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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Was versteht man unter Regeneration?

Regenerationsprozesse finden im weitesten Sinng alen biologischen
Organisationsebenen statt. Alle Organismen besitnehr oder weniger ausgepragte
regenerative Fahigkeiten. Im Allgemeinen verstel@nnunter Regeneration vor allem
solche Mechanismen, die zum Ersatz oder zur Reparetn verletzten Korperteilen
fuhren. Dabei ist die Wundheilung fast allen, dideasive epimorphe Regeneration
hingegen nur wenigen Spezies vorbehalten. Untenajpher Regeneration versteht man
eine komplette funktionelle und morphologische Werdrstellung des verletzten
Korperteils. Die Fahigkeit zur epimorphen Regenenatumfasst hauptséchlich jene
Korperteile, die besonders haufig Verletzungen essgt sind (z.B. die Schwéanze der
Salamander). Aber auch weniger verletzungsgefahi@eganstrukturen wie zum Beispiel
die Linse des Salamanderauges verfigen lber benssvkge regenerative Kapazitaten.
Wahrenddessen fehlt beispielsweise Insekten undrpgéffcschen die Fahigkeit zu
epimorpher Regeneration vollig (Dinsmore, 2001).

Sowohl Ein- und Vielzeller, als auch wir Menscheriissen angemessen auf akute
Verletzungen reagieren konnen. AuRere Einflisse Wedetzungen oder Amputationen
l6sen die so genannten reparativen Regeneratiaregse aus. Dabei missen zunachst
geschadigte Gewebe und zellulare Bruchsticke amntigerden, bevor die eigentliche
Regeneration stattfinden kann (Dinsmore, 2001).

In der Wissenschaft wird zwischen verschiedenemmEar der Reparatur unterschieden.
Die Wundheilung entspricht einer minimalen Form Begeneration. Sie geht bei Sdugern
in der Regel mit Vernarbungen einher falls die Basanbran durchbrochen wird.
Geweberegeneration hingegen flihrt bereits zu eibesseren Ersatz von geschadigten
Zellen und Geweben. Aus der bereits erwdhnten epinem Regeneration resultiert die
vollstandige Wiederherstellung der zerstdrten Stnukund ihrer Funktion (Dinsmore,
2001).
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1.2 Phylogenetische Verteilung der Regenerationsfégkeit

Die Fahigkeit zur Regeneration ist bei den Metazol starker verbreitet als
gemeinhin angenommen. Fast jeder Stamm besitzoeieemehrere Spezies, die fehlende
Korperteile oder in manchen Féllen sogar komplatae Organismen aus Teilen ihres
Kdrpers regenerieren kdnnen (Alvarado, 2000). B$ ginige Stamme wie die Rotiferen
und Nematoden bei denen die Anzahl der mitotiscbediteilungen bereits wahrend der
Embryonalentwicklung festgelegt ist (Zellkonstannd somit kaum eine Mdglichkeit zur
Regeneration oder asexuellen Reproduktion im adul@ganismus besteht. Auch
innerhalb nahverwandter Spezies wie den Schnurwiirmeeus ruber undLineus viridis,
die sich makroskopisch kaum unterscheiden lassemn ksich nurLineus ruber
bidirektional regenerieren und der andere Schnurwscheinbar nicht (Brockes et al.,
2001). Urodele Amphibien kdnnen komplette Gliednmafegenerieren wahrend Planarien
neue Organismen aus 1/279 ihres Korpers bilden eidr{Alvarado, 2000). Die groRRe
Variabilitdt und die evolutionéren Distanzen zwisghden Tieren, welche regenerative
Fahigkeiten besitzen, sind erstaunlich und werfenFdage auf, ob es verschiedene Arten
der Regeneration gibt und jeder Stamm womoglicheseigenen Strategien ,entwickelt*
hat? oder ob die Mechanismen der Regeneration imeh egemeinsamen Vorfahren
zurickgehen? Um diese Frage zu beantworten musseman Blick auf die bereits
bekannten Strategien der Regeneration werfen (Atlgr2000).

Von T.H. Morgan (1866-1945) wurde zunéchst eine edatlung in zwei Gruppen
unternommen:
1. Regeneration, die in Abwesenheit von aktiver Zelifgration stattfindet

(Morphallaxis).

2. Regeneration, die Zellproliferation bendtigip{mor phose).
Ein prominentes Beispiel fur morphallaktische Reggation reprasentiert die Hydiiaabei
entdeckte Abraham Trembley (1710-1784), dass abyete Teile der Hydrallein durch
die Umgestaltung der bereits existierenden Zekelogh ohne neue Zellmasse zu bilden,
regenerieren.
Die epimorphe Regeneration, bei der Zellprolifenatnotwendig ist, wird nochmals in
zwei breite Kategorien unterteilt:

1. Regeneration ohne Blastembildung

2. Regeneration basierend auf der Ausbildung einest@&tas
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Abb.1: Unter den Vertebraten verfligen die Nicht-Sager Uber ein hoheres regeneratives Spektrum als
die SaugetiereViele Gewebe der Saugetieren wie die Leber, das Bie Haut, der Skelettmuskel, der Darm
und die Bauchspeicheldrise verfiigen tUber bedeutezginerative Féhigkeiten. Demgegeniber kénnen
Strukturen des Zentralennervensystems wie das gatas Rickenmark und die Retina der Sdugetiehg nic
regenerieren. Gleiches gilt auch fur Niere, Herd &xtremitaten. Bestimmte Urodelen und/ oder Tetos
kénnen jedoch auch schwere Schadigungen der zglezinnten Organe und Strukturen durch Regeneration
beheben. Wie und Warum diese unterschiedliche exgéwe Fahigkeit dieser Gewebe nur bei einigen
Stammen wahrend der Evolution erhalten blieb,ashnwie vor ungeklart. (Verandert nach (Poss, 2006)

Die Regeneration ohne Blastembildung erfolgt dartweder mittels:
a) der Transdifferenzierung des bestehenden Geweluks fehlende Gewebestruktur
b) begrenzte Dedifferenzierung und Proliferation deerlebenden Zellen in dem
verletzten oder amputierten Organ
c) durch Zellteilung und anschlie3ender Differenzigragier im geschadigten Gewebe
ansassigen Stammzellen.
Beispiele fur die stammzellvermittelte Regenerafinen sich zum Beispiel auch beim
Menschen im Fall der Knochen- (Einhorn and Lee 12@Md der Muskelregeneration (Shi
and Garry, 2006)Im Gegensatz dazu beruht die blastemische Regemwerauf der
Ausbildung einer spezialisierten Struktur, des sagaten Regenerationsblastems. Diese
Struktur weist groRe Ahnlichkeit zu der friihen eyaimalen Extremitatenknospe wahrend
der Embryogenese der Wirbeltiere auf. Das Blastasstlsich in zwei klar definierte
Bereiche aufteilen: Einer auf3eren Schicht von Zedlpithelialen Ursprungs, welche den
gesamten Stumpf nach aulRen begrenzen und der elarbefindlichen Zellmasse
mesenchymalen Ursprungs. Die Ausbildung des Blastgann je nach Organismus
wenige Stunden bis hin zu einigen Tagen dauern. fBidenden Strukturen werden

letztlich durch Differenzierung des Blastems ernseiese Art der Regeneration findet

9
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man gewohnlich bei den Stammen Planaria, MolluEchinodermata, Urochordata und
bei der Extremitaten- und Schwanzregeneration eingrtebraten.

Abb.2: Beispiel fir die Extremitatenregeneration
nach Amputation unter Ausbildung eines Blastems
Die Fotografien zgen die Regeneration eir
Vorderextremitdt des Molches Ngtotophthalmus
viridescens) nach (a) distaler bzw. (b) proxima
Amputation einer im Zeitverlauf voiid, 21d, 25d
28d, 42d, und 70d. Die Extremitatenregeneration
Molches stellt ein klassischeund gut untersucht
Beispiel fur die Regeneration mit Blastembildung.da
(Verandert nach (Brockes, 1997)

Die bereits 1927 von Korschelt festgestellten gnoR&ukturellen Ahnlichkeiten von
Regenerationsblastemen zwischen den verschiedertémn®n und das haufige
Vorkommen von Regnerationsblastemen im Bereicheganorphen Regeneration lassen
eine ursprungliche Befahigung aller Metazoen zugdReration vermuten. Allerdings
erklart diese Theorie nicht, warum die Fahigkeiter Regeneration mittels
Blastembildung als evolutionér konserviertem Merkmaerhalb desselben Stammes nur
einigen Spezies vorbehalten geblieben ist und hee@n nahverwandten Arten ganz oder
teilweise verloren gegangen ist.

Goss versuchte spater diesen scheinbaren WiderspomcKorschelts Theorie dadurch zu
erklaren, dass das Merkmal "Regeneration” wahreed Ehtwicklung der Metazoen
maoglicherweise negativ selektiert worden sein kénitamit lie3en sich zum einen die
Konservierung von blastemischen Strukturen zwisclvert entfernten Stammen, sowie
die differentielle Verteilung dieses Merkmals zwisn verschiedenen taxonomischen
Gruppen innerhalb eines Stammes erklaren. Warumvtlakmal Regeneration negativ
selektiert worden sein kdnnte bleibt ungeklart.

Vergleiche zwischen der bereits besser erforsctiembryonalentwicklung und der
Regeneration bei Wirbeltieren geben deutliche Hise auf gemeinsam genutzte

regulatorische Prozesse und Gene, die beispielswaie Rolle fir die Morphogenese bei

10
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der Extremitaten- oder Augenentwicklung und —detréiritaten- oder Augenregeneration
spielen (Alvarado, 2000).

Pax 6ist ein solcher Hauptregulator der Augenentwicklumgl seine Expression konnte
unter anderem wahrend der Augenregeneration dekeRtanthenDugesia(G) tigrina
(Callaerts et al.,, 1999), bei der Augenentwickludgeim Axolotl und der
Linsenregeneration des Molchéotophthalmus viridescens (Rio-Tsonis et al., 1995)
sowie in in vitro Transdifferenzierungsexperimenten von primaren mgigtierten
Epithelzellen aus der Iris von Hihnern zu Linselerehachgewiesen werden (Kosaka et
al., 1998).

Fur den Verlust der Regenerationsfahigkeit zwisam@mverwandten Spezies gibt es zwei
verschiedene kontroverse Hypothesen. So geht Gmssimer adaptiven Bedeutung der
Regeneration aus und fuhrt als Beispiel die unieestiche Regenerationsfahigkeit
polychaeter und oligochaeter Wirmer an. Beide koninee hinteren Kdrpersegmente
regenerieren, aber nur die rohrenformige Hohlen dm&nden polychaeten Wirmer
kénnen auch vordere Korpersegmente ersetzen. Viehugind die Hohlenbewohner
anfalliger fur Amputationen und die Fahigkeit zuegeneration bringt ihnen somit einen
selektiven Vorteil.

Alternativ postulierte Morgan (1901), dass es el der Regeneration nicht um einen
primaren Mechanismus handeln wirde, sondern letigiim ein Nebenprodukt anderer
Mechanismen. Einen Hinweis auf diese Theorie gebaem Beispiel die auffalligen
Ahnlichkeiten der Regeneration mit der Ontogendeeasexuellen Reproduktion oder der
Metamorphose. Die Ontogenese besteht aus derdheselnen Abfolge von Programmen,
die gegebenenfalls als “Programmodule” auch beiRkgeneration genutzt werden und
“sekundar” aktiviert werden. Dabei steht die Regatien in dieser Hypothese nicht unter
selektivem Druck sondern ist aus anderen Griindénzum Beispiel durch Mutationen,
die dem priméaren Mechanismus auf Kosten des Sekemdé@nen selektiven Vortell
verschaffen, verloren gegangen. Eindeutige Bewfelden aber bisher flr beide Ansichten
(Brockes et al., 2001).

Um die evolutionare Beziehung zwischen der Ontogenend der Regeneration
vollstandig aufzuklaren, bedarf es weiterer moleked Beweise von verschiedenen

Organismen wie Hydra, Planarien und Salamandewa¢ato, 2000).
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1.3 Modellorganismen fir die Untersuchung der Herzegeneration bei Wirbeltieren

1.3.1 Der Molch

Molche sind aquatische, urodele Amphibien und gemézur Familie der
Salamander. Drei Molchspezies werden in der expariailen Biologie bisher untersucht:
Notophthalmus viridescens, der griinliche Wassermolch aus den U®Feurodeles walt,
der iberische Molch un€ynops pyrroghaster, der japanische Molch. Bei dem ebenfalls
haufig verwendeten Versuchstié&kmbystoma mexicanum handelt es sich um einen
neotenen larvaleBalamander und nicht um einen Molch.

Wahrend ihres Lebens durchlaufen die Molche drescleedene Stadien:

Als Larven leben sie zunadchst im Wasser. Nach iwd@tstandigen Metamorphose
verlieren sie ihre Kiemen und verbringen die ndamstin bis drei Jahre als so genannte
rote Eften (im Falle vomNotophthalmus virdescens) bis zu ihrer Geschlechtsreife an Land.
Nach dieser zweiten Metamorphose kehren die adoltegriinen rotgepunkteten Molche
wieder ins Wasser zurtick (Brockes and Kumar, 2005).

Vor der Zeit desXenopus war der Molch als ein beliebtes Versuchstier fiie d
Untersuchung der Embryologie von Amphibien. Ihrdlk&ene besitzen einen grofen
haploiden DNS-Gehalt (20-40 pg) und verfigen Ubesl3g Zellen, Zellkerne und
Chromosomen einschlie3lich der bis zu einen MiltenegroRen Lampenbursten-
Chromosomen in wachsenden Oocyten. Besonders eeickie sich jedoch durch ihr
breites regneratives Potential aus.

Adulte Molche sind in der Lage ihre Extremitatemren Schwanz inklusive des
Ruckenmarks und der sensorischen Ganglien, Unter-Qberkiefer, die Linse und Retina

der Augen, den Darm und Teile des Herzens zu reigeee (Brockes and Kumar, 2005).

Abb.3: Molche wie der griinliche
Wasermolch (Notophthalmus
viridescens) verfiigen (Gber ein
breites regeneratives Spektrum

Der adulte Molch kann unter ander
die Linse und die Retingl), das
Ruckenmark(2), Teile des Herzens
(3), die Extremitater(4) sowie Ober-

und Unterkiefer regeneriere
(Verandert nactiBrockes and Kuma
2005)
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1.3.1.1 Die Anatomie des Herzens von Amphibien

Im GroRRen und Ganzen ist die Anatomie des Herbenallen Amphibien ahnlich
und variiert hauptsachlich in den relativen Projpoen und der inneren Struktur. Das
Herz setzt sich aus drei Kammern zusammen: zwée\und einem Ventrikel. Bei den
meisten Amphibien ist der linke Ventrikel kleinds der rechte. Die Aortenbdgen erfillen
verschiedene Aufgaben, wobei nur einige adulte Bataler Gber die komplette Anzahl
der Aortenbdgen verfigen. Der karotide Bogen dieit Blutversorgung des Kopfes
wahrend der systemische Bogen den Korper inkluSeite des Kopfes, aul3er der Lunge
und des Pharynx, versorgt. Der pulmonale Bogersprantiert Blut in die Lungen und die
Wande des Pharynx. Das Herz selbst bezieht seihestéffe und Sauerstoff aus dem
Blut, welches durch das Herz hindurchflie3t. Img&lneinen l&uft der Herzkreislauf bei
Amphibien folgendermal3en ab. Das Blut verlasst\demrikel und das rechte Atrium auf
unterschiedlichen Wegen in Richtung Kopf, Haut Wwadge. Zuriickkommendes Blut aus
dem Kopf, dem Kdrper und der Haut tritt iber denuSivenosus in das linke Atrium ein.
Das Blut aus der Lunge kehrt Gber die Lungenvengigsen zurtick. Zusatzlich findet in
manchen Spezies eine Trennung zwischen deoxygemiarhd oxygeniertem Blut durch
ein ventrikulares Septum (und einem interatrieleptum bei manchen Salamandern)
statt. Bei anderen Salamandern findet keine Tregrdes Blutes statt, so dass sich das
oxygenierte Blut der Haut und der Lunge mit dem xggenierten Blut des Korpers
mischt, bevor es das Herz auf dem Weg zu den vieds Kdrperteilen wieder verlasst.
Diese verschiedenen Arten der kardialen Zirkulat@mgen mit den unterschiedlichen
Lebensweisen der Salamander zusammen. Eine andertilvhg des Blutes ist
beispielsweise besonders fur aquatische Salamadder sauerstoffarme Gewasser
bewohnen wichtig (Duellmann, 1994).

Der Ventrikel von Molchen ist stark trabekulierieD'rabekel setzen sich vorwiegend aus
Kardiomyozyten, gelegentlich Fibroblasten und aeddtlementen wie Nervenfasern und
Mastzellen zusammen. Von innen werden die Trabelml einem einschichtigen
Endokard ausgekleidet (Oberpriller and Oberprill€9,74). AulRerdem findet man im
Molchherzen Melanozyten, Granulozyten, und Monazytend im Gegensatz zum

Menschen kernhaltige Erythrozyten.
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1.3.1.2 Herzregeneration im Molch

Zur Untersuchung der Regenerationsfahigkeit vorichtwerzen wurden entweder
kleine Stucke eines der beiden Atrien oder caAeintel des Ventrikels amputiert. Dabei
wurde die Wunde zunéachst durch Bildung eines Blutgsels verschlossen. Im weiteren
Verlauf traten dann Koagulationsnekrosen auf, Mpkemen wurden aktiviert, die
regenerative Aktivitat der Kardiomyozyten stimuliand Bindegewebe gebildet. Mit Hilfe
von lichtmikroskopischen Autoradiographien, konnteowohl in den Randzonen der
Wunde im Atrium, als auch im Ventrikel DNS-Synthesend Mitosen in Myozyten
nachgewiesen werden. Im Ventrikel und Atrium begdmnProliferation etwa zehn Tage
nach erfolgter Amputation (McDonnell and Oberprill&984;Oberpriller and Oberpriller,
1974). AulRer von Myozyten wurde 3H- Thymidin auanwibroblasten, endokardialen
Zellen, epikardialen Zellen und Blutzellen inkorjgot. 20-30 Tage nach der partiellen
Ventrikelamputation konnten lichtmikroskopisch irerdRandzone und innerhalb der
hauptsachlich aus Bindegewebe bestehenden Wundeinzelte kardiale Fasern
beobachtet werden, die sich durch weniger und &teitMyofibrillen auszeichneten. Die
Autoren zogen aus diesen Beobachtungen den Schiiass die Regeneration des
Molchherzen nicht komplett erfolgt, sondern in e@emnehalbfunktionellen Gewebe
bestehend aus einem Gemisch von kontrahierenderzyW&o und zurtickbleibenden
Bindegewebe resultiert. In einem anderen Experimemide das aus der Herzspitze
amputierte Gewebe zundchst mechanisch zerkleimertanschlielRend zur Vergrol3erung
des reaktiven Wundbereichs auf die Wunde zurlickygmyge Ein kleiner Teil des
Herzmuskeltransplantats konnte sich in die Wundegiieren. Die starkste proliferative
Aktivitat der retransplantierten Kardiomyozyten wernach 16 Tagen beobachtet. Diese
wahrend der DNS-Synthese mit 3H- Thymidin markiert&€ellen wiesen einen
Zusammenbruch der Myofibrillenstruktur auf. In ntikchen Zellen waren die
Myofibrillen zerstreut und Z-Banden fehlten. NachO 7Tagen waren die
Myofibrillenstrukturen und die interzellularen Vémdungen der Transplantate komplett
wiederhergestellt (Bader and Oberpriller, 1979)dBs Experiment zeigte deutlich, dass
Molchherzen die Fahigkeit zur effektiven Erneuerumgn geschadigtem Myokard

besitzen.
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1.3.1.31In vitro Analyse der proliferativen Eigenschaften von Kardomyozyten des
Molches

Bettencourt-Dias et al. (2003) analysierten dielif@rativen Eigenschaften
einzelner Kardiomyozyten mittels Time-Lapse-Mikrople in vitro. Dabei stellte sich
heraus, dass 75% der Zellen in die S-Phase dezyKle$ eintraten und wiederum 76%
dieser Zellen anschlieRend auch die Mitose durignlieEin weiterer Anteil von 29 %
dieser Zellen durchlief eine oder mehrere komplgt#teilungen (inklusive Karyokinese
und Zytokinese) und produzierte mononukleare semdg Tochterzellen. Manche aus der
Zellteilung hervorgegangene Klone zeigten schwéacherd ungeordnete Anti-MyHC-
Farbungen im Vergleich zu sich nicht teilenden éfell Obwohl die proliferativen
Fahigkeiten zwischen verschiedenen Klonen starkiievean, zeigten Tochterzellen
interessanterweise gleiche Tendenzen zu weitemamsyrischen Zellteilungen sowie eine
vergleichbare Dauer des Zellzyklus. Weitere 31% wespriinglichen Kardiomyozyten
brachten als Folge unvollstandiger Zellteilungenukleare Zellen hervor. Von diesen
durchliefen manche jedoch im weiteren Verlauf eimeitere S-Phase und vollzogen
danach eine komplette Mitose inklusive komplettgioKinese.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Kardiomyozyten eterdgenes Zellteilungspotential
besitzen. Nur eine Subpopulation der adulten Kangimzyten besitzt die Fahigkeit zur
kompletten Zellteilung. Diese Subpopulation ist igigerweise mafgeblich an der
Herzregeneration des Molches beteiligt. Sie wadb¢h weder morphologisch noch in
ihrem Kontraktionsverhalten Unterschiede zu deresrd Myozyten auf (Bettencourt-Dias
et al., 2003) und kdnnte auch @mvitro Artefakt sein.

Soonpaa et al. (1994) hatten zuvor die Wirkung cleeslener Substanzen und
Wachstumsfaktoren auf die Proliferationsfahigkeibnv Kardiomyozyten in vitro
untersucht. Am starksten erhéht wurde dabei die {3)&these durch den Zusatz von
konditioniertem Medium von ventrikularen Myozytelmwse dem Zusatz von 12-0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Ebenfallsitp@ Einflisse Ubte der Zusatz von
saurem und basischem FGF (Fibroblast-growth-facind konditioniertem Medium von
kardialen Nicht-Myozyten aus. Zu einer Hemmung Beoliferation fuhrten hingegen
Zuséatze wie TGF- (Transforming Growth Fadiprkonditioniertes Medium von Nicht-
Myozyten mit Heparin sowie TGF-B und PDGF (Platdbetrived Growth Factdrin

Kombination. Aus diesen Zellkulturexperimenten {assich ableiten, dass die
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Proliferationsfahigkeit der Myozyten vermutlich saiwv auf autokrine, als auch auf
parakriner Stimulation beruht (Soonpaa et al., 1994

Die besondere Fahigkeit adulter Kardiomyozyten ZRegeneration des Herzens
beizutragen, wurde auf3erdem von Experimenten anéesn, in denen das Potenzial von
Kardiomyozyten zur Transdifferenzierung in versdeiee Zelltypen nachgewiesen werden
konnte. So konnte zum einen eine starke RedukbonSarkomerproteinen wie Myosin-
Schwere-Kette und Troponin T innerhalb des Myokardsh mechanischer Schadigung
des Ventrikels beobachtet werden. Diese Beobachtumjst auf eine partielle
Dedifferenzierung der adulten Kardiomyozyten wabreter Regeneration hin. Zum
anderen verloren in regenerierende Extremitaterirtransplantierte Kardiomyozyten
ihren kardialen Phanotyp und nahmen stattdessen skielettmuskuldres oder
chondrozytales Schicksal an. Darlber hinaus expriem die transplantierten
Kardiomyozyten phosphoryliertes Histon 3, ein we$elndiz fur ihre aktive Beteiligung
an der Extremitatenregeneration mittels Proliferatiln vitro Kultivierungen und
Kontrolltransplantationen der Kardiomyozyten in asghadigte Extremitaten belegten die
Notwendigkeit des Kontaktes der transplantiertetledezu bisher noch unbekannten
Faktoren, die sich in Folge der Schéadigung im Gewemgesammelt haben, um
Dedifferenzierungen und Reprogrammierungen zu eliokin (Laube et al., 2006).

Die Zellteilungsfahigkeit adulter Kardiomyozytensd&olches unterscheidet diese von
Saugerzellen und die Aufklarung der zugrunde lidgenMechanismen ist essentiell fur
die Entwicklung neuer Strategien zur Initiation b2aderbesserung der Herzregeneration
beim Saugetier (Bettencourt-Dias et al., 2003).

