus norvegicus 

 

Nppa 

„Forward“ GGAGCAAATCCTGTGTACAGTG 

„Reverse“ ACCTCATCTTCTACCGGCAT 

„Probe“ FAM-TGATGGATTTCAAGAACCTGCTAGACCA-BHQ1 

 

Nppb 

„Forward“ AGAAGATAGACCGGATCGGC 

„Reverse“ AGCCAGGAGGTCTTCCTAAA 

„Probe“ HEX-TCAGCCCGTCACAGCCCAAGCGA-BHQ1 

 

Rcan1-4  

„Forward“ TAGCTCCCTGATTGCTTGTG 

„Reverse“ GGATTCAAATTTGGCCCTGG 

„Probe“ CY5.5 -  ACGATGATGTCTTCAGCGAAAGTGAGAC – Eclipse 

 

Rpl32 

„Forward“ CTGCTGATGTGCAACAAATCT 

„Reverse“ GCTGTGCTGCTCTTTCTACAAT 
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„Probe“ TexasRed - ACTGTGCTGAGATTGCTCACAATGTGT - BHQ2 

 

 

Gateway® „Primer“ 

 

Tabelle 5: Liste der „Primersequenzen“ für die Klonierung mit dem Gateway® Protokoll 

Name  Sequenz Funktion 

attB-1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGGCACC attB-seitiger „Adapter-Forward-

Primer”  

attB-2  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGC

C 
attB-seitiger „Adapter-Reverse-

Primer”  

M13-(-20)-F GTAAAACGACGGCCAG „Forward-Primer“ für das „Insert“ 

im pDONR221-Vektor 

M13-R CAGGAAACAGCTATGAC „Reverse-Primer“ für das „Insert“ 

im pDONR221-Vektor 

Rnd1_gw_F GCTGGCACCATGAAGGAGAGACGGACA „Forward-Primer“ für ORF von 

RND1 in Rattus norvegicus + 

Anteil der attB-„Site“ 

Rnd1_gw_R GCTGGGTCGCCTCACATGATAGAACAGCT „Reverse-Primer“ für ORF von 

RND1 in Rattus norvegicus + 

Anteil der attB-„Site“ 

Rnd1_gw_hu

-F 

GCTGGCACCATGAAGGAGAGACGGGCCCC „Forward-Primer“ für ORF von 

RND1 in Homo sapiens 

Rnd1 

_gw_hu-R 

GCTGGGTCGCCCGCTTTTGGCCTTTTCCTTCTT

GAAGGT 
„Reverse-Primer“ für ORF von 

RND1 in Homo sapiens 

Mlf1_gw_F GCTGGCACCATGTTCCGGATGTTGAGC „Forward-Primer“ für ORF von 

MLF1 in Rattus norvegicus + 

Anteil der attB-„Site“ 

Mlf1_gw_R GCTGGGTCGCCTTATTTTTTGGTGATTTTC „Reverse-Primer“ für ORF von 

MLF1 in Rattus norvegicus + 

Anteil der attB-„Site“ 

Mlf1_iso1_g

w_hu_F 

GCTGGCACCATGTTCAGGATGCTGAACAGCAG

TTTTG 
„Forward-Primer“ für ORF von 

MLF1 Isoform 1 in Homo sapiens 

Mlf1_iso1_g

w_hu_R 

GCTGGCACCATGTTCAGGATGCTGAACAGCAG

TTTTG 
„Reverse-Primer“ für ORF von 

MLF1 Isoform 1 in Homo sapiens 

pGL_4.34_at

tB 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGGCTAGTA

TGTCCATATTAGGACATCTACC 
„Forward-Primer“ für „Firefly“- 

und Renilla-Luciferase + Anteil 

der attB-„Site“ 

pGL_4.74_at

tB 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGGCTAAAT

GAGTCTTCGGACCTCG 
„Forward-Primer“ für „Firefly“- 

und Renilla-Luciferase + Anteil 
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der attB-„Site“ 

pGL4_attBR

pA 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTA

CCACATTTGTAGAGGTTTTACTTG 
„Reverse-Primer“ für „Firefly“- 

und Renilla-Luciferase + Anteil 

der attB-Site 

pAd/CMV/V5

-F 

TAATACGACTCACTATAGGG „Forward-Primer“ für das „Insert“ 

im pAd/CMV/V5 „Destination“-

Vektor 

 

 

Tabelle 6: Liste eingesetzter „Primersequenzen“ zur Klonierung synthetischer microRNAs zum 

„Knockdown“ von RND1 und MLF1  

Name  Sequenz Funktion 

Block-iT_miR-

Rnd1_Top  

TGCTGTACATCTGACCACCACTGGCTGTTTTGGCCACTGACTG

ACAGCCAGTGGGTCAGATGTA 
micro-RNA-

Sequenz gegen 

RND1  Block-iT_miR-

Rnd1_Bot  

CCTGTACATCTGACCCACTGGCTGTCAGTCAGTGGCCAAAACA

GCCAGTGGTGGTCAGATGTAC 

Block-iT_miR-

Mlf1_Top  

TGCTGAAGAGGTTCAGAGAAACTTCTGTTTTGGCCACTGACTG

ACAGAAGTTTCTGAACCTCTT 
micro-RNA-

Sequenz gegen 

MLF1 Block-iT_miR-

Mlf1_Bot  

CCTGAAGAGGTTCAGAAACTTCTGTCAGTCAGTGGCCAAAACA

GAAGTTTCTCTGAACCTCTT 

 

 

2.1.7 Antikörper 

 

2.1.7.1 Primärantikörper 

 

Tabelle 7: Liste der primären Antikörper 

Anti- Wirt mono-

/polyklonal 

Hersteller Verdünnung  

WB 

Verdünnung 

ICC 

Verdünnung 

IP 

Caspase 

3 

Kaninchen monoklonal Cell 

signaling 

1:1.000 k. A. 1:50 

Caspase 

7 

Kaninchen monoklonal Cell 

signaling 

1:1.000 k. A. k. A. 

Cyclin 

D1 

Kaninchen polyklonal Biozol 1:1.000 k. A. k. A. 

Cyclin 

D2 

Maus polyklonal Cell 

signaling 

1:500 k. A. k. A. 

Cyclin 

D3 

Maus polyklonal Biozol 1:1.000 k. A. k. A. 
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GAPDH Maus monoklonal Sigma 1:10.000 k. A. k. A. 

HA Kaninchen polyklonal Sigma 1:750 k. A. 1:200 

Histidin Maus monoklonal Sigma 1:3.000 k. A. 1:500 

Histon 

H3 

Kaninchen polyklonal Abcam 1:1.000 1:500 k. A. 

Ki67 Kaninchen monoklonal Abcam k. A. 1:50 1:50 

MLF1 Kaninchen polyklonal Proteintech 1:1.000 1:10 1:500 

Myozap Maus monoklonal Progen 1:10 unverdünnt unverdünnt 

PARP Kaninchen monoklonal Cell 

signaling 

1:1.000 k. A. k. A. 

PHH3 Kaninchen monoklonal Cell 

signaling 

1:500 1:200 1:100 

p53 Kaninchen monoklonal Cell 

signaling 

1:1.000 k. A. 1:200 

RND1 Kaninchen polyklonal LS Bio 1:1.000 1:10 1:10 

Tubulin Maus monoklonal Sigma 1:10.000 k. A. k. A. 

α-Actinin Maus monoklonal Sigma 1:1.000 1:200 k. A. 

 

 

2.1.7.2 Sekundärantikörper 

 

Tabelle 8: Liste der sekundären Antikörper 

Anti- gekoppelt 

mit 

Wirt mono-

/polyklonal 

Hersteller Verd. 

WB 

Verdünnung 

ICC 

Kaninchen HRP Esel polyklonal Santa Cruz 1:2.000 k. A. 

Maus HRP Ziege monoklonal Santa Cruz 1:2.000 k. A. 

Maus  AF546 Esel polyklonal Life 

Technologies 

1:1.000 1:500 

Kaninchen  AF488 Ziege  polyklonal Dianova 1:1.000 1:500 

 

 

2.1.8 Plasmide 

 

pAd/CMV/V5 Dest     Invitrogen 

pcDNA3.1      Invitrogen 

pDONR 221      Invitrogen 
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pGEX-2T      Addgene 

 

 

2.1.9 „Kits” 

 

Block-iT™ Pol II miR RNAi -    

Expression Vector Kit     Invitrogen 

Cell proliferation Kit, MTT I    Roche 

ECL-Select detection system    GE Healthcare  

DC™ Protein Assay     Bio-Rad 

Dual-Glo® Luciferase Assay System  Promega 

Nucleo Spin Plasmid Kit    Macherey-Nagel 

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix  Invitrogen 

Qiagen Plus Plasmid Midi Kit    Qiagen  

QIAquick Gel Extraction Kit    Qiagen 

Superscript III First Strand Kit   Invitrogen 

ViraPower™ Adenoviral Kit    Invitrogen 

 

 

2.1.10 Bakterien 

 

DH10B Escherichia coli, elektrokompetent   Life Technologies 

OneShot® TOP10-Bakterien, elektrokompetent  Life Technologies 

Escherichia coli TG1, elektrokompetent   Agilent Technologies 

 

 

2.1.11 Zelllinien 

 

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie Beschreibung 

HEK 293A (human embryonic kidney) menschliche embryonale Nierenzellen mit 

adhärentem Wachstum  

NRVCMs (neonatal rat ventricular 

cardiomyocytes) 

präparierte Rattenkardiomyozyten aus 

neonatalen Tieren (1-3 Tage); zeigen 

ebenfalls adhärentes Wachstum 

 

 

https://www.promega.com/products/reporter-assays-and-transfection/reporter-assays/dual_glo-luciferase-assay-system/
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2.2    Methoden 

 

2.2.1    Mikrobiologische Methoden 

 

2.2.1.1 Generierung elektrokompetenter Bakterien 

 

Zur Transformation mittels Elektroporation werden Bakterien benötigt, die zur Aufnahme von 

Plasmiden aus dem Kulturmedium nach der Anwendung von hohen Spannungen fähig sind.  

 

Um kompetente Bakterien herzustellen, wurden 50 mL LB-Medium mit DH10B-Bakterien 

angeimpft und bei 37 °C ü. N. bei 200 rpm inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde 1 L LB-

Medium mit der Übernachtkultur vermischt und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer OD600 von 

0,4 bis 0,8 inkubiert. Anschließend wurde die Kultur zügig in einem Eis-Wasserbad abgekühlt 

und die Zellen bei 4 °C, 11.000 g und für 15 min zentrifugiert. Das „Pellet“ wurde zweimal mit 

eiskaltem ddH2O resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nachfolgend wurde das gebildete 

„Pellet“ in 250 mL 10 % (v/v) Glycerol aufgenommen und ein weiteres Mal zentrifugiert. Der 

Niederschlag wurde umgehend in 1,5 mL 10 % (v/v) Glycerin gelöst und aliquotiert. Diese 

elektrokompetenten Bakterien wurden auf Trockeneis bis -80 °C abgekühlt und bei -80 °C 

gelagert.  

 

 

2.2.1.2 Elektroporation 

 

Um ausgewählte Plasmide in elektrokompetente Bakterienzellen (zum Beispiel 

E. coli DH10B) einzuschleusen, lässt sich mittels Elektroporation die Zellmembran kurzfristig 

permeabilisieren.  

 

Die elektrokompetenten E. coli-Bakterien wurden für 5 min auf Eis gelagert und 

anschließend mit 5 ng der Plasmid-DNA inkubiert. Die Suspension wurde in eine vorgekühlte 

(-20 °C) Elektroporationküvette übertragen und bei 2,5 kV, 200 Ω und 25 µF transformiert. 

Danach wurde 1 mL LB-Medium zu der Bakterien-Suspension gegeben und das Gemisch in 

ein neues „Tube“ überführt. Es folgte eine Inkubation der transformierten Bakterien für 1 h 

bei 37 °C und 770 rpm in einem ThermoMixer®. Die Bakterien wurden anschließend auf LB-

Agarplatten, die zuvor mit geeignetem Antibiotikum versetzt wurden, ausplattiert.  
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2.2.1.3 Herstellung von Agarplatten 

 

Zunächst wurde LB-Medium mit 1,5 % Agarpulver angesetzt und anschließend autoklaviert. 

Die Lösung wurde auf 55 °C abgekühlt, mit Antibiotika behandelt und in vorgesehene 10 cm 

Petrischalen gegossen. Nach Abkühlen der Schalen wurden diese bei 4 °C zur weiteren 

Verwendung gelagert. 

 

 

2.2.1.4 Anzucht von Bakterien auf Agar-Nährböden 

 

Die transformierten Bakterien wurden auf Agarplatten gegeben und mithilfe von Glasperlen 

möglichst gleichmäßig verteilt. Je nach Plasmid gaben wir ein unterschiedliches Volumen 

(50-200 µL) des Transformationsansatzes auf die Nährböden. Anschließend wurden die 

Platten bei 37 °C ü. N. inkubiert. Am Folgetag konnten mittels Pipettenspitzen einzelne Klone 

für weiterführende Experimente ausgesucht werden. 

 

 

2.2.1.5 Wachstum von Bakterien in Flüssigkulturen 

 

Nach Aufnahme von Klonen in jeweils 6 mL LB-Medium, welches zuvor mit entsprechendem 

Antibiotikum versetzt wurde, konnten die transformierten Bakterien ü. N. bei 37 °C und 

200 rpm proliferieren. Die daran anschließende Plasmid-Isoliereung war nach 14-16 h 

möglich. 

 

 

2.2.2    Zellkulturmethoden 

 

2.2.2.1 Kultur und Behandlung von neonatalen Kardiomyozyten 

 

Sämtliche Arbeitsschritte, bei denen NRVCMs involviert waren, wurden ausschließlich unter 

der sterilen Sicherheitswerkbank durchgeführt, um jedwede Kontamination zu vermeiden. 

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
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2.2.2.2 Kollagenisierung von Zellkulturschalen und -platten 

 

Durch das Kollagenisieren wird die Anheftung von Zellen an den Wachstumsflächen von 

Zellkulturschalen und -platten optimiert. 

 

Bevor die Zellen ausgesät werden konnten, wurden alle Kulturschalen und -platten zuvor mit 

Kollagen beschichtet. Dafür wurde eine Kollagen I-Stamm-Lösung (3,1 mg/mL) zu einer 

Konzentration von 50 µg/mL verdünnt. Zellkulturschalen wurden mit 5-10 µg/cm2 Kollagen I-

Lösung ü. N. beschichtet, nach zweimaligem Waschen mit ddH2O bei 4 °C getrocknet und 

bis zum weiteren Gebrauch gelagert. 

 

 

2.2.2.3 Präparation neugeborener Rattenkardiomyozyten (NRVCMs) 

 

Eine sorgfältige Präparation von Kardiomyozyten aus den Ventrikeln neonataler 

Rattenherzen stellt die Basis anknüpfender biomolekularer Methoden dar. So können exakte 

Aussagen bezüglich des Herzmuskelgewebes getroffen werden, da übrige Gewebe zuvor 

sauber entfernt worden sind. 

 

Um primäre Kulturen von neonatalen Rattenkardiomyozyten herzustellen, wurden ca. 30-150 

1-3 Tage alte Ratten vom Wistar-Stamm pro Präparation weiterverarbeitet. Nach kurzem, 

aber vollständigem Eintauchen der Tierkörper in 75 % Ethanol wurden die Ratten mittels 

scharfer Scheren zügig enthauptet, ihre Herzen entnommen und diese in kalten ADS-Puffer 

gegeben. Im weiteren Verlauf wurden die Vorhöfe entfernt und die Ventrikel in frischen ADS-

Puffer übergesetzt. Nachdem der Puffer abgenommen war, konnte mithilfe kleiner Scheren 

das restliche Herzgewebe grob zerkleinert werden, bevor es in die vorgewärmte 

Verdauungslösung überführt wurde. Diese wurde vor der Präparation hergestellt. Für 100 mL 

Verdauungslösung benötigte man 60 mg Pankreatin (-20 °C) und 50 mg Kollagenase 2 

(4 °C), die in ADS-Puffer (1-fach) aufgelöst wurden. Die Lösung wurde nun bei 40 rpm und 

37 °C für 20 min im Wasserbad geschüttelt. Der Überstand konnte anschließend 

abgenommen und verworfen werden. Frische Verdauungslösung wurde hinzugegeben und 

es erfolgte erneutes Inkubieren im Wasserbad für 20 min. Nachfolgend wurde der Überstand 

mit einer Pipette abgenommen und weiterverarbeitet, während zu dem verbliebenen Gewebe 

wiederholt Verdauungslösung zugegeben werden musste, bis dieses vollständig gelöst war. 

Der Überstand wurde dabei jedes Mal auf einen Filter gegeben. Dieser wurde mit NCS 

(engl.: newborn calf serum) gespült, um aufgefangene Kardiomyozyten herauszuwaschen. 
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Die Suspension wurde in einem 50 mL Röhrchen aufgefangen. Anschließend konnte das 

Kardiomyozyten/NCS-Gemisch bei 1.000 rpm für 5 min zentrifugiert werden. Das „Zellpellet“ 

wurde mit 5 mL NCS resuspendiert und bei 37 °C inkubiert. Nach 4-5 dieser 

Verdauungsschritte wurden die „gepoolten“ und in NCS gelösten Zellen zentrifugiert, 

pelletiert und in 50 mL ADS-Puffer aufgenommen. Da neben Kardiomyozyten noch andere 

Zelltypen wie Erythrozyten oder Fibroblasten in der Lösung enthalten waren, wurden die 

Zellen ihrer Dichte nach mittels eines Percoll-Gradienten aufgetrennt. Zunächst setzten wir 

eine Stocklösung des Percoll-Gradienten aus 27 mL Percoll und 3 mL 10-fachem ADS-Puffer 

an. Aus dieser Stammlösung wurde je eine Lösung mit hoher und niedriger Dichte erzeugt. 

Die Lösung mit der geringeren Dichte enthielt dabei 9 mL der Stammlösung und 11 mL ADS-

Puffer. 4 mL der geringen Dichte-Lösung wurden in einen 15 mL Reaktionsröhrchen 

pipettiert. Die Percoll-Lösung mit höherer Dichte enthielt dagegen 13 mL Stammlösung und 

7 mL ADS-Puffer und wurde zu dem 15 mL Röhrchen gegeben. Anschließend wurde die 

Percoll-Lösung höherer Dichte mit äußerster Sorgfalt durch diejenige mit geringerer Dichte 

auf den Boden des Röhrchens pipettiert. Es wurde darauf geachtet, dass möglichst langsam 

und ruhig pipettiert wurde, um die Bildung von Luftblasen zu verhindern. Die Zugabe von 

Phenolrot auf die Lösung mit der geringeren Dichte ermöglichte anschließend die 

Visualisierung der Gradienten-Phasentrennung. Je 500 µL der Zellsuspension wurden 

vorsichtig auf einen Gradienten gegeben und bei 7.000 rpm und 4 °C für 30 min zentrifugiert. 

Die enthaltenen Zellen wurden ihrer Dichte nach auf die drei Phasen der Säule verteilt. So 

enthielt die obere Phase die Fibroblasten, die daran anknüpfende Interphase die 

Kardiomyozyten und am Boden des 50 mL Röhrchens befand sich das „Erythrozytenpellet“. 

Die Interphase mit den Myozyten wurde in zwei 50 mL Röhrchen überführt und dann mit 

kaltem ADS-Puffer (1-fach) auf 50 mL aufgefüllt. Nach 5 min Zentrifugation bei 1.000 rpm 

wurden die „Pellets“ vereinigt und erneut mit ADS-Pufffer (1-fach) gewaschen. Die „Pellets“ 

wurden jeweils in 1 mL Kulturmedium aufgenommen. Danach konnten die Kardiomyozyten 

mittels der Neubauer-Methode nach Anfärben mit Trypanblau ausgezählt werden. Die 

Myozyten wurden je nach weiterer Versuchsplanung in unterschiedlicher Anzahl auf zuvor 

kollagenisierte Platten ausgesät (siehe Tabelle 10). 

 

Tabelle 10: Anzahl ausgesäter Zellen in Abhängigkeit vom Plattentyp und geplantem Versuch  

Plattentyp geplanter Versuch Zellen pro Well 

10 cm Schale Co-IP 8.000.000 

 6 „Well“ Platte Proteinernte 1.000.000  

 6 „Well“ Platte RNA-Ernte 750.000 

 6 „Well“ „Stretcher“-Platte Proteinernte 1.500.000 

 6 „Well“ „Stretcher“-Platte RNA-Ernte 1.000.000 

 6 „Well“ „Stretcher“-Platte Zellgröße, Bestimmung der 

Proliferation 

800.000 
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12 „Well“ Platte Luciferase-„Assay“ 350.000 

12 „Well“ Platte mit „Coverslips“ Zellgröße, Bestimmung der 

Proliferation 

180.000 

  

Die ausgesäten NRVCMs wurden auf beschichteten Platten in Wachstumsmedium bei 37 °C 

und 5 % CO2 für 24 h kultiviert. 

Die Tötung zur Organentnahme und Isolation von NRVCMs wurde durch das Ministerium für 

Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und ländliche Räume des Landes Schleswig-Holstein 

genehmigt und unter strikter Berücksichtigung der Ethikrichtlinien durchgeführt. 

 

 

2.2.2.4 Kultur und Behandlung von HEK239A-Zellen 

 

Das Kultivieren von HEK239A-Zellen ist in der vorliegenden Arbeit wesentlich für die 

Produktion rekombinanter Adenoviren.  

 

Kryokonservierte HEK239A-Zellen wurden in flüssigem Stickstoff gelagert und rasch in 

einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Nach Zugabe von jeweils 1 mL aufgewärmtem 

Wachstumsmedium zu den Zellen konnte die Suspension in eine T75-Kulturtasche mit 

weiteren 8 mL Medium überführt werden. Die HEK293A-Zellen wurden bei einer Konfluenz 

von 70-80 % herausgelöst. Dies erfolgte, nachdem der Zellrasen zunächst mit warmer 

Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS, engl.: phosphate buffered saline) gewaschen wurde. 

2 mL einer Trypsin-EDTA-Lösung wurden hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 1-2 min 

bei 37 °C konnten 10 mL Wachstumsmedium der Zellsuspension hinzugefügt werden, um 

die Trypsinaktivität zu stoppen. Anschließend wurden die Zellen für 5 min bei 3.800 rpm und 

RT zentrifugiert. Das „Zellpellet“ resuspendierten wir mit warmem Wachstumsmedium und 

zählten die Zellen mithilfe der Methode nach Neubauer aus. Im Folgenden konnten die 

Zellen auf frische Platten umgesetzt werden. 

 

 

2.2.3    Molekularbiologische Methoden 

 

2.2.3.1 Extraktion von Plasmid-DNA - Mini-Präparation 

 

Die Extraktion von Plasmid-DNA erfolgte aus 3 mL einer ü. N. angesetzten E. coli-LB-Kultur. 

Hierfür wurde das NucleoSpin® Mini-Präparations-„Kit“ verwendet. Die kultivierte 
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Bakteriensuspension wurde portionsweise in ein 2 mL „Tube“ überführt und bei 11.000 rpm 

und RT für jeweils 2 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen. 

Auf jedes „Pellet“ wurden nun 500 µL des bei 4 °C gekühlten A1-Puffers pipettiert und diese 

vollständig resuspendiert. Des Weiteren wurden 500 µL A2-Puffer hinzugegeben und die 

Suspension sorgfältig gemischt. Nach einer Inkubation bei RT für 5 min wurden 600 µL A3-

Puffer hinzugefügt und der Ansatz erneut bei 11.000 rpm und RT für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand konnte anschließend auf eine Säule gegeben und diese in ein neues „Tube“ 

gesetzt werden. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 11.000 rpm und RT für 2 min. 

Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule konnte nun mit 500 µL AW-Puffer 

(Waschpuffer) gewaschen werden. Nach erneutem Zentrifugieren (11.000 rpm, RT, 2 min) 

wurden 600 µL A4-Puffer auf die Membran gegeben und die „Tubes“ für 2 min zentrifugiert 

(11.000 rpm, RT). Um die DNA eluieren zu können, mussten die Säulen in frische „Tubes“ 

gesetzt und die Membranen mit 30 µL AE-Puffer benetzt werden. Nach einer Inkubation von 

2 min wurden die „Tubes“ bei RT und 11.000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Durchfluss 

enthielt folglich die Plasmid-DNA, deren Konzentration anschließend am NanoDrop 2000 

gemessen werden konnte. 

 

 

2.2.3.2 Extraktion von Plasmid-DNA - Midi-Präparation 

 

Wurden größere Mengen an Plasmid-DNA benötigt, konnten diese mithilfe des 

Quiagen Plasmid Plus Maxi Kit extrahiert werden. E. coli-Bakterien, LB-Medium und das 

gewünschte Plasmid wurden dafür ü. N. bei 37 °C hochgezogen. 100 mL der 

Bakteriensuspension wurden anschließend bei 4.700 rpm und 4 °C für 20 min zentrifugiert. 

Nach Abnahme der Überstände wurden die „Pellets“ in 2 mL 4 °C kaltem P1-Puffer 

resuspendiert und 2 mL P2-Puffer hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation für 10 min bei 

RT. Danach wurden 2 mL P3-Puffer zu dem Lysat gegeben und die Proben 6-8 x invertiert. 

Für jede Probe wurde eine QIAfilter „Cartridge“ auf ein 50 mL Reaktionsröhrchen gesteckt 

und das jeweilige Reaktionsgemisch eingefüllt. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT 

konnte das Lysat mithilfe eines Stempels durch einen Filter in das „Tube“ gedrückt werden. 

Pro Lysat wurde eine Säule auf die QIAvac 24 Plus gesetzt und zusätzlich ein 

„Tubeextender“ auf die Säule gesteckt. Nachdem jeweils 2 mL BB-Puffer zu den Proben 

gegeben und diese invertiert worden waren, konnten sie in die entsprechenden 

„Tubeextender“ überführt werden. Mit 300 mbar wurde das Lysat durch die Säule bewegt. 

Nun folgte ein Waschschritt, bei dem 700 µL ETR-Puffer auf die Säule gegeben und 

anschließend wieder abgesaugt wurden. Im Anschluss wurden 700 µL PE auf die 

Membranen pipettiert, abgesaugt und die Säulen zur vollständigen Entfernung des Puffers 
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für 1 min bei 10.200 rpm zentrifugiert. Nachdem die Säulen in frische „Tubes“ übergesetzt 

worden waren, konnte die in den Membranen gefangene DNA mit jeweils 200 µL EB-Puffer 

eluiert werden. 

 

 

2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese 

 

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, mittels derer die DNA 

ihrer Größe nach aufgetrennt werden kann.  

 

Zunächst wurde ein 1 %-iges Agarosegel gegossen. Hierfür lösten wir Agarose-Pulver in 

TAE-Puffer durch Erwärmen in der Mikrowelle auf. Nach Abkühlen der Lösung konnte diese 

mit 10 µL Ethidiumbromid versetzt werden. Die Lösung wurde anschließend in eine 

Gelelektrophorese-Kammer gegossen und nach Setzen eines angemessenen 

Taschenkammes bei RT für 20 min aushärten lassen. Im Anschluss konnte der Kamm 

entfernt, das polymerisierte Gel in eine Elektrophoresekammer gelegt und diese mit TAE-

Puffer gefüllt werden. Nach Versetzen der 25 µL-Proben mit 5 µL Ladepuffer wurden diese in 

die entsprechenden Geltaschen pipettiert. Außerdem wurden neben die DNA-Proben 10 µL 

eines Markers aufgetragen, um später die Molekulargröße der Nukleinsäuren besser 

abschätzen zu können. Danach wurde ein elektrisches Feld von 110 V für etwa 30 min 

angelegt. Im nächsten Versuchsschritt konnte das Gel entnommen und mittels eines UV-

Transilluminators das Ergebnis detektiert werden.   

 

 

2.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion  

 

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion ist es möglich, selektiv DNA-Fragmente zu 

amplifizieren. Hierzu ist eine DNA-Polymerase notwendig, die die zu vervielfältigende cDNA 

als Matrize nutzt. Die Kettenreaktion setzt sich aus drei immer wieder ablaufenden 

Reaktionsschritten zusammen: Zunächst erfolgt die Denaturierung, bei der sich die DNA-

Stränge voneinander lösen. Nach Absenken der Temperatur können die im „Mastermix“ 

enthaltenen „Oligonukleotidprimer“ an die einzelsträngige DNA lagern („Annealing“). Es folgt 

die Elongation, bei der die thermostabile Taq-Polymerase die „Primer“ verlängert, bis 

schließlich wieder doppelsträngige Nukleinsäuren vorliegen.  
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In der vorliegenden Arbeit wurden Reaktionsansätze mit einem Gesamtvolumen von 50 µL 

eingesetzt. Die jeweilige Zusammensetzung der Ansätze unterschied sich zum einen in der 

Größe der „Template“-DNA und zum anderen in der Anzahl und Länge der notwendigen 

Zyklen. Die „Annealing“-Temperatur musste abhängig vom jeweiligen „Primerpaar“ optimiert 

werden. 

 

Tabelle 11: Reaktionsansatz für die Polymerase-Kettenreaktion 

ddH2O 19,45 µL 

10-fach PCR-Puffer 2,5 µL 

dNTPs 1,25 µL 

„Primer“ („Forward“-/ „Reverse“-)  jeweils 0,75 µL  

Taq-Polymerase 0,3 µL 

 

Tabelle 12: Verwendetes Polymerase-Kettenreaktions-Programm („Thermocycler“) 

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl 

Initiale Denaturierung 95 5 1 

Denaturierung 95 0,5 30 

„Annealing“ 59 0,5 30 

Elongation 72 0,5 30 

finale Elongation 72 10 1 

Kühlung 4 ∞ 1 

 

 

2.2.3.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

 

Nachdem die DNA-Fragmente ihrer Größe nach mithilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt 

worden sind, erfolgt ihre Aufreinigung mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit.  

 

Hierfür wurde die gewünschte DNA-Bande unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel 

geschnitten und in ein 2 mL „Tube“ überführt. Je nach Gewicht der Probe wurde 

anschließend das dreifache Volumen an QG-Puffer in das „Tube“ gegeben. Das 

„Reaktionstube“ wurde dann bei 55 °C für 10 min im „Thermocycler“ inkubiert. Bei diesem 

Reaktionsschritt löste sich das Gel vollständig auf, sodass die Lösung nach kurzem 

„Vortexen“ in 500 µL Schritten auf eine Säule pipettiert werden konnte. Nach kurzer 

Inkubation bei RT wurden die Proben für 1 min bei 11.000 rpm zentrifugiert. Schließlich 

wurden 500 µL QG-Puffer auf die jeweilige Säule gegeben und ebenfalls zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde stets nach jeder Zentrifugation verworfen und die Siliziumdioxid-

Membranen der Säulen mit 600 µL Ethanol enthaltenden PE-Puffer gewaschen. Es folgte ein 

weiterer Zentrifugationsschritt bei RT und 11.000 rpm für 3 min. Abschließend wurden die 
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Säulen in frische „Tubes“ gesetzt und wir eluierten die membrangebundene DNA mit 20 µL 

EB-Puffer. 

 

 

2.2.3.6 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA 

 

Die Konzentration der zu bestimmenden Plasmid-Lösung wurde in ng/µL mithilfe des 

Spektrophotometers, des NanoDrop 2000, gemessen. Dies erfolgte durch die Messung der 

optischen Dichte, mittels derer die Konzentration der Nukleinsäuren ermittelt werden konnte. 

Es galt zu beachten, dass die Absorption der verwendeten Nukleinsäuren bei 

unterschiedlichen Wellenlängen zu messen war (siehe hierzu die Herstellerangaben). 

Nachdem zunächst zweimal mit ddH2O kalibriert worden war, konnte ein Probenvolumen von 

je 1 µL auf die Messfläche gegeben und die Konzentration bestimmt werden.    

 

 

2.2.3.7 Klonierung 

 

Sowohl für die Adenovirus-Herstellung zur Überexpression und zum „Knockdown“ von RND1 

und MLF1 als auch für den „Yeast two-Hybrid Screen“ wurden Plasmide nach dem 

Gateway® Protokoll von Invitrogen kloniert. Hierdurch können gewünschte DNA-Segmente 

mithilfe bestimmter Rekombinationssequenzen zwischen kompatible Vektoren des 

Gateway® Systems transferiert werden. Dabei wird zuerst die PCR-amplifizierte DNA-

Sequenz mittels BP-Reaktion in einen „Entry“-Vektor und im Anschluss daran durch LR-

Reaktion in entsprechende „Destination“-Vektoren kloniert.   

 

Zu Beginn mussten passende „Primer“ mit dem Primer Designing Tool von NCBI entworfen 

werden, um in einer PCR den ORF des jeweiligen Proteins aus einem cDNA-„Template“ zu 

amplifizieren und zusätzlich attB-„Sites“ anzuknüpfen. Sämtliche der hier benötigten und 

verwendeten „Primersequenzen“ sind im Abschnitt 2.1.6 wiederzufinden. Für die PCR wurde 

ein Reaktionsansatz aus 10 µL Phusion®-Puffer (5-fach), 1 µL dNTPs, je 2,5 µL des 

Gateway® „Forward“- und „Reverse-Primers“ in einer Konzentration von 10 nM, 0,5 µL der 

Phusion®-Ploymerase (2000 units/mL) und 5 ng der „Template“-DNA zusammenpipettiert 

und mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen von 50 µL aufgefüllt. Der Aufbau der PCR ist der 

folgenden Tabelle zu entnehmen.   
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Tabelle 13: Verwendetes Polymerase-Kettenreaktions-Programm („Thermocycler“) 

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl 

Initiale Denaturierung 98 0,5 1 

Denaturierung 98 0,5 35 

„Annealing“ 55 0,5 35 

Elongation 68 2 35 

finale Elongation 68 10 1 

Kühlung 4 ∞ 1 

 

Die Richtigkeit der PCR wurde durch eine Gelelektrophorese mit 25 µL des PCR-

Endprodukts durchgeführt. Bei Nachweis von Banden in der Größe des jeweiligen ORFs 

durch den Einsatz von UV-Licht konnte mit 10 µL des PCR-Ansatzes eine erneute PCR 

gestartet werden, in welcher die „Primer“ attB1 und attB2 eingesetzt wurden. Im Zuge dieser 

PCR wurden ebenfalls die noch fehlenden Sequenzen der attB-„Sites“ angeknüpft. Auch das 

Endprodukt aus dieser PCR wurde mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die passende 

Bande unter Zuhilfenahme eines Skalpells aus dem Gel geschnitten. Anschließend konnte 

die DNA mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel extrahiert werden. Im 

darauffolgenden Reaktionsschritt wurde eine BP-Reaktion mit dem „Entry“-Vektor 

pDONR221 durchgeführt. Dabei wurde die attP-flankierte Sequenz innerhalb des „Entry“-

Vektors mithilfe der katalytischen Aktivität einer BP-Clonase® durch den attB-flankierten 

ORF von RND1/MLF1 aus Ratte bzw. Mensch ersetzt. Hierfür wurden 300 ng der aus der 

Gelextraktion gewonnenen DNA und 300 ng des „Entry“-Vektors pDONR221 miteinander 

vermischt und mit „Elution“-Puffer auf ein Volumen von 8 µL aufgefüllt. Nun konnten 2 µL der 

BP-Clonase® hinzugefügt und der Reaktionsansatz bei RT für 1 h inkubiert werden. Nach 

Zugabe von 1 µL Proteinase K und einer Inkubation der Proben bei 37 °C für 10 min wurde 

die BP-Reaktion beendet. Das Produkt konnte schließlich durch Elektroporation in DH10B-

E. coli-Bakterien transformiert werden. Dies erfolgte durch Hinzugabe von 3 µL des BP-

Reaktionsproduktes in 50 µL eines frisch aufgetauten DH10B-Stocks. Nach kurzem und 

vorsichtigem Mischen wurde das Reaktionsgemisch in eine gekühlte 

Elektroporationsglasküvette überführt und zwischen die beiden Elektroden des 

Elektroporators platziert. Die gewünschte Transformation erfolgte durch die Applikation eines 

kurzen Stromimpulses von 2,5 kV, 200 Ω und 25 µF. Die Bakteriensuspension wurde in 1 mL 

LB-Medium aufgenommen und in ein frisches „Reaktionstube“ übersetzt. Es folgte eine 

Inkubation der Proben bei 700 rpm und 37 °C für 1 h im ThermoMixer®. 50 µL der E. coli-

Kultur wurden nun zur Selektion auf einem kanamycinhaltigen Agar ausgestrichen und ü. N. 

bei 37 °C im Inkubationsschrank hochgezogen. Nur solche Bakterienkolonien, die über den 

das Kanamycin-Resistenzgen umfassenden pDONR221-Vektor verfügten, waren befähigt, 

auf dem Agar zu wachsen. Am Folgetag wurden einzelne Kolonien mit einer sterilen 

Pipettenspitze von der Agarplatte aufgelesen und jeweils in 6 mL LB-Medium und 6 µL 
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Kanamycin aufgenommen. Die Ansätze konnten im Anschluss bei 37 °C für 24 h inkubiert 

und das jeweilige Plasmid anschließend mittels Mini-Präp isoliert werden. Nach 

Konzentrationsbestimmung durch den NanoDrop 2000 folgte die „Colony“-PCR. Hierzu 

wurden 2,5 µL Taq-Puffer (10-fach), 0,5 µL dNTP-Mix, jeweils 0,75 µL des „Forward“- und 

des „Reverse-Primers“ (jeweils 10 nM) und 0,125 µL der Taq-Polymerase (5 U/µL) 

zusammenpipettiert und mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen von 25 µL aufgefüllt. Für die 

Amplifikation des „Inserts“ im pDONR221-Vektor wurden die „Primer“ M13(-20)-F und M13-R 

eingesetzt. Die „Colony“-PCR setzte sich aus folgenden Reaktionsschritten zusammen:  

 

Tabelle 14: Aufbau der „Colony“-PCR 

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl 

Initiale Denaturierung 95 3 1 

Denaturierung 95 0,5 35 

„Annealing“ 45 0,5 35 

Elongation 72 2 35 

finale Elongation 72 10 1 

Kühlung 4 ∞ 1 

 

Anschließend wurde das PCR-Produkt in einer Gelelektrophorese aufgetrennt und die sich 

darstellenden Banden auf ihre Positivität geprüft. War eine Bande auf entsprechend 

erwünschter Höhe sichtbar, so konnte mit M13-„Primern“ die Sequenz durch die Firma 

GATC ermittelt werden. Nach Abgleich mit der kodierenden mRNA-Sequenz von RND1 bzw. 

MLF1 aus Rattus norvegicus und Homo sapiens folgte die LR-Reaktion, bei der das „Insert“ 

aus dem „Entry“-Vektor in den „Destination“-Vektor transferiert wurde.  

Für die Virusproduktion wurde der pAd/CMV/V5-„Destination“-Vektor verwendet. 200 ng des 

„Entry“-Vektors mit „Insert“ und 200 ng des „Destination“-Vektors wurden mit „Elution“-Puffer 

auf ein Gesamtvolumen von 8 µL gebracht und mit 2 µL LR-Clonase® bei RT für 24 h 

inkubiert. Am Folgetag wurde durch Zugabe von 1 µL Proteinase K und einer Inkubation bei 

37 °C für 10 min die LR-Reaktion beendet. Auch dieses Reaktionsprodukt wurde durch 

Elektroporation in DH10B-E. coli-Bakterien transformiert und anschließend auf einem 

Carbenicillin-haltigen Agar ausgestrichen. Beide Vektoren verfügten über ein Carbenicillin-

Resistenzgen, sodass nur solche Bakterienkolonien, die erfolgreich transformiert wurden, auf 

dem Agar anwachsen konnten. Analog zum BP-Reaktionsprodukt wurden die Kolonien in 

einer „Colony“-PCR untersucht. Die PCR war wie folgt aufgebaut: 

 

Tabelle 15: Verwendetes „Cycler“-Programm für die „Colony“-PCR 

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl 

Initiale Denaturierung 95 3 1 

Denaturierung 95 0,5 35 
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„Annealing“ 50 0,5 35 

Elongation 72 2 35 

finale Elongation 72 10 1 

Kühlung 4 ∞ 1 

 

Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und durch Anlegen einer 

Spannung aufgetrennt. Positive Klone wurden in 6 mL LB-Medium aufgenommen, mit 6 µL 

Carbenicillin versetzt und über 24 h im Inkubator bei 200 rpm geschüttelt. Die DNA wurde 

isoliert und sequenziert. Bei Korrektheit der Sequenzen konnten Kulturen von 50 mL 

angesetzt und auch hier die DNA extrahiert werden.  

 

 

2.2.3.8 Transfektion 

 
Die Transfektion ermöglicht es, Fremd-DNA in Bakterien einzubringen. Eine Möglichkeit stellt 

die Lipofektion dar, bei welcher man sich die Funktion der Lipide zunutze macht.  

 

Für die Virusproduktion wurden die Plasmide mittels Lipofectamin in HEK293A-Zellen 

transfiziert. Dazu wurden 4 x 105 HEK-Zellen pro „Well“ auf einer 6 „Well“ Platte ausgesät. 

Bei einer Zellkonfluenz von etwa 80 % wurden die Zellen mit warmem PBS gewaschen und 

mit serum- und antibiotikafreiem Medium beschichtet (pro „Well“ 1,5 mL). Anschließend 

stellten wir den Transfektionsansatz her. Pro „Well“ wurden 2 µg Plasmid in 250 µL serum- 

und antibiotikafreiem Medium und parallel 6 µL Lipofectamin in ebenfalls 250 µL Medium 

aufgenommen. Beide Ansätze wurden schließlich zusammengegeben und vorsichtig 

miteinander vermischt. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wurden auf jedes „Well“ 

500 µL pipettiert. Nun wurden die Platten nach vorsichtigem Schwenken in den 

Inkubationsschrank gestellt und nach weiteren 24 h erfolgte ein Mediumwechsel.  

 

 

2.2.3.9 Generierung von Adenoviren zur Überexpression von RND1 

 

Um die Effekte von überexprimiertem RND1 analog zu bereits bestehendem MLF1-

Adenovirus in NRVCMs näher analysieren zu können, wurden rekombinante Adenoviren mit 

dem ViraPower™ Adenoviral Kit hergestellt.  

 

Zu Beginn wurde eine Klonierung des ORF aus Rattus norvegicus nach dem Gateway® 

Protokoll durchgeführt (siehe 2.2.3.7). Die Plasmide konnten anschließend durch die Pac I-
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Restriktionsendonuklease verdaut und in HEK293A-Zellen, wie unter 2.2.3.8 beschrieben, 

transfiziert werden. Bei einer Konfluenz von 80 %, etwa 48 h nach Transfektion, konnten die 

Zellen mit 200 µL Trypsin/EDTA pro „Well“ behandelt und in 75 cm2 Flaschen umgesetzt 

werden. Die Flaschen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nun folgten alle 48 h ein 

Mediumwechsel und regelmäßige mikroskopische Kontrollen, bis schließlich eindeutige und 

ubiquitäre Veränderungen im Zellrasen festgestellt werden konnten. Hierzu zählen gekugelte 

Zellleiber und Aufrisse im Zellrasen. Diese Zytopathologien zeigten sich meist bis zu 12 d 

nach Transfektion. Die Zellen wurden im Folgenden vom Flaschenboden abgeklopft, die 

Zellsuspension in ein 50 mL Röhrchen überführt und bei 1.000 rpm und RT für 10 min 

zentrifugiert. Anschließend wurde zunächst die wässrige Phase in ein frisches Röhrchen 

umgesetzt und das „Zellpellet“ mit 1 mL Vollmedium resuspendiert. Danach folgten drei 

Zyklen von Einfrieren bei -80 °C und Auftauen bei 30 °C der Proben. Nach einer 

Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C für 15 min konnte der virenhaltige Überstand 

abgenommen und zur übrigen Zellsuspension gegeben werden. Im nächsten Versuchsschritt 

wurden pro Konstrukt HEK293A-Zellen in zwei 175 cm2 Flaschen ausgesät und mit 5 mL des 

„Crudelysates“ beimpft. Auch hier folgte eine Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2, bis die 

Zellen ebenfalls bereits erwähnte zytopathologische Effekte und eine 80 %-ige Konfluenz 

zeigten. Sobald dieser Zeitpunkt erreicht war, konnten die restlichen, am Flaschenboden 

haftenden Zellen abgeklopft werden und das Lysat in ein 50 mL Röhrchen überführt werden. 

Es folgte eine Zentrifugation bei 1.000 rpm und RT für 10 min. Der Überstand wurde in 

einem frischen Röhrchen aufgenommen und das „Pellet“ in 1,5 mL PBS aufgelöst. Nun 

konnte das „Pellet“ die wie zuvor beschriebenen Einfrier- und Auftau-Zyklen durchlaufen. 

Anschließend erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm und 4 °C für 15 min. 

Der Überstand wurde zu dem restlichen Lysat gegeben, die Suspension aliquotiert und bei    

-80 °C gelagert. Das „Zellpellet“ wurde verworfen.   

 

 

2.2.3.10 Generierung von microRNAs zum „Knockdown“ von RND1 und MLF1 

 

Die Erzeugung von microRNAs dient dem „Knockdown“ ausgewählter Gene. Ziel ist es auch 

hier, rekombinante Adenoviren zu generieren, mittels derer diese microRNAs überexprimiert 

werden können.  

 

Für die Klonierung von synthetischen microRNA-Konstrukten, wurde das Gateway®BlockiT 

System eingesetzt. Entsprechende Oligonukleotide sind auf eine Konzentration von 200 µM 
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verdünnt und anschließend durch eine „Annealing“-Reaktion in ihre doppelsträngige Form 

überführt worden. 

 

Tabelle 16: Reaktionsansatz für die „Annealing“-Reaktion 

Reagenz Volumen [µL] 

200 µM „Forward“-Oligonukleotide 5 

200 µM „Reverse“-Oligonukleotide  5 

10 x Oligo-„Annealing“-Puffer 2 

ddH2O 8 

 

Der gesamte Reaktionsansatz zeigte somit bei einem Gesamtvolumen von 20 µL eine 

Konzentration von 50 µM. Nachdem der Ansatz für 4 min bei 95 °C geschüttelt und 

anschließend bei RT für 10 min abgekühlt worden war, wurde er zentrifugiert. Darauffolgend 

wurden die Proben auf eine Konzentration von 10 nM verdünnt und in den pcDNA6.2-

GW/miR-Vektor kloniert. 

 

Tabelle 17: Reaktionsansatz für die Klonierung in den pcDNA6.2-GW/miR-Vektor 

Reagenz Volumen [µL] 

pcDNA6.2-GW/miR (5 ng/µL) 2 

dsOligonukleotide (10 nM) 4 

T4 DNA Ligase (1 U/µL) 1 

Ligationspuffer (5-fach) 4 

dd H2O 9 

 

Zunächst wurde der Ansatz geschüttelt und bei 25 °C für 30 min inkubiert. Die Ligase wurde 

anschließend durch Inkubation bei 65 °C im „Thermocycler“ für 10 min hitzeaktiviert. Das 

erzeugte Plasmid transformierten wir schließlich in E. coli OneShot® TOP10-Bakterien. Der 

pcDNA6.2-GW/miR-Vektor vermittelte eine Spectinomycin-Resistenz und ermöglichte es nur 

solchen Bakterien, die das Plasmid in sich trugen, auf einem spectinomycinhaltigen 

Nährboden zu überleben. Nach Amplifikation der Plasmide wurden einzelne Bakterienklone 

mit Pipettenspitzen aufgelesen und jeweils eine ü. N.-Kultur angesetzt. Wie bereits unter 

2.2.3.7 geschildet, folgten BP- und LR-Reaktion. 

 

 

2.2.3.11 Titerbestimmung von Adenoviren 

 

Unmittelbar an die Adenovirusherstellung knüpft die Bestimmung der quantitativen Menge an 

infektiösen Viren pro µL, um später eine Dosis-Wirkungs-Beziehung aufstellen zu können.  
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Die adenovirale Titerbestimmung erfolgte mittels HEK293A-Zellen, die auf einer 12 „Well“ 

Platte ausgesät wurden (500.000 Zellen pro „Well“). Unmittelbar danach fügten wir je „Well“ 

50 µL eines zuvor angesetzten und verdünnten Adenovirus hinzu. Die Verdünnungsreihe des 

jeweiligen Virus wurde mit Vollmedium hergestellt. Es wurden ausschließlich Verdünnungen 

von 10-2 bis 10-7 verwendet. Die infizierten Zellen kamen anschließend für 48 h in einem 

Inkubator unter (37 °C, 5 % CO2). Im Folgenden wurde das Medium abgenommen und nach 

kurzem Trocknen der Zellen konnten diese mit 1 mL eiskaltem Methanol bei -20 °C für 

10 min inkubiert werden. Der nächste Schritt sah die Abnahme des Methanols und 

dreimaliges Waschen der Zellen mit PBS und 1 % bovinem Serumalbumin (BSA, engl.: 

bovine serum albumin) vor. Nun wurden pro „Well“ 200 µL des FITC-gekoppelten Anti-

Hexon-Antikörpers eingesetzt und die 12 „Well“ Platte für eine weitere Stunde bei 37 °C 

inkubiert. Nach Abnahme des Antikörpers und nochmaligem Waschprozedere mit PBS und 

1 % BSA wurden die Zellen mit PBS beschichtet. Das Auszählen der angefärbten und damit 

virushaltigen Zellen erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop. Dabei wurden die grün 

leuchtenden HEK293A-Zellen aus zehn Gesichtsfeldern mit einem 10 x Objektiv gezählt und 

der Titer nach folgender Formel berechnet: 

 

Titer (ifu / mL) =     
Infizierte Zellen / Gesichtsfeld x Gesichtsfelder / „Well" 

Virusvolumen (mL) x Verdünnungsfaktor
 

 

 

2.2.3.12 Erstellen einer Dosiskurve  

 

Nach der Titerbestimmung der hergestellten RND1- und MLF1-Adenoviren wurde zur 

Sicherstellung der Funktion und zur Ermittlung der in Zukunft einzusetzenden Viruslast eine 

Dosiskurve erstellt.  

 

Hierfür wurde sowohl Protein als auch RNA aus unbehandelten NRVCMs isoliert und auf die 

Expression von RND1 bzw. MLF1 untersucht. Dazu wurden die ausgesäten Kardiomyozyten 

nach 24 h mit warmem PBS zweimal gewaschen und mit serumfreiem und Virus-versetztem 

Medium beschichtet. Dabei wurden je zwei „Wells“ mit 50 ifu/µL LacZ-Adenovirus bzw. 

synthetische nonsense-microRNA exprimierendem Adenovirus sowie mit 5, 25 und 50 ifu/µL 

RND1- bzw. MLF1-Virus infiziert. Um die Viruslast für alle Zellen gleich hoch zu halten, 

wurde mit dem Kontrollvirus jeweils auf 50 ifu/µL aufgefüllt. Nach weiteren 24 h wurden die 

Zellen erneut gewaschen und mit neuem Medium beschichtet. Im Anschluss an eine weitere 

Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 konnten die NRVCMs schließlich geerntet werden. 
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2.2.3.13 Transverse aortale Konstriktion 

 

Die experimentelle TAC bedingt eine akute Drucksteigerung im Herzen und führt zunächst 

zu kompensatorischer kardialer Hypertrophie. Im Laufe der Zeit kann die Reaktion auf die 

chronische hämodynamische Überlastung maladaptiv werden und in einer Herzdilatation und 

–insuffizienz münden.  

 

Um eine Druckbelastung des Herzens zu erzeugen, wurde die transverse aortale 

Konstriktion an acht Wochen alten Mäusen durchgeführt. Zunächst erfolgte zur Analgesie 

der Tiere die Gabe von Temgesic (0,1 mg/kg s.c.) und eine inhalative Narkose mit Isofluran 

(4 % in 0,8 L/min O2) bei einer Erhaltungsdosis von 2 %. Anschließend wurden die Mäuse 

mit einer Braunüle intubiert. Die Beatmung erfolgte mechanisch mit einem Tidalvolumen von 

0,15 mL und einer Frequenz von 150/min. Im Anschluss wurde eine laterale Thorakotomie 

im 2. ICR durchgeführt und ein Prolene 4-0 Faden um die Aorta transversalis zwischen dem 

Truncus brachiocephalicus und der linken A. carotis communis gelegt. Gegen eine an die 

Aorta angelegte Nadel (27 G) wurde der Faden geknotet und die Nadel entfernt. Mithilfe 

dieser Technik wurde eine leichte Stenose erzeugt. Abschließend konnte der Thorax wieder 

verschlossen und die im Pleuraspalt verbliebene Luft entfernt werden. Als Kontrolle dienten 

scheinoperierte Mäuse (SHAM-Mäuse). Diese Tiere wurden bis auf die aortale Konstriktion 

nach gleichem Protokoll behandelt. Vier Wochen nach der Operation erfolgten die Tötung 

der Mäuse und die Entnahme ihrer Herzen.   

Die beschriebenen Operationen wurden in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe durchgeführt. Der 

zugrunde liegende Tierversuch wurde durch das Ministerium für Energiewende, 

Landwirtschaft, Umwelt und ländliche Räume des Landes Schleswig-Holstein genehmigt und 

unter strikter Berücksichtigung der Ethikrichtlinien durchgeführt. In dieser Arbeit konnte die 

bereits isolierte RNA genutzt werden, um die Genexpression von Rnd1 in transgenen 

Myozap-Tieren bzw. Myozap-„Knockout“-Mäusen zu prüfen. 

 

 

2.2.3.14 Stimulation der Zellen mit dynamischem „Stretch“ 

 

Mithilfe des dynamischen „Stretchens“ ist es möglich, den Einfluss von mechanischem 

Stress auf Kardiomyozyten näher zu untersuchen. Wir setzten hierzu den sogenannten 

Flexlink FX5000T-FLK-Stretcher ein. 

 

24 h nach Präparation der neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden die Zellen zunächst 

vorsichtig mit warmem PBS zweimal gewaschen und anschließend mit serumfreiem Medium 
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beschichtet. Es folgte eine erneute Inkubation der Platten bei 37 °C und 5 % CO2 für 24 h. Im 

Anschluss wurde das Medium erneut durch frisches ersetzt und der „Stretch“ konnte 

gestartet werden. Dazu wurden die Platten in den Flexlink FX5000T-FLK-Stretcher bei 37 °C 

und 5 % CO2 auf Silikonmembranen gesetzt. Diese ermöglichten es, dass ein Vakuum 

erzeugt und die Zellen pulsatil gedehnt werden konnten. „Gestretcht“ wurde für 24 oder 48 h 

mit einer Elongation von 16 % bei einer Frequenz von 1 Hz. Die jeweiligen Kontrollplatten 

wurden ebenfalls im „Stretcher“ auf einer Plexiglasplatte untergebracht, sodass sie zwar 

unter gleichen Versuchsbedingungen inkubiert, aber keinen biomechanischen Belastungen 

ausgesetzt wurden. 

 

  

2.2.3.15 Stimulation der Zellen mit Phenylephrin  

 

Phenylephrin ist ein direktes Sympathomimetikum, welches seine Wirkung vorwiegend am 

α1-Adrenorezeptor entfaltet und auf diese Weise NRVCMs stimuliert.  

 

Die NRVCMs wurden 24 h nach Aussaat für weitere 48 h mit 5 µM PE in serumfreiem und 

antibiotikahaltigem Medium inkubiert. Die Effekte des Adrenorezeptor-Agonisten auf die 

Zellen wurden anschließend zum einen auf RNA- und Proteinebene und zum anderen mittels 

Immunzytologie analysiert.  

 

 

2.2.3.16 RNA-Isolierung aus NRVCMs 

 

Nach Ernte der NRVCMs ermöglicht die RNA-Isolierung, die darauffolgende DNase-

Verdauung und die anschließende cDNA-Synthese die Analyse der Zelltätigkeit zum 

Zeitpunkt der Ernte beispielsweise mittels „Real-Time“ PCR.  

 

Im Anschluss an das Ernten mit Trizol und einer Inkubation von 5 min bei RT wurden den 

lysierten Zellen 200 µL Chlorophorm pro mL Trizol zugefügt. Nach „Vortexen“ der Proben 

führte eine 15 min andauernde Zentrifugation (11.200 rpm, 4 °C) zu drei deutlich sichtbar 

unterscheidbaren Phasen: Die untere Phenol-Chloroform-Phase, die proteinreiche 

Interphase und die obere farblose Phase, in welcher sich die gesamte RNA sammelte. Diese 

obere Phase wurde nun abgenommen und in frische „Tubes“ überführt.  

Der nächste Schritt umfasste die Fällung der RNA mit 500 µL Isopropanol je Probe. 

Anschließend wurden die Proben kurz „gevortext“, für 40 min bei -20 °C inkubiert und 
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schließlich 40 min zentrifugiert. Der Überstand konnte abgenommen werden, sodass 

ausschließlich das sichtbare „Pellet“ im jeweiligen „Tube“ verblieb, welches im weiteren 

Verlauf mit 1 mL 75 % Ethanol (in DEPC-H2O) gewaschen, für 10 min getrocknet und in 

30 µL H2O aufgenommen wurde. 

 

 

2.2.3.17 DNase-Verdauung 

 

Dieser Versuchsschritt dient der Beseitigung eventuell noch vorliegender DNA-Reste. 

 

Die Proben wurden jeweils mit 5 µL DNase l und 5 µL Reaktionspuffer (10-fach) versetzt und 

für 15 min bei RT inkubiert. Im Anschluss daran wurde der Ansatz mit ddH2O auf 100 µL 

aufgefüllt und nach Hinzugabe von 100 µL Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol bei 4 °C für 

10 min zentrifugiert (14.000 rpm). Der abgenommene Überstand konnte schließlich mit 

300 μL 100 % Ethanol und 10 μL einer Natriumacetatlösung (3 M) gemischt werden. Im 

Anschluss an einen weiteren Zentrifugationsschritt (14.000 rpm, 4 °C, 40 min) wurden die 

„Pellets“ mit 500 µL 75 % Ethanol gewaschen und erneut für 5 min bei 4 °C und 14.000 rpm 

zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das „Pellet“ getrocknet und in einer 

adäquaten Menge ddH2O (8-10 µL) aufgenommen. Nun standen die Proben zur 

photometrischen Konzentrationsbestimmung mithilfe des NanoDrop 2000 bereit.  