1.3.2Herzregeneration beim Zebrafisch

Aul3er vom Molch, ist bisher nur vom Zebrafisch alsiterem Vertebraten die
Fahigkeit zu epimorpher Regeneration bekannt. Aufdr seiner vergleichsweise
einfachen genetischen Manipulierbarkeit und detewieverfligbaren molekularen und
genetischen Werkzeuge, stellt der Zebrafisch elielites Forschungsobjekt dar. Ahnlich
wie nach der Amputation der Herzspitze des Molchesd auch beim Zebrafisch,
allerdings bereits innerhalb einiger Sekunden, dimputationsflaiche von einem
Blutgerinnsel verschlossen. Zwei bis vier Tage epéerden die Erythrozyten dann durch

Fibrin ersetzt. Innerhalb der folgenden neun bisTage umgeben Kardiomyozyten das
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Gerinnsel, wandern dort ein und ersetzen diesdeBtbh. Nach 60 Tagen ist kein Fibrin
mehr erkennbar und das ventrikulare Gewebe undKdrraktilitdt erscheinen normal.
Die Herzspitze besteht nun aus neugebildetem kotapakiyokard (Poss et al., 2002b).
Markierungsexperimente mit BrdU zeigten auch insdie System eine verstarkte
proliferative Aktivitdt der Kardiomyozyten mit eiméeMaximum nach 14 Tagen. Bei den
markierten Myozyten handelte es sich vorwiegendzurkulierende Zellen in der Nahe des
kompakten Myokards an den lateralen Wundrandern.Hfe der BrdU-Inkorporation
konnte festgestellt werden, dass nach zunédchstrdispKardiomyozytenproliferation, sich
ein Gradient von proliferierenden Zellen ausbildety am hdchsten in den epikardialen
Myozyten ist, welche kontinuierlich nach innen wé@mbt werden, um die
Amputationsstelle aufzuftllen (Poss et al., 2002b).

Um zu testen, ob die Fahigkeit zur HerzregeneratioZebrafisch im Gegensatz zur bei
den Vertebraten viel starker verbreiteten Vernaghwon der Proliferationsfahigkeit der
Kardiomyozyten abhangt, wurde die Regenerationgkéi eines immpsl Gen mutierten
Zebrafischs untersuchMpsl ist eine mitotische Kontrollpunkt Kinase, die inelen
proliferativen Zelltypen stark exprimiert wird uraich wahrend der Flossenregeneration
einen Rolle spielt (Poss et al., 2002dps1-mRNS konnte mittelsn situ Hybridisierung

in einigen wenigen Myozyten in der Nahe der Wundsektiert werden. Inmpsl
Mutanten wurde nach Amputation der Herzspitze @mrales Fibringerinnsel gebildet.
Im weiteren Verlauf der Regeneration blieben dieriRablagerungen zurtick und es
entstanden grol3e Bindegewebsnarben anstelle em@&nnkompakten Ventrikelwand
(Poss et al.,, 2002b). Folglich scheint die proditere Aktivitdt der Kardiomyozyten
entscheidend zur epimorphen Regeneration beizutrage

Da wie bereits erwahnt, Ontogenese und Regenergaansse Parallelen aufweisen, ist
von Raya und Kollegen die Expression von kardiddéffierenzierungsmarkern wahrend
der Regeneration untersucht worden. Der frihesteartde Marker der kardialen
Abstammung istNkx2.5 (Schwartz and Olson, 1999Nkx2.5 wird im ungeschadigten
adulten Zebrafischherz schwach exprimiert. Im Mértder Regeneration hingegen, konnte
kein verandertes Expressionslevel beobachtet weftRaya et al., 2003)Thx5, ein
weiterer fruher Herzmarker (Begemann and Ingham)ORO0 zeigte ebenfalls keine
Veranderung. Diese Ergebnisse weisen darauf hiss d#ie de novo generierten
Kardiomyozyten vermutlich nicht aus undifferenzéert Stammzellen oder

dedifferenzierten Blastemzellen gebildet wurdenmpdson dass vielmehr differenzierte
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Kardiomyozyten in den Zellzyklus zurickkehren umdliferieren und somit die zellulare
Grundlage fir die epimorphe Herzregeneration bilgRaya et al., 2003).

Von einigen Mitgliedern der Msx Familie der Homeodomé&nen besitzenden
Transkriptionsfaktoren ist die Fahigkeit zur Unté&ckung von Differenzierungsprozessen
wahrend der Entwicklung und Regeneration bekanoskiba et al., 1998;Nechiporuk and
Keating, 2002;0delberg, 2002). AuRerdem konnte egrstarkte Expression vamsxB
und msxC wahrend der Flossenregeneration nachgewiesen mwe@lemenko et al.,
1995). Die Analyse des Einflusses dieser Faktordnde Herzregeneration ergab auch
hier eine starke, bereits nach 3 Tagen einsetzéngeession in der myokardialen
Randzone der Lasion. In der zweiten Woche erreidigeExpression ihr Maximum und
nahm anschlielend wieder vollstandig ab. Im ungetigken adulten Herzen und wéahrend
der Herzentwicklung konnte dagegen keine ExpressiommsxB und msxC nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse weisen unter anderemirsiEggnung der Mitglieder deévisx
Genfamilie als gewebeunabhéngige Marker fir regeiver Prozesse hin (Raya et al.,
2003). Beobachtungen der eigenen Arbeitsgrupper@mann et al.) weisen jedoch auf
eine Expression von Msx-Genen auch im ungeschadigiwkard hin, was zu gewissen
Zweifeln an den publizierten Daten flhrt.

Die Beobachtungen, dass Gene die wahrend der Hetizklung eine Rolle spielen keine
veranderte bzw. verstarkte Expression wahrend e@ezrelgeneration zeigen und ebenfalls
Gene, die wahrend der Regeneration verstarkt eigntimwerden, wahrend der
Herzentwicklung keine grol3e Rolle spielen, fuhrender Frage, ob Regeneration und
Embryonalentwicklung auf unterschiedlichen genégsc Programmen basieren. Zur
Beantwortung dieser Frage wurde ~ 50% der Atriem 24-hpf Embryonen amputiert und
die Expression vormsxB und msxC nach drei, sieben und 24 Stunden miti@lssitu
Hybridisierung analysiertMsx-Transkripte wurden bereits nach 3 Stunden in dem
verbleibenden kardialen Schlauch stark exprimiad blieben auch nach sieben bzw. 24
Stunden noch nachweisbar. Dieses Ergebnis zeigs di@ Expression von molekularen
Regenerationsmarkern nicht nur auf adulte Zelletrifitu sondern auch embryonale,
kardiale Zellen in der Lage sind ein genetischegeRerationsprogramm zu aktivieren
(Raya et al., 2003).

Im Rahmen eines grol3en Screenings miftelstu Hybridisierungen zur Identifizierung
von Faktoren, die in Regenerationsmechanismenvrertisind, wiesen Komponenten des
Notch Signalweges eine veranderte Expression auf. Dha&éoren sind bisher nicht mit

epimorpher Regeneration sondern vielmehr bei Vartegden der Zadhne (Mitsiadis et al.,
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1999) und der Arterien, d.h. vorwiegend mit endothelialarletzungsreaktionen in
Zusammenhang gebracht worden (Lindner et al.,, 20BBi dem im Screening
identifizierten Kandidaten handelt es sich umotchlb einem der beiden
Zebrafischorthologen vonbrosophila Notch. Die Expressionsanalyse vamotchlb im
adulten Zebrafischherz ergab eine schwache Expressie mit endokardialer Expression
deckungsgleich war. Einen Tag nach der Amputatien Herzspitze fand man bereits
Expressionen im gesamten Endokard und besondeksiistdem die Lasion umgebenden
Areal. Nach einer Woche nahm die Expression ab, si@snach zwei Wochen das
Kontrollniveau wieder erreicht hat.

Auch dernotchlb Ligand deltaC, der wahrend der Embryonalentwicklung in arteriellem
Endothel exprimiert wird (Smithers et al., 200®igt raumlich das gleiche, jedoch zeitlich
ein auf die erste Woche begrenztes Expressionsmusteide Faktoren werden
interessanterweise nicht wahrend der Herzentwickexprimiert (Raya et al., 2003).

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob es sich beiatgdeckten Beteiligung des Notch
Signalweges um eine endotheliale Verletzungsreakider um einen echten Beitrag zur
epimorphen Regeneration handelt, wurde die Expmesdieser beiden Faktoren auch
wahrend der kaudalen Flossenregeneration untersudfihrend die Faktoren in
Kontrollflossen nicht exprimiert wurden, konnte &és nach 24 Stunden in dem frihen
Blastem eine Anhaufung depotchlb unddeltaC Transkripte in den Bereichen, in denen
auch msxb und msxc detektiert wurden, nachgewiesen werden (Raya .gt28i03).
Demnach scheint der Notch Signalweg in beiden regéiven Prozessen eine Rolle zu
spielen.

Da die Aktivierung von Notch eine bedeutende Rb#eder Schicksalsentscheidung tber
Proliferation/ Differenzierung von einigen resitem Stammzellen wie denen der
hamatopoetischen(Radtke et al., 2002), neuralen (Gaiano and Fish2002),
gastrointestinalen (Brittan and Wright, 2002) ukelsttmuskularen (Conboy and Rando,
2002) Abstammungen spielt, bleibt zu klaren, ob die e¢emaEn Resultate einen Hinweis
auf die Beteiligung einer Stammzellpopulation wdldreder Herzregeneration im
Zebrafisch darstellen. Zumindest bei der Extreraitéeégeneration des Molches wurde eine
Beteiligung von Pax7Satellitenzellen postuliert (Morrison et al., 2D06

Lepilina und Kollegen konnten durch die Verwendwag transgenen Reporterstéammen
zeigen, dass sich nach Amputation der Ventrikedspdin Blastem aus Vorlauferzellen,
welche prekardiale Marker exprimierten, differemt@a und proliferierten, bildete.

Dartber hinaus stellten sie fest, dass das Epikardivelches die beiden Herzkammern
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umgibt, die Expression von Markern der Embryonalgklung induziert und schnell
expandiert, um das durch die Amputation exponi&fi@kard zu bedecken. Aul3erdem
machte eine Subpopulation der epikardialen Zelieereepithelialen zu mesenchymalen
Ubergang (EMT) durch und stellte neue GefaRe firrdgenerierenden Muskel bereit.
Wahrend der Regeneration wurde die Expression ibeslfastenwachstumsfaktoigf17b

im Myokard induziert, wahrend die FGF-Rezeptofgin2 und fgfr4 von benachbarten,
ursprunglich epikardialen Zellen exprimiert wurdddie experimentelle Blockade des
FGF-Signalweges mittels Expression eines dominagativen FGF-Rezeptors verhinderte
den epithelialen zu mesenchymalen Ubergang undtstimikoronare Gefalneubildung.
Dies resultierte dann in einem vorzeitigen Arrest Begeneration. Diese Untersuchungen
zeigen, dass myokardiales und epikardiales GewetbeVarletzungen in einer FGF-
abhangigen Art und Weise miteinander reagieren smdeine kardiale Regeneration

ermoglichen (Lepilina et al., 20Q6)

1.4 Proliferationsfahigkeit von Kardiomyozyten vergshiedener Spezies und
Altersstufen

In kardialen Myozyten sind DNS-Synthese und Mitds®z der Prédsenz von
Myofibrillen moéglich. Wahrend der normalen Kardioagenese proliferieren ventrikulére
und atrielle Myozyten mit &hnlicher Geschwindigkeiahrend sich spezialisierte
Myozyten des konduktiven Systems im Ratten- und $dharzen langsamer teilen. Zwei
bis drei Wochen nach der Geburt sinkt die Proltfersrate in Kardiomyozyten graduell
ab und es findet ein Ubergang von hyperplatischemhypertrophem Wachstum statt
(Rumyantsev, 1991). Im adulten Herzen konnte bikkare mit den Satellitenzellen des
Skelettmuskels vergleichbare, groRe und potentelauf@rzellpopulation identifiziert
werden. Auch klinisch wurde bisher keine funktidnaignifikante myokardiale
Regeneration in Folge von Krankheiten oder Verlet|an des Herzens, die auf dem
Verlust von Kardiomyozyten beruhen, dokumentiettd@m treten bei Erwachsenen sehr
selten primare myokardiale Tumore auf. Obwohl diBsebachtungen nahe legen, dass
die Proliferationsfahigkeit adulter Kardiomyozyteiedrig ist, schliel3en sie die Existenz
einer limitierten Fahigkeit fur hyperplastisches ahstum im normalen oder kranken
Myokard nicht aus. Von verschiedenen Forschergnugxéstieren Daten, die zeigen, dass
die Proliferationsfahigkeit von adulten Kardiomytay nicht irreversibel

verlorengegangen ist. Allerdings ist diese Fahigkeigleich zwischen verschiedenen
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Zelltypen verteilt und stark vom Alter und der ®matischen Position der jeweiligen
Spezies abhangig (Rumyantsev, 1991; (Soonpaa afd] ED98).

Ruymyantsev et al. haben fir die Untersuchung deslif€rationsfahigkeit von
Kardiomyozyten sowohl verschiedene Tiermodelle ¢Eh&, Eidechsen, Ratten und
Mause) sowie auch verschiedene Schéadigungsmodalézh@nische Quetschung des
Ventrikels, Ligation der linken Koronararterie, Kktation der abdominalen Aorta zur
Induktion von kardialer Hypertrophie wie auch Irtjeken von Isoproterenol ebenfalls zur
Induktion von Hypertrophie) verwendet. Anschliel3emarden proliferierende Zellen mit
Tritium  markiertem  Thymidin  markiert und Gewebestien licht- bzw.
elektronenmikroskopisch analysiert. 13- 14 % dering&rotischen ventrikularen
Myozyten des Frosches wurden bereits nach einnmaligiektion von S3H-Thymidin
markiert. Bei Sdugern Uberstieg die DNS-Synthesenaabhangig vom experimentellen
Modell einschlief3lich neonataler Rattenherzen 1,6iét, sondern variierte von 0 bis 0,5
% in adulten Tieren. Nach mehrfachen 3H-Thymidimektionen konnten in Froschen bis
zu 94 % der Myozyten in perinekrotischen Regionamkiert werden. Bei den Saugetieren
wurden hingegen hochstens 9 % markierte Myozytentifiziert (Rumyantsev, 1991).

In einem Ubersichtsartikel von Soonpaa & Field werddie Schwierigkeiten bei der
eindeutigen Identifikation von proliferierende Kemohyozyten kritisch diskutiert und
Publikationen in denen in geschadigten bzw. ungetigten Ratten- oder Mauseherzen
DNS-Synthesen in Kardiomyozyten ermittelt wurdend uiabellarisch aufgelistet und
verglichen. In den meisten Arbeiten wurde nichteusiicht, ob die DNS-Synthesen auch
zu kompletten Zytokinesen gefuhrt haben. Zusamnssefad zeigen die Daten, dass DNS-
Synthesen im adulten S&ugerherz auftreten. Dabastienen allerdings grof3e
Diskrepanzen zwischen den ermittelten Haufigkeitéer DNS-Synthesen, die in
ungeschadigten oder geschadigten Herzen ermitteidem. Die Genauigkeit solcher
Messungen hangt dabei vor allem von der GenauiglegitMethode zur Bestimmung der
DNS-Syntheserate und der Methode zur eindeutigentiftzierung von Kardiomyozyten
ab. Generell nimmt die DNS-Syntheserate der Karglamyten von embryonalen Uber
neonatale bis hin zu adulten Kardiomyozyten stdrkuad bewegt sich fur Mause und

Ratten meistens deutlich unter 1% (Soonpaa and,Hiéb8).
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1.5 Grundprinzipien der myokardialen Infarktreparat ur beim Saugetier

Ischamische Herzkrankheiten und deren Folgen gehtir den weltweit haufigsten
Todesursachen des Menschen (Thom et al., 200®)eurtschland stellten sie mit 21% im
Jahr 2002 die haufigste Todesursache dar (WorldttH8#atistics 2006).

Herzinfarkte entstehen hauptséachlich als Folge reidi@rombose innerhalb der
HerzkranzgefalRe. Bereits nach 20 minttiger Durdhblysstérung beginnt das Herz
irreversiblen Schaden zu nehmen, da der hohe nisel® Umsatz des Myokards
unterbrochen wird. Es folgt eine Welle des Zell®dige sich von den inneren Schichten
nach auf3en innerhalb der folgenden drei bis sectumd8&n ausbreitet. Obwonhl
Kardiomyozyten am empfindlichsten reagieren, sindhaGefafl3zellen, Fibroblasten und
Nervenzellen von der Ischamie betroffen. Die mydkde Nekrose ruft eine starke
inflammatorische Antwort hervor. Mehrere Million@us dem Knochenmark stammende
Leukozyten, anfanglich vorwiegend Neutrophile upéter hauptsachlich Makrophagen,
erreichen das infazierte Areal. Die Makrophagengphlsgtieren die Zelltrimmer und
dirigieren die nun folgende Wundheilungsphase. dhimitig mit der Entfernung von
totem Gewebe bildet sich ein hydrophiles provisires Wundheilungsgewebe aus, das
vorwiegend aus proliferierenden Fibroblasten wrtlothelzellen besteht. Mit der Zeit
wandelt sich dieses so genannte Granulozytengewwebee kompakte Kollagennarbe um.
Bei den meisten humanen Infarkten dauert dieserdMeitungsprozess zwei Monate.
Herzinfarkte fihren zu einer Abnahme der Wanddickeler verletzten Region und zu
einer Dilatation des Lumens des betroffenen Vealsik Dieser Prozess wird als
ventrikulare Umgestaltung (Remodeling) bezeichmet fiihrt zu erhéhtem mechanischem
Stress auf die Ventrikelwand. Der mechanische Stm®evoziert das Entstehen von
Fehlfunktionen bei der Kontraktion. Das Ausmald Hkeszversagens korreliert mit der
Menge an geschadigtem Myokard (Laflamme and M2095).
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1.5.1 Herzregeneration im Saugetier

Zwischen 1850-1911 wurde allgemein angenommen,s ddge kardiale
Hypertrophie auf hypertrophierenden und hyperptasigen Myozyten beruht (Anversa
and Kajstura, 1998). Die 1925 publizierte Beobaefiwdass im humanen Herzen keine
mitotischen Figuren detektiert werden konnten, fdgein neues Verstandnis vom
Saugerherz als einem terminal differenzierten, mpidstischen Organ (Anversa et al.,
2006).

In den letzten 10-12 Jahren konnten jedoch in lugischen Gewebeproben von
verschiedenen humanen Herzerkrankungen mitotiscigurdn innerhalb humaner
Kardiomyozyten detektiert werden (Beltrami et 2D01;Chimenti et al., 2003;Kajstura et
al.,, 1998b;Quaini et al, 1994;Urbanek et al, 2003In friheren
elektronenmikroskopischen Analysen konnten keindotischen Myozyten entdeckt
werden, weil nur sehr kleine Gewebeproben analysierden kdnnen und die mitotischen
Ereignisse in Kardiomyozyten auferst selten sirelidde Techniken wie die konvokale
Laser-Scannig-Mikroskopie ermdglichen jedoch diealfsge grol3erer Gewebeareale und
ergaben neben der Identifikation von mitotischeterstitiellen Fibroblasten auch eine
vergleichbar groRe Anzahl von mitotischen Kardiomyen (14x16-37x10) (Kajstura et
al.,, 1998a;Limana et al., 2002). Wobei diese Ergsen innerhalb der
Forschergemeinschaft als umstritten gelten.

Dartber hinaus gelang es einigen Gruppen kleinallBbpnen kardialer Stammzellen zu
isolieren (Beltrami et al., 2003;Laugwitz et alg0®;Martin et al., 2004b;Oh et al., 2003).
Manche dieser Vorlauferzellpopulationen konnten in vivo Versuchen zu
Kardiomyozyten, Endothelzellen und glatten Muskidredifferenzieren und geschadigtes
Areal ersetzen(Beltrami et al., 2003) bzw. nach Transplantatioreprimierten sie
kardiale Marker und fusionierten teilweise mit Kiardyozyten oder differenzierten zu
Kardiomyozyten (Oh et al., 2003). Auch extrakargialVorlauferzellen, wie
hamatopoetische Stammzellen, migrierten nach teaxtsgy Transplantationen von Herzen
oder Knochenmark in das Wirts- bzw. Spenderherz siedelten sich dort an. Dort
differenzierten sie in verschiedene Zelltypen (&afine et al., 2002b;Minami et al.,
2005b;Orlic et al., 2001). Uber die Hohe des Astein chimaren Kardiomyozyten

herrschen kontrare Meinungen (Glaser et al., 20ffginme et al., 2002b;Minami et al.,
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2005b;Quaini et al., 2002). Es sollte jedoch angkmeverden, dass zurzeit keine
einheitliche Lehrmeinung zur Rolle kardialer Stareften existiert.

Alle diese Beobachtungen zeigen, dass auch das eB#ug gewisse endogene
regenerative Kapazitdten besitzt. Diese scheineam abne externe Unterstlitzung oder
Aktivierung nicht effektiv genug zu sein, um grofeschadigte Areale funktionell zu
regenerieren.

Eine Ausnahme hiervon wurde in einer Publikation \@ferovich et al. postuliert. Dort
wurde die Herzregeneration eines bestimmten Maussés, der MRL/MpJ-Maus, welche
Uber besondere Fahigkeiten der Wundheilung verfiagth transmuraler Kryoschadigung
untersucht. Dieses besondere Wundheilungsmerkm#bés mindestens sieben genetische
Loci verteilt. Dieser Mausstamm reagierte auf deh&ligung mit deutlich geringerer
Narbenbildung und einer erhéhten Mitoserate in Kenyozyten (Leferovich et al., 2001).
Diese Ergebnisse wurden durch die Arbeiten zweieleeer Gruppen deutlich relativiert.
Abdullah et al. konnten nach Anwendung des Ischd&a@perfusionsmodells keine
signifikanten Unterschiede zwischen der ResistenmzaWRL-Mause und der Resistenz der
C57/BI6 Kontrolltiere gegentiber myokardialen Infark feststellen (Abdullah et al.,
2005). Eine dritte Gruppe die die Auswirkungen \aberflachlichen und transmuralen
Verletzungen des Myokards in MRL-Mausen und Kottnéusen untersucht und
verglichen hat, konnte zwar zytoprotektive Mechar@a wie Zellproliferation, erhéhte
GefaRbildung und geringere Apoptoseraten und daesisere Uberlebensraten in Herzen
von MRL-M&usen beobachten, diese reichten abett micheine komplette myokardiale

Regeneration aus (Naseem et al., 2007).

1.6 Embryonale Herzentwicklung

Das Herz ist das erste Organ das wahrend der Exqpmngse gebildet wird und
seine zirkulatorische Funktion ist notwendig fir e di Lebensfahigkeit von
Saugetierembryonen. Die Entwicklung des Herzenst s#th aus einer Vielzahl sehr
komplexer morphogenetischer Prozesse, die sowohien raumlichen, als auch zeitlichen
Reihenfolge exakt koordiniert werden mussen, zusamiXiele dieser Prozesse basieren
auf Interaktionen zwischen Zellen und Geweben. ®idsteraktionen werden uber
verschiedene Signaltransduktionswege vermittele Berzentwicklung beginnt mit der

Induktion von kardiogenen Zellen in bilateralen dezh des lateralen Mesoderms. Die
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bilateralen Herzprimordien konvergieren und fuséoen entlang der Mittellinie und bilden
dort einen linearen, kontrahierenden Herzschlautdffian and Frasch, 2002). Dieser
bringt dann anhand von anschlieBenden Windungerudimentaren Atrien und Ventrikel
in die entsprechende Positionen, die fir die weité&wsbildung des Vier- bzw.
Dreikammerherzens  notwendig sind. Im  Folgenden w&merd kurz  drei
Signaltransduktionswege vorgestellt, deren Betailgg besonders in der frihen
Herzentwicklung und dabei insbesondere fir die ikgehe Induktion im Mesoderm eine
Rolle spielen. Eine Beteiligung dieser Signaltrarkdidnswege bzw. einiger Bestandteile
an der Herzregeneration ist denkbar und wurde ifi #r Herzregeneration des
Zebrafisches auch schon teilweise untersucht (icepdt al., 2006).