 

 

2.2.3.18 cDNA-Synthese 

 

Die isolierte und aufgereinigte mRNA kann nun in komplementäre DNA umgeschrieben 

werden. Dies erfolgt durch den Einsatz einer reversen Transkriptase.  

 

Mittels des SuperScript lll First-Strand Synthesis System von Invitrogen wurde jeweils 1 µg 

DNase-freier RNA in doppelsträngige cDNA umgeschrieben. Hierzu waren zwei 

Reaktionsschritte erforderlich. Im ersten Schritt wurde 1 µg RNA mit 250 ng 

Hexanukleotid Random-Primer-Mix und 0,5 µL dNTPs versetzt und der Ansatz mit ddH2O zu 

einem Gesamtvolumen von 13,5 µL aufgefüllt. Im „Thermocycler“ folgte die Denaturierung 

bei 65 °C für 5 min. Im Anschluss wurden die Proben für mindestens 1 min auf Eis gesetzt 

und danach zentrifugiert. Der zweite Reaktionsschritt beinhaltete die Synthese der cDNA. 

Dazu wurde ein „Mastermix“ aus First Strand RT-Puffer (4 µL, 5-fach), 1 µL RNaseOUT 

(40 U/µL), 1 µL DTT (0,1 M) und 0,5 µL der Polymerase SuperScript™ III RT (200 units/μL) 
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dem ersten Ansatz beigefügt und vorsichtig vermischt. Nach kurzer Zentrifugation wurden 

die Proben im „Thermocycler“ für 10 min bei 25 °C, 60 min bei 50 °C und 15 min bei 70 °C in 

der genannten Reihenfolge inkubiert und schließlich auf Eis gelagert. Anschließend konnte 

die cDNA mittels ddH2O auf eine Konzentration von 2 ng/µL verdünnt werden und 

weiterführenden Analysen zur Verfügung stehen. 

 

 

2.2.3.19 „Real-Time“ PCR 

 

Die „Real-Time“ PCR dient der quantitativen Bestimmung von Genexpressionen. Während 

der Amplifikation der eingesetzten cDNA wird ein Fluoreszenzfarbstoff mit in die neu 

synthetisierte doppelsträngige DNA eingebaut, der durch seine Emissionen während des 

PCR-Zyklus in Echtzeit gemessen werden kann. Die Stärke der Fluoreszenzsignale verhält 

sich dabei proportional zur Menge des PCR-Produktes.  

 

Einer der in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe ist 

SYBER GreenER qPCR Supermix. Insgesamt wurden je Probe 18 µL eines 

Reaktionsansatzes eingesetzt. Dieser setzte sich aus 10 µL 

SYBER GreenER qPCR Supermix, 0,4 µL „Forward“- und „Reverse-Primer“ und 7,6 µL 

ddH2O zusammen. Zu diesen 18 µL „Mastermix“ wurden jeweils 2 µL cDNA (4 ng) gegeben.  

Des Weiteren wurde zur Erfassung der Expression von Nppa, Nppb und Rcan1-4 eine 

„Multiplex-Real-Time“ PCR durchgeführt. Auch hierfür wurde zunächst ein „Mastermix“ (siehe 

Tabelle 18) hergestellt.  

 

Tabelle 18: Zusammensetzung des „Mastermixes“ für die „Multiplex-Real-Time“ PCR 

Reagenz eingesetzte Menge [µL] 

iQ™ Multiplex Powermix 10 

Rpl32 Mix Tex Red 0,5 

Nppa Mix FAM 0,5 

Nppb Mix HeX 0,5 

Rcan1-4 CY5.5 Mix 0,5 

ddH2O 6 
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2.2.3.20 Proteinextraktion aus Gewebe 

 

Zur Extraktion von Protein aus ganzen Maus- bzw. Rattenherzen mussten diese mithilfe des 

24 Homogenisator Precellys® zunächst geschreddert werden. Hierzu wurden die Herzen 

zusammen mit 1 mL Lysepuffer und Kunstoffperlen in 2 mL „Tubes“ überführt. Danach 

konnten die Herzen im Precellys® zweimal für je 20 sek bei hoher Geschwindigkeit 

zerkleinert werden. Anschließend wurde die Gewebssuspension bei 11.200 rpm und RT für 

20 min zentrifugiert und der Überstand in ein neues „Tube“ pipettiert. Nun konnte die 

Proteinkonzentration je nach verwendetem Lysepuffer mit dem Bradford- oder DC-„Assay“ 

gemessen werden.  

 

 

2.2.3.21 Proteinextraktion aus ausgesäten Zellen 

 

Zunächst wurde das den Zellrasen beschichtende Medium abgenommen und es folgte 

dreimaliges Waschen mit kaltem PBS. Anschließend wurde ein mit Protease- und 

Phosphatase-Inhibitoren versetzter Lysepuffer auf die Zellen gegeben. Mithilfe von 

Zellschabern konnten die Zellen von ihrem Untergrund abgekratzt und in frische „Tubes“ 

überführt werden. Nachdem wir die Zellen zuerst in Flüssigstickstoff (-80 °C) für 30 min 

einfrieren ließen, wurden sie darauffolgend bei 30 °C für 15 min im „Thermocycler“ wieder 

aufgetaut. Dieses Einfrieren und Auftauen wurde insgesamt dreimal durchgeführt. Die 

Proben konnten dann bei 11.200 rpm und für 15 min zentrifugiert und die Überstände in 

frische „Tubes“ überführt werden. Die „Pellets“ wurden verworfen. 

 

 

2.2.3.22 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Bradford-„Assay“ zur Konzentrationsbestimmung von 

Proteinproben durchgeführt. Die Grundlage bildet der Triphenylmezhanfarbstoff Coomassie-

Brilliant-Blau G-250, welcher in der Lage ist, mit kationischen und unpolaren Seitenketten 

von Proteinen Komplexe zu bilden. Erst die Komplexbildung mit Proteinen führt zu einer 

Farbveränderung und zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums. Man misst nun 

photometrisch die Zunahme der Absorption bei Komplexbildung gegen die ungebundene 

Form des Farbstoffes und erhält ein repräsentatives Maß für die Proteinkonzentration. 
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Das geerntete Protein wurde zunächst auf eine 96 „Well“ Platte aufgetragen. Dies erfolgte je 

Probe in Tripletts. Da die letztendlich erfolgende Farbreaktion vom Protein abhängig war, 

musste dementsprechend eine Kalibrierung durchgeführt werden. Wir nutzten hierzu 

vorwiegend BSA, von welchem vorab eine Verdünnungsreihe hergestellt wurde. Des 

Weiteren wurde ddH2O zum Nullabgleich auf die Platte pipettiert. Aufgefüllt wurden die 

Proben und BSA-Verdünnungen mit jeweils 200 µL einer 1:5 mit ddH2O verdünnten 

Bradford-Reagenz. Die photometrische Messung erfolgte im 

Infinite M200 PRO Microplate Reader mittels der Magellan-Software. 

Neben der Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Reagenz wurde auch das 

DC™ Protein Assay Kit genutzt. Es handelt sich hierbei ebenfalls um eine kolorimetrische 

Konzentrationsbestimmung. Auch bei diesem Verfahren musste eine Standardkurve 

generiert werden. Dies geschah durch das Ansetzten einer Verdünnungsreihe von einer 

Stammlösung (4 mg/mL BSA) mit dem jeweiligen Lysepuffer. Insgesamt wurden sechs 

unterschiedliche Verdünnungen hergestellt. Auch bei dem DC-„Assay“ wurden die Proben 

und die Verdünnungslösungen in Tripletts auf eine 96 „Well“ Platte aufgetragen. Analog zum 

Hersteller-Protokoll wurden die Proben in die „Wells“ pipettiert und die Lösungen A´ und B 

hinzugefügt. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT konnten die Proteinkonzentrationen 

photometrisch im Infinite M200 PRO Microplate Reader analog zum Bradford-„Assay“ 

gemessen werden. 

 

 

2.2.3.23 Klonieren von SRF-RE Reporter-Luciferasen 

 

Unter Reportergenen versteht man kodierende Sequenzen, die als Indikatoren für die 

Expression anderer Gene dienen. Ihre Anwesenheit lässt sich nach Einbringen in die Zelle 

leicht nachweisen. In dieser Arbeit wurden sogenannte Luciferasen eingesetzt. Es handelt 

sich hierbei um Oxygenasen, die bei katalytischer Aktivität zu Biolumineszenz führen. 

 

Um die SRF-RE Reporter „Firefly“- und Renilla-Luciferasen zu klonieren, wurden 

Plasmidvorlagen von Promega genutzt (pGL4.34[luc2P/SRF-RE/Hygro] und 

pGL4.74[hRluc/TK]). Im Anschluss an die Klonierung in den pDONR221-Vektor folgte analog 

dem Gateway® Protokoll die Generierung von Adenoviren wie unter 2.2.3.9. beschrieben. 
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2.2.3.24 Reportergen-„Assay“ 

 

Durch Einführen der Luciferase-Gene hinter die Promotorregion eines kodierenden DNA-

Abschnittes lässt sich über die Stärke der entstehenden Biolumineszenz auf die Genaktivität 

rückschließen.  

 

Zu Beginn wurden Kardiomyozyten auf 12 „Well“ Platten ausgesät (350.000 Zellen pro 

„Well“) und 24 h später wurden die Zellen transfiziert. Nach einer weiteren Inkubation für 

24 h bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die NRVCMs mit warmem PBS gewaschen und mit 

serumfreiem und antibiotikahaltigem Medium beschichtet. 96 h nach Aussaat der Zellen 

haben wir diese erneut mit warmem PBS gewaschen und anschließend mit 150 µL passivem 

Lyse-Puffer (PLB, engl.: passive lysis buffer) pro „Well“ benetzt. Es folgte eine Inkubation bei 

-80 °C für 15 min. Nun konnten die Platten auf einem Schüttler platziert und bei maximaler 

Geschwindigkeit (9,5) für 20 min bei RT geschüttelt werden. Im nächsten Versuchsschritt 

wurden pro „Well“ 20 µL auf eine 96 „Well“ Platte pipettiert. Diese mit Proben bestückte 

Platte wurde anschließend in den Infinite M200 PRO Microplate Reader gesetzt und die 

Messung mithilfe des Programmes Magellan gestartet.   

 

 

2.2.3.25 Co-Immunopräzipitation 

 

Die Co-Immunopräzipitation (Co-IP) ist ein Verfahren zur Identifizierung potenzieller 

physiologischer Protein-Protein-Interaktionen. Dies erfolgt durch den Einsatz spezifischer 

Antikörper, welche bestimmte Proteine samt ihrer Interaktionspartner binden und 

anschließend im „Western Blot“ nachgewiesen werden können.  

 

Für die Co-IP wurden Maus- bzw. Rattenherzen in nativem Lyse-Puffer (NLB, engl.: native 

lysis buffer), wie in 2.2.3.20 beschrieben, homogenisiert. Anschließend konnte die 

Proteinkonzentration mittels des DC™-„Assays“ gemessen und 1 mg Protein in einem 

Gesamtvolumen von 1 mL in ein frisches „Tube“ überführt werden. Nun wurden vier Ansätze 

vorbereitet. Für jeden Ansatz füllten wir 1 mg Protein auf 1 mL NLB auf und gaben 

entsprechende Antikörper-Volumina hinzu (siehe Tabelle 19). Zusätzlich zu diesen Ansätzen 

wurde 1 mg Protein ohne weitere Zugabe von NLB in ein neues „Tube“ überführt und bei       

-20 °C zunächst weggefroren. Die vier Reaktionsansätze wurden dagegen ü. N. bei 4 °C auf 

einem rotierenden Rad bei einer Geschwindigkeit von 12 gedreht. Am Folgetag konnten 

jedem Protein-Antikörper-Gemisch 50 µL „Dynabeads“ hinzugefügt und die „Tubes“ erneut 
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für 12 h auf dem rotierenden Rad bei 4 °C gedreht werden. Vor der Hinzugabe der „Beads“ 

wurden diese durch das Zufügen von 1 mL NLB äquilibriert. Die Lösung wurde für 5 min bei 

4 °C auf dem Rad gedreht und darauffolgend auf einem magnetischen „Rack“ platziert. Der 

Puffer konnte abgenommen und frischer hinzugefügt werden. Dieses Prozedere wurde 

dreimal wiederholt. Danach konnten die „Dynabeads“ eingesetzt werden. Nach kurzem 

Zentrifugieren der Reaktionsgefäße wurden diese erneut auf dem magnetischen „Rack“ 

platziert, der Überstand verworfen und frischer NLB hinzugegeben. Nun konnten die Proben 

für 5 min an dem rotierenden Rad befestigt werden. Analog hierzu folgten fünf weitere 

Waschschritte, bevor die ausgefällten Proteine mit 50 µL Laemmli-Puffer (2-fach) bei 95 °C 

im „Thermocycler“ inkubiert wurden. Wir setzten die Proben in eine Tischzentrifuge und 

anschließend in das magnetische „Rack“, um die eluierten Proben in frische „Tubes“ zu 

überführen. Pro Ansatz konnten 10 µL beim anknüpfenden „Western Blot“ eingesetzt 

werden. 

 

Tabelle 19: Eingesetzte Antikörper-Menge für die Co-Immunopräzipitation  

Antikörper  Eingesetzte Menge [µL] 

Anti-Myzap  40 

Anti-RND1  7 

Anti-His 3 

Anti-HA 7 

 

 

2.2.3.26 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

 

Mittels der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese lassen sich Proteine ihrem 

Molekulargewicht nach auftrennen. Zunächst führt die Bindung des SDS zur Maskierung der 

Protein-Eigenladungen und die anschließende Denaturierung führt zum Aufbrechen der 

Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteinproben. Die Auftragung auf das Gel und das 

Anlegen einer elektrischen Spannung ermöglichen schließlich die Auftrennung der 

Proteinproben nach ihrer Größe.  

 

Abhängig von der erwarteten Molekulargröße des eingesetzten Proteins wurde ein 

entsprechendes Gel gegossen. Die in dieser Arbeit verwendeten SDS-Gele wurden nach 

Tabelle 20 angesetzt. Das Gießen der Gele erfolgte zwischen zwei zusammengelegte, 

1,5 mm dicke Glasplatten, die in entsprechender Halterung befestigt und nach unten mittels 

eines Schaumstoffgummis abgedichtet wurden. Nachdem zunächst das Trenngel hergestellt 

und der Spalt zwischen den Glasplatten zu etwa ¾ damit befüllt worden waren, ermöglichte 

ein Isopropanol-Film einen nahezu glatten und sauberen Übergang zu dem später folgenden 
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Sammelgel. Nach 20-minütigem Auspolymerisieren bei RT wurde das Isopropanol 

ausgegossen und die Sammelgel-Lösung eingefüllt. Unmittelbar danach konnte ein 

geeigneter Gelkamm als Abschluss nach oben zwischen die Glasplatten in die noch flüssige 

Sammelgel-Lösung geschoben werden. Es folgte eine weitere Aushärtung für ungefähr 

30 min bei RT. Anschließend konnte das Gel in eine Gelkammer eingespannt, der Kamm 

gezogen und die entstandenen Taschen mit ddH2O gespült werden. Die Gelkammer wurde 

nun mit Laufpuffer gefüllt. Noch bevor die Proben auf das Gel aufgetragen werden konnten, 

musste die einzusetzende Menge Protein (30-40 µg) festgelegt und für jede einzelne Probe 

die entsprechende Volumenmenge berechnet werden. Anschließend wurden diese Volumina 

mit auf 95 °C vorgewärmten Laemmli-Puffer versetzt und ebenfalls für 5 min bei 95 °C im 

„Thermocycler“ inkubiert. Nach kurzem Zentrifugieren konnte das Gel beladen werden. Als 

Marker diente der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, der mit 5 µL eingesetzt wurde. 

Dieser ermöglichte es, später das ungefähre Molekulargewicht der Proteine abschätzen zu 

können. Im Folgenden konnte nun eine Spannung von 100 V angelegt und die Proben für   

2-3 h aufgetrennt werden.  

 

Tabelle 20: Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen 

Trenngel 10% 

 

H2O 3,9 mL 

30 % Acrylamid 3,3 mL 

Trenngel-Puffer 2,6 mL 

TEMED 30 µL 

APS-Puffer 60 µL 

Sammelgel 

 

H2O 2,9 mL 

30 % Acrylamid 0,8 mL 

Sammelgel-Puffer 1,4 mL 

TEMED 15 µL 

APS-Puffer 30 µL 

 

 

2.2.3.27 „Western Blot“ 

 

Das Verfahren des „Western Blots“ eignet sich zur Übertragung von zuvor mittels SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteinen auf eine Trägermembran.  

 

Zunächst wurde eine PVDF-Membran in der Größe des Gels zugeschnitten und ungefähr 

1 min in 100 % Methanol inkubiert. Derweil wurde Transferpuffer in eine Wanne gefüllt und 

anschließend die ebenfalls zugeschnittenen acht Lagen Whatman-Filterpapier und zwei 
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Schaumstoff-„Pads“ mit Transferpuffer gut durchtränkt, bevor mit dem Zusammenbau der 

„Blotting“-Kammer begonnen werden konnte. Auf die farblose Seite des „Blotting“-Rahmens 

wurden nacheinander ein Schaumstoff-„Pad“, vier Lagen Whatman-Filterpapier, die PVDF-

Membran, das Gel, weitere vier Lagen Whatman-Filterpapier und ein zweites Schaumstoff-

„Pad“ übereinander gelegt, der „Blotting“-Rahmen zugeklappt und in die „Blotting“-Kammer 

geschoben. Diese Kammer wurde nun zusammen mit einem Kühlakku in die bereits gefüllte 

Wanne überführt. Geblottet wurde bei 300 mA für 1,5 h. 

 

 

2.2.3.28 Immunhistochemischer Proteinnachweis  

 

Nun sind die Proteine zwar auf die Membran übertragen worden, können aber nicht mit 

bloßem Auge erkannt werden. Der Nachweis ist erst mithilfe der Immundetektion über 

spezifische Antikörper möglich. 

 

Im Anschluss an den eigentlichen „Blotting“-Vorgang folgte das sogenannte Blockieren 

mithilfe einer „Blocking“-Lösung aus TBST und Milch (5 %) für etwa 2 h auf einem 

rhythmisch schwankenden Plattformschüttler. Auf diese Weise konnten alle freien 

Bindungsstellen der Membran gesättigt werden, um die Bindung eines spezifischen 

Antikörpers an das zu detektierende Protein zu ermöglichen. Die verwendeten Antikörper 

sind in Tabelle 7 (2.1.7) wiederzufinden. Als Ladekontrollen setzten wir Antikörper gegen 

Tubulin oder GAPDH ein, die ein unterschiedliches Molekulargewicht gegenüber dem 

interessierenden Protein aufwiesen. Damit wurde sichergestellt, dass zwischen den Banden 

unterschieden werden konnte. Es handelt sich um konstitutiv exprimierte Gene, auch 

bekannt als „Housekeeping“-Gene, die Proteine kodieren, welche für die Aufrechterhaltung 

verschiedener Zellfunktionen unerlässlich sind. Durch den Einsatz dieser endogenen 

Kontrollen konnten relative Quantifizierungen von Zielproteinen durchgeführt werden. 

Die Primärantikörper wurden nach Herstellerangaben verdünnt und ü. N. bei 4 °C in einem 

50 mL Röhrchen auf einem „Tube“-Roller inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran mit 

TBST gewaschen (dreimal je 10 min) und anschließend mit einem geeigneten 

Sekundärantikörper für 2 h bei RT inkubiert. Es folgte erneut das bereits beschriebene 

Waschprozedere mit TBST (dreimal je 10 min). Nun wurde ECL (engl. enhanced 

chemilumescence) auf die Membran gegeben und die Membran vor Licht geschützt. 

Nachdem die ECL-Lösung nach 5 min wiederum abgenommen wurde, konnte diese in dem 

Gel-Detektionssystem FluorChem Q ausgerichtet werden und die erzeugte 

Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Die Aufnahmen wurden gespeichert und mittels 



  Material und Methoden 
 

66 
 

der Densitometrie ausgewertet. Die Membran konnte bei RT getrocknet und lichtgeschützt 

gelagert werden. 

 

 

2.2.3.29 Subzelluläre Fraktionierung 

 

Die subzelluläre Kompartimentierung ermöglicht es, neben der Immunzytologie auch die 

Lokalisation gezielter Proteine im „Western Blot“ zu überprüfen. Parallel dazu kann auf diese 

Weise ihr Vorkommen objektiv quantifiziert werden.  

Für die subzelluläre Fraktionierung wurden drei 10 cm Schalen mit je 10 x 106 NRVCMs 

eingesetzt. Zunächst wurden die Kardiomyozyten zweimal mit eisgekühltem PBS gewaschen 

und anschließend mit 500 µL PBS beschichtet. Mittels geeigneter Zellschaber wurden die 

Zellen von ihrem Untergrund abgekratzt und die Zellsuspension in 1,5 mL „Tubes“ überführt. 

Nach kurzer Zentrifugation (10 sek) mit einer einfachen Tischzentrifuge wurden die 

Überstände verworfen. Das „Zellpellet“ konnte durch fünfmaliges Auf- und Abpipettieren mit 

eisgekühltem 0,1 % NP40-PBS gelöst werden. 500 µL des gesamten Lysats (engl.: whole 

cell lysat) wurden in ein frisches „Tube“ überführt und auf Eis gestellt. Die übrige Suspension 

wurde für weitere 12 sek zentrifugiert und der sich abzeichnende Überstand konnte in ein 

neues Reaktionsgefäß pipettiert und ebenfalls auf Eis gelagert werden. Hierbei handelte es 

sich nun um die zytoplasmatische Fraktion. Das „Zellpellet“ wurde im Folgenden mit 0,1 % 

NP40-PBS resuspendiert (1 mL pro 10 cm Schale). Nach erneutem 15-sekündigem 

Zentrifugieren wurde der Überstand verworfen. Das „Pellet“ konnte 1:1 mit Laemmli-Puffer 

(1-fach) gelöst und unmittelbar der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zugeführt werden. 

Das gesamte Lysat und die zytoplasmatische Fraktion mussten dagegen zuvor 4:1 mit 4-

fachem Laemmli-Puffer gemischt werden.  

 

 

2.2.3.30 Immunfluoreszenz-Versuche 

 

Die Immunfluoreszenz ermöglicht es, bestimmte Zellstrukturen sichtbar zu machen. Dies 

erfolgt über an spezifische Antikörper befestigte Fluoreszenzfarbstoffe, die anschließend 

einzelne Zellbestandteile selektiv und mit starkem Kontrast zu anderen Strukturen darstellen 

können. 

 

Für die Immunfluoreszenz wurden NRVCMs auf kollagenbeschichtete Glas-„Coverslips“ 

(12 „Well“ Platte) ausgesät und mit serum- und antibiotikahaltigem Medium beschichtet. Je 
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nach Experiment wurden die Zellen am Folgetag transfiziert oder stimuliert und auf 

serumfreies Medium umgesetzt. Weitere 24 h später erfolgte ein erneuter Mediumwechsel. 

72 h nach Aussaat der Zellen wurden diese mit kaltem PBS dreimal gewaschen, bevor sie 

mit 1 mL 4 % Paraformaldehyd für 10 min bei RT fixiert wurden. Nach wiederholtem 

Waschprozedere wurde mit 2,5 % BSA und 0,1 % Triton X-100 in PBS für 1 h bei RT 

geblockt. Im Anschluss daran haben wir die „Coverslips“ erneut mit PBS gewaschen und 

schließlich mit ausgewählten Primärantikörpern für 90 min bei RT in einer feuchten Kammer 

inkubiert. Bevor und nachdem die Sekundärantikörper für 1 h auf die „Coverslips“ gegeben 

wurden, mussten diese für dreimal 10 min mit PBS gewaschen werden. Zusammen mit den 

an Alexa Fluor®-Farbstoffe gekoppelten Sekundärantikörpern wurde 4′,6-Diamidin-2-

phenylindol (DAPI) zur Färbung der Zellkerne auf die „Coverslips“ gegeben. Abschließend 

fixierten wir die „Coverslips“ jeweils durch einen Tropfen (14 µL) „Mounting Medium“ auf 

geeigneten Objektträgern. Die zellbeschichtete Seite war dabei dem Objektträger 

zugewandt. Wir behandelten die Silikonmembranen mit den daran haftenden „gestretchten“ 

bzw. nicht „gestetchten“ Zellen analog zu den „Coverslips“ und schnitten an dieser Stelle 

unter Zuhilfenahme eines Skalpells ca. 2 cm2 große Areale aus der Membran.  

Die Fluoreszenzbilder wurden durch den Einsatz eines Keyence BZ-9000E HS All-in-one 

Fluoreszenzmikroskopes mit einem 20 x CFI Plan Apo λ-Objektiv mit einer NA von 0,75 bei 

RT aufgenommen. Die Aufnahmen wurden abschließend mit BZ-ll Viewer (Version 2.1, 

Keyence) aufbereitet und analysiert. 

 

 

2.2.3.31 Bestimmung der Zellgröße 

 

Zur Zellgrößenbestimmung werden mithilfe des Keyence BZ-9000E HS All-in-one 

Fluoreszenzmikroskopes 5 x 5 Bilder mit einer Überlappung von 20 % bei einer 20 x 

Vergößerung aufgenommen. Um eine relativ hohe Schärfentiefe zu erzeugen, erfolgte für 

jedes Bild eine Serienaufnahme. Bei dieser Bildfolge wurde stets die Fokussierung 

verändert, sodass sich der Unterschied zwischen den Aufnahmen in der Schärfe 

widerspiegelte. Mittels der BZ-ll Viewer Software (Version 2.1, Keyence) konnten die Bilder 

fusioniert werden und man erhielt ein einzelnes zweidimensionales Bild. Die Zellgrößen der 

dargestellten Zellen konnten nun mit der Keyence BZ-ll Viewer Software (Version 2.1) 

ausgerechnet werden. Hierfür nutze man den sogenannten Single Extraction Mode des 

Programmes, bei dem zunächst Referenzen bezüglich Fluoreszenzintensitäten festgelegt 

wurden. Die Zellleiber wurden mit α-Actinin, die Kerne mit DAPI gefärbt. Die Zellgröße wurde 

ausschließlich von solchen Zellen bestimmt, die nur einen Kern und keinen Kontakt zu 

anderen Zellleibern aufgewiesen haben.  
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2.2.3.32 Bestimmung der Zellproliferation 

 

Um die Proliferation von Zellen beurteilen zu können, bedarf es ausgewählter Antikörper, die 

geeignete Mitosemarker binden können.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen Ki67- und zum anderen Phosphohiston H3-

positive Zellen angefärbt. Pro „Coverslip“ wurden dabei die angefärbten und damit 

proliferationsaktiven NRVCMs aus insgesamt zehn Bildern (20 x Vergrößerung) gezählt. 

Auch hier konnten die Bilder mit dem Keyence BZ-9000E HS All-in-one 

Fluoreszenzmikroskop aufgenommen werden.   

 

 

2.2.3.33 „Yeast two-Hybrid Screen“ 

 

Der „Yeast two-Hybrid Screen“ basiert auf der Restitution eines funktionellen 

Transkriptionsfaktors. Dies erfolgt in genetisch modifizierten Hefestämmen. Interagiert ein 

Protein, welches mit einer DNA-bindenden Domäne fusioniert ist und ein weiteres, welches 

mit der Aktivierungsdomäne verknüpft ist, so resultiert ein funktioneller Transkriptionsfaktor. 

Dieser führt schließlich zur Transkription eines Reportergens und es zeigt sich ein 

spezifischer Phänotyp.  

 

Um mögliche Bindungspartner von RND1 zu identifizieren, wurde in Kooperation mit 

Hybrigenics aus Frankreich ein „Yeast two-Hybrid Sreen“ geplant und durchgeführt. Für 

diesen „Screen“ war es zunächst notwendig, den ORF von humanem RND1 aus einer 

humanen cDNA-Probe in den pDONR221-Vektor zu klonieren. Das „full-length“ klonierte 

RND1 konnte schließlich als Köderprotein in einer Hefekultur an die DNA-Bindungsdomäne 

des Transkriptionsfaktors LexA gebunden werden. Potenzielle Interaktionspartner von RND1 

wurden aus einer Datenbank aus ventrikulären und fötalen Herzen ausgewählt. Im 

Folgenden wurden diese Proteine jeweils mit der Aktivierungsdomäne des 

Transkriptionsfaktors fusioniert. Bei einer direkten Interaktion von RND1 und 

Aktivierungsdomäne-gekoppeltem Beuteprotein und damit gewisser räumlicher Nähe von 

DNA-Bindungs- und Aktivierungsdomäne wurde der Transkriptionsfaktor LexA aktiviert. 