1.6.1 Positiv wirkende Signalmolekile des Endoderm8MPs und FGFs

BMPs

BMPs wurden urspringlich als Signalmolekile mit B&higkeit zur Induktion der
Knochen- und Knorpelbildung entdeckt (Urist, 196%ie gehdren zu der TGF-
Superfamilie (transforming growth factf)-zu der aul3erdem TGF-Activine, Inhibine
und die Midllerian inhibiting substance gehéren. Bisute konnten 15 BMPs in
Saugetieren identifiziert werden. Dabei scheinen BMund 4 die einzigen BMP-
Isoformen zu sein, die die Bildung von kardiogenésgllen aus nicht prakardialem
Mesodermin vitro induzieren kénnen (Schultheiss et al., 1997). Hednale Zellen
ventral des anteromedialen Mesoderms produzierensakretieren BMPs, die an BMP-
Rezeptoren binden und entsprechende Signaltransdsktege aktivieren. Die ektopische
Applikation von rekombinantem, reinem BMP2 in nicdrdiogenem Mesoderm konnte
die Expression von kardiogenen Transkriptionsfakiowie Nkx2,5 GATA4 und Tbhx 2
und 3 induzieren (Schultheiss et al., 1997;Yamadal.e 2000). Weitere Experimente
zeigten aber, dass BMPs allein nicht ausreicheneun@ komplette kardiogene Induktion
zu gewahrleisten, sondern nur diese nur im Zusarspieinmit FGFs erreichen kdnnen
(Barron et al., 2000). Demnach spielen BMP2 und BMihe wichtige Rolle fur die
frihen Schritte der kardiogenen Induktion. NebenE2vund BMP4 werden auch die
BMPs 5,6,7 und 10 wéahrend der Herzentwicklung zstibbenten Zeitpunkten und in
bestimmten Regionen exprimiert. Die funktionelleaKtivierungen verschiedener BMPs

konnten die genauen Rollen dieser Faktoren wahiten&ardiogenese bisher jedoch nicht
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entschlisseln. BMP2-Knock-out Mause sterben nackbi#dung des Herzschlauches
(Zzhang and Bradley, 1996) und BMP4-Knock-out Massleon wahrend der Gastrulation
(Winnier et al., 1995). Im Fall der Inaktivierungrv BMP 5, 6 und 7 sind die Méause
lebensfahig und zeigen aber keinen ausgepragterphiamotyp (Dudley and Robertson,
1997;Kingsley et al., 1992;Solloway et al., 199BMP 10 defiziente Mause sterben
zwischen den embryonalen Tagen E 9,5 bzw. 10,5 memen starke kardiale

Abnormalitaten (Chen et al., 2004;Neuhaus et 8B9)

Die von BMPs vermittelte Signaltransduktion erfatdeine Komplexbildung durch

Bindung an BMP-Typ | und Typ Il Rezeptoren. Daranfphosphoryliert der Typ I

Rezeptor den Typl Rezeptor und aktiviert dessenas@aktivitat. Diese kann zur
Aktivierung des TAK-1-MKK3/6-p38/IJNK Signalweges exddes Smad Signalweges
fuhren. In beiden Fallen fuhren weitere Phospheryligen und Interaktionen zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie ATF-2 didler Transkription entsprechender

Zielgene (Monzen et al., 2002).

Typ Il Typ | Typ | Typ Il
TGF-8-RII ZGF-B-RI ALK3 BMP-RII

/

L |

| |
GO

Abb.4: TGFB- und BMP
Signaltransduktionswvege und  derer
Beteiligung an der kardiogener
Induktion. Das TGHPB- oder BMP Signa
kann uber den TAK1/MEKK1 oder dt
SmadsSignalweg weitergeleitet werd:
und aktiviert verschiedene genetisi
Programme mittels Interaktionen r
verschiedenen transkriptioea Effektorer
oder SmadFranskriptionsfaktoren  wi
ATF-2. Verandert nach(Wagner anc
Siddiqui, 2007)).
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FGFs

FGFs bestehen aus einer grol3en Familie von Poigpepthstumsfaktoren. Sie wurden
erstmals als wachstumsstimulierende Faktoren ifitgeti, als gezeigt wurde, dass FGF-1
und FGF-2 die Proliferation von Fibroblasten stimmén. Sie sind an vielen
verschiedenen zelluldren Prozessen wie Chemotazelmigration, Angiogenese,
Differenzierung, Zelliberleben und Apoptose beageiBottcher and Niehrs, 2005).

Da FGFs bereits in die Induktion und Modellierurgs dMesoderms unabhéngig von der
kardiogenen Induktion involviert sind ist es schigaleren primére Funktion wahrend der
kardiogenen Induktion zu entschlisseln. Es konreeeigt werden, dass ihre Rolle
innerhalb der kardiogenen Induktion synergististiteraktionen mit BMP-Signalwegen
erfordert (Barron et al.,, 2000;Lough et al., 199®&xperimente in Huhner- und
Mausembryonen zeigten, dass bestimmte FGFs wie EGE, 4, und 8 mit BMP2
kooperieren und mesodermale Zellen kardiogen gpezén konnen (Alsan and
Schultheiss, 2002;Lough et al., 1996); (Zhu et 3996). Dementsprechend benotigen
mesodermale Zellen BMPs fir die Induktion der kagdnen Vorlauferzellen und FGFs
fur den Erhalt der Proliferations- und Uberlebehifleit der differenzierten
Kardiomyozyten.

Die Signalweiterleitung der FGFs erfolgt Giber dienBrisierung der FGF-Rezeptoren nach
Ligandenbindung und anschlieBender Autophosphaowylge der intrazelluléaren
Tyrosinreste. Diese induzieren die Assemblierund Rekrutierung von nachfolgenden
Signalkomplexen. Dis FGF-Signale kdénnen Uber draupisignalwege weitergegeben
werden: Den Ras/MAPK-Signalweg, den Phospholipage @i Signalweg und den
Phosphatidylinositol 3 (P13)-Kinase/Akt Signalw&mnabei wird der Ras/MAPK-Signalweg
wahrend der Kardiogenese am haufigsten aktiviegdgiér and Siddiqui, 2007).

1.6.2 Positive und negative Signalmolekile des Meyms und des Ektoderms

Wits und Crescent
Wnts sind sekretorische Glycoproteine mit versdlineen Funktionen innerhalb

diverser entwicklungsbiologischer Prozesse wie Sfghicksalsbestimmung verschiedener
Zelltypen, der Ausbildung von Zellpolaritaten, sewder Differenzierung, Proliferation

und Migration verschiedener Zelltypen (Patapougial., 1995).
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Die Wnts bilden eine dritte grol3e Gruppe von Signalmolekihelche die kardiogene
Induktion des Mesoderms kontrollieren. Untersuclmgder Herzentwicklung im
Xenopus und im Hihnchen haben gezeigt, dass digiioth der kardialen mesodermalen
Vorlauferzellen auf der Aktivierung des Wnt/ ‘€a (Sheldahl et al., 2003) und des
Wnt/Polaritat (Pandur et al., 2002) Signalweges dbeichzeitiger Inhibition des Wi/
catenin Signalweges beruhen (Schneider and Mer20@1). Die Aktivierung des Wnt/
Ca'? Signalweges fiihrt zur Aktivierung der Proteinki@d® wahrend die Aktivierung des
Wnt/Polaritat Signalweges die Jun aminoterminalemake (JNK) aktiviert. Beide
Signalwege werden vownt 11 aktiviert, dessen Expression im prékardialen Meswod
von Xenopus- Hihnchen- und Mauseembryonen detektigrde (Pandur et al., 2002).
Zwei weitere Wnts Wnt 3a und Wht 8c werden ebenfalls im kardiogenen Mesoderm
exprimiert und aktivieren den WS@ttatenin Signalweg, welcher die Kardiogenese
inhibiert (Schneider and Mercola, 2001). Daherreidat die Herzentwicklung im Falle des
Wnt Signalweges eine raumlich koordinierte Exprassivon zwei gegenséatzlichen
Aktivitaten. Zum einen die Inhibition des Wpiéatenin Signalweges durch Sekretion der
inhibierenden Molekiil®KK-1 und Crescent und die Aktivierung des Wnt/ ¢aund des
Wnt/Polaritat Signalweges durckivnt 11 im prékardialen Mesoderm (Wagner and
Siddiqui, 2007).

1.7 Therapeutische Ansatze zur Unterstlitzung der Heregeneration

Es werden derzeit verschiedene Ansétze zur Untewst§ der kardialen Regeneration

verfolgt. Eine Auswahl dieser Methoden wird im Ferigen kurz vorgestellt.
1.7.1 Transplantation von autologen skelettalen Myldasten (Satellitenzellen)

Die zellbasierte kardiale Reparatur begann mit deansplantation von
Satellitenzellen, denn manche Forscher hofftens dmsch Skelettmuskelzellen nach
Transplantation in den Herzmuskel zu einer Verbresgpder Kontraktionsleitung fuhren.
Allerdings exprimieren die reifen Skelettmuskelerllnicht die notigen Adhasions-oder
Gap-Junction-Proteine, die fiur eine korrekte etwmkiechanische Kopplung mit dem
Myokard des Wirtes notwendig sind (Reinecke et aD00). Daher schlugen die
Transplantate asynchron (Leobon et al., 2003;Ruftadl., 2004). Trotzdem konnten in
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Tiermodellen positive Effekte auf die kontraktilglentrikelfunktionen nach Infarkt erzielt
werden.

Klinische Phase 1 Studien ergaben eine schlechtegrition der transplantierten
Satellitenzellen im Infarktgebiet und ein Teil dBatienten entwickelte ventrikulare
Arrhythmien (Menasche et al., 2003). Ahnliche nagatEffekte wurden auch nach
Transplantation von skelettalen Myoblasten in irdee Mauseherzen beobachtet (Roell et
al., 2007).

1.7.2 Transplantation von multipotenten adulten Steamzellen

Transplantationen von kompletten Organen oder Jomochenmarkszellen
ermoglichten wichtige Einsichten in die Fahigkei@rkulierender Zellen sich in adulten
Geweben anzusiedeln. So genannte "transgender" sfleatationen, bei denen
beispielsweise mannliche Patienten weibliche Spdedeen erhalten, lassen die
Verfolgung des Schicksals zirkulierender extralkaeti Zellen aufgrund des
unterschiedlichen Genotyps zu. Immunfarbungen mgezgischen Zellmarkern
ermdoglichen dariber hinaus die Charakterisierung alegesiedelten Zelltyps. Dadurch
lieBen sich unter anderem zirkulierende, endotleelforlauferzellen nachweisen. Die
hohe endotheliale Chimerbildung konnte sowohl natdrztransplantationen (Hocht-
Zeisberg et al., 2004) als auch nach Knochenmarksptantationen (Deb et al., 2003) in
der koronaren Zirkulation beobachtet werden. Aunhgiatten Muskel von Arterien und
Venen (Glaser et al., 2002;Quaini et al., 2002) imngkrineuralen Schwannzellen (Minami
et al., 2005a) wurden zirkulierende Zellen nachzittansplantationen wiedergefunden.
Kontroverse Ansichten herrschen darlber, in welcAeismal zirkulierende Zellen in das
Myokard integrieren. Es konnten zwar Y+ Kardiomy@zyim transplantierten weiblichen
Spenderherzen detektiert werden, aber die meisiestier fanden nur sehr wenige dieser
chimaren Kardiomyozyten (einer auf10L0* Kardiomyozyten insgesamt) (Deb et al.,
2003;Hocht-Zeisberg et al., 2004;Laflamme et &QZa;Muller et al., 2002).

Summa summarum zeigen die Daten der Kklinischen sptantationsstudien, dass
endogene zirkulierende Vorlauferzellen in erstené_die Gefal3neubildung, besonders des
Endothels und in geringerem Umfang im Glatten Musk&erstitzen. Der Anteil an

chimaren Kardiomyozyten ist hingegen sehr gerirgfldmme and Murry, 2005).
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1.7.3. Der Einsatz von Zytokinen zur gezielten Mohisierung von endogenen

Vorlauferzellen

Die zuvor genannten Beobachtungen der Teilnahmeemdogene Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark an den Reparaturprozessen eiaem Infarkt resultierten in
Bestrebungen solche Zellen gezielt mittels Zytokinevie dem gut untersuchten
Granulozyten stimulierenden Faktor (G-CSF), zu nmibren. Mehrere Gruppen
berichteten von verbesserten ventrikularen Funktiodurch G-CSF-Behandlungen nach
Infarkten in Mausen (Orlic et al., 2001), Ratterug&no et al., 2005) und Schweinen
(lwanaga et al., 2004). Andererseits gab es auciti@e in denen solche Behandlungen
keinen Nutzen (Deten et al., 2005) brachten. Dién@e fir die unterschiedlichen Effekte
sind bisher unbekannt.

Da G-CSF keinen Einfluss auf die kontraktile Fuoktdes Herzens hat und mehr als 99%
der mobilisierten Zellen Makrophagen und Granuleaysind, scheinen die zusatzlich
aktivierten Leukozyten positiv auf die Reparaturs dénfarktes unabhéngig von
myokardialer Regeneration zu wirken (Laflamme andiyl 2005)

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werdens #a@sdiomyozyten selbst einen G-CSF-
Rezeptor exprimieren und eine vitro G-CSF-Behandlung die Kardiomyozyten vor dem
Zelltod, ausgeldst durch oxidativen Stress, scmikan (Harada et al., 2005). Klinische
Studien konnten erste Verbesserungen im Bereich vé@trikularen Funktion und
Reperfusion zeigen.
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Abb.5: Zellbasierte und molekulare Strategien fur de Reparatur des Saugerherzens

Schematische Darstellung von vier mogliche StrategiStimulation endogener kardialer Stammzellen,
Transplantation adulter Stammzellen oder autologoblasten und Induktion der Proliferation von
endogenen Kardiomyozyten. Kardiale Stammzellen uWBBISCs koénnen durch Applikation von
Wachstumsfaktoren lokal aktiviert bzw. mobilisieverden. Alternativ kdnnen kardiale und andere adult
Stammzellenin vitro amplifiziert werden und fir autologe Transplantagio eingesetzt werden. Die
transplantierten Zellen erzielen dabei entwedeitipesEffekte durch die Differenzierung in kardimkulare
Zelltypen (Kardiomyozyten, Endothelzellen und Gtaiskelzellen), und/oder durch die Sekretion von
parakrinen Mediatoren. Die Proliferation termin#fatenzierte Kardiomyozyten lasst sich moglicheisge
durch die direkte Beeinflussung verschiedener ¥klismodulatoren initiieren. (Verandert nach (Ganin

et al., 2007)

1.7.4 Mesenchymale Stammzellen (MSC)

Mesenchymale Stammzellen werden aus dem Strom&meshenmarks isoliert
und produzieren Zytokine und Wachstumsfaktoren diee Hamatopoese unterstiitzen
(Dazzi et al., 2006). Darlber hinaus kénnen sientggozu Adipozyten und Osteoblasten
und nach Induktion auch zu Chondrozyten differenerie(Caplan and Bruder, 2001).
Diese Entdeckungen machten mesenchymale Stammaeitmfir die kardiale Reparatur
interessant. Unter Verwendung von 5-Azazytidin B@methylierung der DNS konnten
MSCs zur Expression kardialer Markier vitro stimuliert werden (Makino et al., 1999).
Allerdings ist unklar ob sich auch funktionelle ideomyozyten aus MSCs bilden kénnen.

Der Einsatz von 5-Azazytidin limitiert zudem dieirkéche Anwendbarkeit solcher
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Strategien. Direkte Injektionen von nicht induzertMSCs in infazierte Herzen konnten
deren Herzfunktion verbessern (Berry et al., 20@jekt injizierte, markierte MSCs
konnten im Myokard detektiert werden, aber obwol# sich mit verschiedenen
Muskelmarkern anfarben lieen, glich ihre Morph@ognehr der Morphologie von
Fibroblasten als von Kardiomyozytgishake et al., 2002). AuRerdem konnten keine
elektromechanischen Kopplungen untereinander odeYMintszellen festgestellt werden.
Dennoch erschien das pathologische ventrikulare ddeting in transplantierten Herzen
dadurch abgeschwécht, dass eine dickere Infarlénartal eine geringere ventrikulare
Dilatation entstande(Shake et al., 2002).

1.7.5. Myokardiale Vorlauferzellen

Bis vor Kurzem gehorte das Herzen noch mit zureider letzten Organe in denen
keine definierte Vorlauferzellpopulation identigzi werden konnte. Die Arbeiten
verschiedener Gruppen weisen darauf hin, dass dashHerz, Populationen residenter
Vorlauferzellen mit kardiomyogenem Potential bdsiEiner Gruppe gelang die Isolation
einer Zellpopulation aus adulten Rattenherzen fithelen Stammzellmarker c-kit positiv
waren (Beltrami et al., 2003). Eine zweite Vorlaa@dlpopulation wurde aus adulten
Mauseherzen, basierend auf ihrer Sca-1 (Stammigkanl) Expression, isoliert (Oh et
al., 2003). Eine dritte aus adulten Mauseherzdrerse Zellpopulation zeichnet sich durch
den Ausschluss des Hoechstfarbstoffes aus (Matrtah.,e2004a). Eine weitere entdeckte
Vorlauferzellpopulation besteht aus Zellen, die denM- Homeodomanen
Transkriptionsfaktor islet-1 exprimieren. Diese |el wurden zunéchst wahrend der
Herzentwicklung entdeckiCai et al., 2003). Anderen Forschern gelang esEdistenz
von islet-1 positiven Zellen in neonatalen und ariggerer Menge im adulten Herzen
nachzuweisen (Laugwitz et al., 2005).

In in vitro und in vivo Versuche mit den verschiedenen myokardialen Véetaellen
konnten zwar gewisse Kkardiale Eigenschaften anhdwmidialer Gen- oder
Proteinexpressionen sowie verbesserte ventrikitarktionen nach Transplantationen in
infazierte Herzen beobachtet werden, aber es ddiliisch angemerkt werden, dass die
Experimente mit kardialen Stammzellen durchausisktit diskutiert werden und viele

Versuche von anderen Gruppen nicht reproduzierdevekonnen.
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Gegenwartig wird behauptet, dass sich alle viedikén Vorlauferzellen voneinander
unterscheiden, d.h. keine der anderen Marker (ijmetad exprimiert werden. Dabei
scheint es paradox, das ein Organ, das bekannfiiisseine fehlende regenerative
Kapazitat, mehrere nicht tberlappende Populatidaedialer Vorlauferzellen beherbergen
soll. Jedenfalls scheinen diese Zellen nicht wigfhelweise Satellitenzellen eine effektive
Geweberegeneration unterstiitzen zu kdnnen. Salieearwahnten Zellen tatséchlich eine
Vorlauferzellfunktion in vivo haben, dann scheint es sich bei dieser um einbn se
langsamen Erneuerungsprozess Zu handeln. Alternatikdnnten die
Vorlauferzelleigenschaften jedoch auch bei der vitro Isolation entstanden sein.
Nichtsdestotrotz kdnnten diese Zellen jedoch tremzdvon theoretischem Nutzen sein
(Laflamme and Murry, 2005).

1.7.6. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen)

Mit Ausnahme der ethischen und politischen Bedenkeachen die vielfaltigen
Eigenschaften embryonaler Stammzellen diese zu abtr@ktiven Quelle fur zellbasierte
kardiale Therapien. Die aus der inneren Zellmasserend des Praimplantationsstadiums
von Saugetierembryonen gewonnenen ES-Zellen halme eiahezu unbegrenzte
Selbsterneuerungsfahigkegidmit et al., 2000) und es existieren bereits gtabkerte
Protokolle fur deren Isolation, Kultivierung undfferenzierung. Aus ES-Zellen generierte
Kardiomyozyten exprimieren die molekularen Elementdie fur die korrekte
elektromechanische Kopplungen mit dem Wirtsmyokawtivendig sind (Westfall et al.,
1997;Xu et al., 2002). Da murine ES-Zellen im Vergh zu humanen ES-Zellen bereits
seit Uber 20 Jahren untersucht werden, konnterhneit Hilfe schon wichtige Erkenntnisse
Uber die Herzentwicklung und maogliche regeneraivevendungen gewonnen werden.
Bereits die spontan gebildeten dreidimensionalegrégate, die so genannten "Embryoid
Bodies" beinhalten Foci von schlagendem Myok&detschman et al., 1985). Schon nach
kurzer Zeit derin vitro Differenzierung nehmen von ES-Zellen abstammengezyten
verschiedene Phéanotypen elektrophysiologisch wfi@dlicher Subtypen wie
ventrikularen, atrialen und nodal/ geschwindigkaeashender Kardiomyozyten an
(Maltsev et al., 1993;Zhang et al., 2002). Ein g=&s Problem stellt die Ausbildung von

Teratomen nach Transplantationen in geschadigteddedar und erfordert deshalb eine
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sehr sorgfaltige Aufreinigung von von ES-Zellentabsmenden Myozyten (Laflamme and
Murry, 2005).

Transplantationsversuche mit genetisch selektiertem ES-Zellen abstammenden
Myozyten in ein immunkompatibles Empfangerherz testen in der Entstehung von
stabilen intrakardialen Transplantaten. Auch dianplantationen von undifferenzierten
ES-Zellen fuhrten zu funktionell verbesserten Indignen die morphologisch keine
Unterschiede zu von ES-Zellen abgeleiteten Myozydafwiesen und keine Teratome
bildeten (Hodgson et al., 2004). Diese Beobachtungmd jedoch umstritten. Die
positiven Effekte von ES-Zelltransplantationen neilssnicht ausschlie3lich auf der
Ausbildung von neuem Myokard beruhen, sondern kérengch auf bereits erwahnten
sekundéaren Effekten wie den Veranderungen des Ralimgd nach Infarkt oder
verstarkter Angiogenese beruhen (Ebelt et al., 007

Der grol3e Vorteil der von humanen ES-Zellen abstandan Myozyten liegt in ihrer
proliferativen Aktivitatin vitro (Snir et al., 2003als auchin vivo (Laflamme et al., 2005)
Durch ihre Proliferationseigenschaft ware eine rggare Zellzahl fir Transplantationen
ausreichend und eine graduelle situ Vermehrung wirde es der Angiogenese im
Empfangerherz erleichtern, den wachsenden metahehsAnforderungen nachkommen

zu kdénnen.

1.7.7. Tissue engineering (Gewebeziichtung)

Beim Tissue engineering werden verschiedene bastieh Techniken und
Entwicklungen so miteinander verknipft, dass kietstheue Gewebe generiert werden
konnen. Einer der am starksten verfolgten Ansatféedeesem Gebiet stellt das Aussaen
von Kardiomyozyten auf porésen Gerusten dar. Di@seliste bestehen aus biologisch
abbaubaren synthetischen oder natiurlichen Polymeben aus Mausen oder Ratten
isolierte Kardiomyozyten an sich teilungsunfahigdsigestaltet sich das Erreichen einer
gewebedhnlichen Zelldichte als schwierig. Trotzdérmonnten diese Konstrukte
Aktionspotenziale leiten, synchron schlagen und hnaelektrischer Stimulation
hypertrophieren (Papadaki et al.,, 2001;Radisic let 2004). Die Entdeckung der
Proliferationsfahigkeit von von humanem ES-Zell elegeten Kardiomyozyten ist fir
diese Technik sehr verheil3ungsvoll. Ein weiterersain besteht darin die priméren

Kardiomyozyten in ein Kollagengel zu geben in dene $n einer zyklischen
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Streckapparatur mechanisch konditioniert werden.diesen Konstrukten hatten die
Kardiomyozyten eine natirliche stabchenféormige Moipgie und gut ausgebildete
elektromechanische Verbindungen. Dariiber hinauseteth sie sich zu Muskelfasern an
und konnten eine gewisse Kraft erzeugen. Nach Pptanttion in ungeschadigte Herzen,
Uberlebte ein Teil dieser Konstrukte und hypertregid weiter (Zimmermann et al., 2002).
Einen limitierenden Faktor bei der Gewebeziichtund der zellbasierten Herzreparatur
stellt die Nahrstoffzufuhr dar (Laflamme et al.020).

1.7.8 Probleme verschiedener Methoden und Strategidtr deren klinischen Einsatz

Die direkte Injektion von Zellen ins Herz steatfaich wie vor ein groRes Problem
dar, da ca. 90% der injizierten Zellen im Blutkl@ig oder durch Austritte an der
Injektionsstelle verloren gehgMuller-Ehmsen et al., 2002). Daher ist auch diez#
der im Myokard zurtickbleibenden Zellen nicht vosagbar und variiert stark zwischen
den einzelnen Studien.

Eine weitere Schwierigkeit bereitet die grofe Apsptate der transplantierten Zellen
unabhangig vom Zelltyp. Auch hier betragt der Vstrimmnerhalb der ersten Woche an die
90% (Muller-Ehmsen et al., 2002;Zhang et al., 2001)

Weitere Herausforderungen stellen die Proliferatkamtrolle von transplantierten Zellen
und deren Schwierigkeiten sich erfolgreich in veobes Gewebe zu integrieren. Das
unwirtliche Narbengewebe verhindert die Bildung wdektromechanischen Verbindungen
zwischen transplantierten Kardiomyozyten und denst@gokard. Diese sind aber
notwendig, um die synchrone Kontraktion zu gewaside und Arrhythmien zu

verhindern (Reinecke et al., 1999).
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1.8 Ziele der Doktorarbeit

Der MolchNotophthalmus viridescens ist fiir seine aul3ergewoéhnliche Fahigkeit zur
Regeneration diverser verletzter Organe bekannfrilmeren Arbeiten von Oberpriller et
al. ist die Regenerationsfahigkeit des Molchherzeash partieller Amputation des
Ventrikels oder Atriums in erster Linie anhand vaektronenmikroskopischen
Aufnahmen histologisch untersucht worden. Dabeidewten Herzen von Molchen zwar
ein gewisses regeneratives Potenzial zugestandevdnde letztendlich aber trotzdem
durch Ausbildung einer Narbe verschlossen (McDdrared Oberpriller, 1984;Oberpriller
and Oberpriller, 1974). Im Rahmen dieser Arbeitltenl die Auswirkungen einer
mechanischen Schadigung des Ventrikels auf die iegdon des Herzens morphologisch
und molekular untersucht werden. Die Herstellungheei cDNS-Bibliothek aus
geschadigten Molchherzen sollte dabei als Grundiageie Herstellung von Macro-und
Microarrays fur die Analyse im regenerierenden lderzifferentiell exprimierter Gene
dienen. Deren differentielle Expression sollte atieBend verifiziert und mittelen situ
Hybridisierungen weiter charakterisiert werden. Dileroteinexpression potentiell
interessanter Gene sollte mittels Immunfluoreszebzingen und Western Blots

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders erwahnt, wurden ChemikalieAmalysequalitat und Biochemikalien
der Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofédgw England Biolabs, Invitrogen
(Leek, NL), Promega (Mannheim), Stratagene (Héiglg)) und Boehringer (Mannheim)

verwendet. Radioaktiv gelabelte Nukleotide wurderon v Amersham Buchler

(Braunschweig) bezogen.

BCIP Boehringer
Bromdesoxy-Uridin (BrdU) Sigma
Deckglaser (24mm x 60mm) Menzel
Diaminobenzidin (DAB) Sigma
DIG RNA Labeling Mix (10x konzentriert) Sigma

Einmalfilter Minisart NML Minisart (0.45um)

Entellan

Ethyl 3-aminobenzoate, methanesulfonic acid salt igma

(Tricain)

Faltenfilter Schleicher & Schill
Hefe-tRNA Boehringer
LB-Medium (Lennox) Roth

LB-Agar (Lennox) Roth

NBT Boehringer
Objekttrager Elka

Paraffin Merck

Parafilm American National Can
Plastikgefal3e Nunc (Roskilde, DK)
Rontgenfilme Kodak (Frankfurt)
Sulfamerazine Sigma

Trizol® Reagent Invitrogen

UV-Klvetten

Sartiois (Gottingen)
Merck

Eppendorf
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Vectabond Reagent

2.1.2 Enzyme

Expand Reverse Transkriptase
Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RNase A

RNase H

RNasin (RNase Inhibitor)
Sp6- RNA-Polymerase
Tag-DNA- Polymerase
T7- RNA-Polymerase

2.1.3 Bakterienstamme

Vector Laboratories

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
New England Biolales o
Jena Biosciences
Boehringer Mannheim
Promega
Promega
Promega
Eppendorf
Promega

XL1blue: Stratagena,ecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB

laclZAM15 Tn10 (Tet)]

Elektro-Ten-Blué€ Electroporation Competent Cells: Stratageh@ncrA)183 A(mecrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Kan [F proAB

lacl9ZAM15 Tn10 (Tet)]

2.1.4 Verwendete Vektoren

pGEM®-T-Vektor
pGEM®-T Easy- Vektor
pBluescripf Il SK (+/-)
pBluescripf Il KS (+/-)
PDNR-LIB

Promega
Promega
Stratagene
Stratagene

BD Biosciences
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2.1.5 DNA-GroRRenstandards

A DNA EcoRI/Hindlll verdaut
puUC 18 Sau3A verdaut

2.1.6 Verwendete Kits

* DNA Cycle Sequencing Kit (Abi, Weiterstadt)

* CLONTECH PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit (Clontgch
*  QUIAEX Il Gel Exraction Kit (500) (Quiagen)

« VECTASTAIN® ABC Kit Vector (Vector Laboratories)

« Creator Smart’ cDNA Library Construction Kit (Clontech)

« NucleoBond-PC(500) (Macherey-Nagel)

+ OligoteX’ mRNA Mini-Kit (Quiagen)

2.1.7 Haufig verwendete Losungen und Medien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Losungen und @ufkurden mit bidestilliertem D

aus einer Reinstwasseranlage angesetzt und voa@#bautoklaviert oder sterilfiltriert.

Spezielle L6sungen werden bei den einzelnen Pri&rkextra angegeben.

. Ampicillin-Stammlésung: 100 mg/ml in @
. Chloramphenicol-Stammlésung: 30 mg/ml in Ethanaicdiat
. IPTG-Stammlodsung: 24 mg/ml in,B

. X-Gal-Stammlodsung: 50 mg/ml in DMF

. BrdU-Stammldsung: 10 mg/ml in PBS

. Proteinase K-Stammlésung: 20mg/ml in DEPC behaachel,O

. 10x DNA-Ladepuffer (25 ml): 5 g Ficoll 400; 5 mISOM EDTA (pH 8,0); 5 ml
20% SDS; 0,0625 g Bromphenolblau; 0,0625 g Xylgar®l ad 25 ml KO

. 10x PBS: 1,5 M NacCl; 0,03 M KClI; 0,08 M pdPO, x 2H,0 pH 7,2

. 50x TAE-Puffer: 2 M Tris-HCI; 57,1 ml konz. Essigsé; 0,05M EDTA
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10x TBS(T): 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 oder pH 7,4; I¥bNaCl; (5% Tween 20)
Losungen fur die Plasmid-Praparation: [Losung A: i@ Glukose; 25 mM
Tris'Hcl, pH 8,0; 10 mM EDTA], [L6sung B: 0,2 N NaOH; 18DS], [L6sung C:
30 ml 5 M Kac; 5,75 ml Eisessig; 14.25 mid]

Lésungen far In situ Hybridisierungen auf Paraftimsitten:
[Hybridisierungspuffer: 50% Formamid; 5x SSC pH;40 pug/ml Hefe-tRNA; 1%
SDS; 50 pg/ml Heparin], [Waschlésung I: 50% Fornthdx SSC pH 4,5; 1%
SDS], [Waschldsung lll: 50% Formamid; 2x SSC pB|ANTMT: 100 mM NaCl;
5 mM MgChL; 100 mM Tris-HCI pH 9,5; 0,1% Tween 20; 2 mM bevisol]

20x SSC: 175,32 g NaCl; 88,23 g Natriumcitrat; pkes\auf 4,5 mit Zitronenséure
Narkosebad: 0,5 g Tricain auf 0,5 jH

Desinfektionsbad: 5 g Sulfermerazine 1 |

SOB-Medium: 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,5 gQWlad 1 L HBO nach dem
autoklavieren 10 ml steriles 1 M MgQind 10 ml 1 M MgS®

SOC-Medium: zu 100 ml SOB-Medium wird 1 ml 2 M Ghse (sterilfiltriert
gegeben)

Proteinextraktionspuffer (EP) : 25mM Tris-HCI pkD810 mM EDTA pH8,0; 1x
Protease Inhibitor Cocktail (Roche); 1x Phosplethshibitor Cocktail Set Il
(Calbiochem); 2,5% SDS; 0,5% Triton X-100; x pHi®

20x Elektroblotting-Puffer: 163,2 g Bicine; 209,3RjsTris; 12 g EDTA ad 2 L dd
H.0

1x Elektroblotting-Puffer: 50 ml 20x ElektroblotgrPuffer; 200 ml ad 1 L dd 48
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2.1.8 Fur Western Blots verwendete Primarantikdrper
Bezeichnung Spezies Phosphorylierungg- MW Hersteller; Bestnr. Verdinnung
stelle in kDa
Akt Kaninchen 60 CST; 1.1000
Cofilin Kaninchen 19 CST; 3312 1: 1000
Destrin/ADF Kaninchen 19 Sigma; D8815 1: 1000
Erk 1 Maus 44/ 42 BD; 610030 1: 5000
Erk 2 Maus 42 BD; 610103 1: 5000
MEK 1 Maus 45 BD; 610121 1: 1000
MEK 2 Maus 46 BD; 610235 1: 1000
MF20 (MyHC) Maus ~200 Prof. Braun 1: 1500
P-4EBP1 Kaninchen Thr 37/ 46 15-20 CST; 2855 10100
P-Akt Kaninchen Thr 308 60 CST; 9275 1: 500
P-Akt Kaninchen Ser 473 60 CST; 9271 1:500
PCNA Maus 36 BD; 610664 1: 2000
P-CREB Kaninchen Ser 133 43 CST; 9191 1. 1000
P-Elk 1 Kaninchen Ser 383 62 CST; 9181 1: 1000
P-Erk1/2 Kaninchen Thr 202/ Tyr 204 42/ 44 CST;B10 1. 1000
P-GSK 3B Kaninchen Ser9 46 CST; 9336 1: 1000
P-Histon 3 Kaninchen Ser 10 17 CST; 9701 1: 1000
P-MEK1/2 Kaninchen Ser 217/ 221 45 CST; 9121 10100
P-MSK 1 Kaninchen Ser 376 90 CST; 9591 1: 500
P-p38 Kaninchen Thr 180/ Tyr 182 43 CST; 9211 0010
P-p70S6 Kinase KanincheT Thr 412/ Ser 424 70/ 85 T,0304 1: 1000
P-p70S6 Kinase  Kaninchen Thr 389 70, B5 CST; 9234 : 50Q
P-S6 rib. Prot. Kaninchen Ser 240/ 244 32 CST; 2215 1: 2000
P-p90 RSK Kaninchen Ser 380 90 CST; 9341 1: 100(
P-PKC (pan) Kaninchen Thr 410 76-85 CST; 2060 00018
P-SAPK/ JNK Kaninchen Thr 183/ Tyr 185 46, %4 C8871 1. 1000
P-TSC2 Kaninchen Tyr 1571 200 CST; 3614 1: 1000
Ral A Maus 24 BD; 610221 1: 5000
Troponin T Maus ~25 HyTest; 4T19 1: 1000

Tab.1: Primarantikorper fir Western Blots

41



Material und Methoden

2.1.9 Primarantikdrper fur Immunfluoreszenzfarbungen
Name Klon Spezies Hersteller/Bestnr. Verdlnnung
Anit-Collagen _ Rockland/600-401-108-
Type VI Kaninchen 1:50
. 0.5
Rabbit
Anti-Digoxigenin
- AP Fab Boehringer/ 1:2500
Fragmente 150 U
(200 pb
Fibronectin Maus Hybridomabank/ MT4 1: 200
Hybridomazelllberstand
ME 20 Maus 1:20
von Prof. Braun
Monoclonal Anti- )
Actin, a-Smooth 1A4 Maus Sigma/ F-3777 1:200
Muscle—FITC
Monoclonal Anti- hHCD Maus Sigma/ C 4562 1:100
Caldesmon
Monoclonal Anti- hcP Maus Sigma/ C 2687 1: 100
Calponin
Monoclonal Anti- AC-15 Maus Sigma/ A 5441 1:100
3-Actin
Monoclonal Anti- EA53 Maus Sigma/ A-7811 1:50
a- Actinin
Monoclonal Anti- )
Actin
Monoclonal )
troponin T
B4 M Hybridomazelllberstand 110
i aus :
Myomesin von Prof. Eppenberger
Thymosin beta 4 Kaninchen Abcam/ ab 14334 1:100
Blastemmarker _
Maus (Ig M) Hybridomabank 1:16
22/18
Phospho- Histon _
Kaninchen NEB/ 9701 1:300

H3

Tab.2: Primarantikérper fir Immunfluoreszenzfarbung en
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2.1.10 Sekundarantikdrper fur Immunfluoreszenzfarbungen, Western Blots
und in situ Hybridisierungen

Name Hersteller/ Bestnr. Verdinnung
Anti-Digoxigenin - AP Fab Fragmente 150 U (200 pl) Boehringer 1:2500
Donkey Anti-Rabbit, Cy3 Chemicon/ AP182C 1:300
Donkey Anti-Mouse, Cy2 Conjugated Dianova/ 715-228-| 1:100
Donkey Anti-Mouse, Cy3 Conjugated Chemicon/ AP 192(C1:100

Cy2 Donkey-Anti-Rabbit Biomeda/ SJ29002 1:100
Biotinylated Anti-Mouse IgM Vector/ BA-2020 1:100
HRP-gekoppelt-Anti-Maus Pierce/ 1.3000
HRP-gekoppelt-Anti-Kanichen Pierce/ 1:3000

Tab.3: Sekundarantikérper

2.1.11 Tertidrantikdrper und Fluoreszenzfarbstoffe

Name Hersteller/ Bestnr. Verdinnung
Cy2 Conjugated Streptavidin Rockland/ S000-11 1:100
Dapi Molecular Probes/ D-3571  1:1000
Phalloidin-TRITC labeled Sigma/ P-1951 1:300

Tab.4: Tertiarantikdrper und Fluoreszenzfarbstoffe
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2.1.12 Liste der verwendeten Oligonukleotide

T(an) | Produkt

Bezeichnung Nukleotidsequenz e b
in C° in bp

Fw-5"TGACAGGAGCAGCCAGGATG-3"
TB1-MHC 56 340
Rv-5’ACATTGCTTTATTTCAGCGTG-3"

Fw-5"ACTCCCTGAAACAGACCGGAC-3°
TB2 56 240
Rv-5"CGCTATTGGCTAAATTCCAGTC -3°

] Fw-5"TCATTGAGCTCACGGAGAGG-3°
TB5-TroponinT 56 445
Rv-5"GTCACTGACTCGGTTCCTCAG-3’

Fw- 5" TGTCCTTCGCTTACCTCACG-3°
TB8-NADH-DH 56 290
Rv-5"CACTCTGGAACCTTGTAGCAGTC-3

) Fw-5"CTGTCATTCCAAATATTGTGTAATGC-3"
TB10- Aktin 56 245
Rv-5"GAGGAGAGATTGTAACTTAACAGG-3’

Fw-5’AGGAGTCTGCGCTGCTCTACTC-3"
MRLC 56 360
Rv-5"AACATCTTCCGGGTCAGTGC-3"

Fw-5’AGGAGTTCAAGGAGGCATTCAG-3’
TB13-Xen. MRLC 56 245
Rv-5"GGGTCCAACAACTTGAATGC-3’

Fw-5"CTTCTCAAACCCATGAGAAGG-3°
TB19 56 300
Rv-5"CCGTAACTCATTACTTCACAGGG-3’

Fw-5"GGATGTCTCAAGCACATCTTACC-3"
TB25-Fhil1 56 330
Rv-5"GTAGCAATCCACACAGTAGAACAG-3’

Fw-5"GTTCCTCATCACGTTGAGACC-3"
TB 46 56 126
Rv-5'CGCTTGTTTTATTAGTTGCTC-3’

Fw-5"’ACAGCCHACGATTGCAAGG-3"
TB 54-Hbp 56 345
Rv-5’AGTTGGAGTGCAGGGTCAGG-3

Fw-5’AGAATTTGGCATAAGGCTACAG-3’
TB 59-Xen.RNP 56 200
Rv-5’AGCGAACTGTGGCTATGAGTC-3"

sm-alpha-aktin | FW-5 CGGGCATGAAACAACTTACA-3’

55 410
[227D_CO07] Rv-5' ATTTTGGGATGGAATTGTGG-3'
. Fw-5 TCACAGGGATCAAGGCTTCT-3
Xen-Thymosinf34 55 303
[248A_DO08] Rv-5"TCCAATCTCCCTTTGCATCT-3'

Tab.5: Oligonukleotidsequenzen
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2.2 Methoden

Sofern nicht anders erwahnt, wurden alle Standattmden der Molekularbiologie nach
,,Molecular Cloning” (Sambrook et al., 1989) odgCufrrent Protocols in Molecular
Biology” (Ausubel et al., 1992) durchgefuhrt. Dieicitigsten in dieser Arbeit
angewendeten Techniken werden im Folgenden kuichbeben.

2.2.1 Sterilisation von Losungen und Geréaten

Die Sterilisation von Losungen, Medien und Laboemnatien (z.B Glaswaren,

Pipettenspitzen u.d) erfolgte in Autoklaven denfarSauter und Fedegari fur 30 min bei
2,2 bar Druck und 134°C. L6sungen mit hitzesenrsitivBestandteilen wurden
gegebenenfalls durch 0,2 pm bzw. 0,45 um Cellufosstat Sterilfilter (Sartorius)

entkeimt.

2.2.2. Extraktion von Nukleinsauren aus Geweben

Die Préaparation von Gesamt-RNS aus diversen Geweffelyte mittels Trizd! Reagent
(Invitrogen) nach den Empfehlungen des Herstelle®ur Zerkleinerung der
Gewebeproben wurde entweder ein elektrischer Gezeekleinerer fir Eppendorfgefal3e
oder eine Stahlkugel in einer Schwingmuihle (Retddh 301) mit 20 Schwingungen pro
Sekunde fur zwei mal drei Minutdrenutzt. Zur Isolation von RNS aus 30 Molchherzen
fur die Herstellung der cDNS-Bibliothek bzw. FirediDurchfihrung der cDNS-
Subtraktion wurde fir jeweils 10 Herzen 1 ml Triza@ingesetzt. Nach der
Gewebezerkleinerung wurden Gewebereste durch zshemindtige Zentrifugation bei
12.000 x g und 4°C pelletiert. Ansonsten wurde ndelm Angaben des Herstellers

verfahren.

2221 Isolation von mMRNS aus Gesamt-RNS

Die Isolation von mRNS erfolgte mit Hilfe des Oltgg® mRNS Mini-Kits (Quiagen) nach
den Angaben des Herstellers.
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2.2.3 Transformation vonE. Coli-Zellen mit Plasmiden

Ligationsansatze wurden in chemisch- oder elekimgetenteE.coli XLI blue Bakterien
transformiert. Die gesamten 10 pl der Ligationsaesavurden zu 200 pl auf Eis
aufgetauten chemischkompetenten Bakterien gegeterfitm weitere 30 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock #2°C fir zwei Minuten, bevor die
Bakterien fur 30-60 Minuten in 1 ml LB-Medium bev¥€ geschittelt wurden und in
verschiedenen Konzentrationen auf Agarplatten misgechendem Selektionsmedium
ausgestrichen wurden. Die Bakterien wurden aufAtgarplatten bei 37°C Uber Nacht im
Brutschrank kultiviert. Je nach Art der verwende®&asmide und in Abhangigkeit von der
Zusammensetzung der Agarplatten war eine Blau-V8eiBktion hinsichtlich solcher
Kolonien, welche Plasmide mit integriertem Insarfggnommen haben, moéglich. Fur die
Transformation der cDNS-Bibliothek wurden 4 ul Ligasansatz zu 40 ul Elektro-Ten-
Blue® Electroporation Competent Cells (Stratagene) asfggigeben und in einer sterilen
1 mm Elektroporationskiivette (Peqlab) im Electrai&g Porator ECM 830 (BTX) mit
folgenden Einstellungen: 1700 V; 176us Pulslandge; Palse; Intervall von 100 ms
transformiert. AnschlielRend wurde der Transforangamsatz mit 960 pul SOC-Medium
verdinnt und bei 37°C fur 90 min im Schiuttler inlaxtb Ansonsten ist wie bereits

beschrieben weiter verfahren worden.

2.2.4 DNS-Sequenzierung

Die DNS-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenathtmethode (Sanger et al., 1977).
Dabei wurde nach Protokollen der Firma ABI (Appli&losystemts) durch "Dye
Terminator Cycle Sequencing” in der automatiscBequenziermaschine 310 Genetic
Analyser (ABI). Pro Reaktion wurden 100-200 ng Rimk4 pl "Ready Reaction Premix",
2 ul 5x "Big Dye Sequencing Puffer" und 1 ul Oligafeotid (5 pmol) eingesetzt und mit
H,O auf 10 pl aufgefillt.
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2.25 Amplifikation von DNS-Fragmenten mit Hilfe de Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion lasst seth DNS-Segment, das von bekannten
Sequenzen begrenzt wird, durch eine sich zyklisciederholende Abfolge von

Reaktionsschritten amplifizieren (Saildt al., 1988).Durch den Einsatz geeigneter
genspezifischer Primer und der Tag-DNS-Polymeraseden bestimmte Genfragmente

amplifiziert und nachgewiesen.

2.25.1 RT-PCR

Mittels der RT-PCR lassen sich spezifische mRNSdWidle nach vorheriger reverser

Transkription nachweisen.

cDNS-Erststrangsynthese:

Fir die Synthese einzelstrangiger zur mRNS komphesiner DNS (cDNS) wurden 1-4 pg
Gesamt-RNS und 1 pg Oligo-dT-Oligonukleotide ineemVolumen von 21 pl fir 10 min
bei 65°C zusammen inkubiert. Nach erfolgter Aufligglvon Sekundarstrukturen wurde
der Reaktionsansatz auf Eis abgekuhlt und durgfefmle Komponenten erganzt:

8 ul 5x Reaktionspuffer; 4 pul DT{0,1 M); 4 pl dNTP-Mix (10 mM); 1 pl RNase-
Inhibitor (Rnasin; 40 U gesamt); 2 pl SuperScrifit Reverse Transkriptase (Invitrogen
200 U/ul).

Der vollstandige Reaktionsansatz wurde fur 60 men 42°C im Heizblock inkubiert.
Abschliel3end wurde die Reverse Transkriptase dansé zehnminttige Inkubation bei
70°C hitzeinaktiviert. Vor dem Einsatz in der PCRrde der Ansatz gegebenenfalls noch

verdinnt.
2.2.6 cDNS-Subtraktion

Das in dem ,PCR-SelectcDNA Subtraction Kit* (Clontech) angewendete Verfah
ermoglicht die Isolation differentiell exprimierterSequenzen durch selektive
Amplifikation. Aus zwei unterschiedlichen ProbenrdvimRNA isoliert und aus dieser

cDNS synthetisiert. Abb.5 zeigt ein Schema der cCBBtraktion. Méchte man sowohl
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Gene identifizieren, welche in einem bestimmten t&ug stark, als auch schwach
exprimiert werden im Vergleich zu einem Kontrolllargd, fuhrt man die Subtraktion in

zwei Richtungen durch.

Experiment -cDNS + Kontroll -cDNS Experiment -cDNS +
Adapter 1 (im Uberschuss) Adapter 2R
N eee— [ I ——
—:- S _:-
k 1. Hybridisierung %
a B e— Bl — a
I Te— N —
B — B
C I I C
I I
d I — d
a,b,cd 2. Hybridisierung
+
e B —
—
l Auffiillen der Enden
A P e— P — a
C B e——— ] e——— C
B ee——— N ee———
d
€ N —
W —
Zugabe der Primer
l PCR-Amplifikation
a,d keine Amplifiakation
E:) b—b" keine Amplifikation
c lineare Ampilifikation Abb.6: Schema der cDNS-Subtraktion
. Die Abbildung wurde in direkter An-
5 P — 3 lehnung an das CLONTECH ,PCR-Select

€ exponentielle Amplifikation ™ ¢cDNA Subtraction“Benutzerhandbucl
¥ _-r:'_:- 5 erstellt.

Auf Abweichungen von den Angaben im Benutzerhanbdbward im Folgenden

eingegangen:

* FUr den Ligationseffizienztest wurden statt degelieferten G3PDH-Oligonukleotide,
die fir murines und humanes Gewebe spezifisch sumdher getestete Aktin-

Oligonukleotide verwendet.
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e Zur Untersuchung der Subtraktionseffizienz wurdewahl die nicht subtrahierten
cDNSs, als auch die subtrahierten cDNSs zunachselsnder verschachtelten PCR
amplifiziert,  elektrophoretisch  aufgetrennt, auf neei positiv  geladene
Polyamidmembran transferiert und mit einer radivaktarkierten Sonde gegen Aktin
hybridisiert.

2.2.7 Konstruktion einer cDNS-Bibliothek

Fur die Herstellung einer cDNS-Bibliothek aus 1 mBNS aus 30 Molchherzen ist das
,,Creator™Smart™ cDNA Library Construction Kit* @ltech) verwendet worden. Die
im Kit enthaltenen optimierten Oligonukleotide urithzyme sollen vor allem die
Anreicherung vollstandiger cDNSs wahrend der Ersiad Zweitstrangsynthese
begiinstigen. Im Wesentlichen wurde nach den Angatbes Herstellers verfahren.
Allerdings wurden fur die Zweitstrangsynthese nitt®ligonukleotid-Verlangerung statt
drei Amplifikationsrunden fiinfzehn Runden bendtigeir die Ligation in den
Plasmidvektor hat sich der Einsatz von 1 pl doppdgiger cONS am besten bewahrt.