Dieser konnte nun an den Promotor des HIS3-Gens binden und dessen Transkription 

initiieren. Somit war es der Hefezelle möglich, auf einem histidinfreien Selektionsmedium zu 

wachsen. Diese direkte Interaktion konnte anschließend in der entsprechenden Kolonie 

bewiesen werden. In einem finalen Schritt wurde das Plasmid der positiv getesteten Kolonie 
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sequenziert, die Konfidenz einer nachgewiesenen Interaktion von Köder- und Beuteprotein 

durch den sogenannten prognostizierten biologischen „Score“ (PBS*, engl.: predicted 

biological score) klassifiziert und für jeden positiven Klon angegeben.  

  

 

2.2.3.34 MTT-Test  

 

Der MTT-Test dient der Messung der Zellviabilität. Dies erfolgt durch die Reduktion von MTT 

(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid), einem Tetrazoliumsalz, welches 

in reduziertem Zustand als lilafarbene Formazankristalle vorliegt. Für diese Reduktion sind 

zelluläre Dehydrogenasen verantwortlich, die nur in lebenden Zellen Aktivität zeigen. Somit 

kann die MTT-Umwandlung als Maß für die Zellaktivität angesehen werden. 

 

24 h nach Aussaat der NRVCMs auf 24 „Well“ Platten wurden diese mit entsprechenden 

Adenoviren infiziert und für 72 h inkubiert (37 °C, 5 % CO2). Mit DMEM-Medium verdünnte 

MTT-Reagenz (10 %) wurde in jedes „Well“ gegeben (je 10 µL) und die Platte für vier weitere 

Stunden inkubiert (37 °C, 5 % CO2). Nach diesem Inkubationsschritt wurde die MTT-

Reduktion durch Hinzugabe der MTT-Solubilisierungslösung beendet und die 24 „Well“ 

Platte ü. N. unter bekannten Konditionen inkubiert. Nach vollständiger Solubilisierung konnte 

im Infinite M200 PRO Microplate Reader die spektrophotometrische Absorption gemessen 

werden. Der prozentuale Anteil lebensfähiger Zellen wurde in Relation zur Kontrolle gesetzt. 

Zur Apoptoseinduktion wurde bei einem Teil der Zellen das Zytostatikum Cisplatin (25 µM) 

eingesetzt und zusammen mit dem Medium auf die „Wells“ gegeben. 

 

 

2.2.3.35 Propiumiodid-„Assay“ 

 

Das Propidiumiodid (PI) ist eine rot fluoreszierende nukleäre Färbung. Da die Membran 

lebender Zellen nicht durchdrungen werden kann, wird PI zur Detektion von avitalen Zellen 

verwendet, denn bei bereits abgestorbenen Zellen kann PI ins Zellinnere eindringen und 

doppelsträngige DNA durch Interkalation der Basenpaare binden.  

 

Für die Propiumiodid-Färbung wurden die Kardiomyozyten mit warmem PBS gewaschen und 

mit 1:2.000 verdünntem PI (1 mg/mL) bei 37 °C für 10 min inkubiert. Anschließend konnten 

die Zellen, wie unter 2.2.3.28 beschrieben, gewaschen, geblockt und mit DAPI angefärbt 

werden.  



  Material und Methoden 
 

70 
 

2.2.3.36 Klonierung, Aufreinigung und Expression von rekombinanter C3-

Transferase 

 

C3-Proteine, auch als C3-Transferasen oder C3-Exoenzyme bekannt, sind ADP-

Ribosyltransferasen aus unterschiedlichen Bakterienstämmen. Sie ADP-ribosylieren gezielt 

kleine GTP-bindende Proteine und inhibieren nachgeschaltete Signalwege.  

 

Das dem Clostridium botolinum abgeleitete Exoenzym, die C3-Transferase, und dessen 

mutierte Form C3-E174Q (Glutamat an Position 174 zu Glutamin mutiert) wurden in das 

pGEX-2T-Plasmid kloniert und als rekombinante GST-Fusionsproteine, wie in Höltje et al. 

2005 beschrieben, in E. coli TG1 exprimiert (Höltje et al. 2005).  

Es wurde eine Bakterienkultur bei 37 °C in 1 L LB-Medium (inkl. 100 µg/mL Ampicillin) zu 

einer optischen Dichte von 0,7 bei 595 nm gezüchtet. Die Kultur wurde folgend mit Isopropyl 

β-D 1-Thiogalactopyranosid (IPTG) auf eine Endkonzentration von 0,2 mM gebracht und für 

weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Bakteriensuspension konnte anschließend bei 7.000 rpm 

und 4 °C für 15 min zentrifugiert und das „Zellpellet“ mit 20 mL Lyse-Puffer (50 mM Tris, 

pH 8, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2 und 2 mM DTT inkl. Protease-Inhibitoren) aufgelöst 

werden. Die Bakteriensuspension wurde durch ein Pressure Cell Press System lysiert und 

das gewonnene Lysat konnte bei 11.000 rpm und 4 °C für 15 min zentrifugiert werden. Der 

Überstand wurde für 4 h bei 4 °C in 4 mL Lyse-Puffer mit einem 50 %-igen Gemisch von 

Glutathione Sepharose® 4B-Beads inkubiert. Nach der Inkubation wurde diese Suspension 

auf eine Chromatographiesäule gegeben und fünfmal mit Lysepuffer gewaschen. Die 

„Beads“ wurden schließlich für 12 h bei 4 °C mit fünf NIH-Einheiten Thrombin inkubiert, um 

die GST-Taq-Bindung zu spalten. Das gespaltene Protein konnte nun mit 12 mL Lyse-Puffer 

eluiert und Thrombin durch Präzipitation mit Benzamidin-Sepharose-Beads und 

Zentrifugation (4.400 rpm, RT, 10 min) entfernt werden. Daraufhin wurde der Überstand 

abgenommen und gegen 20 mM HEPES enthaltenden Puffer (pH 7,5) ausgetauscht. Nach 

abschließendem Filtern mithilfe von PD-10 Säulen und dem Einsatz geeigneter Filter 

(Porengröße: 0,22 µm) konnte das Lysat für anknüpfende Experimente genutzt werden. Die 

ADP-Ribosyltransferase-Aktivität wurde in vitro durch einen ADP-„Ribosylierungsassay“ 

gemessen (2.2.3.37). 
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2.2.3.37 ADP-Ribosylierung 

 

Unter der ADP-Ribosylierung versteht man die Übertragung eines oder mehrerer ADP-

Ribosereste von Nicotinamidadenindinukleotid auf unterschiedliche Akzeptoraminosäuren. 

Intrazelluläre GTPasen wie RhoA können durch ADP-Ribosylierung, welche durch bakterielle 

C3-Proteine katalysiert wird, inaktiviert werden.  

 

2 µM GST-gekoppeltes RhoA wurde bei 37 °C für 20 min mit verschiedenen Konzentrationen 

der Wildtyp- bzw. mutierten C3-Transferase in Anwesenheit von 1 µL Ci[32P]NAD+ in 20 µL 

eines Puffers (50 mM HEPES, pH 7,3, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 10 mM Thymidin und 

10 mM NAD+, 4-fach) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Laemmli-Ladepuffer 

und eine 10-minütige Inkubation bei 95 °C abgeschlossen. Anschließend wurden die Proben 

durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und das Acrylamidgel mittels 

PhosphorImager SI ausgelesen. 

 

 

2.2.3.38 Stimulation der Zellen mit Hypoxie 

 

Der Verlust von Kardiomyozyten durch programmierten Zelltod, ausgelöst durch Hypoxie, 

trägt maßgeblich zur Entwicklung von Herzversagen bei. Durch das experimentelle 

Nachahmen hypoxischer Zustände wurde versucht, beteiligte Vorgänge näher zu verstehen 

und Einfluss auf den induzierten Zelluntergang zu nehmen. 

 

Bevor die NRVCMs bei 37 °C für 3 h in einem Inkubator mit einer Luftzusammensetzung von 

5 % CO2, 1 % Raumluft und 94 % N2 untergebracht werden konnten, wurden sie mit 

137 mmol/L NaCl, 12 mmol/L KCL, 0,5 mmol/L MgCl2, 0,9 mmol/L CaCl2, 4 mmol/L HEPES, 

10 mmol/L 2-Deoxyglucose und 20 mmol/L Sodium-Lactat (pH 6,2) enthaltendem Puffer 

beschichtet. Die Kontrollzellen wurden stattdessen bei 37 °C in einem üblichen 

Zellkulturinkubator bei 5 % CO2 und 95 % Raumluft inkubiert. Auch sie wurden pro „Well“ mit 

1 mL Puffer (137 mmol/L NaCl, 3,8 mmol/L KCl, 0,5 mmol/L MgCl2, 0,9 mmol/L CaCl2, 

4 mmol/L HEPES, 10 mmol/L Glucose und 20 mmol/L Pyruvat (pH 7,4)) kultiviert. 

Anschließend konnten die Zellen für nachfolgende Versuche geerntet werden. 
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2.2.4    Statistische Auswertung 

 

Sämtliche in dieser Arbeit gewonnenen Daten wurden mit der „Software“ SigmaPlot 

(Version 11) auf ihre Signifikanz überprüft. Dabei wurden die einzelnen Signifikanzniveaus 

über einen students t-Test, two-way-ANOVA-Test oder nichtparametrischen Kruskal-Wallis-

Test ausgerechnet. 

Dargestellt wurden die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte. Eine Ausnahme 

bilden hier die Boxplot-Darstellungen, in denen der Median angezeigt wird.  

P-Werte von <0,05 werden als signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 
 

Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse basieren auf der Untersuchung von zwei 

„Stretch“-abhängig regulierten Genen Rnd1 und Mlf1. Diese wurden in einer „Microarray“-

Untersuchung von RNA aus „gestretchten“ NRVCMs identifiziert und bereits durch erste 

Versuche zur Analyse ihres Einflusses auf die kardiale Hypertrophie beschrieben (Pott 2017, 

Rangrez et al. 2017).  

 

 

3.1    RND1 

 

Es ist bereits bekannt, dass RND1 in dynamisch „gestretchten“ Kardiomyozyten sowohl auf 

RNA- als auch auf Proteinebene hochreguliert wird (Pott 2017, Rangrez et al. 2017). Des 

Weiteren ist in dem dieser Arbeit vorausgehenden Projekt die vermehrte RND1-Expression 

sowohl nach pharmakologischer Stimulation von NRVCMs durch Phenylephrin als auch in 

einem in vivo Mausmodell nach transverser aortaler Konstriktion nachgewiesen worden (Pott 

2017, Rangrez et al. 2017).  

Diese Untersuchungen zu den Eigenschaften von RND1 bilden den Ausgangspunkt dieser 

Arbeit mit der Zielsetzung um weitere, bisher unbekannte Funktionen und Einflüsse auf die 

kardiale Physiologie bzw. Pathophysiologie. 

 

 

3.1.1     RND1 ist in Kardiomyozyten exprimiert und zeigt eine ausgeprägte 

Lokalisation in den Zellkernen  

 

Zur Untersuchung der intrazellulären Lokalisation von RND1 wurden immunzytologische 

Analysen an NRVCMs durchgeführt.  

α-Actinin, welches nur an der Z-Scheibe lokalisiert ist, bildete ein striäres Muster innerhalb 

des Zytoplasmas der Kardiomyozyten aus (Abb. 8A). RND1 hingegen war prädominant in 

den Zellkernen lokalisiert und wies außerdem eine perinukleäre Färbung in der Region des 

endoplasmatischen Retikulums auf. Analog hierzu zeigte der „Western Blot“ der 

subzellulären Auftrennung der NRVCMs in Kern- und Zytoplasma-Fraktion ebenfalls eine 

schwach ausgeprägte Expression von RND1 im Zytoplasma sowie eine 6,88-fach stärkere 

Expression von RND1 im Zellkern (n = 3, p < 0,05) (Abb. 8B, 8C).  
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Abbildung 8: Lokalisation von RND1 in NRVCMs 

A, repräsentative immunzytologische Analyse von fixierten, nativen NRVCMs nach 48 h Kultivierung. 

Rot: sarkomeres α-Actinin; blau: Zellkerne; grün: RND1; Maßstabsbalken = 20 μm. B, C, „Western 

Blot“-Analyse einer subzellulären Fraktionierung von NRVCMs; Histon-H3 (nukleäres Protein) und 

GAPDH (zytoplasmatisches Protein) dienen zur Kontrolle der Integrität der Fraktionierung sowie zur 

Ladekontrolle und Berechnung der relativen Densitometrie; n = 3, * = p < 0,05. 

 

 

3.1.2     Dosisfindung der generierten Adenoviren 

 

Um zu überprüfen, ob die generierten Adenoviren fähig sind, NRVCMs zu infizieren und 

RND1 in gewünschtem Maße zu exprimieren, wurden Kardiomyozyten mit ansteigenden 

Dosen des Virus infiziert.  

Die „Western Blot“-Analyse zeigte eine ansteigende Expression von RND1 mit einem 

Anstieg der Expression im Vergleich zur LacZ-Kontrolle um das 1,7-, 2,1- und 2,9-Fache bei 

5, 25 und 50 ifu (Abb. 9A, 9B). Die miRNA gegen RND1 zeigte analog hierzu eine stärkere 

Herunterregulation der RND1-Expression bei steigender Viruslast um 54 %, 73 % und 89 % 

bei 5, 25 und 50 ifu (Abb. 9C, 9D). Die generierten Adenoviren sind demzufolge in der Lage 

eine Überexpression und einen „Knockdown“ von RND1 zu induzieren. Anhand dieser 

Analyse wurde für alle folgenden Experimente eine Infektionslast von 50 ifu für die NRVCM-

Versuche festgelegt.  
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Abbildung 9: Dosiskurven der generierten RND1-Viren  

A, „Western Blot“-Analyse von mit verschiedenen Dosen Ad-Lacz und Ad-RND1 infizierten NRVCMs; 

α-Tubulin dient als Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen Densitometrie (B); Anzahl 

eingesetzter Proben je Bedingung: 1, n = 3. C, „Western Blot“-Analyse verschiedener Dosen Ad-miR-

Neg und Ad-miR-RND1; α-Tubulin dient als Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen 

Densitometrie (D); Anzahl eingesetzter Proben je Bedingung: 1, n = 3. 

 

  

3.1.3     RND1-Überexpression in NRVCMs führt zu einer Zellgrößenzunahme  

 

Zur Überprüfung der Induzierbarkeit einer Hypertrophie durch die Überexpression von RND1 

erfolgte eine Zellgrößenbestimmung durch Anfärben von NRVCMs mit einem α-Actinin-

Antikörper. 

Bereits mit RND1-Adenovirus infizierte Kardiomyozyten zeigten im Vergleich zu den 

Kontrollzellen, bei welchen eine Zellgröße von 445,4 µm2 gemessen wurde, eine signifikant 

erhöhte Zellgröße von 465,9 µm2 (p < 0,01) (Abb. 10A). Weiterhin wurde der Effekt von zwei 

Hypertrophie-erzeugenden Modellen auf NRVCMs näher untersucht. Bei diesen 

prohypertrophen Reizen handelte es sich zum einen um den pharmakologischen Einsatz von 

Phenylephrin und zum anderen um mechanischen „Stretch“. Phenylephrin und 24- bzw. 48-

stündiger „Stretch“ führten sowohl bei mit LacZ- als auch bei mit RND1-Adenovirus infizierten 

Zellen zu signifikant vergrößerten Zellkörpern. Während die PE-Behandlung LacZ-infizierter 
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Zellen zu einer Größe von 500,3 µm2 führte, konnte bei RND1-infizierten Zellleibern eine 

Zellgröße von 525,3 µm2 detektiert werden (p < 0,01) (Abb. 10A, 10D). Nach 24-stündigem 

„Stretch“ zeigten die LacZ-behandelten Zellen mit 272,9 µm2 deutlich kleinere Zellkörper im 

Vergleich zu den RND1-behandelten Zellen mit einer Zellgröße von 322,6 µm2 (p < 0,001) 

(Abb. 10B, 10E). Ähnliche Ergebnisse konnten nach 48 h-„Stretch“ verifiziert werden (LacZ: 

262,8 µm2; RND1: 327,6 µm2; p < 0,001) (Abb. 10C, 10E). 

RND1 führt in allen untersuchten Hypertrophie-Modellen zu einer Zunahme der 

Zelloberfläche und ist außerdem ein hinreichender Faktor zur Induktion einer Hypertrophie 

in vitro. 
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Abbildung 10: RND1-Überexpression in NRVCMs führt zu einer Zellgrößenzunahme 

Zellgrößenbestimmung von Phenylephrin-stimulierten (A, 5 μM), 24 h- (B) oder 48 h „gestretchten“ (C) 

NRVCMs. Gezeigt ist der Median von drei biologischen Replikaten mit jeweiligem Einsatz von mehr 
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als 1.500 Zellen pro Bedingung. D, repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von Kontrollzellen 

(LacZ) oder RND1-überexprimierenden Zellen, mit oder ohne Phenylephrin-Stimulation. E, 

repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von Kontrollzellen (LacZ) oder RND1-überexprimierenden 

Zellen, welche 24 h oder 48 h „gestretcht“ wurden. Blau: DAPI, grün: sarkomeres α-Actinin; 

Maßstabsbalken: 50 µm (D); 70 µm (E). n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, 

‡ = p < 0,001. 

 

 

3.1.4     RND1 induziert Hypertrophie-assoziierte fötale Gene und Rcan1-4 

 

Zur Einordnung der Effekte von RND1 auf die Induktion fötaler Gene und die Aktivierung von 

Calcineurin A wurden Expressionsprofile nach verschiedenen hypertrophen Stimuli in vitro 

analysiert.  

Während überexprimiertes RND1 bereits allein zu einer signifikanten Hochregulation der 

Transkripte Nppa und Nppb (Nppa: 2,05-fach, n = 3, p < 0,05; Nppb: 1,91-fach, n = 3, 

p < 0,05) führte, bedingte die Kombination von hypertrophem Stimulus und viraler 

Überexpression eine weitere Induktion des fötalen Genprogrammes (Abb. 11A, 11B). Die 

Stimulation mit PE führte in den mit LacZ-Adenovirus infizierten Zellen zu einer 

Verzehnfachung (n = 3, p < 0,001) und in RND1-überexprimierenden Zellen zu einer    

16,12-fach gesteigerten Nppa-Expression (n = 3, p < 0,001) (Abb. 11A). Nppb wurde 

ebenfalls nach PE-Behandlung von LacZ-infizierten Zellen 9,78-fach (n = 3, p < 0,001) und 

von RND1-überexprimierenden NRVCMs 15,8-fach stärker exprimiert (n = 3, p < 0,001) 

(Abb. 11B). 

Rcan1-4, als ein hoch spezifischer Indikator der Aktivierung von Calcineurin, war nach 

RND1-Überexpression ebenfalls vermehrt exprimiert (2,91-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 

11C). Auch hier löste die Behandlung der Kardiomyozyten mit PE einen 3,3-fachen Anstieg 

der Rcan1-4-Expression bei den mit LacZ-Adenovirus infizierten Zellen (n = 3, p < 0,001) 

und einen 6,11-fachen Anstieg bei den RND1-überexrimierenden Zellen aus (n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 11C). 

Während die zusätzliche Behandlung der NRVCMs mit PE bei allen untersuchten Genen zu 

einem deutlichen Anstieg ihrer Expression führte, zeigte sich im Vergleich zu den ebenfalls 

„gestretchten“ Kontrollzellen nach 24 h-„Stretch“ meist nur eine tendenzielle Zunahme der 

Genexpression bei gleichzeitiger RND1-Überexpression. Nach 48 h-„Stretch“ konnte 

schließlich ein deutlicher Anstieg ihrer Expressionen gemessen werden. So wurde nach 

RND1-Überexpression eine im Vergleich zu den „gestretchten“ und Ad-LacZ-infizierten 

Zellen um 20,04 % gesteigerte Nppa-Expression (n = 3, p < 0,05), eine um 28,95 % 
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gesteigerte Nppb-Expression (n = 3, p < 0,01) und ein um 112,5 % erhöhter Rcan1-4-Spiegel 

gemessen (n = 3, p < 0,001) (Abb. 11D, 11E, 11F). 

Überexprimiertes RND1 führt sowohl mit als auch ohne die zusätzliche Behandlung von 

NRCVCMs mit Phenylephrin bzw. mechanischem „Stretch“ zu einem Anstieg der 

„Expressionslevel“ der Hypertrophie-assoziierten fötalen Gene Nppa, Nppb und Rcan1-4.  

 

 
 

Abbildung 11: RND1 induziert Hypertrophie-assoziierte fötale Gene und Rcan1-4 

qRT-PCR-Expressionsanalyse der fötalen Gene Nppa (A, D), Nppb (B, E) und des Calcineurin-

Regulators Rcan1-4 (C, F) nach Infektion der NRVCMs mit LacZ- bzw. RND1-exprimierendem 

Adenovirus und Behandlung der Zellen mit PE oder 24 h- bzw. 48 h-„Stretch“. n = 3. n.s. = nicht 

signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

 

3.1.5     RND1-„Knockdown“ führt zur Reduktion der Zellgröße 

 

Um potenzielle Auswirkungen des RND1-„Knockdowns“ auf die Zellgröße von NRVCMs zu 

verifizieren, wurden analog zu den unter 3.1.3 dargestellten Aufnahmen immunzytologische 

Analysen durchgeführt.  

Bereits die alleinige Herunterregulation von RND1 durch den Einsatz des miR-RND1-

Adenovirus führte zu einer Zellgröße von 256,5 µm2 (Abb. 12A). Damit bedingte der RND1-

„Knockdown“ im Vergleich zu den Kontrollzellen, bei denen eine Größe von 367,6 µm2 
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gemessen wurde, eine nachweislich kleinere Zelloberfläche (p < 0,001) (Abb. 12A). Die 

zusätzliche Behandlung mit Phenylephrin induzierte einen Anstieg der Zellgröße der 

Kardiomyozyten (Abb. 12A, 12D). Im Gegensatz zu 414,9 µm2-messenden Ad-miR-Neg-

behandelten Zellen konnte bei gleichzeitig vorliegendem RND1-„Knockdown“ eine 

Zelloberfläche von 341,7 µm2 festgestellt werden (p < 0,001) (Abb. 12A, 12D). Ähnliche 

Ergebnisse wurden nach der Behandlung der NRVCMs mit dynamischem „Stretch“ 

beobachtet (Abb. 12B, 12C, 12E). Obwohl sowohl 24- als auch 48-stündiger „Stretch“ zu 

einer Vergrößerung der Zelloberfläche führte, zeigten mit miR-RND1-Adenovirus infizierte 

Zellen kleinere Zellleiber (24 h-„Stretch“: 251,1 µm2; 48 h-„Stretch“: 269,3 µm2) im Vergleich 

zu den mit miR-Neg-Adenovirus infizierten Zellen (24 h-„Stretch“: 272,9 µm2, p < 0,05; 48 h-

„Stretch“: 282,7 µm2, p = 0,062). 

Entgegen der Überexpression führt die alleinige Herunterregulation von RND1 zu 

antihypertrophen Effekten. Beide den Zellen zugefügten Stimuli werden in ihrer Wirkung 

durch den RND1-„Knockdown“ abgeschwächt. 
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Abbildung 12: RND1-„Knockdown“ führt zur Reduktion der Zellgröße 

Analyse der Zellgröße von Phenylephrin-behandelten (A, 5 μM), 24 h- (B) oder 48 h „gestretcheten“ 

(C) NRVCMs. Zu sehen ist der Median von drei biologischen Replikaten mit jeweiligem Einsatz von 
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mehr als > 1.500 Zellen pro Bedingung. D, repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von LacZ- oder 

RND1-überexprimierenden Zellen, mit bzw. ohne Stimulation durch Phenylephrin. E, repräsentative 

Immunfluoreszenz-Analyse von Kontrollzellen (Ad-miR-Neg) oder Ad-miR-RND1-exprimierenden 

Zellen, welche 24 h bzw. 48 h „gestretcht“ wurden. Blau: DAPI, grün: sarkomeres α-Actinin; 

Maßstabsbalken: 50 µm (D); 70 µm (E). n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, ‡ = p < 0,001. 

 

 

3.1.6     RND1-„Knockdown“ reduziert die Auswirkung von Hypertrophie-assoziierten 

fötalen Genen und Rcan1-4 

 

Um die Effekte von herunterreguliertem RND1 auf die Expression der Hypertrophie-Marker 

Nppa, Nppb und Rcan1-4 zu überprüfen, wurden qRT-PCR-Analysen nach Infektion der 

NRVCMs mit RND1-herunterregulierendem Adenovirus durchgeführt. 

Bereits der alleinige RND1-„Knockdown“ führte zu einer signifikanten Abnahme der 

untersuchten Genexpressionen (Nppa: Abnahme um 54 %, n = 3, p < 0,05; Nppb: Abnahme 

um 25 %, n = 3, p < 0,05; Rcan1-4: Abnahme um 41 %, n = 3, p < 0,05) (Abb. 13A, 13B, 

13C). Die zusätzliche Behandlung der Zellen mit Phenylephrin bewirkte eine deutliche 

Expressionssteigerung der gemessenen Transkripte, die allerdings nach RND1-„Knockdown“ 

ein signifikant vermindertes Ausmaß annahm. So führte die PE-Stimulation in den mit miR-

Neg-Adenovirus infizierten Zellen zu einer 10,92-fach (n = 3, p < 0,001) und in RND1-

herunterregulierenden Zellen zu einer 5,6-fach gesteigerten Nppa-Expression (n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 13A). Auch Nppb wurde nach PE-Behandlung von Ad-miR-Neg-infizierten 

Zellen 8,21-fach (n = 3, p < 0,001) und von miR-RND1-infizierten NRVCMs 4,57-fach stärker 

exprimiert (n = 3, p < 0,001) (Abb. 13B). Zu ähnlichen Ergebnissen kam auch die Analyse 

des Rcan1-4-Expressionsniveaus. PE löste einen 3,53-fachen Anstieg (n = 3, p < 0,001) der 

Rcan1-4-Expression bei den mit miR-Neg-Adenovirus infizierten Zellen und einen 2,21-

fachen Anstieg bei den RND1-herunterregulierenden Zellen aus (n = 3, p < 0,001) (Abb. 

13C). 

Neben dem hypertrophen Effekt durch Phenylephrin bewirkte auch das „Stretchen“ sowohl 

für die mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) als auch für die mit miR-RND1-Virus behandelten 

Zellen eine signifikante Hochregulation der Transkripte Nppa, Nppb und Rcan1-4. Dennoch 

führte die Herrunterregulation von RND1 zu einem eingeschränkten Anstieg dieser 

Genexpressionen. So konnte nach RND1-„Knockdown“ und 24-stündigem „Stretch“ eine im 

Vergleich zu den „gestretchten“ und miR-Neg-infizierten Zellen um 33,33 % verminderte 

Nppa-Expression (n = 3, p < 0,05), eine um 50 % verminderte Nppb-Expression (n = 3, 

p < 0,001) und ein um 26,97 % gesenkter Rcan1-4-Spiegel (n = 3, p < 0,05) gemessen 

werden (Abb. 13D, 13E, 13F). Auch nach 48 h-„Stretch“ wurden signifikante 
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Expressionsunterschiede der untersuchten Gene festgestellt. Während bei mit Kontrollvirus 

(Ad-miR-Neg) behandelten Zellen ein 2,82-facher Anstieg der Nppa-Expression ausgelöst 

werden konnte (n = 3, p < 0,001), wurde bei RND1-herunterregulierenden Zellen ein 1,58-

facher Anstieg gegenüber den „ungestretchten“ und mit Ad-miR-Neg behandelten Zellen 

gemessen (n = 3, p < 0,05) (Abb. 13D). Die ebenfalls durchgeführte Expressionsanalyse von 

Nppb führte nach 48 h-„Stretch“ von Ad-miR-Neg-infizierten Zellen zu einer 2,29-fach (n = 3, 

p < 0,001) und von Ad-miR-RND1-infizierten NRVCMs zu einer 1,95-fach stärkeren 

Genexpression (n = 3, p < 0,001) (Abb. 13E). Auch für Rcan1-4 konnte eine ähnliche 

Expressionssteigerung beobachtet werden (Ad-miR-Neg: 2,14-fach, n = 3, p < 0,001; Ad-

miR-RND1: 1,63-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 13F). 

Herunterreguliertes RND1 führt in allen untersuchten Hypertrophie-Modellen zu einer 

abgeschwächten Zunahme der Hypertrophie-assoziierten fötalen Gene Nppa, Nppb und 

Rcan1-4 und stellt einen hinreichenden Faktor zur Einschränkung einer Hypertrophie in vitro 

dar. 

 

 
 

Abbildung 13: RND1-„Knockdown“ reduziert die Auswirkung von Hypertrophie-assoziierten 

Genen und Rcan1-4 

qRT-PCR-Expressionsanalyse der fötalen Gene Nppa (A, D), Nppb (B, E) und des Calcineurin-

Regulators Rcan1-4 (C, F) nach Infektion der NRVCMs mit miR-Neg- bzw. miR-RND1-

exprimierendem Adenovirus und Behandlung der Zellen mit PE oder 24 h- bzw. 48 h-„Stretch“. n = 3. 

n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 
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3.1.7     RND1 induziert die Proliferationsmarker Ki67 und PHH3 

 

Neben der hypertrophen Wirkung von RND1 wurde auch ein möglicher Einfluss auf die 

Zellproliferation immunzytologisch untersucht. Hierzu wurden neben dem Anfärben von 

sarkomerem α-Actinin auch die Antigene Ki67 und PHH3 mit spezifischen Antikörpern 

gefärbt. 