2.2.8 Transfer von DNS auf Polyamidmembranen (Sohérn-Blotting)

Nach elektrophoretischer Auftrennung der zu tramsfenden DNS-Fragmente im 1 %-
igen Agarosegel wurden diese zunéchst durch zelitigénInkubation in 0,25 M HCI-
Loésung depuriniert. AnschlieRend wurden die DNSgRrante mittels 0,4 M NaOH-
Lésung Uber Nacht auf eine positiv geladene Polgiemembran Ubertragen. Die Membran
wurde 10 min mit 2x SSC gewaschen, getrocknet uad#lA nach 30 min Inkubation

bei 80°C auf der Membran immobilisiert.
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2.2.9 Markierung von Nukleinsauren

2.29.1 Radioaktive Markierung von DNS-Fragmenten

Fur die radioaktive Markierung von DNS-Fragmenteurde die Methode des "Random-
Priming" (Feinberg und Vogelstein, 1984) angewendétierbei hybridisieren
komplementdre Hexanukleotide aus einem Gemischchiedenster Basensequenzen
("Random Primer") an die zu markierende DNS. Dabied der komplementdre DNS-
Strang durch den enzymatischen Einbau (DNS-Polyseeré&lenow-Fragment) von
Desoxyribonukleosid-5"-triphosphaten{fZP] markiert) synthetisiert. Es wurden im Fall
der Aktin-Sonde 50 ng DNS und 50 pG@+¥P] dCTP (Amersham) eingesetzt. Fur die
Markierung der subtrahierten cDNSs wurden zu 106hgCi p-32P] dCTP gegeben. Die
Inkubation betrug 2h bei 37°C. Die Proben wurdeschlieend tUber NAP-5 Saulen

aufgereinigt.

2.2.9.2 In vitro Transkription zur Synthese von Digoxigenin-UTP markerten
RNS-Proben

Seng und antisense RNS-Proben fisitu Hybridisierungen auf Paraffinschnitten wurden
mit Digoxigenin-UTP markiert. Die als Matrize fuiedTranskription dienenden DNS-
Fragmente befanden sich in einem Plasmidvektodem sie von je einem Promotor flr
unterschiedliche RNS-Polymerasen flankiert wurdBreser Umstand ermdéglichte die
Generierung von RNS-Proben in beiden Transkriptiontingen (sensend antisense).
FuUr diein vitro Transkription und die dabei erfolgende Markierungrae jeweils ~1 ug
zuvor linearisierte DNS verwendet. Die Schnittstellfir die Linearisierungen wurden
dabei so gewahlt, dass sie die Herstellung von skrgsten mit definierter Lange

ermoglichten. Ein typischer Ansatz fir eine Traimion setzte sich folgendermafien

zusammen:
X ul linearisierte DNS (1 ug)

4 ul 5x Transkriptionspuffer

2 ul 100 mM DTT

2 ul DIG-Mix (DIG-11-UTP, ATP, CTP, GTP, UTP)
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1l RNasin (RNase Inhibitor) (40 U/ul)
1l RNS-Polymerase (T3, Sp6 [20 U/ulloder T7 [Xal] )
ad 20 pl HO

Der Ansatz wurde zwei Stunden bei 37°C inkubieran&ch wurde 1 pul Probe
abgenommen. Die im Ansatz enthaltene DNS wurdehdie€end durch Zugabe von 2 ul
DNase und Inkubation bei 37°C fir 15 min abgeb&s#nach wurde die RNS durch

Zugabe von:

1l t-RNS (10 mg/ml)

33 ul DEPC behandeltes 7,5 M Ammoniumacetat
100 pl DEPC behandeltes®
300 pl 100% Ethanol

und einstiindiger Inkubation bei —80°C prazipiti®tach 10 min Zentrifugation bei 4°C
und 13.000 rpm wurde die RNA mit 70% Ethanol gewascund das Pellet in 100 pl
DEPC behandeltem )@ aufgenommen. Die vor dem DNase-Verdau enthomrReoke
und 5 pl der gelosten RNA wurden zur Kontrolle aihem 1%-igen Agarosegel
aufgetrennt. Der verbliebene Rest wurde bei —2@l@gegrt.

Bezeichnung Schnittstelle RNA-Polymerade Orientigru Grol3e (bp)
TB8-pSK Sall Xbal T3 T7 antisense | sense ~ 800
TB10-pKS Xbal Sall T3 T7 antisense | sense ~300
TB14-pSK Sall Xbal T3 T7 antisense | sense ~900
TB19-pSK Sall Xbal T3 T7 antisense | sense ~900
TB25-pSK Sall Xbal T3 T7 antisense | sense ~1800

a-sm muscle actin| Sphl Pstl Sp6 T7 antisense | sense 410

Thymosinp 4 Sohl Pstl Sp6 T7 antisense | sense 300

Cytokeratin 18 Apal Sall Sp6 T7 antisense | sense 507

Tab.6: Ubersicht Gber diein situ Proben

Sense und antisense RNS-Probenri@tu Hybridisierungen auf Paraffinschnitten wurden
mit Digoxigenin-UTP markiert. Die als Matrize fuiedTranskription dienenden DNS-
Fragmente befanden sich in einem Plasmidvektodem sie von je einem Promotor flr
unterschiedliche RNS-Polymerasen flankiert wurdBreser Umstand ermdoglichte die
Generierung von RNS-Proben in beiden Transkriptiontingen (sensend antisense).
FuUr diein vitro Transkription und die dabei erfolgende Markierungrae jeweils ~1 ug
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zuvor linearisierte DNS verwendet. Die Schnittstellfir die Linearisierungen wurden
dabei so gewahlt, dass sie die Herstellung von sSkrgsten mit definierter Lange

ermoglichten. Ein typischer Ansatz fir eine Traimion setzte sich folgendermafien

zusammen:

X ul linearisierte DNS (1 ug)

4 ul 5x Transkriptionspuffer

2 ul 100 mM DTT

2 ul DIG-Mix (DIG-11-UTP, ATP, CTP, GTP, UTP)
1l RNasin (RNase Inhibitor) (40 U/ul)

1l RNS-Polymerase (T3, Sp6 [20 U/ulloder T7 [Xal] )
ad 20 pl HO

Der Ansatz wurde zwei Stunden bei 37°C inkubiettrdd Zugabe von 2 ul Dnasel (10 U)
und Inkubation bei 37°C fur 15 min wurde die PlasfdDNS abgebaut. Danach wurde die
RNS unter Zugabe von 10 pg t-RNA, 33 ul 7,5 M Ammaracetat, 100 pl 50 und 300
ul Ethanol prazipitiert, sedimentiert und in 100RiMase-freiem KD resuspendiert. Bis

zur Verwendung wurden die Proben bei -20°C gelagert

2.2.9.3 Fluoreszenzmarkierungen von RNS-Proben fitie Chiphybridisierungen

1. Erststrangsynthese

Zunachst wurden jeweils 3 pg Gesamt-RNS zusammerD mipl OligoT7-dTog-VN-
Oligonukleotid (0,25 pg/ul) far 10 min auf 70°C ezh AnschlieBend kurz auf Eis

abgekuhlt und wieder auf Raumtemperatur erwarmtfolggnde Komponenten zugefigt:

2 ul 5x First Strand Buffer (GibcoBR)L
1 pl DTT (100 mM; GibcoBRY)
1l dNTPs (je 2,5 mM)
0,5 pl RNase Inhibitor (35 U/ul; Fermentas)
0,5 ul Superscript Il Reverse Transkriptase (200;GibcoBRL®)

Der 10 pl Ansatz wurde zuerst fur 5 min bei RT dadn bei 42°C fir 1 h inkubiert.

52



Material und Methoden

2. Zweitstrangsynthese

Fur die Zweitstrangsynthese wurden folgende wekemmponenten zugefigt:

45,5 pl RNase freies
15 ul 5x Second Strand Buffer
1,5 pl dNTPs (je 2,5 mM)
0,5 pl E.coli DNS-Ligase (10 U/ul; GibcoBRY)
0,5 ul RNase H (2 U/pl; GibcoBRI)
2 ul E.coli DNS-Polymerase | (10 U/pl; GibcoBRI).

Der gesamte Reaktionsansatz von 75 pl wurde bé& 1&° 2 h inkubiert. Nach Zugabe
von 75 pl HO wurde erst eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkot2a : 24 : 1) Extraktion

und anschlielRend noch eine Chloroform Extraktiorchigefuhrt. Fur die Préazipitation der
DNS wurden 1 pl Polyacrylamid, 10 pl 7,5 M Ammonagetat und 375 pl eiskalter
Ethanol (- 20°C ) zugegeben. Nach Zentrifugatioh 11000 g fur 20 min bei 4°C wurde
das Prazipitat mit 70 % Ethanol gewaschen und imul4RNase-freiem Wasser

resuspendiert.

3. Invitro-Transkription

Fur diein vitro-Transkription wurde das T7-Megascribe Kit ( Ambijoverwendet.

4 ul prazipitiertes Produkt der Zweitstrangbgse
1l 10x Transcription buffer

jelul 75 mM (ATP, CTP, GTP, UTP)
1l Enzym-Mix

Dieser Ansatz wurde fir mindestens 6 h bei 37°Qulndet. Nach Zugabe von 130 pl
RNase-freiem Wasser wurde eine Phenol/Chlorof@mafhylalkohol (25 : 24 : 1) — und
Chloroform- Extraktion durchgefiihrt. Wie zuvor bleseben wurde die RNA gefallt und
gewaschen. Das Prazipitat wurde in 10 pul RNaseffralVasser resuspendiert.
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4. Synthese der fluoreszenzmarkierten cDNS-Proben

Von den amplifizierten RNSs wurden zur Konzentmagimestimmung 0,5 pl auf einem
1%-igen Agarosegel aufgetrennt. Aquivalente MenGesamt-RNS (50-100 pg) wurden
mit 4 pl regular anchored RAM-Oligonukleotid in em Gesamtvolumen von 15,4 ul
gemischt und fir 10 min auf 65°C erhitzt. Nach débkihlen auf Eis wurden folgende

Komponenten zugegeben:

6 pl 5x First Strand Buffer (250 mM Tris HCpH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM
MgCly)
unmarkierte dNTPs:
3l 0,1 MDTT dATP (25 mM)
0,6 ul unmarkierter dANTP-Mix (25 mM) dCTP (10 mM
3 ul Cy3- oder Cy5-dCTP (25 nM) dGTP (25 mM)
2 ul Superscript 11l (Invitrogen) dTTP (25vh

Der Reaktionsansatz wurde fur 1 h bei 42°C inkub@urch Zugabe von 1 pl Superscript
wurde die Reverse Transkription nochmals verstamkt fir weitere 30-60 min fortgesetzt.
Zur Degradation der RNS und zum Stoppen der Eastgtiynthese wurden 15 pl 0,1 N
NaOH und 2 mM EDTA zugeflgt und der gesamte Reak#nsatz fur 10 min auf 65°C
erhitzt. Zur Neutralisation wurden 15 ul 0,1 M H@lgegeben. Zur Aufreinigung der
Proben wurden 380 pl TE-Puffer (pH 8,0) in einercidcon YM-30 Saule (Millipore)
vorgelegt. Dann wurden je 60 pl Cy5-Probe zusammérder zu vergleichenden Cy3-
Probe hinzugeflgt und fir 20 min bei 14000 xg Zkmiert. Der Durchfluss wurde
entfernt und der Waschschritt mit 450 pl TE-Putféederholt. Beim dritten Waschschritt
wurde die 450 pl TE-Puffer noch durch die Zugaba 26 pg Cot 1 human DNS (10
mg/ml) und 20 pg Poly A RNS (10 mg/ml) erganzt wmeé zuvor beschrieben erneut
zentrifugiert. Die Membran durfte nicht vollstandigstrocknen, sondern es sollten ca. 25
ul des lilafarbenen, konzentrierten Probengemisalésler Membran zuriickbleiben. Nun
wurde die Microcon-Saule umgedreht auf in ein nebpgendorfgefald gesetzt und kurz
bei 14000 rpm zentrifugiert. Dann wurde die Saufeet umgedreht und mir 30 pl DEPC-
H,O fur eine Minute inkubiert, wiederum umgedreht unddasselbe Eppendorfgefald
eluiert. Anschleilend wurde das Volumen in einerkienzentrifuge auf ca. 5 pl

reduziert. Zu dem Konzentrat wurden 80 pul DIG-HywHBr (Roche) gegeben. Der Ansatz
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wurde bei 100°C fur maximal 2 min denaturiert uid 20 min bei 14000 rpm bei RT

zentrifugiert.

2.2.10 Hybridisierungstechniken

2.2.10.1 Hybridisierung membrangebundener Nukleinsdren oder Koloniefilter

Die Koloniefilter wurden zun&chst mit 5xSSC fur I&in bei Raumtemperatur
angefeuchtet und anschlieend in (0,1xSSC/0,1% SSB0-60 min bei 70°C im
Wasserbad inkubiert. Die Filter bzw. Southern-Bi#mbranen wurden anschlie3end in
einem geeigneten Volumen Church & Gilbert-PufferteanZusatz von 200 pg/ml
denaturierter Heringssperma-DNS fur 2 h ohne Hyliedungssonde bei 65°C
prahybridisiert. Die eigentliche Hybridisierung @dte ebenfalls im Church & Gilbert-
Puffer (100 pg/ml Heringssperma-DNA) bei 65°C lbeacht mit der erfolgreich
radioaktivmarkierten Sonde (100000 - 3 000 000 tsdaml). Am néchsten Tag wurden die
Southern-Blots 3 mal fir 15 min mit Waschpufferel 65°C gewaschen, ein Rontgenfilm
aufgelegt und je nach gemessener Aktivitat fir 4 biTage bei -80°C exponiert. Die
Koloniefilter wurden einmal mit (1x SSC/ 0,1 % SDi8) 20 min bei 65°C gewaschen.
Anschlie3end erfolgte ein zweimaliges Waschen & o SSC/ 0,1 % SDS) fur 15 min
und zum Schluss ein letzter Waschschritt mit 0,$3€/ 0,1 % SDS fur 30 min.

2.2.10.2 Hybridisierung der cDNS-Microarrays mit fuoreszenzmarkierten cDNS-

Proben

Die Glaschips wurden in den Hybridisierungskammesithrend der Vorbereitung der
Hybridisierungsproben auf 42°C vortemperiert. Zztletvurde die Probe auf den Chip
pipettiert, ohne den gespotteten Bereich zu besgbidDas Ganze wurde vorsichtig unter
Vermeidung von Luftblasen mit einem passenden Déskfen (22 mm x 60 mm)

abgedeckt. In die vier Vertiefungen in den Ecken ldgbridisierungskammern wurden

zum Erhalt der Feuchtigkeit zusatzlich jeweils 20Hybridisierungspuffer gegeben. Die
fest verschraubten Hybridisierungskammern wurdemdzei 42°C Uber Nacht in einem

Wasserbad inkubiert.
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Am darauffolgenden Tag wurden die Chips nach dem Hybridisierungskammern
sorgfaltig von AulRen trocken gewischt wurden, beiaximal 4 Chips pro

Objekttragerhalterung nach folgendem Schema gewasch

Waschschritt Beschreibung SSC (pH 7,05DS (10 %) Dauer (min)
1A 2x SSC/0,03% SDS 200 ml 2x 0,6 ml 10 min
1B 2x SSC 200 ml 2x | --mmmee- 10 min

2 1x SSC 200 ml 1x | ---mm-m-m-mo 5 min
3 0,2x SSC 200 ml 0,2 ----------- - 2 min

Tab.7: Zusammensetzung der Waschpuffer und Dauer déVaschschritte nach der Hybridisierung

Dabei wurden zunéchst die Deckglaschen vorsichtiy emer Pinzette entfernt und
maximal 4 Chips pro Kuvette nach den Angaben in Tvelle vorsichtig geschittelt.
Anschlie3end wurden die Chips einzeln in einem $®Rdhrchen bei 600 rpm fur 2 min
zentrifugiert um die restliche Flissigkeit zu entén. Die trockenen Chips wurden dann

trocken und dunkel bis zum Scannen gelagert.

2.2.10.3 In situ Hybridisierung auf Gewebeschnitten

Die Technik dern situ Hybridisierung wurde im Labor von David Wilkinsetabliert und
stellt eine Methode zur Untersuchung von Expressmustern auf Transkriptionsebene
(RNA) dar. Dabei wird die auf Komplementaritat deéMukleotide beruhende
Hybridausbildung zwischen endogener ARNIS (sense) undn vitro synthetisierter,
markierter antisensBNS ausgenutzt. In dieser Arbeit erfolgte die Mankng der RNS-
Proben durch Einbau von Digoxigenin-11-UTP. Die Hgausbildung konnte dann mit
Hilfe eines Anti-Digoxigenin Antikorpers, welcheri@derum mit dem Enzym alkalische
Phosphatase gekoppelt ist, in einer Farbreaktiorchgewiesen werden. Als
Negativkontrolle wurde neben der antisense-Prole ebenfalls synthetisierteense-
Probe mit untersucht. Die sense-Probe sollte mitZikd-RNS kein Signal geben, da die
beiden Sequenzen miteinander Ubereinstimmen urelr aatht hybridisieren kdnnen. Alle
fur den ersten Tag verwendeten Losungen sind zuawvibr0,1% Diethylpyrocarbonat
(DEPC) behandelt worden.
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Tag 1: Hybridisierung

Schritt Dauer Zusammensetzung Behalter
Xylol 2X 7 min Klvette
96% EtOH 3x 2 min Kivette
70% EtOH 1x 2 min Klvette
50% EtOH 1x 2 min Klvette
30% EtOH 1x 2 min Kivette
PBS 2X 5 min Kivette
Proteinase K 1x 5 min 10 pg/mlin PBS Klvette
Glycin 1x 10 min 2 mg/mlin PBS Klvette
PFA/Glutaraldehyd| 1x 15 min | 4% PFA/0,2 % Glutaraldehyd Klvette
Essigsaureanhydric 1x 10 mip  0,25% in 0,1 M Triatlamin Klvette
PBS 2X 5 min Kivette
Hybridisierungspuffef 1x 20 min 100-200 pl/Objekttrager feuchte Kammeér )
RNS-Probe Uber Nacht ca. 100 ng/200 pl feuchte Kamnd°C

Tab.8: Inkubationsschritte am ersten Tag

100 ng der RNS-Proben wurden zu 200 pl Hybridisigspuffer gegeben und durch
Inkubation bei 80°C fur 10 Minuten denaturiert. AhkeRend wurden die Proben auf die

Schnitte pipettiert und diese mit Deckglaschen dbgkt.

Tag 2: Antikorper Inkubation

Schritt

Dauer

Zusammensetzung

Behalter

Waschlésung |

Waschlésung |

Waschlosung 11
TBST

Blockierung

Anti-Dig-Ak

mehrmals, kufz
3x 15 min
3x 15 min
3x 10 min
1x 30 min

Uber Nacht

TBST + 5% Schafserum

1:2500 in TBST + 1% Schaiser

Kuvette, 65°C
Kuvette, 65°

Klvette, 65°C

Klvette, RT
feudtaenmer
RT
feuchte Kamme
4°C

~
N
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Tab.9: Waschschritte und Antikdrperinkubation
Tag 3: Farbung

TBST 4x 15 min Kivette
NTMT 3x 10 min Kivette

Zuletzt erfolgte die Inkubation in der NBT/BCIP Batosung im Dunkeln tber eine Dauer
von 10 Stunden bis zu drei Tagen.

2.2.11 Haltungsbedingungen der Molche

Adulte Molche der Gattungjlotophthalmus viridescens viridescens wurden in der freien
Wildbahn auf dem Gelande von der Charles D. Sulli&Co. Incorporation eingefangen
und verschickt. Pro Aquarium (HxBxT: 35cm x 62 xr88 cm) konnten zehn bis 15 Tiere
untergebracht werden. Diese wurden zweimal wociobntimit lebenden roten
Muckenlarven geflttert. Aquarien waren mit einegikén Insel sowie einigen kinstlichen
Wasserpflanzen ausgestattet. Die Wassertemperaturgb18-20°C. Uber ein Pumpen-
und Filtersystem konnte das Wasser durch die Agnazirkulieren und standig frisches
Wasser zugefuhrt werden.

2.2.12 Operative Eingriffe am Molch

Narkose und Wunddesinfektion

Am Tag des operativen Eingriffs erhielten die Vetstiere kein Futter. Fir die Einleitung
der Narkose wurden die Molche fir ca. 10 min ireewrBecherglas mit 0,1 % iger Tricain-
Losung gehalten. Zur Desinfektion der Wunden wurdienoperierten Tiere tber Nacht in

einem geeigneten Behalter mit 0,5%-iger Sulfamamkidsung gehalten.

Intraperitoneale Injektionen von Inhibitoren

20 pg pro g Molch wurden in einer 42%-igen Methafd?BS-Losung mit einer
MEK1/2-Inhibitor U0126 wurde mittels einer steriléml Plastikspritze und einer 27 G x

3/,« Kanule direkt i.p. in das narkotisierte Versuobistgespritzt. Zwei Stunden spater
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erfolgte die mechanische Ventrikelschadigung. Jehndersuchsansatz erfolgten an den
drei darauffolgenden Tagen weitere intraperiton&géktionen.

Schéadigung des Ventrikels

Narkotisierten Tieren wurde zun&chst mit einer Msohere ein ca. 1 cm langer Schnitt in
die Oberhaut gemacht. Dieser verlief oberhalb derd¥rbeine sagittal in der Mitte bis

zum Anfang des Kopfes. Es folgte ein zweiter S¢hransversal durch die Unterhaut. Von
hier aus war der kraftige Truncus arteriosus sahtvelcher vorsichtig mit einer Pinzette
ergriffen wurde und das Herz aus der Korperoffngegogen wurde. Die Schéadigung
erfolgte durch funfzehnmaliges Quetschen des Maririmit einer Pinzette. Anschliel3end
wurde das Herz vorsichtig wieder in den Brustkarhizkgeschoben und der Schnitt in der
Oberhaut mit Cyanacrylatklebstoff verklebt. Wahreled Aufwachens wurden die Molche
in einem Becherglas mit Wasser gehalten und nach 8esinfektionsbad in ihre

Haltungsbecken zuriickgesetzt.

Amputation der Schwanzspitze oder der Hinterexti&mi

Narkotisierten Tieren wurde mir einer scharfen $etemtweder ein ca. 5 mm langes Stlick
Schwanz oder der distale Teil einer Hinterextremaitfernt. Fur die Gewinnung von
Blastemgewebe wurde nach einem geeigneten Zeitraaoh der Amputation das

nachwachsende Regenerat mdglichst exakt herausugsch

2.2.13 Einbettung von Gewebeproben

2.2.13.1 Plastikeinbettungen fir die Anfertigungersemidtinner (2 um)
Ultramikrotomschnitte

Gewebe die nachfolgend elektronenmikroskopischyarat werden sollten, wurden nach
der Entnahme kurz in Amphibien-PBS gewaschen umuh das zur Einbettung in 3%-
Glutaraldehyd bei 4°C gelagert. Es folgte ein Washhtt in Cacodylatpuffer (pH 7,4) mit
Saccharose uber Nacht. AnschlieRend wurden dieeRrale folgt in einem Microscopy
Tissue Processor (Lynx™ el; Reichert-Jung) 120 nbei 4°C in 4%-iger

Osmiumtetroxidldsung (Roth (Karlsruhe)) inkubieftlach dreimaligem Waschen in

Cacodylatpuffer pH 7,4 ohne Saccharose. Zum Dehigdreen wurde eine aufsteigende

59



Material und Methoden

Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 90%, zweimal 100%)direils 30 min bei ebenfalls 4°C
durchlaufen. Danach wurden die Proben zweimal &imiin und 4°C in Propylenoxid
(Merck) und fur 60 min in einem 1:1 Gemisch auspytenoxid und Epoxid-Harz (Ladd;
USA) inkubiert. Zuletzt wurden zwei einstiindige uiilationen in reinem Epoxid-Harz bei
37°C und eine dritte fur 15 min. Zuletzt wurdere dierzen in Silikonformen in dem
Epoxidharz fur 3 Tage zum Aushérten in einen 50A€ulbator gestellt. Semidinne
Schnitte wurden dann am Ultramikrotom (Ultracut Beichert-Jung) angefertigt und

anschlieRend mit Toluidin-Blau kontrastiert.

Toluidin-Blau-Stockldsungen:

A: 1%-ige wassrige filtrierte Lésung

B: 0,5%-ige wassrige Losung pH 11,4
Gebrauchslosungen:

0,5%-ige Losung : 1%-iger Losung (1:6)

2.2.13.2 Einbettungen in Paraffin

Fur Antikorperfarbungen undin situ Hybridisierungen wurden Organe in 4%
Paraformaldehyd in PBS fur 2 h bei 4°C fixiert uadschlieRend durch halb- bis
einsttindige Inkubationen in einer aufsteigenderatreine (70%, 90%, 96%, und 2x
100% Ethanol) entwassert. Es folgte eine zweimding@bation in reinem Xylol von je

einer Stunde. Als N&chstes wurde mit einer 1:1 Nisg aus Xylol und Paraffin

fortgefahren. In diesem Gemisch wurde eine Stdadg bei 60°C inkubiert, bevor sich
die einzubettenden Objekte zweimal eine Stunde laniig 60°C warmem Paraffin

infiltriert wurden. Zuletzt wurden die Embryonen vz Organe in eine Plastikform

gegossen und mit flissigem Paraffin bedeckt. Namim &rharten bei Raumtemperatur
wurden die Paraffinblocke bei RT gelagert.