Die adenovirale Überexpression von RND1 führte zu einem signifikanten Anstieg der 

Expression beider Proliferationsmarker. Während die Kontrollzellen (LacZ) der beiden 

Färbungen eine mittlere prozentuale Proliferation von 1,15 % lieferten, wurden bei RND1-

überexprimierenden Zellen im Rahmen der Ki67-Färbung 8,2 % und bei Färbung PHH3-

positiver Kardiomyozyten 5,28 % proliferationsaktive Zellen gezählt (B, D: n = 5, p < 0,001). 

Ki67 und PHH3 unterscheiden sich bezüglich ihres Expressionsverhaltens in sich teilenden 

Zellen, abhängig vom jeweiligen Zellzyklus-Stadium. So ist Ki67 (Abb. 14A, 14B) in 

sämtlichen Phasen des Zellzyklus (ausgenommen der G0-Phase) nachweisbar, während 

PHH3 (Abb. 14C, 14D) spezifisch und nahezu ausschließlich in der Mitose-Phase zu 

detektieren ist. Dies erklärt die relativ erhöhte Nachweisbarkeit des aktiven Ki67 im Vergleich 

zu den mit PHH3-Antikörper gefärbten NRVCMs. 

Folglich ist RND1 als ein potenter Induktor des Zellzyklus festzuhalten. 
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Abbildung 14: RND1 induziert die Proliferationsmarker Ki67 und PHH3 

A, repräsentative immunzytologische Analyse Ki67-positiver NRVCMs nach Infektion mit LacZ- oder 

RND1-überexprimierendem Adenovirus. B, Auswertung der unter A dargestellten immunzytologischen 

Aufnahmen. C, repräsentative immunzytologische Analyse PHH3-positiver Kardiomyozyten nach 

Infektion mit LacZ- oder RND1-überexprimierendem Adenovirus. D, Auswertung der unter C 

dargestellten immunzytologischen Aufnahmen. n = 5. Grün: sarkomeres α-Actinin, blau: DAPI, rot: 

Ki67 (A), PHH3 (C); Maßstabsbalken: 50 μM. ‡ = p < 0,001. 

 

Um potenzielle Effekte des RND1-„Knockdowns“ auf die Zellzyklus-Aktivität zu ermitteln, 

wurden immunzytologische Analysen nach adenoviraler Infektion mit miR-Neg- bzw. miR-

RND1-Adenovirus durchgeführt. Auch hier wurden neben sarkomerem α-Actinin auch Ki67 

und PHH3 angefärbt. Sowohl im Rahmen der Ki67-Färbung (Abb. 15A) als auch nach 

Anfärben PHH3-positiver Zellen (Abb. 15B) konnte durch die RND1-Herunterregulation eine 

signifikante Reduktion der Zellproliferation detektiert werden (Ki67-postive Zellen: Abnahme 

um 0,67 %, n = 3, p < 0,01; PHH3-positive Zellen: Abnahme um 0,65 %, n = 3, p < 0,05).  
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Abbildung 15: RND1-„Knockdown“ reduziert die Zellproliferation 

A, repräsentative Analyse Ki67-positiver NRVCMs nach Behandlung der Zellen mit Kontrollvirus (Ad-

miR-Neg) oder RND1-herunterregulierendem Adenovirus. B, repräsentative Analyse PHH3-positiver 

Kardiomyozyten nach Infektion mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) oder RND1-herunterregulierendem 

Adenovirus. n = 3. * = p < 0,05, † = p < 0,01. 

 

 

3.1.8     RND1 zeigt keinen Effekt auf die Zellviabilität 

 

Zur Überprüfung einer möglichen Beeinflussung der Zellviabilität durch RND1 wurde der 

MTT-„Assay“ durchgeführt. Hierzu wurden unterschiedliche Dosen der Adenoviren zur 

Überexpression und zum „Knockdown“ von RND1 eingesetzt.  

50 und 100 ifu des RND1-überexprimierenden Adenovirus führten im Vergleich zu mit 

Kontrollvirus (Ad-LacZ) infizierten Zellen zu keinen signifikanten Unterschieden in der 

Zellviabilität (Abb. 16A). Erst 200 ifu konnten eine signifikante Zunahme lebender 

Kardiomyozyten bewirken (Ad-LacZ: 74,06 %; Ad-RND1: 93,06 %; n = 3, p < 0,05) (Abb. 

16A). 

Analog dazu wurde durch Adenovirus-vermittelten RND1-„Knockdown“ ebenfalls erst bei 

einem Einsatz von 200 ifu eine signifikante Abnahme der Zellviabilität beobachtet (Ad-miR-

neg: 92,06 %; Ad-miR-RND1: 66,57 %; n = 3, p < 0,05) (Abb. 16B). 
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Abbildung 16: RND1 zeigt keinen Effekt auf die Zellviabilität 

Prüfung der Zellviabilität mittels MTT-„Assay“ von zuvor mit Adenovirus-behandelten Kardiomyozyten 

(A: RND1-Überexpression; B: RND1-„Knockdown“). n = 3. n.s.  = nicht signifikant, * = p < 0,05. 

 

 

3.1.9     Ergebnisse des „Yeast two-Hybrid Screens“  

 

Um bislang unbekannte Interaktionspartner von RND1 zu identifizieren, wurde in 

Kooperation mit Hybrigenics (Frankreich) ein „Yeast two-Hybrid Screen“ durchgeführt. Ziel 

war das Aufdecken von potenziellen Bindungspartnern, sodass anschließend das Ausmaß 

und die Richtung des Einflusses der Proteine aufeinander erforscht und mögliche 

nachgeschaltete Signalwege näher untersucht werden konnten. 

Aus der verwendeten kardialen cDNA-Bank aus humanem Herzen konnten für RND1 

zahlreiche Bindungspartner identifiziert werden. Es wurden letztendlich 173 Millionen 

Interaktionen überprüft und schließlich 273 positive Klone näher untersucht. Myozap wurde 

als ein hoch wahrscheinlicher Interaktionspartner von humanem RND1 identifiziert.  

 

Tabelle 21: Auflistung einiger im „Yeast two-Hybrid Screen“ detektierten Bindungspartner von 

RND1 

PBS* = „Predicted Biological Score“ 

A: sehr hohe Wahrscheinlichkeit der Interaktion 

B: hohe Wahrscheinlichkeit der Interaktion 

C: gute Wahrscheinlichkeit der Interaktion 

D: moderate Wahrscheinlichkeit der Interaktion 

E: Proteine mit einer Beute-interagierenden Domäne, die ein bekanntes Protein-Interaktionsmotiv 

darstellt   
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Name ID (NCBI) Anzahl positiv getesteter Klone PBS* 

Homo sapiens – CCNI 10.983 3 B 

Homo sapiens – CCNI 10.983 2 B 

Homo sapiens - COPS2 9.318 2 B 

Homo sapiens - COPS2 9.318 2 B 

Homo sapiens - COPS2 9.318 1 B 

Homo sapiens – CREBZF 58.487 6 E 

Homo sapiens - CYB5A 1.528 3 D 

Homo sapiens - EEF1A1 1.915 2 B 

Homo sapiens - EEF1A1 1.915 1 B 

Homo sapiens - ELP3 55.140 1 D 

Homo sapiens - HEY2 23.493 1 E 

Homo sapiens - MCM3AP 8.888 1 C 

Homo sapiens - MCM3AP 8.888 13 C 

Homo sapiens - MYH7 4.625 1 B 

Homo sapiens - MYH7 4.625 1 B 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 1 A 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 1 A 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 2 A 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 3 A 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 2 A 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 1 A 

Homo sapiens – MYOZAP 100.820.829 5 A 

 

 

 

Abbildung 17: Darstellung interagierender RND1- und Myozap-Domänen 

Hier ist die detaillierte Interaktion zwischen RND1 und Myozap dargestellt. Von besonderer Bedeutung 

ist die sogenannte SID, die selektiv interagierende Domäne des Myozap. Dabei handelt es sich um 

den von allen positiv getesteten Myozap-Fragmenten gemeinsamen Aminosäuren-Abschnitt, welcher 

mit RND1 in Verbindung tritt. 
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3.1.10   Myozap, ein Interaktionspartner von RND1 

 

Die Identifikation von Myozap im „Yeast two-Hybrid Screen“ ist kardiologisch interessant, da 

Myozap im Rahmen der Aktivierung des RhoA-abhängigen SRF-Signalweges eine 

bedeutende Rolle zugesprochen wird.  

Die Interaktion zwischen RND1 und Myozap wurde durch Co-Immunopräzipitationen im 

Maus- und auch im Rattenherzen bestätigt (A, B: n = 3) (Mausgewebe: Abb. 18A; 

Rattengewebe: Abb. 18B). Weiterhin wurde die Colokalisation beider Proteine mithilfe eines 

konfokalen Mikroskopes näher untersucht (n = 3) (Abb. 18C). Myozap zeigte sich 

vorwiegend im Zytoplasma und entlang der Zellmembran lokalisiert, während RND1 fast 

ausschließlich nukleär angefärbt wurde. Dennoch konnten perinukleär gemeinsame 

Lokalisationen ausgemacht werden. 

Beide Proteine waren nach biomechanischem Reiz (48 h-„Stretch“) in Kardiomyozyten 

signifikant hochreguliert (RND1: 3,97-fach, n = 3, p < 0,05; Myozap: 5,03-fach, n = 3, 

p < 0,01). Der durchgeführte „Stretch“ führte somit zu einer Expressionssteigerung beider 

Proteine (Abb. 18D-18G).  

Die Expressionsspiegel von RND1 und Myozap werden durch mechanische Dehnung in 

gleichsame Richtung reguliert. 
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Abbildung 18: Myozap, ein Interaktionspartner von RND1 

A, B, Co-Immunopräzipitationen zur Bestätigung der Interaktion zwischen RND1 und Myozap 

(Mausherzgewebe: A; Rattenherzgewebe: B). C, immunzytologische Darstellung der Colokalisation 

beider Proteine. Die Immunfluoreszenz-Aufnahme wurde mit einem Konfokal-Mikroskop 

aufgenommen (LSM 510). Rot: Myozap, grün: RND1, blau: DAPI; Maßstabsbalken: 30 µm. D-G, 

„Western Blot“-Analyse von 48 h-„gestretchten“ Kardiomyozyten.  n = 3. * = p < 0,05, † = p < 0,01. 

 

 

3.1.11   RND1 aktiviert den SRF-Signalweg 

 

Um das Verständnis bezüglich der Rollen von RND1 und Myozap nach Überexpression bzw. 

„Knockdown“ auf den SRF-Signalweg zu erweitern, wurden Luciferase-„Assays“ 

durchgeführt.   

Ad-RND1-infizierte Zellen zeigten eine 5,75-fach stärkere Hochregulation der SRF-

Luciferaseaktivität im Vergleich zu den Ad-LacZ-infizierten Kardiomyozyten (n = 3, p < 0,001) 

und eine 1,81-fach stärkere Hochregulation verglichen mit den Ad-Myozap-infizierten Zellen 

(n = 3, p < 0,01) (Abb. 19A). Wurden beide Proteine überexprimiert, konnte eine weitere 
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Steigerung der SRF-Luciferaseaktivität erreicht werden (8,13-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 

19A).  

Nach 48 h-„Stretch“ von RND1-überexprimierenden NRVCMs wurde im Vergleich zu den 

„ungestretchten“ Kontrollzellen (LacZ) eine 3,67-fach so starke SRF-Aktivität (n = 3, p < 0,01) 

und verglichen mit den „gestretchten“ und LacZ-überexprimierenden Zellen ein 1,93-facher 

Anstieg der SRF-Luciferaseaktivität ermittelt (n = 3, p < 0,001) (Abb. 19B). Ähnliche 

Ergebnisse lieferte die SRF-Analyse nach Überexpression von Myozap. 48-stündiger 

„Stretch“ führte bei Myozap-überexprimierenden Kardiomyozyten gegenüber den 

„ungestretchten“ Kontrollzellen (LacZ) zu einer 2,24-fachen (n = 3, p < 0,001) und gegenüber 

den „gestretchten“ und Ad-LacZ-infizierten Zellen zu einer 1,34-fachen SRF-Aktivität (n = 3, 

p < 0,01) (Abb. 19C).  

 

 
 

Abbildung 19: RND1 und Myozap induzieren das SRF-„Signaling“ 

A, Analyse der SRF-Luciferaseaktivität nach adenoviraler Überexpression von RND1 bzw. Myozap 

und kombinierter Überexpression. B, Analyse der SRF-Luciferaseaktivität von RND1-

überexprimierenden NRVCMs und Stimulation mit 48 h-„Stretch“. C, Analyse der SRF-

Luciferaseaktivität von Myozap-überexprimierenden Kardiomyozyten und Stimulation mit 48 h-

„Stretch“. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

Da bekannt ist, dass Myozap über RhoA den SRF-Signalweg aktiviert, wurde im Folgenden 

die Wirkung der Rho-inhibitorischen C3-Transferase (WT) und die seiner mutierten Form 

(E174Q) auf die Luciferaseaktivität nach RND1-Überexpression näher untersucht. Sowohl 

die C3-WT als auch C3-E174Q sind von Frau Dr. Astrid Rohrbeck (Institut für Toxikologie, 

Medizinische Hochschule Hannover) bezogen worden.  

Nach Inhibition von RhoA war die SRF-Luciferaseaktivität in Ad-RND1-infizierten NRVCMs 

im Vergleich zu mit E174Q-behandeten Kardiomyozyten um den Faktor 0,46 vermindert 

(n = 3, p < 0,001) (Abb. 20B). So konnte auch nach RhoA-Inhibition eine verglichen mit der 

Kontrollgruppe signifikant erhöhte SRF-Aktivität gemessen werden.  
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Die RND1-vermittelte Induktion des SRF-Signalweges erfolgt nicht ausschließlich über den 

RhoA-Pathway.  

 

 

Abbildung 20: RND1 zeigt keine RhoA-Abhängigkeit 

A, „Western Blot“-Analyse der mit verschiedenen Konzentrationen der Wildtyp-C3-Transferase (C3-

WT) bzw. ihrer Mutanten (C3-E174Q) inkubierten GST-RhoA. Die unterste Zeile bestätigt die fehlende 

RhoA-hemmende Aktivität der C3-Transferase-Mutanten. B, Analyse der SRF-Luciferaseaktivität von 

RND1-überexprimierenden NRVCMs bei zusätzlicher Behandlung mit C3-WT bzw. C3-E174Q. n = 3. 

n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

Um mögliche Auswirkungen auf den SRF-Signalweg nach Herunterregulation durch RND1 

bzw. Myozap zu detektieren, wurden weitere Luciferase-„Assays“ durchgeführt.  

Nach Infektion mit RND1- bzw. Myozap-microRNA enthaltendem Adenovirus konnte eine 

signifikant reduzierte SRF-Luciferaseaktivität detektiert werden. Die Herunterregulation von 

RND1 führte verglichen zu den Kontrollzellen (miR-Neg) zu einer um 53 % (n = 3, p < 0,001), 

die des Myozap zu einer um 49 % verminderten Aktivierung des SRF-Signalweges (n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 21A). Die größte Abnahme mit 72 % wurde durch die Herunterregulation 

beider Proteine erreicht (n = 3, p  < 0,001). 

„Stretch“-behandelte Kardiomyozyten zeigten eine 2,82-fache Zunahme der SRF-Aktivität 

(n = 3, p < 0,001) (Abb. 21B). Wurde RND1 herunterreguliert, so war die Aktivität 

„ungestretchter“ Zellen um 47 % (n = 3, p < 0,001) und nach dynamischer Dehnung um 56 % 

gegenüber der Luciferaseaktivität der mit Ad-miR-Neg-behandelten Zellen reduziert (n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 21B). Eine ähnliche Wirkung konnte durch den „Knockdown“ von Myozap 

beobachtet werden. Nach der Herunterregulation von Myozap ergab sich im Vergleich mit 

den Ad-miR-Neg-infizierten Kardiomyozyten für die „ungestretchten“ Zellen eine um 28 % 

(n = 3, p < 0,01) und nach 48 h-„Stretch“ eine um 39 % reduzierte SRF-Aktivität (n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 21B). 
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Zur Überprüfung, ob RND1 im Hypertrophie-Modell von Myozap abhängig ist und umgekehrt, 

wurde die SRF-Aktivität nach Überexpression von RND1 und „Knockdown“ von Myozap 

einerseits und nach Myozap-Überexpression und RND1-Herunterregulation andererseits 

bestimmt. Im erstgenannten Fall war die Aktivität signifikant um das 2,23-Fache erhöht 

(n = 3, p < 0,001), im zweitgenannten konnte lediglich eine tendenzielle Zunahme beobachtet 

werden (Abb. 21C). 

Die Beeinflussung der SRF-Expression durch RND1 auf Proteinebene ist in Abb. 21D-21G 

gezeigt. Nach Infektion von NRVCMs mit RND1-überexprimierendem Adenovirus wurde SRF 

signifikant vermehrt exprimiert (5,13-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 21E). Umgekehrt zeigte die 

SRF-Expression nach Infektion von NRVCMs mit RND1-microRNA exprimierendem 

Adenovirus eine tendenzielle Herunterregulation (n = 3, p = 0,533) (Abb. 21G).  

Sowohl RND1 als auch Myozap sind nach adenoviraler Herunterregulation in der Lage, den 

„Stretch“-induzierbaren SRF-Signalweg stark einzuschränken. Während RND1 die SRF-

Aktivität auch unabhängig von Myozap modulieren kann, konnte für Myozap eine 

Abhängigkeit von RND1 detektiert werden.  

Die in den Luciferase-„Assays“ aufgedeckte Interaktion von RND1 und dem 

Serum response factor konnte auf Proteinebene bestätigt werden.  

 

 
 

 
Abbildung 21: RND1 aktiviert den SRF-Signalweg 
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A, Analyse der SRF-Luciferaseaktivität nach adenoviralem „Knockdown“ von RND1 bzw. Myozap und 

ihrer kombinierten Herunterregulation. B, Analyse der SRF-Luciferaseaktivität nach 48-stündigem 

„Stretch“ und Herunterregulation von RND1 bzw. Myozap. C, Ergebnis des Luciferase-„Assays“ zur 

Prüfung des Abhängigkeitsverhältnisses zwischen RND1 und Myozap. D-G zeigen die SRF-

Expression nach adenoviraler RND1-Überexpression bzw. -„Knockdown“ auf Proteinebene. n = 3. 

n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

RND1 konnte damit als ein starker Induktor des SRF-Signalweges charakterisiert werden. 

Bei gleichzeitiger Überexpression von Myozap wird diese Aktivierung noch weiter verstärkt 

und selbst bei gleichzeitigem Myozap-„Knockdown“ kommt es zu einer deutlichen SRF-

Aktivitätszunahme. Darüber hinaus interagiert RND1 mit RhoA und kann somit ähnlich wie 

Myozap über einen gemeinsamen Interaktionspartner nachgeschaltete Signalwege 

aktivieren. Jedoch ist RND1 nicht von RhoA abhängig und kann auch selbst oder über die 

Wechselwirkung mit bislang noch unbekannten, aber am SRF-„Signaling“ beteiligten 

Proteinen nachgeschaltete Signalwege regulieren. 

 

 

3.1.12   RND1-Regulation in transgenen Myozap-Mäusen und Myozap-„Knockout“-

Mäusen 

 

Nachdem Myozap als Interaktionspartner von RND1 identifiziert werden konnte, wurde die 

Expression der Rho-family GTPase 1 auf mRNA-Ebene in transgenen Myozap-Tieren und 

Myozap-„Knockout“-Mäusen untersucht. Zusätzlich war es uns möglich, die Rnd1-

Expression in diesen Tieren auch nach transverser aortaler Konstriktion zu detektieren. 

Zunächst wurde die Rnd1-Genexpression in Wildtyptieren geprüft und diese mit der 

Expression in transgenen Myozap-Tieren bzw. „Knockout“-Modellen verglichen (Abb. 22A). 

Während Rnd1 in den transgenen Mäusen hoch signifikant auf das Dreifache heraufreguliert 

wurde (n = 3, p < 0,001), konnte auch in den „Knockout“-Tieren ein deutlicher Anstieg ihrer 

Expression auf das 1,77-Fache gemessen werden (n = 3, p < 0,01) (Abb. 22A). 

Weiter erbrachte die qRT-PCR-Analyse in Wildtyptieren eine TAC-bedingte signifikante 

Verdopplung der Rnd1-Expression (n = 3, p < 0,01) (Abb. 22B). Auch in SHAM-behandelten 

transgenen Mäusen konnten im Vergleich zu den Kontrolltieren (WT - SHAM) ein 2,8-fach 

erhöhtes Rnd1-„Level“ gemessen werden (n = 3, p < 0,001), welches in TAC-operierten 

Tieren einen weiteren Anstieg bedingte (TG - TAC: 4,26-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 22B). In 

der Kontrollgruppe (WT - SHAM) der „Knockout“-Mäuse wurde ebenfalls eine Verdopplung 

des Rnd1-Expressionsniveaus durch die transverse aortale Konstriktion ausgelöst (n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 22C). SHAM-behandelte Myozap-„Knockout“-Mäuse zeigten, verglichen mit 
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den scheinoperierten Wildtyptieren, gleichermaßen einen signifikanten Unterschied in der 

Rnd1-Expression (KO - SHAM: 1,75-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 22C). Ähnlich zu der 

Expressionssteigerung in den transgenen TAC-Tieren wurde Rnd1 auch in den TAC-

operierten „Knockout“-Mäusen 3,76-fach (n = 3, p < 0,001) hochreguliert (Abb. 22C). 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Rnd1 im Rahmen Hypertrophie-erzeugender Stimuli 

(hier TAC) vermehrt exprimiert wird. Sowohl in transgenen Myozap-Tieren als auch in den 

„Knockout“-Mäusen wurde eine hohe Rnd1-Expressivität gemessen. 

 
Abbildung 22: RND1-Regulation in transgenen Myozap-Mäusen und Myozap-„Knockout“-

Mäusen 

A, qRT-PCR-Expressionsanalyse von Rnd1 in transgenen Myozap-Mäusen und Myozap-„Knockout“-

Mäusen. B, C, Rnd1-Expressionsanalyse mittels qRT-PCR in SHAM- bzw. TAC-operierten 

Wildtyptieren, transgenen Myozap-Tieren und „Knockout“-Mäusen. B zeigt die Rnd1-Expression in 

transgenen Mäusen, C die in den „Knockout“-Tieren. n = 3. † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

 

3.2    MLF1  

 

Es wurde bereits gezeigt, dass MLF1 in verschiedenen Zelltypen Apoptose induzieren kann 

und dass das Fehlen von MLF1 im Mausmodell zu einer abgeschwächten 

Apoptoseprogression führt (Sun et al. 2015, Banerjee et al. 2017). Weiterhin konnte in 

Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die adenovirale Überexpression von 

MLF1 die Proliferationsrate in NRVCMs signifikant gesenkt hat (Pott 2017, Rangrez et al. 

2017). Im Folgenden wurden nun weitere mögliche Einflussgrößen näher untersucht, um die 

Effekte durch überexprimiertes bzw. herunterreguliertes MLF1 auf Zellebene ausführlich zu 

charakterisieren.  
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3.2.1     Dosisfindung der generierten Adenoviren 

 

Analog zur Überprüfung der Funktion von RND1- und miR-RND1-exprimierenden 

Adenoviren wurden auch die Viren zur Überexpression und zum „Knockdown“ von MLF1 

untersucht.  

Die „Western Blot“-Analyse zeigte eine ansteigende Expression von MLF1 im Vergleich zur 

LacZ-Kontrolle um das 1,97-, 2,1- und 2,82-Fache bei 5, 25 und 50 ifu (Abb. 23A, 23B). Die 

miRNA gegen MLF1 zeigte demgegenüber eine stärkere Herunterregulation der MLF1-

Expression bei steigender Viruslast um 50,2 %, 62,4 % und 83,4 % bei 5, 25 und 50 ifu (Abb. 

23C, 23D). Die generierten Adenoviren sind in der Lage eine Überexpression und einen 

„Knockdown“ von MLF1 herbeizuführen. Anhand dieser Analyse wurde für alle folgenden 

Experimente eine Infektionslast von 50 ifu festgelegt.  

 

 

Abbildung 23: Dosiskurven der generierten MLF1-Viren  

A, „Western Blot“-Analyse von mit verschiedenen Dosen Ad-Lacz- und Ad-MLF1- infizierten NRVCMs; 

α-Tubulin dient als Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen Densitometrie (B); Anzahl 

eingesetzter Proben je Bedingung: 1, n = 3. C, „Western Blot“-Analyse steigender Dosen Ad-miR-Neg 

und Ad-miR-MLF1; α-Tubulin dient als Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen Densitometrie 

(D); Anzahl eingesetzter Proben je Bedingung: 1, n = 3. 
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3.2.2     MLF1-„Knockdown“ führt zu einer Zellgrößenzunahme 

 

Zur Überprüfung der möglichen Auslösung einer Hypertrophie durch die Herunterregulation 

von MLF1, erfolgte eine Zellgrößenuntersuchung durch das immunzytologische Anfärben 

von NRVCMs.  

Der Adenovirus-vermittelte „Knockdown“ von MLF1 führte zu einem signifikanten Anstieg der 

Zellgröße auf 356,5 µm2, verglichen mit den Kontrollzellen (miR-Neg), die eine Zellgröße von 

310,2 µm2 aufwiesen (p < 0,001) (Abb. 24A). Durch die zusätzliche Behandlung der 

NRVCMs mit dem α1-adrenergen Agonisten Phenylephrin wurde eine weitere Zunahme der 

Zelloberfläche provoziert. Während die mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) behandelten Zellen 

eine Zellgröße von 361,3 µm2 zeigten, führte die Herunterregulation von MLF1 zu einer 

Größe von 409,6 µm2 (p < 0,001) (Abb. 24A, 24D). Analog zu pharmakologisch erzeugtem 

Stress führte auch der parallel durchgeführte „Stretch“ der Kardiomyozyten zu einer erhöhten 

Zellgröße. Während 24-stündiger „Stretch“ Ad-miR-Neg-infizierter Zellen eine Größe von 

277,8 µm2 auslöste, konnte bei Ad-miR-MLF1-infizierten Zellleibern eine Zellgröße von 

320,5 µm2 detektiert werden (p < 0,05) (Abb. 24B, 24E). Nach 48 h-„Stretch“ zeigten die Ad-

miR-Neg-behandelten NRVCMs im Vergleich zu den Ad-miR-MLF1-behandelten Zellen 

keine signifikanten Unterschiede in der Zellgröße (Abb. 24C, 24E). 

Herunterreguliertes MLF1 führt in den untersuchten Hypertrophie-Modellen zu einer 

Zunahme der Zelloberfläche und stellt außerdem einen Induktor der Hypertrophie in vitro dar. 
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Abbildung 24: MLF1-„Knockdown“ führt zu einer Zellgrößenzunahme 

Zellgrößenbestimmung von Phenylephrin-stimulierten (A, 5 μM), 24 h- (B) oder 48 h „gestretchten“ (C) 

NRVCMs. Gezeigt ist der Median von drei biologischen Replikaten mit jeweiligem Einsatz von mehr 
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als > 1.500 Zellen pro Bedingung. D, repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von Kontrollzellen 

(miR-Neg) oder MLF1-herunterregulierenden Zellen, mit oder ohne Phenylephrin-Stimulation. E, 

repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von Kontrollzellen (miR-Neg) oder MLF1-

herunterregulierenden Zellen, welche 24 oder 48 h „gestretcht“ wurden. Blau: DAPI, grün: sarkomeres 

α-Actinin; Maßstabsbalken: 30 µm (D); 50 µm (E). n.s.  = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, 

‡ = p < 0,001. 

 

 

3.2.3     MLF1-„Knockdown“ induziert Hypertrophie-assoziierte fötale Gene und 

Rcan1–4 

 

Um die Effekte herunterregulierten MLF1 auf die Hypertrophie-assoziierten fötalen Gene 

Nppa und Nppb und auf den Calcineurin-Regulator Rcan1-4 zu untersuchen, wurden ihre 

Expressionsprofile nach Stimulation der NRVCMs mit unterschiedlichen hypertrophen 

Reizen analysiert.  

Die Herunterregulation von MLF1 führte zu einer signifikanten Expressionszunahme aller 

drei Transkripte. Nppa wurde 4,75- (n = 3, p < 0,001), Nppb 5,4- (n = 3, p < 0,001) und 

Rcan1-4 3,72-fach stärker im Vergleich zu den Ad-miR-Neg-behandelten Zellen exprimiert 

(n = 3, p < 0,001) (Abb. 25A, 25B, 25C). Die Stimulation der Kardiomyozyten mit 

Phenylephrin bewirkte in den mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) infizierten Zellen eine 7,24- 

(n = 3, p < 0,001) und in MLF1-herunterregulierenden Zellen eine gegenüber den nicht 

stimulierten Ad-miR-Neg-behandelten Zellen 10,61-fach gesteigerte Nppa-Expression 

(n =  3, p < 0,001) (Abb. 25A). Nppb wurde ebenfalls nach PE-Behandlung von Ad-miR-Neg-

infizierten Zellen 7,4- (n = 3, p < 0,001) und von MLF1-herunterregulierenden NRVCMs 

10,23-fach stärker exprimiert (n = 3, p < 0,001) (Abb. 25B). Auch die Rcan1-4-Expression 

zeigte nach PE-Stimulation und MLF1-„Knockdown“ eine vermehrte Hochregulation im 

Vergleich zu den mit Kontrollvirus-behandelten Zellen (Ad-miR-Neg: 2,09-fach, n = 3, 

p < 0,01); Ad-miR-MLF1: 5,78-fach, n =  3, p < 0,001) (Abb. 25C). 

Neben dem hypertrophen Effekt durch Phenylephrin konnte auch das mechanische 

„Stretchen“ sowohl für die mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) als auch für die mit miR-MLF1-

Virus behandelten Zellen eine signifikante Hochregulation der Transkripte Nppa, Nppb und 

Rcan1-4 ausgelöst werden. Dennoch führte die Herunterregulation von MLF1 zu einem 

verstärkten Anstieg dieser Genexpressionen. So konnte nach MLF1-„Knockdown“ und 24-

stündigem „Stretch“ eine im Vergleich zu den „gestretchten“ und Ad-miR-Neg-infizierten 

Zellen um 167,32 % gesteigerte Nppa-Expression (n = 3, p < 0,001), eine um 36,21 % 

gesteigerte Nppb-Expression (n = 3, p < 0,05) und ein um 67,66 % erhöhter Rcan1-4-Spiegel 

gemessen werden (n = 3, p < 0,05) (Abb. 25D, 25E, 25F). Auch nach 48 h-„Stretch“ wurden 
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signifikante Expressionsunterschiede der untersuchten Gene festgestellt. Während bei den 

mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) behandelten Zellen ein 2,21-facher Anstieg der Nppa-

Expression ausgelöst werden konnte (n = 3, p < 0,01), wurde bei MLF1-

herunterregulierenden Zellen ein 4,61-facher Anstieg gegenüber den nicht stimulierten Ad-

miR-Neg-behandelten Zellen gemessen (n = 3, p < 0,001) (Abb. 25D). Die ebenfalls 

durchgeführte Expressionsanalyse von Nppb führte nach 48 h-„Stretch“ von Ad-miR-Neg-

infizierten Zellen zu einer 2,19- (n = 3, p < 0,001) und von Ad-miR-MLF1-infizierten NRVCMs 

zu einer 4,2-fach stärkeren Genexpression gegenüber den „ungestretchten“ Kontrollzellen 

(n = 3, p <  0,001) (Abb. 25E). Auch für Rcan1-4 konnte eine ähnliche Expressionssteigerung 

beobachtet werden (Ad-miR-Neg: 2,07-fach, n = 3, p < 0,01; Ad-miR-MLF1: 4,61-fach, n = 3, 

p < 0,001) (Abb. 25F). 

Die Herunterregulation von MLF1 führt sowohl mit als auch ohne die zusätzliche Behandlung 

von NRCVCMs mit Phenylephrin bzw. mechanischem „Stretch“ zu einer Hochregulation der 

Transkripte Nppa, Nppb und Rcan1-4.  
 

 

Abbildung 25: MLF1-„Knockdown“ induziert Hypertrophie-assoziierte fötale Gene und Rcan1-4 

qRT-PCR-Expressionsanalyse der fötalen Gene Nppa (A, D), Nppb (B, E) und des Calcineurin-

Regulators Rcan1-4 (C, F) nach Infektion der NRVCMs mit miR-Neg- bzw. miR-MLF1-exprimierendem 

Adenovirus und Behandlung der Zellen mit PE oder 24 h- bzw. 48 h-„Stretch“. n = 3. n.s. = nicht 

signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 
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3.2.4     MLF1 beeinflusst Apoptose- & Proliferationsvorgänge in Kardiomyozyten 

 

Nachdem in dieser Arbeit der prohypertrophe Effekt durch den MLF1-„Knockdown“ 

dargestellt werden konnte, folgten Analysen der potenziellen Induzierbarkeit von Apoptose- 

und Proliferationsvorgängen in NRVCMs nach Infektion mit hoch- bzw. herunterreguliertem 

MLF1 via adenoviraler Konstrukte zur Überexpression bzw. synthetischer microRNA-

Konstrukte zum „Knockdown“.  

Die Zelllebensfähigkeit wurde zum einen mittels Propiumiodid-Färbung und zum anderen 

durch den Einsatz von MTT-„Assays“ genauer untersucht. Die Überexpression von MLF1 

führte zu einer deutlichen Induktion der Apoptose, was sich in einer erhöhten Anzahl von PI-

positiven Zellen widerspiegelte. Ad-LacZ-infizierte Zellen führten zu 11,9 %, Ad-MLF1-

behandelte NRVCMs zu 20,1 % PI-positven Zellen (n = 3, p < 0,05) (Abb. 26A, 26B). 

Umgekehrt bewirkte der MLF1-„Knockdown“ eine verminderte Anzahl abgestorbener Zellen. 

Während Ad-miR-Neg-infizierte Zellen zu 12,3 % PI-positiven Zellen führten, konnten nach 

Herunterregulation von MLF1 6,3 % positive Zellen ermittelt werden (n = 3, p < 0,001) (Abb. 

26C, 26D). 

Im Gegensatz zum PI-„Assay“ wurde mithilfe des MTT-„Assays“ das Zellüberleben nach 

Überexpression bzw. „Knockdown“ von MLF1 detektiert. Die adenovirale Überexpression 

bewirkte eine signifikante Abnahme lebender Zellen bei steigender Viruslast auf 84,8 % 

(n = 3, p < 0,001) und 75,3 % (n = 3, p < 0,001) bei 50 und 200 ifu (Abb. 26E). Der MLF1-

„Knockdown“ lieferte gegenteilige Ergebnisse. Durch die Herunterregulation wurde eine 

Zunahme lebender Zellen bei steigender Viruslast von 106,9 % (n = 3, n.s.) und 121,1 % 

(n = 3, p < 0,01) bei 50 und 200 ifu gemessen (Abb. 26F). 

In einem nächsten Versuchsschritt sollte der Einfluss von MLF1 auf die Anzahl binukleärer 

Zellen ermittelt werden. Die Menge der zweikernigen, terminal differenzierten Zellen war 

umgekehrt proportional zur MLF1-Expression. Verglichen mit LacZ-überexprimierenden 

Zellen, die 11,7 % binukleäre Zellen aufwiesen, konnten nach MLF1-Überexpression 14,5 % 

zweikernige Zellleiber detektiert werden (n = 3, p < 0,05) (Abb. 26G). Umgekehrt führte der 

MLF1-„Knockdown“ mit 13,7 % binukleären Zellen zu weniger terminal differenzierten 

Zellkörpern im Vergleich zu den mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) behandelten Zellen, die 

16,9 % zweikernige Zellleiber aufwiesen (n = 3, p < 0,05) (Abb. 26H). 

Überexprimiertes MLF1 führt zu einem verstärkten Zellsterben und umgekehrt zu einem 

reduzierten Zellüberleben. Diese antiproliferative Wirkung zeigt sich ebenfalls in einer 

verstärketen Induktion von zweikernigen, terminal differenzierten Zellen. Auf der anderen 

Seite schwächt der MLF1-„Knockdown“ das Zellsterben, führt zu einer Zunahme lebender 

Zellen und zu einer verminderten Anzahl binukleärer Zellkörper.  
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Abbildung 26: MLF1 moduliert Apoptose und Differenzierung von Kardiomyozyten  

A, B, repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von PI-positiven Zellen nach Behandlung der 

NRVCMs mit Kontrollvirus (Ad-LacZ) oder MLF1-überexprimierendem Adenovirus. C, D, 

repräsentative Immunfluoreszenz-Analyse von PI-positiven Zellen nach Behandlung der NRVCMs mit 

Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) oder MLF1-herunterregulierendem Adenovirus. Blau: DAPI, rot: PI; 

Maßstabsbalken: 50 µm. E, Analyse der Zellviabilität mittels MTT-„Assay“ von mit Ad-LacZ bzw. Ad-
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MLF1 infizierten NRVCMs. F, Analyse der Zellviabilität mittels MTT-„Assay“ von mit Ad-miR-Neg bzw. 

Ad-miR-MLF1 behandelten Zellen. G, Ermittlung der Anzahl zweikerniger Kardiomyozyten nach 

MLF1-Überexpression. H, Ermittlung der Anzahl zweikerniger Kardiomyozyten nach MLF1-

„Knockdown“. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

Die Überexpression von MLF1 führte mit 70,8 % Zellviabilität zu einer deutlichen Induktion 

der Apoptose gegenüber den mit Kontrollvirus (Ad-LacZ) behandelten Zellen, deren 

ermittelter Lebendzellanteil auf 100 % festgelegt wurde (n = 3, p < 0,001), und bedingte eine 

Verstärkung der proapoptotischen Effekte durch den Apoptoseinduktor Cisplatin (Abb. 27A). 

So zeigten die mit Kontrollvirus und Cisplatin behandelten Zellen ein Zellüberleben von 

61,94 %, während bei den MLF1-überexprimierenden Zellen bei zusätzlicher Cisplatin-

Stimulation eine Viabilität von 51,82 % ermittelt werden konnte (n = 3, p < 0,01) (Abb. 27A). 

Der „Knockdown“ von MLF1 dagegen resultierte in einer signifikanten Steigerung der 

Zellviabilität. Die ermittelte Zellviabilität der mit Ad-miR-Neg infizierten Zellen wurde auf 

100 % festgelegt und die mit Ad-miR-MLF1 infizierten NRVCMs zeigten demgegenüber eine 

Viabilität von 118,1 % (n = 3, p < 0,001) (Abb. 27B). Auch bei zusätzlicher Behandlung der 

Zellen mit Cisplatin konnte mit 79,49 % eine höhere Zellaktivität gegenüber der Kontrollzellen 

(miR-Neg), bei denen eine Zellviabilität von 54,9 % ermittelt wurde, detektiert und die 

Apoptose-induzierende Wirkung des Cisplatin damit abgeschwächt werden (n = 3, p < 0,001) 

(Abb. 27B). 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurde die Zellzahl von MLF1-überexprimierenden bzw. 

-herunterregulierenden Kardiomyozyten beobachtet. Die mit Kontrollvirus (Ad-LacZ) 

infizierten Zellen zeigten eine signifikante Reduktion der Zellzahl in Gegenwart von Cisplatin 

und bestätigten damit dessen proapoptotischen Effekt (n = 3, p < 0,05) (Abb. 27C). Während 

die mit MLF1-Adenovirus behandelten NRVCMs nun diese Zellreduktion weiter verstärkten, 

resultierte der MLF1-„Knockdown“ in einem nicht signifikanten, aber deutlich erkennbaren 

Trend zu einer erhöhten Zellzahl (Abb. 27C, 27D). Allerdings wurde der Effekt in 

Anwesenheit von Cisplatin nicht weiter verdeutlicht und die Wirkung von Cisplatin schien 

aufgehoben (Abb. 27D). 

Während hohe MLF1-Expressivität antiproliferativ und proapoptotisch wirkt, erweisen sich 

geringe MLF1-Niveaus in kultivierten Kardiomyozyten als protektiv gegenüber dem 

programmierten Zelltod. 
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Abbildung 27: MLF1 induziert Apoptose in Kardiomyozyten 

A, Analyse der Zellviabilität mittels MTT-„Assay“ von mit Ad-LacZ bzw. Ad-MLF1 infizierten NRVCMs, 

mit und ohne die zusätzliche Behandlung mit Cisplatin. B, Analyse der Zellviabilität mittels MTT-

„Assay“ von mit Ad-miR-Neg bzw. Ad-miR-MLF1 infizierten NRVCMs, mit und ohne die zusätzliche 

Behandlung mit Cisplatin. C, Zellzahl-Bestimmung nach Infektion mit Kontrollvirus (Ad-LacZ) bzw. Ad-

MLF1, mit und ohne Cisplatin-Stimulation. D, Ermittlung der Zellzahl von mit miR-Neg-exprimierendem 

Adenovirus oder nach Infektion mit miR-MLF1-exprimierendem Virus, mit und ohne Cisplatin-

Stimulation. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

 

3.2.5     MLF1 induziert Apoptose in NRVCMs durch Induktion von Caspase 3, 

Caspase 7 und PARP 

 

Um die der durch MLF1 ausgelösten Apoptoseinduktion zugrunde liegenden Ursachen zu 

ergründen, wurden anschließend die Expressionen von Caspase 3, Caspase 7 und PARP 

untersucht.  

Es konnte gezeigt werden, dass die Expressionen von „cleaved“ Caspase 3, „cleaved“ 

Caspase 7 und „cleaved“ PARP signifikant ansteigen, wenn MLF1 adenoviral überexprimiert 
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wird. So stieg die Expression der „cleaved“ Caspase 3 im Vergleich zu den Ad-LacZ-

infizierten Zellen auf das 2,2-Fache (n = 3, p < 0,05), die „cleaved“ Caspase 7 wurde nach 

MLF1-Überexpression 2-fach stärker exprimiert (n = 3, p < 0,05) und das Expressionsniveau 

der „cleaved“ PARP stieg um das 2,75-Fache (n = 3, p <  0,001) (Abb. 28C, 28F, 28I). Bei 

Anwesenheit von Phenylephrin erfolgte eine zusätzliche Hochregulation der beiden 

Caspasen und der Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1. Verglichen mit den LacZ-

überexprimierenden NRVCMs wurde nach MLF1-Überexpression und gleichzeitiger PE-

Stimulation die „cleaved“ Caspase 3  6,23- (n = 3, p < 0,001), „cleaved“ Caspase 7  3,76- 

(n = 3, p < 0,001) und die „cleaved“ PARP 3,77-fach stärker exprimiert (n = 3, p < 0,001) 

(Abb. 28C, 28F, 28I). 

Überexprimiertes MLF1 führt zur Induktion von am Apoptosegeschehen beteiligten Faktoren. 

Zusätzlich lässt sich diese Hochregulation durch Phenylephrin weiter verstärken.  
 

 
Abbildung 28: MLF1 induziert Apoptose in NRVCMs durch Induktion von Caspase 3, Caspase 7 

und PARP 

https://de.wikipedia.org/wiki/Poly%28ADP-ribose%29-Polymerase_1
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„Western Blot“-Analysen von mit LacZ- oder MLF1-exprimierendem Adenovirus behandelten 

NRVCMs, mit oder ohne die zusätzliche Stimulation durch Phenylephrin. Gezeigt sind die 

Expressionsanalysen von Caspase 3/„cleaved“ Caspase 3 (A-C), von Caspase 7/„cleaved“ Caspase 7 

(D-F) und von PARP/„cleaved„ PARP (G-I); α-Tubulin dient als Ladekontrolle und zur Berechnung der 

relativen Densitometrie. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

Nachdem die Apoptoseinduktion durch MLF1 verdeutlicht werden konnte, wurde 

anschließend der Effekt von miR-MLF1-exprimierendem Adenovirus mit und ohne die 

gleichzeitige Behandlung mit Cisplatin untersucht. Auch hier wurde die Aktivierung von 

Caspase 3 auf Proteinebene analysiert. Die Expression der „cleaved“ Caspase 3 war in 

Gegenwart von Cisplatin sowohl bei den Ad-miR-Neg-infizierten Zellen (6,18-fach, n = 3, 

p < 0,001) als auch bei den Zellen mit herunterreguliertem MLF1-Niveau im Vergleich zu den 

jeweiligen Kontrollzellen signifikant gestiegen (5,72-fach, n = 3, p < 0,001) (Abb. 29C). 

Dennoch führte der MLF1-„Knockdown“ zu einer 29,1 %-igen Abschwächung Cisplatin-

induzierter proapoptotischer Effekte (n = 3, p < 0,01) (Abb. 29C). 

Geringe MLF1-Spiegel wirken protektiv im Apoptose-induzierenden Modell.  

 

 
 

Abbildung 29: Niedrige MLF1-Spiegel wirken protektiv gegenüber Apoptose  

A, „Western Blot“-Analyse von mit miR-Neg- und miR-MLF1-exprimierendem Adenovirus infizierten 

NRVCMs, mit oder ohne die zusätzliche Cisplatin-Stimulation; α-Tubulin dient als Ladekontrolle und 

zur Berechnung der relativen Densitometrie. B zeigt die Expressionsanalyse der Caspase 3. C zeigt 
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die Expressionsanalyse der „cleaved“ Caspase 3. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, 

† = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 

 

 

3.2.6     Niedrige MLF1-Proteinexpression induziert Zellproliferation über die 

Aktivierung von D-Cyclinen und die Modulation von p53 

 

Um zum einen die Induktion der Zellproliferation durch herunterreguliertes MLF1 und zum 

anderen die durch hohe MLF1-Expressionsniveaus ausgelöste Hemmung der Proliferation 

zu verstehen, wurde der Einfluss der jeweiligen MLF1-Proteinexpression auf die Aktivität der 

D-Cycline und des p53 näher untersucht.  

Analog zu dem Effekt auf die Zellproliferation waren bei MLF1-Überexpression signifikant 

niedrigere Spiegel von Cyclin D1 (Abnahme um 31 %, n = 3, p < 0,05) und D3 (Abnahme um 

25 %, n = 3, p < 0,001) nachweisbar, während die Expression von Cyclin D2 lediglich einen 

Trend zur Herabregulation zeigte (Abb. 30A-D). Umgekehrt kam es durch den MLF1-

„Knockdown“ zu einer deutlichen Zunahme der Cyclin D2- und Cyclin D3-Expression. Für 

Cyclin D2 konnte eine 1,53-fach (n = 3, p < 0,01) und für Cyclin D3 eine 1,61-fach stärkere 

Expression ermittelt werden (n = 3, p < 0,001) (Abb. 30E, 30G, 30H). Das Cyclin D1-„Level“ 

zeigte dagegen eine zwar nicht signifikante, aber dennoch erkennbare Tendenz der 

Hochregulation (Abb. 30F). 

Zusätzlich ist es gelungen, die durch MLF1 induzierte Regulation der p53-Expression, 

dessen hemmender Einfluss auf die Cycline und auf die Aktivierung von Caspasen schon 

seit Längerem bekannt ist, herauszuarbeiten. Die MLF1-Überexpression führte nachweislich 

zu einer im Vergleich zu den Ad-LacZ-infizierten NRVCMs 1,51-fach gesteigerten Expression 

von p53 (n = 3, p < 0,05) (Abb. 30I, 30J). Umgekehrt konnte nach MLF1-Herunterregulation 

eine gegenüber den mit Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) behandelten Zellen um 21 % 

verminderte p53-Expression verifiziert werden (n = 3, p < 0,05) (Abb. 30K, 30L). 

Zusammengenommen moduliert MLF1 die Zellproliferation durch Induktion bzw. Inhibition 

von p53 und D-Cyclinen.   
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Abbildung 30: MLF1 reguliert die Proliferation von Kardiomyozyten 

A, „Western Blot“-Analyse der Expressionen von Cyclin D1 (B), Cyclin D2 (C) und Cyclin D3 (D) nach 

Infektion der Kardiomyozyten mit LacZ- bzw. MLF1-exprimierendem Adenovirus; α-Tubulin dient als 

Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen Densitometrie. E, „Western Blot“-Analyse der 

Expressionen von Cyclin D1 (F), Cyclin D2 (G) und Cyclin D3 (H) nach Infektion der Kardiomyozyten 

mit miR-Neg- bzw. miR-MLF1-exprimierendem Adenovirus; α-Tubulin wurde als Ladekontrolle und zur 
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Berechnung der relativen Densitometrie eingesetzt. I, J, „Western Blot“-Analyse der p53-Expression 

von Ad-LacZ- bzw. Ad-MLF1-infizierten NRVCMs; α-Tubulin wurde als Ladekontrolle und zur 

Berechnung der relativen Densitometrie eingesetzt. K, L, „Western Blot“-Analyse der p53-Expression 

von Ad-miR-Neg- bzw. Ad-miR-MLF1-infizierten NRVCMs; Ladekontrolle und Gegenstand der 

relativen Densitometrie war α-Tubulin. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, 

‡ = p < 0,001. 

  

Um die Beeinflussung der Ad-miR-MLF1-vermittelten Aktivierung von Cyclin D3 durch 

mechanische Belastung zu untersuchen, wurden „Western Blot“-Analysen nach 

biomechanischem „Stretch“ durchgeführt. 

Der MLF1-„Knockdown“ führte im Vergleich zu den Ad-miR-Neg-behandelten Zellen zu einer 

Verdopplung der Cyclin D3-Expression (n = 3, p < 0,001) (Abb. 31B). Das Durchführen des 

48 h-„Stretch“ resultierte in einer abgeschwächten Expressionszunahme in mit miR-MLF1-

Adenovirus behandelten Zellen. Während also ohne „Stretch“ durch den MLF1-„Knockdown“ 

eine verglichen mit den „ungestretchten“ Kontrollzellen 2,06-fach stärkere Cyclin D3-

Expression festgestellt wurde, war diese nach 48-stündigem „Stretch“ nur 1,59-fach stärker 

(n = 3, p < 0,001) (Abb. 31B).  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die biomechanische Dehnung von 

Kardiomyozyten die Proteinexpression von p53 um die Hälfte senkt, während die MLF1-

Überexpression seine Expression nahezu unabhängig vom mechanischem Reiz erhöhte 

(ohne „Stretch“: 1,76-fach, n = 3, p < 0,01; mit „Stretch“: 1,52-fach, n = 3, p < 0,01) (Abb. 

31D). Der MLF1-„Knockdown“ reduzierte entsprechend der in Abb. 30 gezeigten Ergebnisse 

die Expression von p53, während mechanischer „Stretch“ diesen inhibitorischen Effekt weiter 

verstärkte. So führte die Herunterregulation von MLF1 verglichen mit der p53-

Proteinexpression der nicht „gestretchten“ Kontrollzellen zu einer um 54 % (n = 3, p < 0,01) 

und der zusätzlich durchgeführte „Stretch“ zu einer um 88 % verminderten p53-Expression 

gegenüber den nicht „gestretchten“ Kontrollzellen (n = 3, p < 0,001) (Abb. 31E, 31F). 

Mechanische Dehnung von NRVCMs senkt die p53-Expression und wirkt sich positiv auf die 

Zellproliferation aus. Bei gleichzeitig vorliegendem MLF1-„Knockdown“ wurde dieser die 

Proliferation stimulierende Effekt zusätzlich gesteigert. 
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Abbildung 31: Biomechanischer „Stretch“ und geringe MLF1-Spiegel verstärken die Zellzyklus-

Aktivität 

A, B, „Western Blot“-Analyse der Cyclin D3-Expression von mit Ad-miR-Neg bzw. Ad-miR-MLF1 

infizierten NRVCMs, mit und ohne 48 h-„Stretch“; α-Tubulin dient als Ladekontrolle und zur 

Berechnung der relativen Densitometrie. C, D, „Western Blot“-Analyse der p53-Expression von mit Ad-

LacZ bzw. Ad-MLF1 infizierten NRVCMs, mit und ohne 48 h-„Stretch“; α-Tubulin wurde als 

Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen Densitometrie eingesetzt. E, F, „Western Blot“-

Analyse der p53-Expression von mit Ad-miR-Neg bzw. Ad-miR-MLF1 infizierten NRVCMs, mit und 

ohne 48 h-„Stretch“; auch hier dient α-Tubulin als Ladekontrolle und der Berechnung der relativen 

Densitometrie. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p < 0,05, † = p < 0,01, ‡ = p < 0,001. 
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3.2.7     MLF1-„Knockdown“ reduziert Hypoxie-induzierte Apoptose  

 

Da die Herabregulation von MLF1 die Apoptosevorgänge in neonatalen 

Rattenkardiomyozyten signifikant inhibierte, wurde in anknüpfenden Versuchen die 

pathophysiologische Relevanz durch Induktion von Hypoxie untersucht.   

Die MLF1-Überexpression führte zu einer signifikant verminderten Zellviabilität sowohl unter 

Normoxie- als auch unter Hypoxiebedingungen (Normoxie: Abnahme um 20,41 %, n = 3, 

p < 0,001; Hypoxie: Abnahme um 35,2 %, n = 3, p < 0,001) (Abb. 32A). Auf der anderen 

Seite schwächte der MLF1-„Knockdown“ die proapoptotische Wirkung der Hypoxie auf die 

Zellproliferation ab und führte verglichen mit Ad-miR-Neg-behandelten NRVCMs unter 

Normoxiebedingungen zu einer 2,17- (n = 3, p < 0,001) und unter Hypoxie zu 1,3-fach 

stärkeren Zellviabilität (n = 3, p < 0,001) (Abb. 32B). Entsprechend der Ergebnisse aus den 

MTT-„Assays“ konnte auch eine durch MLF1-Überexpression bedingte signifikante Zunahme 

der apoptotischen Zellen verifiziert werden, die durch Hypoxie weiter erhöht wurde. Unter 

normalen Bedingungen wurden unter den mit Kontrollvirus (Ad-LacZ) behandelten Zellen 

16,3 % und unter den MLF1-überexprimierenden Zellen 30,41 % PI-positive Zellen ermittelt 

(n = 3, p < 0,001) (Abb. 32C). Das Kultivieren der NRVCMs unter Hypoxie führte bei den Ad-

LacZ-behandelten Zellen zu 22,88 % und bei MLF1-Überexpression zu 37,59 % PI-Positivität 

(n = 3, p < 0,001) (Abb. 32C). Umgekehrt reduzierte der MLF1-„Knockdown“ signifikant die 

Anzahl der PI-positiven Zellen sowohl unter üblichen als auch unter hypoxischen 

Bedingungen. So wurden unter Normoxie unter den mit Kontrollvirus (Ad-LacZ) behandelten 

Zellen 21,9 % und unter den MLF1-überexprimierenden Zellen 14,8 % PI-positive Zellen 

ermittelt (n = 3, p < 0,001) (Abb. 32C). Hypoxische Bedingungen induzierten bei den 

Kontrollzellen (miR-Neg) 32,3 % und bei den MLF1-herunterregulierenden Zellen 19,49 % 

PI-positive Zellen (n = 3, p < 0,001) (Abb. 32D). 

MLF1 verstärkt den durch die Hypoxie ausgelösten proapoptotischen Effekt. Umgekehrt 

werden die Auswirkungen dieses Apoptose-induzierenden Modells durch den „Knockdown“ 

von MLF1 abgeschwächt. 
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Abbildung 32: MLF1-„Knockdown“ reduziert Hypoxie-induzierte Apoptose  

A, Analyse der Zellviabilität mittels MTT-„Assay“ von mit Ad-LacZ bzw. Ad-MLF1 infizierten NRVCMs, 

mit bzw. ohne die Kultivierung bei hypoxischen Bedingungen. B, Analyse der Zellviabilität mittels MTT-

„Assay“ von mit Ad-miR-Neg bzw. Ad-miR-MLF1 behandelten NRVCMs, unter Normoxie- und 

Hypoxiebedingungen. C, Analyse von PI-positiven Zellen nach Behandlung der NRVCMs mit 

Kontrollvirus (Ad-LacZ) oder MLF1-überexprimierendem Adenovirus, mit bzw. ohne die Kultivierung 

bei hypoxischen Bedingungen. D, Analyse von PI-positiven Zellen nach Behandlung der NRVCMs mit 

Kontrollvirus (Ad-miR-Neg) oder MLF1-herunterregulierendem Adenovirus, mit und ohne das 

Kultivieren unter Hypoxiebedingungen. n = 3. ‡ = p < 0,001. 

 

Anknüpfend wurde nun der Effekt von MLF1 unter Hypoxiebedingungen auf die Expression 

der D-Cycline näher betrachtet. Dazu wurden NRVCMs mit Adenoviren zur Überexpression 

bzw. zum „Knockdown“ von MLF1 infiziert und ein Teil der Zellen für 3 h bei hypoxischer 

Luftzusammensetzung inkubiert. 

Nach Inkubation bei üblicher Luftzusammensetzung (5 % CO2, 95 % atmosphärische Luft) 

war bei gleichzeitig vorliegender MLF1-Überexpression eine signifikante Abnahme der 

Cyclin D2- und D3-Expression zu beobachten. So konnte für Cyclin D2 eine 42 %-ige (n = 3, 

p < 0,05) und für Cyclin D3 eine 29 %-ige Expressionsabnahme ermittelt werden (n = 3, 

p < 0,05) (Abb. 33H, 33N). Die Cyclin D1-Aktivität zeigte eine zwar nicht signifikante, aber 

dennoch erkennbare Regression (Abb. 33B). Unter Hypoxiebedingungen war diese 

verminderte Cyclin-Expression dagegen nicht mehr nachzuweisen (Abb. 33E, 33K, 33Q). 

Umgekehrt konnte nach Herunterregulation von MLF1 und unter Normoxiebedingungen eine 

signifikante Zunahme der Cyclin D2-Expression auf das 1,79-Fache (n = 3, p < 0,05) und ein 

Anstieg der Cyclin D3-Expression auf das 1,33-Fache beobachtet werden (n = 3, p < 0,001) 
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(Abb. 33I, 33O), während die Cyclin D1-Aktivität keine signifikante Veränderung lieferte (Abb. 