Paraffinschnitte wurden mit einer Dicke von 10 um Rotationsmikrotom RM 2145

(Leica) angefertigt und auf mit Vectabond-Reageegchichteten Objekttragern platziert.
Nachdem die Schnitte auf einer Heizplatte bei 45il@destens 30 Minuten gestreckt

wurden, konnte die Lagerung bei 4°C bzw. RT erfolge
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2.2.13.3 Einbettungen in Gefriermedium

Frisch prapariertes Gewebe wurde nach kurzem Wasch®BS entweder direkt in ein
mit flissigem Stickstoff vorgekuhltes Eppendorfdefédder in eine kleine aus Parafilm
gefaltete mit Kryoeinbettungsmedium gefiillte Tasctkerfihrt und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Bis zum Schneiden wurdea Giewebe bei -80°C gelagert. Die
gefrorenen Gewebestiicke wurden vor ihrer Einbettuitgeiner in flissigem Stickstoff
vorgekuhlten Pinzette im Kryostaten in gewilnscl@erentierung platziert. Auf einen
Objekthalter wurde etwas Gefriermedium gegebensmthnge gewartet, bis sich dieses
milchig weil3 verfarbt und langsam fest wird, danarde das Gewebe darauf platziert,
kurz in flissigen Stickstoff getaucht und mit einemeiteren Tropfen Gefriermedium
bedeckt. Der Objekthalter wurde bis zum vollstaadigefrieren des Einbettungsmediums
in flussigen Stickstoff getaucht.

Fur die Anfertigung der 6 um dicken Gefrierschnitéeirde im Kryostaten (CM 3050 S;
Leica) eine Kammertemperatur von -25°C und eineekibpltertemperatur von -21°C
eingestellt. Die Schnitte wurden auf mit silikontleshtete oder kommerziell
vorbehandelte Objekttrager aufgenommen, 30 minearidft getrocknet und in 4% PFA
fur 10 min bei RT fixiert und bis zur Antikorperfiung in PBS im Kihlschrank

aufbewabhrt.

2.2.14 Antikorperfarbungen auf Gefrierschnitten

Fixierte Gewebeschnitte wurden zunachst 2x 3 miPBS (pH 7,4) gewaschen. Dann
wurde der erste Antikorper in entsprechender Vemdilg in PBS auf die Schnitte
pipettiert und Gber Nacht bei 4°C in einer feuchk@mmer inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurde der entsprechende mit einkeiordszenzfarbstoff gekoppelte
Zweitantikorper appliziert und fur 2h bei RT inkali Nach wiederholtem Waschen
erfolgte gegebenenfalls noch eine Kernfarbung miPD(1:1000) fir 15-20 min und oder
eine F-Aktin-Farbung (Phalloidin) 1:200 fur 30 nbei RT. Zuletzt wurden die geféarbten
Schnitte mit Mowiol eingedeckt und dunkel bei 4°€agert.
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2.2.15 Proteinpraparationen und Western Blots

Molchherzen wurden in je 120 ul Extraktrionspuf{&P) mittels Ultraschall (Bandelin
Sonoplus 15% Power, 1 Zyklus von 20s Lange) zetkktiund fir 1 min bei 99°C
denaturiert. Restliche Zelltrimmer wurden mittelsn#ifugation fir 5 min bei 14.000
rpm prazipitiert. Der Uberstand wurde in ein neEgpendorfgefal tberfihrt und ein 10
ul Aliquot fur die Konzentrationsbestimmung der teme abgenommen. Zu dem
restlichen Proteinlysat wurden 4,4 ul 1M DTT gegebrd die Proben bei -80°C gelagert.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels de€ [Protein Assay kit (BioRad
Laboratories, CA, USA) nach den Angaben des HéestelDie fur jede Messung neu
angesetzte BSA-Srandardkurve umfasste einen Beveitl2- 20 pg. Die colorimetrische
Messung erfolgte an einem FLUOstar Galaxy (bMG) ddesat.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteineolgté unter Verwendung von
NuPAGE® Novex Bis-Tris Gelen (4-12%) (Invitrogen, Germaniy) dazu passenden
Gelelektrophoresekammern in einem 1x MES SDS RugnnBuffer (NuPAGE;
Invitrogen). Pro Tasche wurden 10ug Protein audgetn. Dazu wurden xul Proteinlésung
mit 2ul EP und yul LB/DTT-Puffer auf ein VolumenrvdOul gebracht. Durch den Zusatz
von je 0,4 pl Bromphenolblaulsg. konnte die Migratider Proben auf der SDS-PAGE
visualisiert werden. Als GréRenstandard wurden BerichMark™ (Invitrogen, Germany)
mit aufgetragen. Die ersten 15 min wurden die Galer Spannung von 75V, die
restlichen ca. 1,5h bei 130V ausgesetzt.

AnschlieRend wurden die aufgetrennten Proteinedaus Gel in einem XCell 1i" Blot
Module (Invitrogen, Germany) elektrisch auf einérdtellulosemembran (0,2 um
PorengrofRe; Invitrogen, Germany) fir drei Stunden 30 V geblottet. Anschlie3end
wurden die Membranen fir 2-5 min in Red Alert-L§§ovagen, Germany) gefarbt und
zwischen Filterpapier bis zum Scannen getrocknetchNdem Scannen wurden die
Membranen anhand der Markerbanden in geeignetafeBtreerteilt, um gleichzeitig
verschiedene primére Antikdrper verwenden zu kénnen

Die Membranstreifen wurden dann auf einem Schitllér min in ddH20O wieder
angefeuchtet. Danach erfolgte eine Inkubation mibjml Enhancer Reagent 1 (Pierce,
Biotechnology, Inxc., IL, USA) pro Membranstreifdiir 2 min und anschlieRendem
funfmaligem Waschen fur je 2 min in dgBl. Danach wurde in je 5 ml Enhancer Reagent

2 (Pierce, Biotechnology, Inxc., IL, USA) fur 10 minkubiert und wiederum funf Mal mit
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ddH,O gewaschen. Die unspezifische Antikorperbinduriglgie mittels Blockierung der
in 5%-igem Magermilchpulver in TBST fur eine Stunidel Raumtemperatur auf einem
Schuttler. AnschlieBend wurden die Membranen funfriiief Minuten mit TBST
gewaschen. Die priméren Antikérper wurde in gedigmeVerdinnungen in 3%-igem
Magermilchpulver in TBST Uber Nacht bei 4°C aufeemSchittler inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Membranen funf mal 10 im TBST gewaschen und dann
die entsprechenden sekundaren mit HRP-gekoppeltarikodper in 3%-igem
Magermilchpulver fur 1-2 Stunden bei Raumtemperatuf die Membranen gegeben.
Nach einem letzten Waschschritt mit TBST fur caez®tunden erfolgte die Detektion
nach enzymatischem Umsatz d&siper Signdl West-Femto Maximum Sensitivity

Substrates (Pierce, Biotechnology, Inxc., IL, USA)Versadoc.

2.2.16 Isolation primarer Kardiomyozyten aus adulen Molchherzen

Vor der Enthahme der Molchherzen wurden die Tiere,bereits beschrieben, narkotisiert
und die Bauchseite sorgfaltig desinfiziert. Dielissden Herzen wurden in 70%-igem
Leibovitz-15 (L-15 Medium; Gibco) mit 2% Penicilliand Streptomycin Gber Nacht bei
25°C und 2% C@im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurdee ®entrikel
zunachst mit einem Skalpel zerkleinert und ansBkliel mit einer Enzymlésung verdaut.
Der Verdau fand bei 27°C und 90 rpm in einem Seiiikubator statt. Wéahrend des ca.
achtstindigen enzymatischen Verdaus wurde die Eldsymg alle zwei Stunden
gewechselt. Der erste und zweite Verdau wurde rakapisch begutachtet und meistens
verworfen. Bei dem dritten und vierten Enzymwechsetde der Uberstand bei 300 rpm 3
min zentrifugiert und in Kulturmedium resuspendielitie beiden letzten Fraktionen
enthielten erfahrungsgemal die meisten KardiomgozyDie Fraktionen wurden zunachst
Uber Nacht auf unbeschichteten Plastikkulturschptéplattiert. Die am folgenden Tag im
Uberstand befindlichen Kardiomyozyten wurden s@igh auf mit Laminin (10 pM;
Sigma L-2020) beschichtete Kammerobjekttrager @ibtChamber Slides RS Glass
Slide; Nunc) plattiert. Alle drei Tage wurde dasdien gewechselt.

EnzymlGsung: A-PBS mit  0,5% Trypsin (Sigma; T-7%09
380 U Collagenase Typ Il (Gibco; 17101-015)
0,15% BSA (Sigma; A-8806)
0,3% Glucose (Sigma; G-6152)
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Kulturmedium: 60% MEM + GlutaMax (Gibco; 42360)
10% FCS (PAA Laboratories GmbH)
2% Penicillin/Streptomycin/Glutamin
28 U/ 100ml Insulin (Sigma; 1-0516)

100x P/S/G-Stockldésung: 10.000 U/ml Penicillin@lisim (Gibco, UK)
10.000 pg/ml Streptomycin sulfate (GibcoUK)
29,2 mg/ml L-Glutamine (Gibco,UK)

2.2.16.1 Behandlung der Kardiomyozytenkulturen mitdem Inhibitor U0126

Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von siebegehamit reinem Methanol, 10uM
oder 80 uM U0126 inkubiert. Dabei wurde pro Koneatnbn zwei Kammern behandelt.
Jeden zweiten Tag, also insgesamt 3 Mal wurde, Magium unter Zusatz des

Lésungsmittels bzw. des Inhibitors erneuert.

2.2.17 Mikroskopie und Fotodokumentation

Die  mikroskopische  Begutachtung und fotografische okibnentation von
fluoreszenzgefarbten Gewebeschnitten oder Zellkertierfolgte am Imager.Z1 (Zeiss)
mit integrierter Axiocam (Zeiss). Fur die Hellfeldaahmen wurde ein Axiophot 2 (Zeiss)
Mikroskop mit integrierter Axiocam (Zeiss) verwemnd@ufnahmen erfolgten an beiden
Mikroskopen mit der Software Axiovision Rel. 4.5¢{Zs).
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3. Ergebnisse

In friheren Arbeiten von Oberpriller et al. istedRegenerationsfahigkeit des
Molchherzens nach partieller Amputation des Veetskoder Atriums in erster Linie
anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmenologisch untersucht worden
(Bader and Oberpriller, 1979;McDonnell and Obehprjl 1983;McDonnell and
Oberpriller, 1984). Im Rahmen dieser Arbeit solltke Auswirkungen einer mechanischen
Schadigung des Herzens auf die Regeneration dezelkeruntersucht werden. Die
Untersuchung sollte sowohl morphologische wie malede Veranderungen des
Regenerationsprozesses umfassen und versuchen rmmm ekausalen Modell der

Regeneration zu kommen.

3.1 Die mechanische Schadigung des Ventrikels fuhrti makroskopisch
erkennbaren L&sionen

Truncus
arteriosus

/" 4«— Ventrikel

Abb.7: Verschiedene Ansichten des Molchdsotophthalmus viridescens und seines geschadigten bzw.
ungeschadigten Herzens. (A)zwei adulte grinliche Wassermolch&lofophthalmus viridescens) (B)
isoliertes Herz 14 Tage nach Herzschadigung; tndus arteriosus, a: Atrium, v: Ventrikel, die scizem
Pfeile markieren die nach der Schadigung sichtb&ésionen(C) in situ Aufnahme eines Molchherzen,
Beschriftungen vgl.(B)(D) Hamatoxylin & Eosin-Farbung eines transversalenokaynschnittes durch den
Ventrikel und den Truncus arteriosus.

65



Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Fahigkeit derultgth Molchspezies
Notophthalmus viridescens (dargestellt in Abb.7 (A)) ventrikulares Myokard aha
mechanischer Schadigung zu regenerieren, untersiiat allgemeine Anatomie des
Molchherzens ist bereits im 1.2.1.1 beschrieben dewwr Auf dem HE-gefarbten
Transversalschnitt in Abb.7 (D) kann man die stafkabekulierung des Myokards und
das geringe Ventrikellumen gut erkennen. Um diedfigung moglichst grofl3flachig und
reproduzierbar zu machen, wurden die Ventrikel jsavEs-mal mit einer feinen Pinzette
gequetscht. Die hier verwendete Schadigungsmettesditierte in dem Erhalt der aul3eren
Morphologie des Ventrikels bei gleichzeitiger, dtaéhiger Zerstérung der inneren
Struktur des Ventrikels. Die Abb.7 (B) und (C) zgdie noch 14 Tage nach der
Schadigung makroskopisch erkennbaren SchadigungerVedntrikels. Sie sind in Form

von roten Lasionen erkennbar.

3.2 Histologische Untersuchung der Herzregeneratioanhand semidinner,
transversaler Plastikschnitte

Zur histologischen Untersuchung des Verlaufs deerzkegeneration sind
Molchherzen an verschiedenen Zeitpunkten nach deadigung entnommen, in Plastik
eingebettet, semidiinn (0,5-1um) geschnitten unathéie€end mittels Toluidin-Blau-
Farbung gegengefarbt worden. Der scheinoperiertegeschéadigte Ventrikel des
Molchherzens zeichnet sich durch sein kompaktesk stabekuliertes Myokard aus. Es
wird nach auf3en von einem einschichtigen Epikardrdrezt und innen werden die
Trabekel von einem einschichtigen Endokard umgelmefibb.8 (B) und Abb.9 (A) ist das
Ausmald der Schadigung nach vier Tagen zu erkei@refe Areale sind zerstért und man
findet in diesen Bereichen kaum noch intaktes MydkaDas Epikard wird von
Extrazellularer Matrix (EZM) nach innen verstar&ieben Tage spater findet man bereits
Bereiche in denen neue schlauchartige, unreifeekedlentstanden sind, die teilweise von
Myozyten besetzt wurden. Zwischen 14 und 21 Tagerdevdas zerstorte Myokard an
vielen Stellen bereits durch neues ersetzt. EiRigmdregionen zeichnen sich nach wie vor
durch ein starkes EZM-Aufkommen aus. In diesemrdei wird das Myokard allm&hlich
wieder kompakter, aber die Folgen der Schadiguegh®&h immer noch gut erkennbar.
Nach 43 Tagen gibt es nur noch wenige Regionennaddd nicht wieder das geordnete

Erscheinungsbild von intaktem Myokard aufweisen.
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70 bzw. 84 Tage nach der Herzschadigung ist dieefREgtion komplett abgeschlossen
und kein Unterschied im Vergleich mit den scheintgsgen Kontrollherzen erkennbar.

Abb.8: Zerstdrung und Regeneration des kompakten, trabekigrten Myokards nach mechanischer
Schéadigung des VentrikelsAusschnitte aus semidiinnen toluidinblaugefarbtem3versalschnitten ag&)
scheionoperierten Herzef3) vier, (C) sieben(D) 14,(E) 21,(F) 43, (G) 70 und (H) 84 Tage nach
Schadigung.

Betrachtet man die 40-fachen VergroR3erungen in AWB, E) so erkennt man die
schlauchférmigen, unreifen Trabekel deutlich anhdmdr nur schwachen Blauféarbung.
Aul3erdem befinden sich in ihrem Inneren kaum Zefige Dafiir befindet sich auf ihren
aulBeren Umrandungen eine Vielzahl von sogenanntaheKel-assoziierten Zellen. In
manchen Fallen vgl. Abb.9 (B) wird ein Teil des dekels von reiferen Kardiomyozyten

(erkennbar an der Querstreifung der Sarkomere anérédftigeren Blaufarbung) besetzt.
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Abb.9: VergrolRerte Ausschnitte aus semidinnen Schitén von regenerierenden Herzen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der mechanischen Safligung (A) 20-fache VergroRerung eines
Ventrikelausschnittes 4 Tage nach der Schadig{B)g20-fache VergroRerung eines Ventrikelausschnittes 7
Tage nach der Schadigun¢fZ) 20-fache VergroRerung eines VentrikelausschnittésTage nach der
Schéadigung(D) 20-fache VergroRerung eines Ventrikelausschnit8&3&@ge nach der Schadigun§) 40-
fache VergroRerung eines Ventrikelausschnittes geTrsach der Schadigung, der schwarze Pfeil markiert
Trabekel-assoziierte Zellen(F) 40-fache VergroRerung eines Ventrikelausschnitte3age nach der
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Schéadigung, der schwarze Pfeil weist auf einerigdbnit Kardiomyozyten gefillten Trabekel hi(G) 40-
fache VergroRerung eines Ventrikelausschnitteseanean scheinoperierten Herzensteht fur Epikard(H)
40-fache VergroRerung eines Ventrikelausschnitte§ &ge nach der Schadigurey,steht fir Epikard(l)
40-fache VergroRBerung eines VentrikelausschnittésTage nach der Schadigung, der schwarze Pfeil
kennzeichnet eine Mitose in Kardiomyozytéd); 63-fache VergréRerung einer Karyokinesse innerbalbs
Kardiomyozyten.

3.2.1 Analyse der Mitosehéaufigkeit im Verlauf der lardialen Regeneration

Im Rahmen einer erfolgreichen Wiederherstellung zerstértem Myokard bedarf
es wie bereits beschrieben (McDonnell and Obeepyill984;Oberpriller and Oberpriller,
1974) der Teilungsfahigkeit verschiedener Zelltypéur Bestimmung der Haufigkeit von
Zellkernteilungen in mechanisch geschadigtem Myokanrden semidinne Schnitte (0,5-
1 um) von je zwei oder drei scheinoperierten Hetzam. von Herzen 4, 7, 14, 21 oder 43
Tage nach der Schadigung angefertigt. AnschlieBendirden diese mit
Toluidinblaufarbeldsung kontrastiert. Fur jeden t@enkt wurden je vier transversale
Schnitte durch den kompletten Ventrikel unter eindvhkroskop mit 63-facher
VergroBerung ausgezahlt. Als mitotische Zellkew&den solche Kerne definiert, in
denen die kondensierten Chromosomen deutlich zznedn waren. Auf3erdem war die in
nicht-mitotischen Zellen gut erkennbare KernmembrarZellen in der M-Phase nicht
mehr sichtbar. Je nach ihrer Lokalisation im Gewebkerden die Zellkerne als
Myozytenkerne, trabekel-assoziierte Zellkerne odkr andere, zu keiner der beiden
vorherigen Gruppen zugehorigen Zellkerne bezeichBeispiele fur die Zuordnung der
verschiedenen Zellen sind in Abb.10 zu sehen.

Abb.10: Beispiel fir Mitosen in verschiedenen Zelitpen 14 Tage nach SchadigungAusschnitt aus
einem semidiinnen, toluidinblaugefarbten Plastikithbie Pfeile weisen auf einen mitotischen Myaayt
(a), trabekel-assoziiertef) und nicht-trabekel-assoziierten Zellkeo). (

69



Ergebnisse

Myozytenkerne befanden sich innerhalb von Trabekein Regionen starker
Toluidinblaufarbung. Je nach Schnittrichtung konntee in Abb. dargestellt die wéhrend
der Mitose kondensierten Chromosomen in der Nahe quergestreiften Sarkomeren
lokalisiert werden. Als trabekel-assoziierte Zellwnrden solche Zellen bezeichnet, die
einen direkten Kontakt zu der Basalmembran der dk@baufweisen. Die als ,andere
Zellen* bezeichneten Zellen befanden sich meisteimer lockeren Ansammlung von
Zellen, ohne jedoch direkte Zellkontakte zu derb€&kaeln auszubilden.

Parallel dazu wurden die Ventrikelschnitte mit ein2.5-fachen VergroRerung
aufgenommen und unter Verwendung des Programms elndaglie Ventrikelflachen
berechnet. Somit lie3 sich die Anzahl der mitowsthZellkerne pro mm?2 Flache
berechnen. Die Ergebnisse dieser Analyse sind im.Jb grafisch dargestellt. Im
scheinoperierten Ventrikel konnten gelegentlich dgén in Nichtmyozytenkernen und
ganz selten innerhalb von Myozytenkernen idengfiziwerden. Vier Tage nach der
Schadigung war schon ein leichter Anstieg der Mitate in den Nichtmyozytenkernen zu
verzeichnen. Dieser wurde aber nach sieben Tagaiichat wieder geringer. Die hdchste
Mitoserate trat in den trabekel-assoziierten Zetlke 14 Tage nach Herzschadigung auf.
Zu diesem Zeitpunkt fand man auch in den Myozyterd un den nicht-trabekel-
assoziierten Zellkernen die meisten Mitosen. 21eTagch Schadigung fiel in allen drei
Zelltypen die Mitoserate wieder ab, und erreichtichn 43 Tagen fast wieder das
Kontrollniveau des scheinoperierten Ventrikels.Affgemeinen ergab diese Analyse eine
eher geringe Mitoserate unter den Myozyten, abeleviMitosen in den trabekel-

assoziierten Zellen.
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Zeitverlauf der mitotischen Ereignisse wahrend der
kardialen Regeneration
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Abb.11: Grafische Darstellung des Zeitverlaufs deMitosehaufigkeit wahrend der kardialen
Regeneration.Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an.

3.3. Herstellung einer cDNS-Bibliothek als Hilfsmitel zur Untersuchung der
Herzregeneration im Molch Notophthalmus viridescens viridescens auf der
transkriptionalen Ebene

Die Herstellung einer eigenen cDNS-Bibliothek waimbtwendig, da das Genom
des MolchesNotophthalmus viridescens viridescens bisher nicht vollstandig sequenziert
wurde und keine kommerziellen cDNS-Bibliotheken rodBNS-Microarrays von diesem
Organismus zur Verfugung standen. Der Zeitpunkt Te§e nach der mechanischen
Ventrikelschadigung schien aus verschiedenen Grufisledie Herstellung einer cDNS-
Bibliothek geeignet. Zum Einen ist bereits von Qiodler et al. unter Verwendung eines
anderen Schadigungsmodells gezeigt worden, dassligeem Zeitraum besonders
Myozyten im Randbereich des geschadigten Areals egnstarkte Proliferationsaktivitat
aufweisen (Bader and Oberpriller, 1979;McDonnell &berpriller, 1984;0berpriller and
Oberpriller, 1974). Zum Anderen ergab die lichtrodopische Analyse von
Toluidinblaugefarbten, semidinnen Schnitten vonsel@edenen Zeitpunkten nach der
ventrikularen Schéadigung auch im vorliegenden Siguidysmodell ein Maximum an
Zellkernteilungen 14 Tage nach der Schadigung. li¥eeits bekannte Fahigkeit von
Amphibien mittels starker Zellteilung sowohl diféwzierter Zelltypen (z.B. Myozyten),

als auch dedifferenzierter Zelltypen geschéadigtesvébe vollstandig und funktionell zu
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ersetzen, stellt einen wesentlichen Vorteil der Abgn gegenuber den Saugetieren dar.
Die Mechanismen, die zu diesem Vorteil fuhren,tealimit Hilfe der cDNS-Bibliothek
und der anschlie3end hergestellten Macro- und Micays untersucht werden.

Fur die Herstellung der cDNS-Bibliothek wurden 14g& nach der mechanischen
Schadigung die Ventrikel von 30 Tieren entnommed ans diesen das bendtigte eine
Mikrogramm m-RNS isoliert. Nach der cDNS-Synthesel wveiterer Prozessierung der
erhaltenen Fragmente (enzymatischer Verdau, Griddéignierung, etc.) konnten diese
schlielich in den Plasmidvektor pDNR-Lib klonierid anschlieend iB.coli—Bakterien
transformiert werden. Zur Uberpriifung des Anteié&ambinanter Kolonien und deren
Fragmentgrol3en, wurden von 18 Klonen Plasmid-DN&pamiert, diese mit dem
Restriktionsenzyn¥il verdaut und anschliel3end gelelektrophoretisch #efiget.

Abb.12: Sfil-Restriktionsverdau von 18 Klonen aus der cDNS-Bilibthek
M1: : A-EcoRI/Hindlll DNS-GrofRenstandard; M2: pUC-Sau3A DNS-GroRRenstanda

Wie in Abb.12 zu sehen ist, konnte aus allen 18Riden ein Fragment herausgeschnitten
werden. Zweidrittel der Klone verflugten Uber Fragteemit einer Mindestlange von 500
bp. Die transformiertetk.coli Bakterien wurden mit einem Titer von 2,5x°1du/ml in

Form von Glycerolstocks eingefroren.
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3.3.1 Herstellung von Macro- und Microarrays

Das Deutsche Ressourcenzentrum flir GenomforsaBomigH (RZPD) wurde nach
der Fertigstellung der cDNS-Bibliothek damit beeadt, 100.000 Kolonien zu isolieren,
diese auf 384er-Platten zu transferieren und Maags in Form von Koloniefiltern
herzustellen. Die komplette cDNS-Bibliothek wurdensehlielend auf sieben
Koloniefiltersets mit je ca. 15.000 Kolonien abddéi.