33C). Die der Hypoxie ausgesetzten Zellen führten demgegenüber zu entgegengesetzten 

Ergebnissen. Die Cyclin D1-Expression zeigte eine deutliche Abnahme bei gleichzeitig 

vorliegendem MLF1-„Knockdown“ (Abnahme um 47 %, n = 3, p < 0,01) (Abb. 33F). 

Demgegenüber konnten die Cyclin D2- und D3-Spiegel nicht wesentlich beeinflusst werden 

(Abb. 33L, 33R). 

Eine hohe MLF1-Proteinexpression bewirkt bei Inkubation der Zellen bei üblicher 

Luftzusammensetzung eine Abnahme der Cyclin D-Expressionen. Unter 

Hypoxiebedingungen führt überexprimiertes MLF1 degegen zu keiner signifikanten 

Veränderung der Cyclin-Aktivität. Umgekehrt induziert der MLF1-„Knockdown“ unter 

Normoxiebedingungen eine Zunahme der Cyclin D-Expressivität. Das Kultivieren der Zellen 

unter hypoxischen Bedingungen führt ebenfalls zu keinen einheitlichen Veränderungen der 

Cycline. 



  Ergebnisse 
 

114 
 

 



  Ergebnisse 
 

115 
 

Abbildung 33: MLF1-„Knockdown“ schwächt Hypoxie-induzierte Apoptosevorgänge über die 

Aktivierung von D-Cyclinen 

A-C, „Western Blot“-Analyse der Cyclin D1-Expression von mit Ad-LacZ, Ad-MLF1, Ad-miR-Neg oder 

Ad-miR-MLF1 infizierten NRVCMs bei Inkubation der Zellen mit üblicher Luftzusammensetzung (5 % 

CO2, 95 % atmosphärische Luft). D-F, „Western Blot“-Analyse der Cyclin D1-Expression von mit Ad-

LacZ, Ad-MLF1, Ad-miR-Neg oder Ad-miR-MLF1 infizierten NRVCMs bei Inkubation der Zellen unter 

Hypoxiebedingungen (5 % CO2, 94 % N2, 1 % atmosphärische Luft). G-I, „Western Blot“-Analyse der 

Cyclin D2-Expression von mit Ad-LacZ, Ad-MLF1, Ad-miR-Neg oder Ad-miR-MLF1 infizierten 

NRVCMs bei Inkubation der Zellen mit üblicher Luftzusammensetzung. J-L, „Western Blot“-Analyse 

der Cyclin D2-Expression von mit Ad-LacZ, Ad-MLF1, Ad-miR-Neg oder Ad-miR-MLF1 infizierten 

NRVCMs bei Inkubation der Zellen unter Hypoxiebedingungen. M-O, „Western Blot“-Analyse der 

Cyclin D3-Expression von mit Ad-LacZ, Ad-MLF1, Ad-miR-Neg oder Ad-miR-MLF1 infizierten 

NRVCMs bei Inkubation der Zellen mit üblicher Luftzusammensetzung. P-R, „Western Blot“-Analyse 

der Cyclin D3-Expression von mit Ad-LacZ, Ad-MLF1, Ad-miR-Neg oder Ad-miR-MLF1 infizierten 

NRVCMs bei Inkubation der Zellen unter Hypoxiebedingungen. α-Tubulin wurde bei allen 

abgebildeten „Western Blots“ als Ladekontrolle und zur Berechnung der relativen Densitometrie 

eingesetzt. n = 3. n.s. = nicht signifikant, * = p<0.05, † = p<0.01, ‡ = p<0.001. 
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4 Diskussion 
 

Myokardhypertrophie und das zugrunde liegende kardiale „Remodeling“ können sich 

aufgrund einer Vielzahl von Krankheitsbildern entwickeln. Dazu zählen mitunter die arterielle 

Hypertonie, Herzklappenfehler und der Herzinfarkt. Sie erhöhen das Risiko, an 

Herzinsuffizienz zu erkranken oder an einem kardiovaskulären Ereignis zu versterben. Die 

beteiligten Umbauprozesse der Herzmuskulatur stellen damit einen zentralen Risikofaktor für 

die kardiale Morbidität und Mortalität dar und stehen dadurch im Fokus der internationalen 

Wissenschaft.  

Ziel dieser Arbeit war es, bereits neu identifizierte Bestandteile der Mechanotransduktion in 

Kardiomyozyten zu untersuchen und deren kardiale Funktionen zu analysieren. Mit RND1 

und MLF1 ist dies gelungen. Die erarbeiteten Ergebnisse machen die beiden Proteine zu 

interessanten Zielstrukturen der laufenden Forschung und können als potenzielle 

therapeutische Angriffspunkte gesehen werden.  

 

 

4.1    Auslösung kardialer Hypertrophie  

 

Das „Stretchen“ von Kardiomyozyten in vitro wurde in der vorgelegten Arbeit genutzt, um die 

dynamischen mechanischen Belastungen eines schlagenden Herzens nachzuahmen (Koch 

et al. 2017, Rangrez et al. 2017). Auf diese Weise sollte versucht werden, molekulare 

Signalwege und zugrunde liegende Mechanismen, die für die kardialen Umbauvorgänge 

verantwortlich sind, aufzudecken.  

Im Gegensatz zu den in vivo-Konditionen liegen die kultivierten Kardiomyozyten zufällig 

angeordnet auf der Membran und zeigen wenige Zell-Zellkontakte. Ventrikuläre 

Kardiomyozyten liegen im Myokard in einer charakteristischen stabförmigen Morphologie vor 

und bilden zusammen mit der kollagenen Extrazellulär-Matrix eine faserartige Architektur 

(Gopalan et al. 2003). Sowohl die Zellform und ihre Ausrichtung als auch die Zell-Matrix-

Adhäsion und die Zell-Zellkontakte stellen wesentliche Determinanten des Zellwachstums 

und der -differenzierung dar (Gopalan et al. 2003). Dieser Umstand erklärt die zunächst 

beobachtete verminderte Zellgröße der kultivierten Myozyten und ihre, zusätzlich zu der 

ohnehin schon limitierten Lebensdauer von primären, terminal differenzierten Zellen, 

reduzierte Überlebensdauer auf den speziellen Silikon-Membranen. 

Durch das „Stretchen“ konnte gezeigt werden, dass unter biomechanischem Stress die 

Protein-Syntheseraten und die Myofibrillogenese angekurbelt, Hypertrophie induziert und 
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das Gap junction-Protein Connexin 43 vermehrt exprimiert wird (Sadoshima et al. 1993a, 

Simpson 1999, Zhuang et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde analog dazu gezeigt, 

dass die Proteinexpressionen von RND1 und Myozap nach „Stretch“ hochreguliert werden 

und die Zellgröße der NRVCMs durch mechanischen Stress zunimmt. Außerdem ist eine 

insgesamt vermehrte Genexpression beschrieben worden und bei zu stark ausgeprägtem 

„Stretch“ kommt es zur Einleitung zellulärer Apoptosevorgänge (Komuro et al. 1991, Cheng 

et al. 1995). Auch dies konnten wir mit einer ansteigenden p53-Proteinexpression nach 48 h-

„Stretch“ detektieren. Neben der Modulation von „immediate-early“ Genen wie c-Fos, c-Myc 

oder Egr1 (engl. early growth response 1) werden auch am fötalen Genprogramm beteiligte 

Gene wie Nppa, skelettales α-Actinin oder β-Mhc bei biomechanischem „Stretch“ vermehrt 

exprimiert (Sadoshima et al. 1992, Gopalan et al. 2003). Diese Induktion von Genen konnten 

wir anhand der Analyse von Nppa, Nppb und Rcan1-4 ebenfalls aufzeigen und damit die 

genannten Beobachtungen bestätigen. Mechanische Signale werden folglich auf zellulärer 

Ebene in biomechanische Antworten umgewandelt, die bis hin zu transkriptionellen 

Veränderungen führen können. Eine zentrale Rolle nehmen hierbei die Z-Scheibe und ihre 

benachbarten Strukturen ein (Knöll et al. 2002, Epstein et al. 2003, Frank et al. 2011, Knöll 

2015). Dazu zählen neben mechanosensitiven Ionenkanälen oder Rezeptor/Tyrosin-Kinasen 

wie MAPK zum Beispiel die Integrine, die als Transmembranproteine wesentlich zur 

Vermittlung biomechanischen Stresses beitragen (Knoll et al. 2003, Frank et al. 2011). 

Ebenfalls an der Mechanotransduktion beteiligt ist der Angiotensin 1-Rezeptor (At1R) (Frey et 

al. 2003, Russell et al. 2010, Balakumar et al. 2014, Knöll 2015). Es konnte gezeigt werden, 

dass der At1R auch unabhängig von Angiotensin II durch mechanischen Reiz aktiviert wird 

(Zou et al. 2004). Folglich bestehen mehrere Signalwege der Übertragung äußerer Stimuli 

auf den kontraktilen Apparat der Zelle (Frank et al. 2011).  

Der zelluläre Reiz in Form einer passiven Dehnung gelangt über ein Netzwerk aus Aktin und 

Myosin zur Z-Scheibe (Russell et al. 2010). Von der Z-Scheibe wird die mechanische 

Dehnung auf Titin übertragen (Knöll et al. 2013). Dieses Protein ist als zellulärer Stress-, 

aber auch Längensensor beschrieben worden und interagiert mit Telethonin, welches unter 

Komplexbildung mit MLP ebenfalls intrazelluläre Mechanotransduktion vermittelt (Knöll et al. 

2002, Pinotsis et al. 2006, Knöll 2015). Herunterreguliertes MLP führt soweit, dass BNP und 

ANP durch Dehnung nicht mehr induziert werden können, und Kong beschreibt das Muscle 

LIM protein als regulatorische Größe im Rahmen der Kariomyozyten-Differenzierung (Kong 

et al. 1997).  

Weiterhin an der Mechanotransduktion beteiligt ist der Calcineurin/NFAT-Signalweg (Frank 

et al. 2011). Die Aktivierung des Calcineurins bewirkt über die Dephosphorylierung von 

NFAT dessen nukleäre Translokation und somit die Induktion prohypertropher Gene (Becher 

2006). Diese Signalkaskade wird durch die Bindung von Calmodulin, einen erhöhten Ca2+-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1958
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Spiegel, aber auch durch die Stimulation des Angiotensin II-Rezeptors und Calsarcin 1 

aktiviert (Becher 2006, Frank et al. 2011). Übermäßig gesteigerte Aktivität oder der 

Funktionsverlust einzelner Komponenten der sarkomeren Z-Scheibe gelten als Ursache 

diverser kardialer Krankheiten einschließlich dilatativer, aber auch hypertropher 

Kardiomyopathien (Knöll et al. 2002, Bos et al. 2010, Knöll et al. 2010, Frank et al. 2011, 

Knöll 2015, Kimura 2016).  

Der α1-Adrenorezeptor-Agonist Phenylephrin führt ähnlich wie biomechanischer „Stretch“ zur 

Induktion von „immediate-early“ Genen, die vor allem in der Frühphase der beginnenden 

Hypertrophie vermehrt gebildet werden (Simpson 1985, Moalic et al. 1989). Außerdem ist ein 

Anstieg der Sarkomer-Einheiten, der Zellgröße und Proteinsynthese beschrieben worden 

(Lee et al. 1988). Diese Veränderungen konnten ebenfalls in Versuchen der vorliegenden 

Arbeit beobachtet werden. Phenylephrin führte sowohl zu einer Zunahme der Zellgröße als 

auch zu einer Induktion der fötalen Gene Nppa und Nppb sowie zu einer 

Expressionssteigerung von Rcan1-4, was für eine Aktivierung der Hypertrophie-

vermittelnden Signalwege spricht.  

Auf der anderen Seite ermöglicht die transverse aortale Konstriktion in vivo die Induktion 

kardialer Hypertrophie. Durch diese experimentelle aortale Stenosierung greifen zunächst 

autoregulative Mechanismen wie der Frank-Starling-Mechanismus oder die Aktivierung des 

Sympathikus, die der Adaption der Erhaltung des Herzminutenvolumens dienen (Thews et 

al. 1991, Bittig 2005, Huppelsberg et al. 2005, Thews et al. 2005). 

Die beschriebenen autoregulativen Mechanismen spiegeln die ausgelöste Stresssituation 

und führen zu den in der vorliegenden Arbeit gemessenen Veränderungen der Rnd1-

Expression nach erfolgter TAC-Operation. Die nachgewiesene Hochregulation von Rnd1 im 

Hypertrophie-Modell bestätigt die ermittelten Daten von Pott, der bereits eine Induktion von 

Rnd1 nach PE-Stimulation, „Stretch“ und in vivo durch TAC beobachtet hat (Pott 2017).  

Die kardiale Belastung geht zunächst mit einer adaptiven Herzhypertrophie und anfangs 

verbesserter Kontraktilität des Ventrikels einher (Nakamura et al. 2001). Diese funktionale 

Verbesserung nimmt mit der Entwicklung einer konzentrischen Hypertrophie weiter zu (Bittig 

2005). Allerdings kommt es durch die persistierende Druckbelastung mit der Zeit zu immer 

stärker werdenden kontraktilen Funktionseinbußen des Herzens, die in einer systolischen 

und diastolischen Dysfunktion münden (Liao et al. 2002). Im Laufe der Zeit bildet sich 

schließlich eine mechanisch bedingte Herzinsuffizienz aus (Forth et al. 2013). 

So wurde in dieser Arbeit sowohl die biomechanisch als auch die humoral ausgelöste 

Hypertrophie induziert, um den Einfluss und die pathophysiologische Relevanz von RND1 

und MLF1 in diesen Modellen herauszuarbeiten.  
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4.2    Ermittlung des Einflusses auf Zellproliferation und Apoptose 

 

Um einen möglichen Effekt von RND1 auf den Zellzyklus zu detektieren, wurden die 

Proliferationsmarker Ki67 und PHH3 eingesetzt. Beide Biomarker sind vor allem in der 

Krebsforschung etabliert und ermöglichen dort die Abgrenzung zu entartetem Gewebe (Nasr 

et al. 2008). Während Ki67 in den G1-, S-, G2- und M-Phasen messbar ist, handelt es sich bei 

PHH3 genau genommen um einen Mitosemarker, da phosphoryliertes Histon H3 nahezu 

ausschließlich im Rahmen der späten G2- und M-Phase exprimiert wird (Hendzel et al. 1997, 

Scholzen et al. 2000, Nielsen et al. 2013). Analog dazu konnten wir zeigen, dass deutlich 

mehr Ki67-positive als PHH3-positive Zellleiber vorlagen. Sämtliche Studien setzten die 

erwähnten Marker in immunhistochemischen Untersuchungen ein, um eine prognostische 

Aussage bezüglich der Proliferationsaktivität unterschiedlichster Gewebe treffen zu können 

(Determann 2009). Auch wir konnten trotz der geringen Überlebensdauer terminal 

differenzierter Kardiomyozyten proliferative Zellen detektieren.  

Muralidhar et al. eruierte in einem Tiermodell, dass der MLF1-„Knockout“ zu einer 

verstärkten Proliferation von Kardiomyozyten auch über die physiologischen sieben Tage 

post partum hinaus führt (Muralidhar et al. 2014). Wir konnten ebenfalls zeigen, dass die 

Überexpression von MLF1 hemmenden Einfluss auf den Zellzyklus nimmt und der 

„Knockdown“ von MLF1 die Zellzyklus-Aktivität ankurbelt. Dazu wurden die Expressionen der 

Effektor-Caspasen 3 und 7, PARP, p53 und die der D-Cycline auf Proteinebene näher 

untersucht. 

Die Analyse des quantitativen Vorkommens von Cyclin D1, D2 und D3 wurde in der 

vorgelegten Arbeit eingesetzt, um Hinweise auf die Zellzyklusaktivität behandelter 

Kardiomyozyten zu erhalten und Rückschlüsse auf mögliche Einflussgrößen zu ziehen. Die 

an der Regulation des Zellzyklus beteiligten Cyclin-abhängigen Kinasen erreichen ihre 

enzymatische Aktivität erst durch die Bindung eines geeigneten Cyclins als regulatorische 

Untereinheit (Dreyer-Schmitt 2009). In jeder Zellzyklusphase werden nur charakteristische 

Cyline exprimiert, wohingegen die Expression der CDKs keinen Zyklus-abhängigen 

Schwankungen unterliegt und ihre Konzentrationen nahezu konstant bleiben (Dreyer-Schmitt 

2009). Die D-Cycline stellen die regulatorischen Untereinheiten der CDK4 und CDK6 dar, 

deren Aktivitäten für den G1/S-Übergang erforderlich sind (Sherr 1996). Ziel der sich 

bildenden Komplexe ist unter anderem die Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins, 

die wiederum zur Freisetzung des E2F-Transksriptionsfaktors führt und dadurch die 

Genexpression der G1/S-Phase aktiviert (Lukas et al. 1996). Mutationen, Amplifikationen 

oder die Überexpression der Cycline bewirken eine Progression des Zellzyklus und werden 

häufig zusammen mit diversen Tumorgeschehen beobachtet (Hu et al. 2014). Hier konnten 
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wir zeigen, dass niedrige MLF1-Spiegel die D-Cycline induzieren und den Zellzyklus 

ankurbeln. Umgekehrt führte die MLF1-Überexpression zu entgegengesetzten Ergebnissen.  

 

Die Aktivierung von p53 ist auf DNA-Schäden oder andere genomische Aberrationen 

zurückzuführen und kann entweder zu Zellzyklusarrest und anknüpfender DNA-Reparatur 

oder aber zum programmierten Zelltod führen (Levine 1997). Kommt es zu einem 

Nukleinsäure-Schaden in der Zelle, wird die Phosphorylierung von p53 an den Aminosäuren 

Ser15 und Ser20 induziert und eine verminderte Interaktion mit dem Onkoprotein MDM2 

(engl. mouse double minute 2) bewirkt (Shieh et al. 1997). Aktiviertes MDM2 löst die 

Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau von p53 aus (Honda et al. 1997, Chehab et 

al. 1999). Weiterhin können die Checkpoint-Kinasen 1 und 2 Ser20 des p53 phosphorylieren 

und so dessen Stabilisierung und Aktivität verbessern (Shieh et al. 1999, Hirao et al. 2000). 

Die genannten Beispiele stellen nur einen geringen Anteil der möglichen Signalwege dar, die 

zu einer Steigerung der p53-Aktivität führen können. Als eine weitere Modulationsmöglichkeit 

von p53 konnten wir zeigen, dass die p53-Proteinexpression auch eine durch MLF1 

regulierbare Größe darstellt. Zu dieser Erkenntnis sind auch Banerjee et al. gekommen, die 

MLF1 als indirekten Modulator der Apoptose durch Beeinflussung der p53-

Aggregationsbildung beschreiben (Banerjee et al. 2017).  

Die Aktivierung der Caspasen ist ein wesentlicher Schritt bei der Vollziehung der Apoptose 

und erfolgt über proteolytische Schritte (Crowley et al. 2016, Pan et al. 2016). Die dabei 

entstehenden Spaltprodukte stellen die aktive Form der Caspasen dar (Crowley et al. 2016). 

Caspase 3 ist ein 35 kDa großes inaktives Proenzym und wird in die beiden aktiven 

Untereinheiten von 17 kDa und 12 kDa gespalten. In unserer Arbeit wurde die aktivierte 

17 kDa-Untereinheit untersucht und eine Expressionssteigerung durch überexprimiertes 

MLF1 und eine abgeschwächte Aktivität nach MLF1-„Knockdown“ beobachtet. Die 

Expression der ebenfalls untersuchten Caspase 7 wurde sowohl in ihrem inaktiven (35 kDa) 

als auch in ihrem aktivierten Zustand (20 kDa) detektiert. Auch hier löste MLF1 vergleichbare 

Änderungen der aktivierten Caspase 7 aus. Die nukleäre Poly(ADP-ribose)-Polymerase, kurz 

PARP, ist ein an zellulären DNA-Reparaturvorgängen beteiligtes Enzym, dessen Proteolyse 

auch im Rahmen der Apoptose einen Zwischenschritt dieser darstellt und als bedeutende 

Zielstruktur der Caspase 3 identifiziert wurde (Satoh et al. 1992, Nicholson et al. 1995, 

Tewari et al. 1995, Cohen 1997). PARP ist von großer Bedeutung für die Validität der Zellen 

und ihr Abbau kann als Marker Apoptose-unterliegender Zellen gesehen werden (Oliver et al. 

1998). Die von uns durchgeführten Proteinanalysen berücksichtigten sowohl die inaktiven 

Zustandsformen von Caspase 3, Caspase 7 und PARP als auch ihre aus proteolytischer 

Spaltung hervorgehenden aktiven Proteinfragmente. Auf diese Weise konnte das Ausmaß 

der in der Zelle ablaufenden Apoptosevorgänge untersucht werden. 
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Zusätzlich versuchten wir die Effekte von MLF1 auf die Apoptose durch den Einsatz zweier 

Modelle noch stärker herauszuarbeiten. Eine Cisplatin-Behandlung führte in unserem Modell 

zu einer Abnahme der Zellviabilität, zu einer Reduktion der Zellzahl und zu einer Induktion 

der Apoptose. Dies ist vergleichbar mit zahlreichen Analysen, die Cisplatin ebenfalls als 

einen differenziellen Apoptose-Induktor beschreiben (Rosenberg et al. 1969, Eastman 1990). 

Es zählt zu den anorganischen Platinverbindungen und wird heute in der Therapie 

unzähliger Karzinome eingesetzt (Rosenberg et al. 1969, Wanke 2010). Cisplatin gilt als eine 

der bedeutendsten chemotherapeutischen Substanzen und ist bekannt für seine hohe 

zytoreduktive und antitumorale Wirkung (Wanke 2010). Sein Wirkmechanismus beruht zum 

einen auf lokaler Denaturierung und Destabilisierung von DNA-Strängen, Störungen der 

Basenpaarung und Punktmutationen, und zum anderen auf der Vernetzung mit RNA und 

Proteinen, die zu einer Hemmung bestimmter Enzyme führen kann (Wanke 2010).  

Die Reduktion der Sauerstoffbedingungen bis hin zur Anoxie führte zu einer 

Genexpressionsprofiländerung und einer damit einhergehenden vermehrten Expression von 

proapoptotischen Proteinen (Pflugrad 2005). Darüber hinaus stellen die umgebenden 

Milieubedingungen, wie Azidose oder Glukoseentzug, entscheidende Parameter dar, ob und 

wie lange die Kardiomyozyten unter hypoxischen Kulturbedingungen überleben können 

(Pflugrad 2005). In unseren Versuchen induzierte die Hypoxie eine Reduktion der 

Zellproliferation, gemessen an verminderten Expressionen der D-Cycline, und eine Abnahme 

der Zellviabilität.  

Durch die beschriebenen Schlüsselpositionen der aufgelisteten Proteine ist ein umfassendes 

und mehrdimensionales Bild über die Viabilität der Zelle auf Proteinebene möglich.   

 

 

4.3    Diskussion der Ergebnisse 

 

Es ist bekannt, dass Rho-GTPasen an der Kontrolle zahlreicher Signaltransduktionswege 

beteiligt sind, indem sie sich zwischen der GDP-gebundenen inaktiven und der GTP-

gebundenen aktiven Form bewegen (Raftopoulou et al. 2004). So ist RND1 in die Modulation 

von Zytoskelett, Zellwachstum und -überleben involviert und trägt bei Dysregulation zur 

Tumorgenese bei (Xiang et al. 2016). Des Weiteren ist die Rho-family GTPase 1 als 

Biomarker zur Detektion von Kardiotoxizität bei Ratten beschrieben worden (Nishimura et al. 

2013). Im Rahmen des kardialen „Remodelings“ oder der Herzhypertrophie ist die 

pathophysiologische Relevanz von RND1 erst wenig untersucht worden. 

Diesem Projekt vorangegangene experimentelle Vorarbeiten konnten RND1 in einem 

„Microarray“ von RNA aus biomechanisch gedehnten NRVCMs als ein reguliertes Gen 
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identifizieren (Pott 2017). So wurde die RND1-Expression nachweislich durch mechanischen 

Reiz signifikant hochreguliert (Pott 2017). Neben ihrem kardialen Vorkommen konnte RND1 

auch in der Leber und Skelettmuskulatur nachgewiesen werden (Fagerberg et al. 2014). 

Nachdem die verstärkte Bildung durch mechanischen Reiz in vitro ermittelt und die kardiale 

Expression verifiziert wurde, konnte schließlich in einem Mausmodell auch in vivo eine 

vermehrte Aktivität nach transverser aortaler Konstriktion detektiert werden (Pott 2017). 

Darüber hinaus wurde nach der Behandlung der Zellen mit Phenylephrin ein ebenfalls 

erhöhtes RND1-Expressionsniveau gemessen (Pott 2017). Demnach gelang es, RND1 als 

ein sowohl durch mechanischen aber auch durch humoralen Stress induzierbares und 

scheinbar an der Mechanotransduktion beteiligtes Protein zu charakterisieren.    

Immunzytologisch zeigte sich RND1 vorwiegend nukleär und perinukleär lokalisiert, was auf 

Proteinebene mittels subzellulärer Fraktionierung bestätigt werden konnte. Dies lässt die 

Beteiligung an der Regulation und Steuerung von Genexpressionen vermuten.  

Sowohl physiologische als auch pathologische Belastungen des Herzmuskels können im 

Rahmen von Adaptationsmechanismen zur Hypertrophie führen und gehen unter anderem 

mit vergrößerten Zellleibern einher (Engelhardt et al. 2006). Neben der mikroskopisch 

detektierbaren Größenzunahme von Kardiomyozyten kann im Zuge des kardialen 

„Remodelings“ auf Genebene die Reaktivierung zahlreicher fötaler Gene beobachtet werden 

(Distefano et al. 2012). Die Überexpression von RND1 führte neben vergrößerten Zellleibern 

auch zu einer Induktion von Nppa, Nppb und Rcan1-4. Rcan1-4 wurde als Regulator des 

Calcineurin und Marker für die Aktivität des Calcineurin-Signalweges mitbestimmt. Es ist 

beschrieben, dass Rcan1-4 in hypertrophen Kardiomyozyten heraufreguliert ist (Landstrom 

et al. 2011). Bei der gleichzeitigen Behandlung der Kardiomyozyten mit Hypertrophie-

erzeugenden Stimuli, wie 24- bzw. 48-stündiger „Stretch“ oder Phenylephrin, konnte eine 

noch weiter verstärkte Zunahme der gemessenen Parameter (Zellgröße, fötales 

Genprogramm und Rcan1-4) bewirkt werden. Folglich wird RND1 nicht nur in Hypertrophie-

Modellen vermehrt exprimiert, sondern wirkt bei Überexpression auch selbst prohypertroph. 

Umgekehrt konnten wir im Zuge des RND1-„Knockdowns“ genau gegenteilige Ergebnisse 

hervorbringen. Geringe RND1-Expressionsniveaus bewirkten neben einer verminderten 

Zelloberfläche auch eine Suppression von Nppa, Nppb und von Rcan1-4.  

Da bislang keine Untersuchungen zu Funktion oder Einfluss von RND1 auf kardiale 

Zellzyklusmechanismen durchgeführt wurden, analysierten wir den Effekt der GTPase auf 

die Proliferationsaktivität von neonatalen Rattenkardiomyozyten. Die Überexpression von 

RND1 regulierte signifikant die Ki67-Expression, was auf ein Proliferation-anregendes 

Potenzial von RND1 hinweist. Neben Ki67 induzierte eine hohe RND1-Proteinexpression 

auch die Anzahl PHH3-positiver Kardiomyozyten. Riou et al. beschreibt ebenfalls diese 

durch RND-Proteine induzierte Zellzyklusaktivität (Riou et al. 2010). Auch in der 
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Krebsforschung gelang es, RND1 als Induktor von Wachstum und Migration von Krebszellen 

zu erkennen (Xiang et al. 2016). Die Unterschiede in der Anzahl Ki67- und PHH3-positiver 

Zellen machten deutlich, dass wesentlich mehr Zellen in allen aktiven Phasen des Zellzyklus 

nachweisbar waren als in der M-Phase. Auf der anderen Seite führten geringe RND1-Spiegel 

zu verminderter Zyklusaktivität. Damit wirkt RND1 nicht nur prohypertroph, sondern ist auch 

für die Regeneration von Kardiomyozyten von Bedeutung. In der Analyse der Zellviabilität 

konnten wir keine Unterschiede durch die Überexpression bzw. den „Knockdown“ von RND1 

feststellen. Somit ist RND1 relevanter Induktor von Zellproliferation und Zellgröße sowie von 

fötalen Genen und Rcan1-4.   

Die im „Yeast two-Hybrid Screen“ aufgedeckte Interaktion zu Myozap kräftigt die Hypothese 

der Beteiligung von RND1 am kardialen Hypertrophie-Geschehen. Myozap und seine 

kardiale Funktion sind bereits in früheren Projekten der Arbeitsgruppe eingehend untersucht 

worden. Es wird verstärkt im Herzgewebe exprimiert und ist am Aufbau und der Funktion der 

Disci intercalares beteiligt (Seeger et al. 2010, Pieperhoff et al. 2012, Frank et al. 2014). 