Zusatzlich erfolgte in Kooperation mit dem Max-Rikfinstitut fur Molekulare Genetik
der Abteilung von Prof. Dr. Hans Lehrach eine Velfdltigung der klonierten Fragmente
mittels PCR (AG Patricia Ruiz). Die aufgereinigle@R-Fragmente wurden dann auf zwei
Sets von Microarrays mit je 50.000 Fragmenten g#sipand vervielfaltigt (AG Claus
Hultschig).

Mit der Sequenzierung von dreil3ig 384er-Mikrotitatfen, also von insgesamt 11.520
cDNS-Klonen, wurde der DNA-Sequenzierservice des x-M&anck-Instituts far
Molekulare Zellbiologie und Genetik (Dresden) béeagt. Die erhaltenen Sequenzen
wurden dann von den Diplombioinformatikern Mariodso und Patrick Weiss auf ihre
Qualitat Gberprift. Aus der Qualitatsprufung deg@nzen resultierten 9686 Sequenzen
von guter Qualitat, 257 Sequenzen niedriger Quallids Klone ohne Sequenzdaten und
260 von sehr geringer Lange. 1200 Sequenzen besadeimnsert. Die 9686 Sequenzen
hoher Qualitat konnten zu 2894 verschiedenen Ceriggammengefasst werden. Unter
Verwendung verschiedener BLAST Algorithmen ( BLASBLASTX, tBLASTX) wurde
nach Homologien zwischen den Contigsequenzen undHiletragen in verschiedenen
nicht-redundanten Proteindatenbanken (NCBI NR u&d Batenbanken) gesucht. Die
Ergebnisse wurden anschleilend von den Bioinfokeati Mario Looso und Patrick
Weiss in einer eigens programmierten Molch-EST-Diaaek dargestellt. 55% der
Contigsequenzen erreichten bei den BLAST-Sucheraléeg -20 bis -100, und damit

groRe Ubereinstimmungen mit bereits bekannten Segune
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3.3.2 Hybridisierung der cDNS-Microarrays

Fur die ersten Genexpressionsanalysen wurde dastezV80.000 Fragmente
umfassende Chipset (B) verwendet. Auf diesem S&nden sich die 11.520 bereits
sequenzierten Klone. Dieser Umstand sollte dieldreffende Bestimmung der Sequenzen
von deregulierten cDNS erleichtern. Fir die Hehstg) der Hybridisierungsproben wurde
zunachst geschadigtes und ungeschéadigtes Gewebeevarhiedenen Zeitpunkten nach
einer Gewebeschadigung gesammelt. Die sehr geridgeigen an Geasmt-RNS pro Herz
machte die mRNS-Isolation aus je drei Herzen pritpdekt notwendig. Diese aus je drei
Geweben bestehenden sogenannten ,Minipools” wuadeh bei der Isolation von RNS
aus Extremitatenstimpfen und Schwanzproben beileshan Ausnahmefallen wurden
nur zwei Gewebeproben vereint. Fir jeden Schadsgeigpunkt wurden vier solcher
Minipools hergestellt. In Tab. 1 sind die verscleieen Proben aufgefuhrt. Fur die
Chiphybridisierungen wurde beispielsweise RNS am tMinipool 1 von regenerierenden
Herzen 7d postop mit dem Cy3-Farbstoff markiert mogammen mit Cy5-markierter
RNS aus Minipool 1 der scheinoperierten Herzen @wmem Chip hybridisiert. Um
Unregelmaligkeiten zwischen den Einbauraten dedebeiFarbstoffe ausschlieRen zu
kénnen, wurden beide Proben in einem zweiten Ansdgtziem jeweils anderen Farbstoff
markiert und auf einem zweiten Chip hybridisiertyéswap). So konnten je acht
Messdaten pro Experiment ermittelt werden. Insgésamurden 56 Chips mit
verschiedenen Probenkombinationen hybridisiert. {@eschiedenen Zeitpunkte sollten
dazu dienen, Einblicke in den Verlauf der Regemamaauf der transkriptionalen Ebene
durch die differentielle Expression von bestimm@&enen zu gewinnen. Die Verwendung
weiterer Molchgewebe wie der Extremitatenregeneanaté der Schwanzregenerate sollten
die Unterscheidung von gemeinsam genutzten ,RegBamsprogrammen® und rein
herzspezifischen Genexpressionen ermoglichen. Deitpuhkt zwolf Tage nach
Amputation der Extremitaten wird als sogenannte ukklalationsphase (Maier and Miller,
1992) oder moderate early bud stage (Iten&Bryaf%3) bezeichnet, da diese Phase
vorwiegend von Dedifferenzierungen und Prolifenation Blastem gekennzeichnet ist. 23
Tage nach Amputation beginnt hingegen die Diffeiemningsphase (Maier and Miller,
1992)bzw. das late bud stage (Iten&Bryant, 1978)lieser Phase respezialisieren sich die
Blastemzellen wieder, das heif3t es konnten ersteiBhen beginnender Chondrogenese

und Myogenese beobachtet werden. Im Fall der Scinwganeration fallt der Zeitpunkt
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12 Tage nach Amputation in die sogenannte Phag&QtL5 Tage) wahrend dieser Phase
wird die Regeneration axialer Strukturen sichtlbaal die Chondrogenese und Myogenese
beginnen langsam (lten and Bryant, 1976). Der Zeitp 23 Tage nach der Amputation
fallt in die so genannte Phase IV (13-32) Tage exidirder die Myogenese stark zunimmt
und sich die Knorpelstrukturen verlangern und weideisdifferenzieren. AufRerdem
konnten in dieser Phase Mitosen im Knochenmarkkdeté werden (lten and Bryant,
1976).

Probe Minipool | Gesamt-RNS Menge
in pg/Minipool 1-4

Scheinoperierte Herzen 1-4 I3 9 14 |8
Regenerierende Herzen 7d postop 1-4 20 |23 |23 |22
Regenerierende Herzen 14d postop 1-4 14 |25 (18 | 39
Regenerierende Herzen 21d postop 1-4 18 |22 (22 |9
Nicht amputierte Hinterextremitaten 1-4 48 31 P1 15
Regenerat 12d nach Amputation 1-4 B 2 |11 |16
Regenerat 23d nach Amputation 1-4 30 p4 (20 |10
Nicht amputierte Schwanzspitzen 1-4 3p 4 P7 |21
Regenerat 12d nach Amputation 1-4 00 B B 8
Regenerat 23d nach Amputation 1-4 4 13 |7

Tab.10: Ubersicht wber die Anzahl der Hybridisierungsproben mit Angaben der jeweiligen

Gesamtmengen an isolierter Gesamt-RNA
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Abb.13: Beispiel fur zwei komplexe Microarray
Hybridisierungen mit erfolgreichem
Farbstoffaustausch (Dye swap).

Links im Bild sind zwei komplette Microarra
abgebildet, die mit der gichen Probenkombinatic
aber mit jeweils vertauschten Farbstoffen marl
wurden. In den vergréRerten Ausschnitten we
die weil3en Pfeile auf deregulierte Spots hin,
einmal grun erscheinen und im Paralleexperir
nach Farbstoffwechsel wie zu erter rot leuchter
Bei gelben Spots handelt es sich um n
deregulierte Transkripte.

3.3.2.1 Deregulation verschiedener Gene wéhrend dersten drei Wochen der
Herzregeneration

Im Folgenden wurden Transkripte ausgewahlt, diadestens 2,48-fach starker
oder schwacher exprimiert wurden als in den sclpgnerten Kontrollherzen.
Die Chiphybridisierungen mit den fluoreszenzmatieierHerzproben ergaben eine 2,48-
fache verringerte Expression von einigen Komponeiwkes Zytoskelettes. Dies galt vor
allem fir die cDNS-Sequenzen, die den Contigs 2324, und 52 zugeordnet wurden. In
Abb.14 sind Beschreibungen zu den homologen Sequeder einzelnen Contigs und
deren bekannten biologischen Funktionen aufgefld®it.den Transkripten der Contigs 1,
2, 6, 10, 25 und 38 trat die verringerte Expressionsieben Tage und 14 Tage nach der
Schadigung auf, 21 Tage nach der Herzschadigundemutie entsprechenden Transkripte
bereits wieder verstarkt exprimiert. Andere schwaekprimierte Contigs wiesen
Homologien zu Enzymen der Regulation des Metabalssrbzw. Komponenten von

Stress- und Entziindungsreaktionen auf (vgl. Abb.15)
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Chain kinase,
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Chemotaxis, Kinaseaktivitét

Contig 10 : Amb. Mex.

5 similar to Desmin,
Muskelzelldifferenzierung,
Intermediarfilament

Contig 2 : Troponin C
typel (langsam);
Aktinbindung,
Muskelkontraktion

Contig 6 : Myosin heavy
Chain, Polypeptide 6,
Muskelentwicklung

Contig 1 : Human Myosin
heavy chain, cardiac muscle
beta isoform;
Muskelentwicklung
Muskelkontraktion

Contig 24 : Ventricular
Alkali myosin light chain-1,
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and Biogenese, Calcium-
bindung

Contig 52 :
Telethonin; Sarkomer-
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Contig 19 ; Myosin
Light chain 1
Muskelkontraktion,
Mikrofilamentmotor-
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Contig 25 : Keratin 19
Typel zytoskelettal,
Sarkomerorganisation

Contig 38 : Amb. Mex.
Cardiac actin,
Regulation der Herzkontraktion

Abb.14: Grafische Darstellung im regenerierenden Heen schwach exprimierter cDNS-Sequenzen,
deren Contigsequenzen Ahnlichkeiten zu Komponenterdes Zytoskelettes aufweisenDie je acht
Einzelexperimente pro Regenerationszeitpunkt wualenCombine 7T, Combine 14T und Combine 21T*
zusammengefasst. Die linke Spalte zeigt die Plati@rdinaten der einzelnen Sequenzen. Die griinekeBal
zeigen eine verringerte Genexpression gegenubeExjmession in scheinoperierten Kontrollherzendie,
roten Balken weisen auf erhthte GenexpressionerDi@rechte Spalte enthalt die Contignummern, sowi
eine kurze Beschreibung zu welchen Sequenzen edesilige Contig Homologien aufweist und deren
biologischen Funktionen.
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Abb.15: Grafische Darstellung im Herzen mindesten®,48-fach runterregulierter cDNS-Sequenzen,
deren Contigsequenzen Ahnlichkeiten zu Komponentemie in metabolische bzw. homeostatische
Vorgéngen oder in Stressantworten und Entziindungswktionen involviert sind. Die je acht
Einzelexperimente pro Regenerationszeitpunkt wuadenCombine 7T, Combine 14T und Combine 21T*
zusammengefasst. Die linke Spalte zeigt die Platkerdinaten der einzelnen Sequenzen. Die grunekeBal
zeigen eine verringerte Genexpression gegenubdexgeession in scheinoperierten Kontrollherzen. ddie
rechte Spalte enthédlt die Contignummern, sowie éimee Beschreibung zu welchen Sequenzen das
jeweilige Contig Homologien aufweist und deren bgischen Funktionen.

Auf der anderen Seite stieg die Expression der skrgote einiger Zytoskelettproteine
besonders ab vierzehn Tagen nach der Herzschadweagr stark an. Darunter befand
sich zum Beispiel auch ein Contig mit Homologie zufem Glattmuskelprotein
Transgelin. Andere Transkripte deren Expressiorestnggen sind zeigten Homologien zu
den Komponenten der Extrazellularen Matrix (Fibtdite und Kollagen), oder zu
Faktoren aus dem Bereich des Chromatinumbaus, s@awge den Bereichen der

Stressantwort und des Zelliberlebens vgl. Abb.16 .
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Abb.16: Grafische Darstellung im regenerierenden Heen stark exprimierter cONS-Sequenzen, deren
Contigsequenzen Ahnlichkeiten zu Komponenten des Fyskelettes, der Extrazellularen Matrix, dem
Chromatinumbau Entziindungsreaktionen, Zelliberlebenoder zu Transkriptionsfaktoren aufweisen

Die je acht Einzelexperimente pro Regenerationsaekt wurden als ,Combine 7T, Combine 14T und
Combine 21T* zusammengefasst. Die linke SpaltetzbggPlattenkoordinaten der einzelnen Sequenzien. D
roten Balken zeigen eine starke Expression dempesthenden Transkripte gegentber der Expression in
scheinoperierten Kontrollherzen an. Die grinen Balindizieren eine schwache Genexpression. Digeech
Spalte enthalt die Contignummern, sowie eine kueschreibung zu welchen Sequenzen das jeweilige
Contig Homologien aufweist und deren biologischenkEionen.
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3.3.3 cDNS-Subtraktion

Fur die préaferenzielle Anreicherung von Transkaipt die wéahrend der
Regeneration differentiell exprimiert werden, wurgiee cDNS-Subtraktion von mRNS
aus ungeschadigten und mRNS aus Herzen 14 Tagedeacchadigung des Ventrikels
durchgefuhrt. Die in cDNS konvertierten Transkripteurden im Verlauf zweier
Hybridisierungsschritte  voneinander subtrahiert unahschlieBend exponentiell
amplifiziert. Die auf diesem Wege angereichertenN8Ddienten im Folgenden als
Grundlage fir die Herstellung radioaktiv markiergonden fur die Hybridisierung der

Koloniefilter.

3.3.3.1 Hybridisierung der Koloniefilter mit radioaktiv markierten subtrahierten
cDNS-Sonden

Die zwei aus der cDNS-Subtraktion resultierendenb®&n wurden radioaktiv
markiert und als Sonden fur die Hybridisierungem #eloniefilter eingesetzt. Dabei
enthielt die eine Probe cDNS von Transkripten dé&hmend der Regeneration nach 14
Tagen stark angereichert wurden und die anderg@rectsend cDNS von Transkripten die
iIm regenerierenden Herzen nicht prasent sind. Um ldimplette 100.000 Klone
umfassende Bibliothek berlcksichtigen zu kénnensstan die 7 Filtersets mit beiden
Proben einzeln hybridisiert werden. Die anschlieléeAuswertung der Signale auf den
Koloniefiltern ergab 59 positive Signale fur die biigisierung mit der Sonde, die
Transkripte enthalten sollte, welche im regenendea Herzen haufig vorkommen. Mit
der anderen Probe konnten ca. 490 positive Sighetiektiert werden. Im Rahmen dieser
Arbeit sind bisher nur die 59 Signale aus der ei@ehtraktionsrichtung weiter analysiert
worden. In Abb.17 sind zwei hybridisierte Filtes &eispiel dargestellt. Zunéchst wurden
entsprechend der zuvor bestimmten Koordinaten dgnag& auf den Filtern die
Koordinaten der Klone in den 384er-Platten erntittéinschlielend wurden aus den
Glycerolstocks der identifizierten Klone Ubernachitiéren inokuliert und die
entsprechenden Plasmid-DNS isoliert. Die Plasmiderden sowohl mit dem
Restriktionsenzymdil fragmentiert als auch sequenziert. Die erhalteisaguenzen
wurden zunéchst mit Eintrdgen aus den Datenbar&eATn und BLASTX) verglichen

und entsprechend ihrer Sequenzhomologien untemd@nausammengefasst.
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Abb.17: Beispiel von zwei Koloniefiltern, die jeweils nitvei verschiedenen radioaktiv markier
cDNS-Sonden hybridisiert wurdeA verwendete Sonde enthélt fiskripte die im regenerierend
Herzen unterreprasentiert sin8; verwendete Sonde basiestuf Transkripten die wahrend c
Regeneration angereichert wurden
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Abb.18: Sfil-Restriktionsverdau der Filterklone

Hier dargestellt sind die Klone, die aus der Hyisietung mit der cDNS-Subtraktior&snde
die mit cDNS aus geschéadigten Herzen angereichedewi zeigt die verdaute PlasmBINS
der Klone TB1-TB158B zeigt die verdaute Plasmid-DNS der Klone TB16-TBB0zeigt die
verdaute Plasmid-DNS der Klone TB31-TB43;zeigt die verdaute PlasmidNS der Klone

TB46-TB59 M1 A-EcoRI/Hindlll DNS-GrélRenstandard; M2: pUC18-Sau3®NS-
GréRenstandard
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Klon FragmentgroRe Ergebnisse des Blastn
Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMUO65H09,
TB1 0,3 kb complete 118-138 Tetraodon nigroviridis full-length cDNA 54-148
TB2 0,3 kb keine Homologie
TB3 none nur Vektor
TB4 none nur Vektor
Danio rerio troponin T2, cardiac (tnnt2), mRNA 1-29460-509
TB5 0,9 kb Danio rerio troponin T3a, skeletal, fast, MRNA 381
N.viridescens mitochondrial gene for 16S ribosoRIdA 50nt 92%
TB7 0,15 kb bp 5-53 des Inserts 152-204 von N.viridescencs
Bos taurus NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex,
TB8 ~1,1kb mMRNA 85-107 + 204-226 + 273-398 85% homolog
Trichosurus vulpecula beta-actin mRNA,
TB10 0,35 kb complete cds 7-40 97% Homologie
TB13 ~ 0,95 kb X.laevis mMRNA for myosin light chain 266 82%
TB19 ? keine Homologie
Sus scrofa four and a half LIM domains 1 protesnform C
TB25 ~1,5kb (FHL1C),281nt /79%
TB32 0,15 kb keine Sequenz
TB46 0,23 kb keine Homologie
TB54 ~ 0,6 kb Ambystoma mexicanum Hb-b mRNA for beta globin cH@86 (37-101)
TB59 0,500 kb Xenopus laevis ribonucleoprotein mMRNA 197nt/ 91%-429
div TBs
(insgesamt
44) TB14 0,5-1,1kb Mouse Myosin regulatory light chain A, smooth mescbmolog

Tab.11: Zusammenfassung der Subtraktionsklone mitrformationen tber ihre Fragmentgrée und
Homologie zu anderen bekannten Sequenzebie blau markierten Klone sind weiter analysiertreen.
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3.3.3.2 Expressionsanalyse der Filterklone mitteRT-PCR auf cDNS aus
verschiedenen Geweben des Molches

Die Uberprifung der differentiellen Expression Béterklone TB1, 2, 5, 8, 10, 13,
19, 25, 46, 54, 59 sowie der m-MRLC-Klone wurdetehit RT-PCR durchgefihrt. Die
Auswahl geeigneter Oligonukleotide basierte auf demuvor ermittelten
Sequenzinformationen. Zuerst wurde die Spezifitdt @ligonukleotide sowie deren
geeigneten Anlagerungstemperatur auf der jeweillg@smid-DNS getestet. Ergaben die
Kontroll-PCRs ein Produkt der erwarteten Grof3e,nten die Oligonukleotide auf den

verschiedenen cDNS getestet werden. In Tab.12 diadErgebnisse zusammengefasst

worden.
Klon Expression im geschadigten Herzen
irr?VergIeich zgur Kontrgll-cDNS Magen-cDNS | Skelettmuske

TB1 - nicht untersuchj nicht untersuch
TB2 1 + -
TB5 > - schwach
TB8 1 + +
TB10 1 - -
TB13 PR - -

m-MRLC (TB14) 1 + -
TB19 1 + +
TB25 > nicht untersuchf nicht untersuch
TB46 > nicht untersuchf nicht untersuch
TB54 > nicht untersuchf nicht untersuch
TB59 — nicht untersuchf nicht untersuch

Tab.12: Uberpriifung der differentiellen Genexpressin einiger Filterklone mittels RT-
PCR aus cDNS aus geschadigtem Herzen (14d postop. wngeschadigtem Herzer
Magen und Skelettmuskel

> : kein Unterschied + : PCR-Produkt
amplifiziert
1 . im geschadigten Herzen starker expremiert - in RER-Produkt

Fur die Klone TB 2,5,8,10,19 und m-MRLC konnte &xgebnis der Filterhybridisierung
mittels semiquantitativer RT-PCR reproduziert werdBie tbrigen Klone zeigten keine
differentielle Genexpression. Die Oligonukleotidér fdie m-MRLC Klone sind fur

Glattmuskelzellen spezifisch, da nur MagBINS und nicht mit der

Skelettmuskel-cDNS ein entsprechendes Produkt tietewerden konnte.

mit der
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3.41n situ Hybridisierungen auf Paraffinschnitten von geschadten und
scheinoperierten Herzen

3.4.1In situ Hybridisierungen mit in situ Proben von verschiedenen
Subtraktionsklonen auf Paraffinschnitten

In situ Hybridisierungen bieten neben der Mdglichkeit zUintersuchung
differentieller Genexpression zusatzlich die Mogkeit der genaueren Lokalisation der m-
RNS-Expression im untersuchten Gewebe oder OrgasisAufgrund der verifizierten
differentiellen Genexpression der Klone TB8, TBI®14, TB19 mittels RT-PCR, bzw.
wegen der Homologie von TB25 zum Fhl1-Gen und dess&annter Beteiligung an der
Entwicklung von Herzschadigungen (Chu et al., 2G@ssin et al., 2003), wurden von
diesen Klonen sense und antisense RNS-Proben hergestellt. Dafur wurden die
entsprechenden Fragmente zunachst migallsXbal-Doppelverdau aus dem pDNRLib-
Vektor herausgeschnitten und gerichtet in eineitiggemalen vorgeschnittenen pSK bzw.
pKS-Vektor kloniert. Im pSK/pKS- Vektor wurden didonierten Fragmente von zwei
verschiedenen Promotoren fiir RNS-Polymerasen #ankbiese ermoglichten somit die

Herstellung vorsense undantisense RNS-Proben.

Abb.19: Expression des Subtraktionsklons TB8 im gebadigten (14d postop) und scheinoperierten
Herzen A: TB8-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d poBtop)ichrome-gefarbter Nachbarschnitt
C: TB8-s Probe auf geschadigtem Herzen (14d pofopB8-as Probe auf scheinoperiertem Herzen
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Die in situ-Proben bestanden aus den kompletten Inserts wurlt nur aus den zu

bekannten Sequenzen homologen Bereichen. Analysigden die Expressionsmuster auf
10pm didnnen, frontal geschnittenen Paraffinschmitten Molchherzen 14 Tage nach
Schadigung und scheinoperierten (Sham) Herzen.

Die in situ Hybridisierungen mit sense (s) und antisene (a¥f5{Rroben gegen den
Subtraktionsklon TB8 (mit einer Homologie zur NAObEhydrogenase) zeigten wie bei
der RT-PCR auch auf Paraffinschnitten eine diffeedle Expression. Im Vergleich mit

einem trichromgefarbten Nachbarschnitt vgl. Abb.@®) wurde deutlich, dass die

Expression innerhalb eines geschadigten Arealsaawfgl. Abb.19 (A). Die sense Probe,
die als Kontrolle diente, zeigte keine Farbung ABb(C). Im scheinoperierten Herzen

fand man ebenfalls keine Expression Abb.19 (D).

Abb.20: Expression des Subtraktionsklons TB10 im gehadigten (14d postop) und scheinoperierten
Herzen A: TB10-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d ppBtopB10-s Probe auf geschadigtem
Herzen (14d postop}: VergroRerter Ausschnitt aus Bild A —TB10-Expressin einem geschadigtem Areal
D: TB10-as Probe auf scheinoperiertem HerZenVergrolRerte Aufnahme der TB10-Expression in
ungeschadigtem Bereich 14d postop
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Die in situ Hybridisierungen zur Expressionsanalyse des Sktiniresklones TB10 (Mit
einer Homologie z@-Aktin) zeigten wie im Falle von TB8 nur positivéfbungen auf den
Paraffinschnitten von geschadigten Molcherzen ABHAR, C, E). Dabei traten Signale
sowohl innerhalb von scheinbar intakten TrabekelB) (als auch innerhalb
geschadigter/regenerierender Areale (C) auf. Digalekontrolle (sense Probe) fiel auch
hier positiv aus, d.h. es waren keine Signale dietddar Abb.20 (B).

Abb.21: Expression des Subtraktionsklons TB14 im gehadigten (14d postop) und scheinoperierten
Herzen A: TB14-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d ppBtoprichrome-gefarbter Nachbarschnitt

C: TB14-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d ppBtopB14-as Probe auf geschadigtem Herzen

(14d postopfk: TB14-s Probe auf geschadigtem Herzen (14d postopB14-as Probe auf scheinoperiertem
Herzen.