Myozap ist in der Lage den SRF-Signalweg RhoA-abhängig zu aktivieren, wohingegen 

Myozap´s Bindungspartner MRIP zur Hemmung dieser Signalkaskade führt (Seeger et al. 

2010). In einem Zebrafisch-Modell konnte die durch den Myozap-„Knockdown“ induzierte 

kontraktile Dysfunktion der Kardiomyozyten und eine entstehende Kardiomyopathie als sich 

herausbildender Phänotyp veranschaulicht werden (Seeger et al. 2010). Daneben führte die 

Herunterregulation von Myozap in einem Mausmodell zu keinen veränderten 

morphologischen oder physiologischen Eigenschaften, doch wurde durch hypertrophe 

Stimulation eine verstärkt ausgeprägte Hypertrophie, einhergehend mit vermehrtem 

kardialen „Remodeling“ und Myokardfibrosierung, ausgelöst (Frank et al. 2014, Rangrez et 

al. 2016). Umgekehrt wurde ebenfalls in einem Mausmodell das Myocardium-enriched 

zonula occludens 1–associated protein überexprimiert und folglich eine zumindest teilweise 

durch SRF-„Signaling“ induzierte Kardiomyopathie in vivo detektiert (Frank et al. 2014). 

Begleitet wurde diese Myokarderkrankung von Proteinaggregationen in Kardiomyozyten und 

beschleunigten Apoptosevorgängen (Frank et al. 2014).  

Wir bestätigten die im „Y2H-Screen“ identifizierte Interaktion zu Myozap durch Co-

Immunopräzipitationen und konnten eine perinukleäre Colokalisation von RND1 und Myozap 

nachweisen. Die gesteigerte Proteinexpression beider Proteine nach 48 h-„Stretch“ deutet 

auf eine synergistische Regulation hin. Um nun weitere Erkenntnisse über die Beziehung 

zwischen RND1 und Myozap und den Einfluss auf Serum response factor-vermittelte 

Transkriptionen zu erhalten, führten wir eine Reihe von Luciferase-Reporter-„Assays“ durch. 

SRF vermittelt als multifunktioneller Transkriptionsfaktor die Regulation zahlreicher an Aktin-

Zytoskelett, muskulärer Kontraktilität oder an zellulären Hypertrophie-bedingten 

Umbauvorgängen beteiligte Genexpressionen (Zhang et al. 2001b, Miano et al. 2007, 
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Rangrez et al. 2016). Ähnlich der bereits bekannten Wirkung von überexprimiertem Myozap 

bewirkte auch ein erhöhtes RND1-Expressionsniveu eine starke Aktivierung des SRF-

Signalweges. Durch die gleichzeitige Überexpression von RND1 und Myozap in NRVCMs 

konnte die Induktion des SRF-„Signalings“ noch weiter verstärkt werden. Dies spricht für eine 

Interaktion der beiden Proteine und deren synergistisches Zusammenspiel in der Aktivierung 

des SRF-Signalweges und damit für die Induktion kardialer Hypertrophie. Auch die durch 

„Stretch“ induzierte SRF-Stimulation wurde nachweislich sowohl durch RND1 als auch durch 

Myozap deutlich verstärkt. Umgekehrt resultierte aus der Herunterregulation von RND1 und 

Myozap eine reduzierte SRF-Aktivität, die bei kombiniertem „Knockdown“ weiter abnahm. 

Die durch RND1 ausgelöste Stimulation des SRF-Signalweges und die induzierte zelluläre 

Hypertrophie lassen einen essenziellen Einfluss auf diesen am kardialen „Remodeling“ 

beteiligten Signalweg vermuten.  

Unseren Untersuchungen zufolge bestehen zwar Wechselwirkungen zwischen RND1 und 

RhoA, die allerdings nicht allein für die RND1-ausgelöste Aktivierung der SRF-

Signalkaskade verantwortlich sein können. So kann RND1 auch selbst oder über bisher noch 

unbekannte Interaktionspartner diesen an Zellproliferation und -differenzierung beteiligten 

Signalweg stimulieren (Abb. 34). Zur Klärung der gegenseitigen Abhängigkeit von RND1 und 

Myozap in der Induktion von SRF wurde in verschiedenen Versuchsansätzen jeweils eine 

der beiden Proteinexpressionen herunterreguliert. Interessanterweise war SRF nach RND1-

Überexpression und kombiniertem Myozap-„Knockdown“ dennoch verstärkt aktiviert, sodass 

RND1 nicht auf Myozap als Interaktionspartner angewiesen zu sein scheint (Abb. 34). Auf 

der anderen Seite war nach Myozap-Überexpression und gleichzeitiger RND1-

Herunterregulation keine signifikant erhöhte SRF-Aktivierung festgestellt worden, sodass wir 

von einer nicht notwendigen, aber hinreichenden RND1-Abhängigkeit ausgehen können.  

Unter gleichzeitiger Hypertrophie-vermittelnder Dehnung der Kardiomyozyten wurde bei 

geringem RND1-„Level“ die SRF-Aktivitätszunahme reduziert, sodass diese nahezu der 

Aktivität „ungestretchter“ Zellen entsprach. RND1 spielt also eine entscheidende Rolle für die 

durch biomechanischen Reiz ausgelöste Differenzierung hin zu hypertrophierten 

Kardiomyozyten.    

  RND1 
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Abbildung 34: Die Rolle von RND1 im SRF-„Signaling“   

Dargestellt sind die Beziehungen von RND1 zu Myozap, RhoA und dem Serum response factor. (Abb. 

modifiziert aus Rangrez et. al 2016) 

 

Durch die Überprüfung der Rnd1-Expression in transgenen Myozap-Tieren und Myozap-

„Knockout“-Mäusen konnten wir eine deutliche Expressionszunahme von Rnd1 im 

transgenen Mausmodell zeigen. Dies verdeutlicht erneut eine Abhängigkeit von Myozap von 

RND1. Demgegenüber konnte eine in den KO-Tieren zwar abgeschwächte, aber verglichen 

mit den Wildtyptieren dennoch signifikant höhere Rnd1-Expression gemessen werden, was 

erneut aufzeigt, dass die Rnd1-Aktivität nicht von Myozap abhängig ist. Möglicherweise 

basieren diese Ergebnisse auf einem kompensatorischen Anstieg der Rnd1-Genexpression 

bei gleichzeitig vorliegendem Myozap-„Knockout“ und können als eine Art negative 

Rückkopplung verstanden werden. Damit induziert sowohl die Hochregulation als auch die 

Abwesenheit von Myozap das Rnd1-Expressionsniveau. Weiterhin konnte der Verdacht 

einer Hypertrophie-induzierten Rnd1-Hochregulation durch den TAC-bedingten Anstieg der 

Nachlast im Herzen, der zu signifikant erhöhten Rnd1-Expressionsniveaus führte, bestätigt 

werden. Unabhängig vom vorliegenden Myozap-Spiegel (TG/KO) konnte ein durch TAC 

ausgelöster wesentlicher Anstieg in der Rnd1-Expression detektiert werden. Ein weiterer 
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Beleg dafür, dass Rnd1 infolge der Druckbelastung des Herzens zwar deutlich vermehrt, 

aber nicht Myozap-abhängig exprimiert wird.  

Den zu Beginn dieser Arbeit beschriebenen antagonisierenden Effekt auf den RhoA/ROCK-

Signalweg und die damit verbundene hemmende Wirkung auf die Herzhypertrophie können 

wir mit unseren Ergebnissen nicht stützen. Stattdessen war es uns möglich, neben der 

eindeutigen Hochregulation von RND1 in etablierten Hypertrophie-Modellen auch einen 

wesentlichen Einfluss von RND1 auf den am kardialen „Remodeling“ beteiligten SRF-

Signalweg darzustellen.  

 

Insgesamt charakterisierten wir RND1 als prohypertrophes und proliferationsanregendes 

Protein, welches damit zwei auf den ersten Blick kontroverse Rollen im kardiovaskulären 

Gesamtgeschehen bezieht. Auf der einen Seite kurbelt es die Zellproliferation an, auf der 

anderen Seite verstärkt RND1 das kardiale „Remodeling“ über die Induktion zellulärer 

Hypertrophie. Myokardiales „Remodeling“ gilt als Anpassungsreaktion an äußere 

Bedingungen wie biomechanische Belastungen beispielsweise durch Klappenvitien oder 

arterielle Hypertonie, aber auch die Proliferation von Herzmuskelzellen kann als Adaptation 

gesehen werden. So dient sie zum Beispiel dem Ersatz abgestorbenen Gewebes durch 

funktionell vitales. Auf diese Weise kann die zelluläre Proliferation als Teil des „Remodelings“ 

angesehen werden, sodass der nachgewiesene Einfluss von RND1 nachvollziehbar 

erscheint (Bernardo et al. 2016). Wang bestätigt unsere Überlegungen an einem 

Rattenmodell, indem er die durch aortale Konstriktion ausgelöste 

Kardiomyozytenproliferation und -hypertrophie in neonatalen Ratten veranschaulicht (Wang 

et al. 2017). Ihm gelang der Nachweis, dass NRVCMs auf eine Nachlastbelastung in Form 

der Aortenstenosierung mit einem um 16,7 % erhöhten proliferativen Potenzial antworten 

(Wang et al. 2017). Neben dieser Reaktion auf induzierten Bluthochdruck zeigte eine andere 

Arbeitsgruppe, dass das neugeborene Rattenherz nach apikaler Resektion ähnlich wie das 

neonatale Mausherz zur Regeneration fähig ist (Zogbi et al. 2014). Demnach verifiziert die 

von uns beobachtete proliferationsstimulierende Wirkung von RND1 die Fähigkeit 

myokardialen Gewebes zu potenzieller Zellerneuerung. Allerdings gilt zu berücksichtigen, 

dass sämtliche Versuche dieses Projektes an neonatalen Rattenkardiomyozyten 

durchgeführt wurden, die im Gegensatz zu adulten Zellen eine gewisse Restfähigkeit zur 

zellulären Regeneration noch nicht abgelegt haben. Im adulten Herzen ist daher mit einer 

deutlich reduzierten Anzahl proliferativer Zellen zu rechnen.    

Demzufolge bezieht RND1 eine bedeutende Position in der kardialen Pathophysiologie. 

Insbesondere das Herausarbeiten seiner Funktion in etablierten Hypertrophie-Modellen bzw. 

im SRF-„Signaling“ stützt nicht nur bisherige Ergebnisse der Arbeitsgruppe, sondern macht 

RND1 zu einer möglichen neuen therapeutischen Zielstruktur. So könnte das gezielte 
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Blockieren von RND1 progrediente Umbauprozesse des Myokards abschwächen oder sogar 

vollständig unterbinden.    

 

 

MLF1 ist eng mit der Entwicklung der akuten myeloischen Leukämie und dem 

myelodysplastischen Syndrom assoziiert und im Rahmen dieser Krankheitsbilder zuerst 

beschrieben worden (Yoneda-Kato et al. 1996). In hämatopoetischen Zellen kommt es durch 

die Translokation t(3;5)(q25.1;q34) zu einem Fusionsprotein aus MLF1 und dem nukleolären 

Phosphoprotein Nucleophosmin (NPM) und folglich über die Dysregulation der Zelllinien-

Differenzierung zu entsprechenden Erkrankungen (Yoneda-Kato et al. 1996). Die Rolle von 

MLF1 in der Pathophysiologie des Herzens ist dagegen noch nahezu unbekannt. 

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte MLF1 durch das Durchführen eines „Microarray“-

Experimentes von „gestretchten“ Kardiomyozyten als ein reguliertes Gen identifiziert werden 

(Rangrez et al. 2017). Die MLF1-Expression wurde durch biomechanische Dehnung hoch 

signifikant herunterreguliert (Rangrez et al. 2017). In einem anknüpfenden Mausmodell 

konnte dieses Ergebnis durch transverse aortale Konstriktion bestätigt werden (Pott 2017). 

Die Behandlung kardialer Myozyten mit Phenylephrin zeigte dagegen keinerlei 

Veränderungen in der MLF1-Expression (Pott 2017, Rangrez et al. 2017). So gingen wir von 

einem lediglich durch mechanische Reize regulierbaren Faktor aus. Außerdem konnten für 

MLF1 ein hohes Expressionsniveau in Herz- und Skelettmuskulatur und eine 

zytoplasmatische und nukleäre Lokalisation nachgewiesen werden (Pott 2017, Rangrez et al. 

2017). Die Überexpression von MLF1 führte zu einer gesteigerten Expression von Nppa und 

Nppb, aber verminderten Rcan1-4-Aktivität, was auf einen weniger aktiven Calcineurin-

Signalweg hindeutet (Pott 2017). Durch die zusätzliche Behandlung der NRVCMs mit 

humoralem bzw. biomechanischem Stress konnte eine weitere Aggravation hypertropher 

Reaktionen ausgelöst werden (Pott 2017). Ein durchgeführter „Yeast two-Hybrid Screen“ 

deckte die Interaktion mit dem das Zytoskelett stabilisierenden MACF1 (engl.: microtubule 

actin cross-linking factor 1) auf und lieferte einen Hinweis auf einen am kardialen 

„Remodeling“ beteiligten Signalweg (Pott 2017, Rangrez et al. 2017).  

In der vorgelegten Arbeit wurden nun zunächst die Auswirkungen des MLF1-„Knockdowns“ 

präsentiert. Anhand von Zellgrößenuntersuchungen ermittelten wir ein geringes MLF1-

Niveau als ein die Zelloberfläche vergrößernden Faktor. Auch die Expressionen von 

Komponenten des fötalen Genprogrammes wie Nppa und Nppb wurden durch den MLF1-

„Knockdown“ hochreguliert, was auf die Induzierbarkeit einer Hypertrophie hinweist. Die 

Herunterregulation von MLF1 durch dynamischen „Stretch“ ist damit kongruent mit den 

erhobenen „Knockdown“-Daten: Während kardiale Hypertrophie die MLF1-Expression 

drosselt, führen geringe MLF1-Spiegel selbst zu vergrößerten Zellleibern und zur Induktion 
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des fötalen Genprogrammes. Diese dynamischen Dehnungen führen zur Induktion der 

Zellproliferation des embryonalen Herzgewebes über die Aktivierung der p38/MAP-Kinase 

(Tobita et al. 2006, Clause et al. 2009). Bestätigt wurden diese Ergebnisse durch ähnliche 

Befunde aus murinen Kardiomyozyten, die nach biomechanischem „Stretch“ eine erhöhte 

Zellproliferation durch vermindertes TGFβ-„Signaling“ hervorriefen (Banerjee et al. 2015). 

Zusätzlich zu diesen Erkenntnissen konnten wir zeigen, dass das „Stretchen“ der NRVCMs 

durch die Suppression von p53 und die Induktion der D-Cycline eine vermehrte 

Proliferationsaktivität bewirkt. Außerdem veranschaulichten wir, dass die Suppression der 

MLF1-Expression neben dem Überleben neonataler Rattenkardiomyozyten auch die 

Zellproliferation prognostisch begünstigt, während erhöhte MLF1-Expressionen zu einer 

beschleunigten Apoptose und einer verminderten Zellproliferation führen. So induziert die 

Überexpression von MLF1 Apoptose über die Aktivierung von Caspase-Signalwegen 

(Caspase 3, Caspase 7 und PARP). Sun et al. beschreibt ebenfalls die Apoptose-

induzierende Wirkung von MLF1 und berichtet gleichzeitig von Lymphozyten aus MLF1-

„Knockout-Mäusen“, die gegenüber apoptotischer Stimulation resistenter waren als die 

Wildtyp-Zellen (Sun et al. 2015). Diese Ergebnisse konnten in zwei etablierten Modellen der 

Apoptose-Induktion in Kardiomyozyten (Cisplatin und Hypoxie) bestätigt werden, wobei vor 

allem letzteres besondere pathophysiologische Relevanz zeigt (Rangrez et al. 2017). Unsere 

Untersuchungen zentraler Komponenten des apoptotischen Systems stehen im Einklang mit 

diversen Studien und bekräftigen die Annahme, dass Cisplatin Mechanismen zur Einleitung 

des programmierten Zelltodes initiiert. So konnte nachgewiesen werden, dass Cisplatin 

durch sein breites therapeutisches Spektrum in der Therapie des Blasen-, Zervix-, Ovarial-, 

Endometrium-, Prostata-, Kopf- und Hals-, Ösophagus- und Bronchialkarzinoms sowie bei 

Sarkomen und malignen Lymphomen zum Einsatz kommt (Donislawski et al. 1991, Gabriel 

2012). Es war uns möglich, die Cisplatin-vermittelte Apoptose anhand Caspase-

Expressionen, Zellviabilität und Anzahl überlebender Zellen darzustellen und eine durch 

hochreguliertes MLF1 verstärkte Toxizität aufzuzeigen. Unsere Analysen zur 

Apoptoseinduktion unter Hypoxie ergaben deutliche Hinweise auf eine Induktion des 

programmierten Zelltodes nach 3 h hypoxischer Kultivierung. Der Anteil vitaler Zellen unter 

Hypoxie und die Expression der D-Cycline stützte unsere Hypothese der verstärkt 

ablaufenden Apoptose, die bei hohem MLF1-„Level“ weiter verstärkt wurde. 

Im Gegensatz dazu hemmte der MLF1-„Knockdown“ die zellulären Apoptosevorgänge, 

beschleunigte die Zellproliferation über p53-Regress und Verstärkung der Aktivität der D-

Cycline, schwächte Cisplatin in seiner Wirkung und dämpfte das Hypoxie-vermittelte 

Zellsterben. Auch an dieser Stelle lässt sich die in Vorarbeiten gezeigte, durch 

biomechanischen Reiz vermittelte Reduktion der MLF1-Expression als Auslöser vermehrter 

Zellproliferation und damit als Teil des physiologischen Regenerationsbestrebens deuten. 
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Des Weiteren konnten wir mit diesen Ergebnissen die von Yoneda-Kato 2005 beschriebene 

Stabilisierung von p53 bestätigen, die auf der Bindung mit CSN3 und der Hemmung der 

COP1-Expression basiert (Yoneda-Kato et al. 2005). Ein geringes MLF1-Expressionsniveau 

führte aber nicht nur zu vermehrtem Zellüberleben und einer gesteigerten 

Proliferationsfähigkeit der Kardiomyozyten, sondern reduzierte auch die terminale 

Differenzierung von proliferativen mononukleären Zellen zu nichtproliferativen binukleären 

Zellen. Da Kardiomyozyten postnatal die Fähigkeit zur Proliferation fast vollständig ablegen, 

machen diese Ergebnisse MLF1 zu einem potenziellen Ziel pharmakologischer Therapien. 

Die Tatsache, dass die Herunterregulation von MLF1 die Proliferationsfähigkeit verstärkt und 

Apoptosevorgänge bremst, könnte künftig als Ansatz genutzt werden, um die kardiale 

Regeneration zu fördern.   

 

 

4.4    Ausblick 

 

Die Charakterisierung der beiden „Stretch“-abhängig regulierten Proteine RND1 und MLF1 

konnte im Rahmen dieser Arbeit wesentlich erweitert und die Einordnung ihrer Positionen im 

kardialen „Remodeling“ und in der Herzhypertrophie weitestgehend herausgearbeitet 

werden. Dennoch sind einige Schlüsselrollen beider Proteine nur ungenügend erforscht und 

erfordern eine Reihe weiterer Versuchsschritte. 

Nachdem die intrazelluläre Lokalisation von RND1 immunzytologisch mithilfe von 

ausgewählten Antikörpern verdeutlicht wurde, sollte man, um eine mögliche unspezifische 

Epitopbindung des RND1-Antikörpers auszuschließen, künftig durch den Einsatz eines 

Protein-„Tags“ die bisherigen Ergebnisse überprüfen und bestätigen. Mithilfe dieser 

Markierung ließe sich das intrazelluläre Vorkommen des Fusionsproteins direkt visuell 

demonstrieren.  

Nach der Darstellung der Interaktion von RND1 und Myozap soll nun im Folgenden die 

Regulation von RND1 in transgenen Myozap-Mäusen und Myozap-„Knockout“-Mäusen auch 

auf Proteinebene untersucht werden, um funktionelle Aussagen weiter untermauern zu 

können. Auch die Interaktion von RND1 und Myozap sollte anhand von kryokonservierten 

Gewebeschnitten validiert werden. Des Weiteren müsste die Beziehung der Rho-family 

GTPase 1 zu anderen bereits erforschten und an der SRF-Signalkaskade beteiligten 

Proteinen wie zum Beispiel Dysbindin, MRIP oder ERK1 untersucht werden, um die 

Einordnung in den gesamten Signalweg zu ermöglichen. 

Außerdem plant unsere Arbeitsgruppe die detaillierte Ausarbeitung des Einflusses von RND1 

auf den Zellzyklus. Erste Hinweise auf eine regulatorische Funktion lieferte die durchgeführte 

immunzytologische Untersuchung der Mitosemarker Ki67 und PHH3. Die Effekte der 
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Überexpression und des „Knockdowns“ von RND1 auf die Aktivität der Caspasen, der 

Cycline und auf p53 sollten zusätzlich in diesem Zusammenhang analysiert werden.    

Für MLF1 könnte die durch den „Yeast two-Hybrid Screen“ bereits aufgedeckte Interaktion 

mit MACF1 durch eine Co-Immunpräzipitation bestätigt und auf die bereits festgestellte 

Beziehung zu Myozap vermehrt fokussiert werden. So sollte die Beeinflussung des SRF-

„Signalings“ durch Überexpression bzw. Herunterregulation von MLF1 mittels Luciferase-

„Assay“ und „Western Blot“ detektiert werden.  

Des Weiteren habe ich in Kooperation mit Prof. Dr. David Hassel und seinem Team in zwei 

Heidelberg-Aufenthalten (2015) an der Generierng von zwei „Knockout“-Zebrafisch-Modellen 

durch den Einsatz des CRISPR (engl. clustered regulatory interspaced short palindromic 

repeat)/Cas9-Systems zur Verifizierung der in vitro-Daten und der Veranschaulichung der 

Auswirkungen beider Proteine auf das kardiale „Remodeling“ in vivo mitgewirkt. Im 

Anschluss an diese Arbeiten soll die grundlegende und funktionelle Charakterisierung der 

generierten Zebrafischlinien erfolgen. Die Auswirkungen des Funktionsverlustes eines jeden 

Allels sollten folglich verglichen und näher untersucht werden. Dazu können die entwickelten 

Phänotypen unter anderem mittels Echokardiographie zur basalen Herzfunktionsprüfung 

weiter analysiert werden. Außerdem ist geplant, die Herzfunktion auch unter induziertem 

Stress zu messen. Dies ist zum Beispiel mit chronischem β-Adrenorezeptor-Agonismus 

(Isoprenalin-Behandlung) oder Schwimmversuchen gegen definierte Fließgeschwindigkeiten 

möglich. Im Anschluss an diese funktionelle Charakterisierung werden abschließend 

immunhistochemische Untersuchungen, Proteinanalysen und Genexpressionsmessungen 

erfolgen.   

Auf diese Weise kann der bisherige Kenntnisstand über beide Proteine und ihre Beteiligung 

an der kardialen Pathophysiologie weiter ausgebaut werden. RND1 und MLF1 stellen damit 

auch weiterhin zwei interessante Zielstrukturen für die laufende Forschung dar.   
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5 Zusammenfassung 

 

Volumen- oder Druckbelastungen des Herzens können zu einer Verschlechterung der 

Herzfunktion und letztlich zur Herzinsuffizienz führen. Das kardiale „Remodeling“ umfasst 

diese molekularen und zellulären Veränderungen als Antwort auf adaptive, aber auch 

maladaptive Bedingungen und spielt eine bedeutende Rolle im Rahmen diverser 

Herzerkrankungen. Daher wurde in dieser Arbeit auf die Charakterisierung potenzieller 

Zielstrukturen und die Analyse ihres Einflusses auf die kardiale Physiologie und 

Pathophysiologie fokussiert. Die beiden „Stretch“-abhängig regulierten Proteine RND1 und 

MLF1 sind bereits in neonatalen Rattenkardiomyozyten identifiziert worden. Es konnte 

gezeigt werden, dass RND1 vorwiegend nukleär und perinukleär auftritt und überexprimiert 

zu vergrößerten Zellleibern und der Reinduktion des fötalen Genprogrammes führt. Diese 

prohypertrophen Effekte konnten zusätzlich durch einen Anstieg der Rcan1-4-Expression 

gestützt werden. Die durch „Stretch“ und die Behandlung mit Phenylephrin ausgelösten 

Hypertrophie-erzeugenden Prozesse wurden durch RND1-Überexpression weiter verstärkt. 

RND1 ist demnach nicht nur in Hypertrophie-Modellen vermehrt exprimiert, sondern wirkt 

auch selbst prohypertroph. Umgekehrt zeigten wir die Suppression von Zellgröße, von Nppa 

und Nppb als Komponenten des fötalen Genprogrammes und Rcan1-4 als Regulator des 

Calcineurin-Signalweges nach Herunterregulation von RND1. Auch die durch mechanische 

oder humorale Belastung bewirkte Induktion dieser genannten Parameter wurde durch ein 

geringes RND1-Expressionsniveau abgeschwächt. Darüber hinaus konnte durch den Einsatz 

von Proliferationsmarkern (Ki67 und Phosphohiston H3) gezeigt werden, dass 

überexprimiertes RND1 Einfluss auf den Zellzyklus nimmt und zu vermehrt 

proliferationsaktiven Zellen führt. Zur Identifikation potenzieller Bindungspartner von RND1 

wurde ein „Yeast two-Hybrid Screen“ durchgeführt, der die direkte Interaktion mit Myozap, 

einem am SRF-„Signaling“ beteiligten Glanzstreifen-Protein, nachgewiesen hat. Um dieses 

Ergebnis zu verifizieren, wurden Co-Immunopräzipitationen durchgeführt und eine 

perinukleäre Colokalisation detektiert. Mit „Stretch“ behandelte Kardiomyozyten zeigten 

sowohl die für RND1 erwartete, aber auch die bei Myozap vermutete Hochregulation beider 

Konstrukte. Die RND1-Überexpression resultierte im Luciferase-„Assay“ in einer hoch 

signifikant gesteigerten SRF-Aktivität, deren vermehrte Expression auch auf Proteinebene 

bestätigt werden konnte. Umgekehrt wurde der SRF-Signalweg nach Herunterregulation von 

RND1 weniger induziert. In Anlehnung an die RhoA-abhängige Wirkung von Myozap 

konnten wir für RND1 eine weniger ausgeprägte Abhängigkeit von RhoA ermitteln. Da der 

Einfluss des „Stretchens“ bei gleichzeitiger Herunterregulation sowohl von RND1 als auch 

von Myozap beinahe vollständig aufgehoben wurde, vermuten wir eine essenzielle Rolle 
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beider Proteine im kardialen „Remodeling“. Weiterhin konnte abgeklärt werden, dass RND1 

auch unabhängig von Myozap zur Aktivierung des SRF-„Signalings“ führen kann, während 

Myozap nur in Anwesenheit von RND1 verstärkte SRF-Aktivität auslöst. Des Weiteren 

konnte in einem transgenen Myozap-Mausmodell eine erhöhte Rnd1-Genexpression 

nachgewiesen und die Abhängigkeit Myozap´s von Rnd1 erneut bestätigt werden. Bei 

Herunterregulation von Myozap ist ein ebenfalls erhöhter Rnd1-Spiegel detektierbar und 

lässt eine kompensatorische und Myozap-unabhängige Regulation vermuten. Den 

Erwartungen entsprechend ließ sich in vivo ein Anstieg der Rnd1-Expression durch 

Hypertrophie-erzeugende Stimuli (hier transverse aortale Konstriktion) nachweisen.  

Der adenovirale „Knockdown“ von MLF1 bewirkte neben einer Zunahme der Zelloberfläche 

auch eine Induktion von Nppa, Nppb und Rcan1-4. Des Weiteren konnten wir neben dem 

Hypertrophie-induzierenden Einfluss eine ebenfalls durch geringe MLF1-„Level“ ausgelöste 

Zunahme der Zellviabilität mittels PI- und MTT-„Assay“ detektieren. Analog dazu ergab die 

Analyse der Anzahl differenzierter binukleärer Kardiomyozyten eine Reduktion bei 

gleichzeitigem „Knockdown“ und eine Zunahme bei Überexpression von MLF1. Es zeigte 

sich eine durch MLF1 induzierte Zunahme der Expressionen von Caspase 3, Caspase 7 und 

Poly(ADP-ribose)-Polymerase, die bei reduziertem MLF1 vermindert exprimiert wurden. 

Diese Ergebnisse konnten in zwei etablierten Modellen der Apoptose-Induktion, zum einen 

durch die Behandlung der Zellen mit Cisplatin und zum anderen durch die Inkubation unter 

Hypoxie-Bedingungen, bestätigt werden. Umgekehrt wurde die Zellproliferation durch 

niedrige MLF1-Spiegel über die Aktivierung von D-Cylinen und die Inhibition von p53 

induziert. Diese Effekte konnten auch unter biomechanischem „Stretch“ erzielt werden. Der 

MLF1-„Knockdown“ schützt also möglicherweise Kardiomyozyten vor Apoptose und steigert 

ihre Fähigkeit zur Proliferation. Darüber hinaus schützt ein MLF1-„Knockdown“ vor Hypoxie-

induziertem Zelltod.  
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