Die Expression des Subtraktionsklons TB14 (mit eiHemologie zur sm-MRLC) auf
Paraffinschnitten von geschadigten Herzen trat fbwoForm von distinkten Signalen in
geschadigten Regionen Abb.21 (A, C) als auch inmFaon einer groR3flachigen,
myokardialen Expression (D) auf. Die Negativkorigahit der sense Probe fiel positiv
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Abb.21 (E) aus und im scheinoperierten Herzen lkemrkeine Expression von TB14

nachgewiesen werden (F).
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Abb.22: Expression des Subtraktionsklons TB19 im gehadigten (14d postop) und scheinoperierten
Herzen A: TB19-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d ppBtoprichrome-gefarbter Nachbarschriit
TB19-Expression im Atrium eines scheinoperiertemzdes (14d postofl): TB19-s Probe auf geschadigtem
Herzen (14d postopl: TB19-as Probe auf scheinoperiertem Herzen

Die Expression des Subtraktionsklons TB19 (ohne élogie) verhielt sich im

geschadigten Herzen wie die von TB8 und TB10, aisok begrenzt auf geschéadigte
Regionen s. Abb.22 (A). Allerdings lies sich fuir T8auch eine punktférmige Expression
im Atrium Abb.22 (C) jedoch nicht im Ventrikel (EQles scheinoperierten Herzens

nachweisen. Die Negativkontrolle fiel ebenfallsipesus.
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Abb.23: Expression des Subtraktionsklons TB25 im gehadigten (14d postop) und scheinoperierten

Herzen A TB25-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d pp&ibprsicht tber die Expression im
kompletten Ventrikel B: VergroRerter Ausschnitt von Bild AC: TB25-as Probe auf einem anderen
geschadigten Herzen (14d postop): Vergroerter Ausschnitt von Bild BE: TB25-as Probe auf

scheinoperiertem HerzelR: TB25-s Probe auf geschadigtem Herzen (14d postop)

Die Expression des Subtraktionsklons TB25 (mit Hmge zum Fhl-1) zeigte ein
ahnliches Bild wie die des Klons TB14. Es warenseaker nur distinkte Areale wie in
Abb.23 (C) gefarbt oder gro3flachige Bereiche ingasthadigtem oder regenerierenden
Myokard (siehe Abb.23 (A, B, D)). Im scheinopergrt Herzen und auf der
Negativkontrolle war keine Féarbung detektierbar.
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3.4.2 Untersuchung der Expression ausgewéhlter Gema geschadigten Molchherzen
mittels in situ Hybridisierung

Die lokale Genexpression von den Molchhomologe lzymosinp4, Zytokeratin
18 und o-Glattmuskel-Aktin wurde zum einen basierend auh dergebnissen der
Chiphybridisierungen (verstarkte Expression im pésligten Herzen ), und zum anderen
aufgrund ihrer bereits beschriebenen Relevanz hafiervon regenerativen Prozessen,
untersucht.
Thymosinp4 ist ein Peptid, dass an das monomere G-Aktindbinthd dadurch dessen
Polymerisation zu Mikrofilamenten verhindefthymosinp4 wird in die Wundflissigkeit
sekretiert. Es unterstiitzt die kardiale Zellmigrati das Uberleben und die Reparatur
(Bock-Marquette et al., 2004). AuRRerdem wird Thymo$4 auch wahrend der
Herzregeneration im Zebrafisch im Bereich der Wundd im umgebenden kompakten
Myokard exprimiert (Lien et al., 2006).
Keratine sind im herkdmmlichen Sinne Marker fir tegiiale Differenzierung. In
niedrigeren Organismen findet man diese aber aurchnicht epithelialen Zellen,
vorwiegend in mesenchymalen Vorlauferzellen wahreddr Regeneration von
Organstrukturen. Die Expression von Zytokeratin Kbinte bereits nach drei bis funf
Tagen im Stumpfblastem des Molches nachgewiesedeneExperimente m#dntisense
Oligonukleotiden gegen Zytokeratin 18 in kultiveant Blastemzellen deuteten darauf hin,
dass Zytokeratin 18 mdglicherweise dem Erhalt desdifierenzierten,
proliferationsaktiven Status der mesenchymalen atderzellen dient (Corcoran and
Ferretti, 1997).
a-Glattmuskelaktin wurde als ein Vertreter der Ghatskel-Gene, deren starke Préasenz
sowohl innerhalb der aus der cDNS-Subtraktion hgegangenen Klone, als auch bei der
Chiphybridisierung auffallig war, gewahlt.
Basierend auf den Blast-Ergebnissen der sequemzidftone eines Teils der cDNS-
Bibliothek, konnten Oligonukleotide mit grof3er Holmgie zu den ausgewahlten cDNS-
Sequenzen abgeleitet werden, die zur PCR-Amplibkagenspezifischer Fragmente aus
cDNS von geschadigten Herzen 14 Tage nach Schagligemnwvendet wurden. Die
Fragmente wurden in einen T-Vektor kloniert undtetstin vitro Transkriptionsense und
antisense Proben hergestellt. Die Expression wurde auf 10 gdimnen, frontal
geschnittenen Paraffinschnitten von Herzen 14 Traggh Schadigung im Vergleich mit

Schnitten von scheinoperierten Herzen untersucht.
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Abb.24: In situ Hybrisisierung mit sense und antisense Proben geageo-Glattmuskelaktin auf
Paraffinschnitten von geschadigten Herzen (14d pasp), von scheinoperierten Herzen sowie und
Darmgewebe A:a-Glattmuskelaktin-as Probe auf geschadigtem Hefz4d postop) GesamtibersicHs:
Vergrof3erter Ausschnitt aus AC: o-Glattmuskelaktinras Probe auf einem Darmschnil: VergrofRerter
Ausschnitt aus BE: a-Glattmuskelaktinas Probe auf scheinoperiertem Herzen; Pfeile weisé schwache
Expressionen hirf: a-Glattmuskelaktin-sense Probe geschadigtem Hefiz&h fostop)

In situ Hybridisierungen mit antisense und sense ProbgargeGlattmuskelaktin zeigten
im Bereich der Trabekel teilweise sehr starke Esgiomen (vgl. Abb.24 (A, B, D)). Auch
auf der Positivkontrolle, einem Darmschnitt (s. Alsb (C)) konnten Signale detektiert
werden. Im Myokard von scheinoperierten Herzen kemine sehr schwache Expression
beobachtet werden (s. Abb.24 (E)). Die sense Pdabde wiederum als Negativkontrolle
und erzeugte keine Signale (vgl. Abb.24 (F)).
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Abb.25: In situ Hybridisierung mit sense und antisense Proben gege Zytokeratin 18 auf
Paraffinschnitten von geschadigten Herzen (14d pasp), von scheinoperierten Herzen sowie und
Darmgewebe A: Zytokeratin18-as Probe auf geschadigtem Herzed (l@gstop)B: Zytokeratin18-sense
Probe auf geschadigtem Herzen (14d post@p)vergroRerter Ausschnitt aus Zeigt positive Signale im
Epikard D: a-Glattmuskelaktin-as Probe auf scheinoperiertem HerZenvergrofRerter Ausschnitt aus A
zeigt positive Signale in Trabekeln

Zytokeratin 18-mRNS konnte nur im regenerierendenzein detektiert werden. Positive
Signale traten besonders stark im Epikard (s. Ab/ C)), aber auch innerhalb einiger
Trabekel (vgl. Abb.25 (B)) auf. Im scheinoperierteterzen konnten dagegen keine
Zytokeratin 18-Transkripte nachgewiesen werden. (&gb. 24 (D)). Die Negativkontrolle
(s. Abb.25 (B)) blieb ungefarbt.
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Abb.26: In situ Hybrisisierung mit sense und antisense Proben gegeThymosin B4 auf
Paraffinschnitten von geschadigten Herzen (14d pasp), von scheinoperierten Herzen sowie und
Darmgewebe A:Thymosinp4-as Probe auf geschadigtem Herzen (14d pofop)hymosin p4-sense
Probe auf geschadigtem Herzen (14d post@p)VergrolRerter Ausschnitt aus 2eigt positive Signale in
geschéadigten Bereichdt Thymosinp4-as Probe auf scheinoperiertem HerEerVergrol3erter Ausschnitt
aus Azeigt positive Signale in Zellen die intakte Trablesdumen.

Thymosin B4-Transkripte konnten vorwiegend in einzelnen Zelle direkt mit dem

Trabekel assoziiert zu sein schienen, nachgewiesemden (s. Abb.26 (A, E)). Die
Thymosinp4-positiven Zellen sdumten nicht nur intakte Tradedondern waren auch in
geschadigten bzw. regenerierenden Regionen (vgh.28b(C)) zu finden. Auch hier
wiesen die Negativkontrolle und der Schnitt vomesctperierten Herzen keine positiven

Signale auf.
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3.5 Immunfluoreszenzfarbungen auf Gefrierschnitten

3.5.1 Reduktion der Expression von Sarkomerproteinewahrend der
Herzregeneration im Molch

Fur alle im Folgenden dargestellten Immunfluore§&mdoungen wurden, wenn
nicht anders angegeben 6 um dicke, transversale@ehnitte verwendet.

MF20

Abb.27: Transiente Reduktion der MyHC (MF20)-Expression nach mechanischer Schadigung des
Ventrikels. Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gelygyHC (rot), Dapi-Kernfarbung (blau)
auf scheinoperierten Herzef)( vier B), sieben C), 14 O©) und 21TageK) nach Herzschadigung. Die

gestrichelten Rechtecke markieren die Region, ausler jeweilige vergréRerte Ausschnitt stammt Reei
Rechtecke)

Die Immunfluoreszenzfarbungen unter Verwendung volntikdrpern gegen
Sarkomerproteine wie Myosin-Schwere-Kette (MF2B)Aktinin (detektiert Stressfasern

und Z-Scheiben) und Myomesin (detektiert M-Bandegipten deutlich, dass kurz nach
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der mechanischen Ventrikelschadigung die Expressiom Sarkomerproteinen in
geschadigten Bereichen sehr stark abnahm. Im Mfedieuersten drei Wochen nach der
Schadigung nahm die Expression allmahlich wiedeurml die Areale ohne Reexpression
von Sarkomerproteinen wurden deutlich kleiner. Na84 Tagen schien die
Ventrikelstruktur in Bezug auf die Expression deark®merproteine vollstandig
wiederhergestellt. In Abbildung 27 ist die Expressvon MyHC zu den Zeitpunkten 4d,
7d, 14d, 21d, und 84d nach Herzschadigung im Velgleur scheinoperierten Kontrolle
(Sham) dargestellt. Die vergroRerten Ausschnitigere dass es sich bei den MyHC-
negativen Bereichen nicht um Artefakte, sondern intaktes von Zellen besiedeltes
Gewebe handelt, in dem vorubergehend kein MyHC ragprimiert wurde.

Abbildung 28 zeigt die Expression von Myomesin (&}, unda-Aktinin vier und 21 Tage
nach Herzschadigung. Auch hier spiegeln sich die die Expression von MyHC
gemachten Beobachtungen wieder. Die Abb.28 (E, ét)en die fur die Antikérper
spezifischen quergestreiften Farbungen der M-Banf(fen und der Z-Scheiben (F)
deutlich.

Myomesin a-Aktinin

4d postop

Q.
@]
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Abb.28: Transiente Reduktion der Expression von Mymesin und a-Aktinin nach mechanischer
Schadigung des Ventrikelsimmunfluoreszenzen mit Antikérpern gegen Myomesat)((A, C), a-Aktinin
(gran) (B, D) und Dapi- Kernfarbung (blau) vier Tage bzw. 21 &a@ch Herzschadigung. Die 40-fachen
VergréRerungen zeigen die spezifische AnfarbungMi®anden(E) durch Myomesin und der Z-Scheiben
(F) durcha-Aktinin.
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3.5.2Die Neubildung des Myokards nach mechanischer Schiging des Ventrikels
wird von Extrazellularen Matrix-Proteinen wie Fibr onektin und KollagenViI
unterstutzt

Im scheinoperierten ungeschadigten Herzen satht die Myozyten umgebende
Extrazellulare Matrix hauptsachlich aus KollagerRfbteinen und zu einem geringeren
Anteil aus Fibronektin zusammen (vgl. Abb.29 (A)bBA30 (A)). Im Verlauf der
Regeneration bildeten sich jedoch schlauchfornmggzartige Strukturen, bestehend aus
Fibronektin und KollagenVI, aus. Innerhalb dies¢éruuren nahm die Expression von
muskelspezifischen Zytoskelettproteinen wie MydSohwere-Kette und F-Aktin im
Verlauf der Regeneration wieder zu. Die Zu- bzwnalhme der Fibronektinexpression
spiegelt die Umgestaltung des geschadigten Myokarelder. Allerdings konnten auch 84
Tage nach der Schadigung noch kleine Fibronektkstdade in kleinen Regionen im

ansonsten normal erscheinenden Myokard detektendem (Abb.29 (B)).

"84d postop

Abb.29: Die Zu-bzw. Abnahme der Expression von Fibonektin kennzeichnet den Verlauf der
Regeneration Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Antikdrper eyegFibronektin (griin) sowie
Phalloidinfarbung von F-Aktinen (rot) und Dapi-Kéirbung (blau) im scheinoperierten Herzg), 84d

(B), 4d (C), 7d (D), 14d(E) und 21d(G). Der weif3e Pfeil im vergroRerten Ausschnitt (@) weist auf

Fibronektinrickstande hin.
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op}
14

Abb.30: Veranderungen der KollagenVI-Expression imVerlauf der Regeneration des Herzens
Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Antikdrpernage{ollagenVI (griin) sowie MyHC (rot)
und Dapi-Kernfarbung (blau) im scheinoperiertenzée(A), 84d(B), 4d(C), 7d(D), 14d(E) und
21d(F).

Die Expressionen von Fibronektin und F-Aktin Gbarssiden sich kaum. In Abb.31 (A)
kann man die Ausbildung von netzartigen Struktus@ien Tage nach Schadigung gut
erkennen. Regenerierende Trabekel die bereits wiedtin positiv waren, exprimierten
nur noch in Randbereichen Fibronektin (s. Abb.31EBF)).
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7d postop 21d postop

Fibronektin F-Aktin /Fibronektin /Dapi

F-Aktin

Dapi

Abb.31: Auspragung der Expression von Fibronektin wd F-Aktin 7d und 14d nach der
Herzschadigung Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Antikdrper gedgebronektin (griin) sowie
Phalloidinfarbung von F-Aktinen (rot) und Dapi-Ké&irbung (blau). Die linke Spalte zeigt die Farbumge
7d, die rechte Spalte 21d nach Herzschadigung. |&tmungsbilder(A, B) 21d. Einzelbilder der
Fibronektinfarbungen (grir(C, D), Einzelbilder der F-Aktinfarbun¢e, F) und der Dapi-Kernfarbun(s,
H).
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3.5.3 Zunahme der Expression von glattmuskelspezfihen Proteinen und von
Thymosin g4 im Verlauf der Herzregeneration

a-Glattmuskelaktin

Abb.32: Zunahme der a-Glattmuskelaktinproteinexpression in den ersten dei Wochen der
Herzregeneration Immunfluoreszenzfarbung fli-Glattmuskelaktin (griin), Dapi- Kernfarbung (bldn)
Magen (A) scheinoperierten HerzgB), vier (C), sieben(D), 14 (E) bzw. 21 Tage nach Schadigung des
HerzengqF).

Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Antikorper egegr-Glattmuskelaktin
zeigten auf der Positivkontrolle (vgl. Abb.32 (Ad)e gewiinschte Spezifitdt fur glatte
Muskulatur. Die Farbungen auf geschadigten Herzgaben eine starke Zunahme, der im
scheinoperierten Herzen sehr schwachen Proteingsipre (B) vona-Glattmuskelaktin.
Bereits vier Tage nach der Schadigung des Vengrikeinnten Areale die fln-
Glattmuskelaktin stark positiv sind detektiert wemnd(C). Die Expression dehnte sich
innerhalb der ersten 7 Tage weiter aus (D) undbbhech zwei Wochen nach der
Herzschadigung noch bestehen (E). Nach 21 Tagem ndib Expression allméhlich

wieder ab. Sie blieb jedoch noch starker als imesnbadigten Herzen. Ein vergleichbares
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Muster zeigten auch die Immunfluoreszenzfarbungenit neinem anderen
glattmuskelspezifischen Antikérper, dem Caldesnmo@bb.33.

Caldesmon

:

14d postop 21d postop

Abb.33: Zunahme der Caldesmonproteinexpression in&h ersten drei Wochen der Herzregeneration
Immunfluoreszenzfarbung fiir Caldesmon (rot), Dafernfarbung(blau) im MagefA) scheinoperierten
Herzen(B), vier (C), sieben(D), 14 (E) bzw. 21 Tage nach Schadigung des HergEps

Doppelfarbungen mit anti-Glattmuskelaktin und anti-Caldesmon AntikOrpermgadren
die erwartete Koexpression von Caldesmon ur@lattmuskelaktin (vgl. Abb.34 (B)).
Doppelfarbung miti-Glattmuskelaktin und MyHC resultierten haufig iopghelt positiven
Arealen (Abb.34 B; E; H). Dennoch konnten auch B detektiert werden die in erster
Linie fur a-Glattmuskelaktin positiv waren Abb.34, A, D, G).
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Anti- a-Glattmuskelaktin/-Caldesmon
Doppelfarbung

Anti- a-Glattmuskelaktin/-MyHC Doppelfarbung

Abb.34: Doppelféarbungen  von  a-Glattmuskelaktin mit  MyHC und Caldesmon
Immunfluoreszenzfarbungen farGlattmuskelaktin (griin), MyHC bzw. Caldesmon (r@papi-Kernfarbung
(blau). Die Ausschnitté, B undC stellen Uberlagerungsbilder dar. Die weiRen PfeilB undE weisen auf
Bereiche hin, in denen nurGlattmuskelaktin exprimiert wird.

Die Proteinexpression von Thymosip4 nahm wie die von Caldesmon ung
Glattmuskelaktin im Verlauf der Regeneration zul.(#dpb. 35). Auch im scheinoperierten
Kontrollherzen ist Thymosi4 bereits schwach detektierbar (Abb.35 (A)). Besosd
stark erschien die Thymospé-Expression innerhalb der ersten beiden Wocheh dac
Schadigung des Ventrikels (C, D). Sie nahm nachatfen bereits wieder ab und erreichte
nach 84 Tagen wieder das Expressionsniveau vornegwegierten Herzen. Zur genaueren
Lokalisation der Thymosin34-Expression wurden Doppelfarbungen mit Antikdrpern
gegena-Glattmuskelaktin und-Aktinin durchgefiihrt. Diese ergaben eine weitelséyele
Kolokalisation von Thymosifi4 sowohl mita-Glattmuskelaktin, als auch mitAktinin

(s. Abb.36). Thymosinf4 konnte nicht nur im Zytoplasma, sondern wie Mlsrei

beschrieben (Bock-Marquette et al., 2004) auch ennKdetektiert werden (vgl. Abb.35
(D))
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Thymosin B4

4d postop

7d postop 14d postop

21d postop 84d postop

Abb.35: Zunahme der Thymosin p4-Proteinexpression in den ersten drei Wochen der

Herzregeneration Immunfluoreszenzfarbung (rot), Dapi- Kernfarbunda(f) im scheinoperierten Herzen
(A), vier (B), sieben(C), 14 (D) bzw. 21 Tag€E) und 84 Tage nach Schadigung des HergendDer weille
Pfeil in (D) weist auf Thymosif-Farbung in den Kernen hin.
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Anti-Thymosin B4/-a- Anti-Thymosin B4/-a-Aktinin
Glattmuskelaktin Doppelfarbung Doppelféarbung
= —— ——

Abb.36: Kolokalisation der Proteinexpression von Tigmosin g4 mit MyHC und Caldesmon
Immunfluoreszenzfarbungen fur Thymosp# (rot), a-Glattmuskelaktin bzw.o-Aktinin (griin), Dapi-
Kernfarbung (blau). Die AusschnitteundB stellen Uberlagerungsbilder dar.

3.5.4 Expression des regenerations-assoziierten Agegns 22/18 in regenerierenden
Herzen

Der monoklonale Antikérper 22/18 konnte durch Inmisierung einer Maus mit
Zellen aus einem “mid-bud Blastem” des Molchesigsblwerden. Der Antikorper farbt
vor allem Zellen innerhalb des Stumpfblastems begid 4 Tage nach Amputation. Nach
zehn Tage ist ein groRRer Teil der Blastemzellenitippsdanach nimmt die Farbung
sukzessive wieder ab (Kintner and Brockes, 1984k detektierte Antigen ist intrazellular
und filament6s. Auch in Zellkulturen aus verschieele Geweben des Molches, wie aus
dem Stumpfblastem, dem Herzen und der Leber, wdielkes Antigen in verschiedenem
Ausmald exprimiert. (Ferretti and Brockes, 1988&t&rrand Brockes, 1990). Die
Expression des regenerations-assoziierten Anti@2is8 konnte vier, sieben, vierzehn
und 21 Tage nach der Schéadigung innerhalb des iKelstdetektiert werden. Dabei nahm

die Expressionsstarke im Verlauf der RegenerationVZer Tage nach der Schéadigung
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konnten nur ganz vereinzelt positive Signale detekiverden. Vierzehn Tage nach der
Schadigung konnte die starkste Expression beoliasletelen. Sie nahm nach 21 Tagen
bereits wieder ab. Im scheinoperierten Ventrikehrke keine Expression beobachtet
werden. In Abb.36 ist die Expression von 22/18 ichesnoperierten Herzen (A) bzw.
sieben (B) vierzehn (D) und 21 Tage nach Schadigiergestellt. Die Farbung eines
Schnittes von einem Stumpfblastem 12 Tage nach Aewputation diente als
Positivkontrolle. Der gegen MyHC angefarbte Palsdlenitt (F) eines &hnlichen
Ausschnittes wie in (D) weist daraufhin, dass eh biei den positiven Zellen um MyHC-

negative, undifferenzierte Zellen handeln kénnte.

7d postop

~14depostop

4

14d postop

Abb.37: Expression des regenerationsassoziierten Agens 22/18 im regenerierenden Molchherzen.
Die Immunfluoreszenzfarbung fir das 22/18 Antigest grin, die Dapi-Kernfarbung: blauA)
scheinoperiertes Herz{B) Herzschnitt 7 Tage nach der Schadigun@) Schnitt durch einen
Extremitatenstumpf 12 Tage nach Amputatiql) Herzschnitt 14 Tage nach der Schadigu(ig)
Herzschnitt 21 Tage nach der Schadigyfy;MyHC-Immunfluoreszenzfarbung (rot) eines
Parallelschnittes.
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3.6 Analysen der Proteinexpressionen wahrend der laregeneration mittels Western
Blots

3.6.1 Veranderungen des Phosphorylierungsstatus \sahiedener Enzyme kurze Zeit
nach der Schadigung des Herzens

Phosphorylierungen von Enzymen zahlen zu den estteiteten Mechanismen,
die der Aktivierung oder Inaktivierung von Enzymaienen. Die Herstellung spezifischer
Antikorper die einzelne Phosphorylierungsstellekerenen, ermdglicht die Detektion
verschiedener Phosphorylierungszustéande. Im Raldieser Arbeit wurden Herzen 10, 30
Minuten und zwei Stunden nach der mechanischend8pindg des Ventrikels entnommen.
Aus diesen Proben wurden Proteine extrahiert uneije 10 pug Proteinextrakt auf einer
denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt. Die auf eiNérocellulose-Membran
transferierten Proteineextrakte wurden anschlielend verschiedenen priméaren
Antikdrpern inkubiert und schlie3lich mit entspreoden sekundéren Antikdrpern
nachgewiesen. Dabei wurden Komponenten verschiedeigealtransduktionswege, die
bekanntermallen in  Stressantworten, Differenziepmogssse, Zellteilungen,
Zellwachstum etc. involviert sind, untersucht.

Bei der in dieser Arbeit untersuchten Aktivierungr dMAP-Kinase (Mitogen activated
kinase) p38 handelt es sich um ein Enzym innerleatier Signalkaskade, die fur die
Kontrolle der zellularen Antwort auf Zytokine undré&ss zustandig ist. In Abb. 36 wird
deutlich, dass bereits 10 Minuten nach Schadigueglebvom verwendeten P-p38-
Antikorper detektierten Phosphorylierungsstelletr(I80/Tyr 182) stark phosphoryliert
wurden, wahrend in den scheinoperierten oder rapktierten Kontrollen teilweise keine
bzw. nur sehr schwache Phosphorylierungen erkennbaren. Die beobachtete
Aktivierung mittels Phosphorylierung blieb auch h@&9 min bzw. zwei Stunden nach der
Schadigung bestehen.

Auch die IJNK/SAPK (stress activated protein kinass} ein Enzym, das Stress-
Wachstums- und Differenzierungssignale auf Trapskmsfaktoren wie c-Jun, ATF-2 u.
a. Ubertragt. Die SAPK wurde in Folge der Schadigesonders stark nach zwei Stunden
an dem Threoninrest 183 und den Tyrosinrest 185gdtaryliert.

Die Aktivierung der Proteinkinase C gehort zu desten Ereignissen in einer Kaskade
von Reaktionen, die zu einer Vielzahl von zellurédntworten wie Sekretion,
Genexpression, Proliferation und Muskelkontraktididhren. Die Isoformen der

Proteinkinase C werden in drei Klassen unterteiitd werden entweder in einer Ca2+
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abhangigen oder unabhangigen Weise von Phosplssidyl Diacylglycerol und
Phorbolestern aktiviert. Eine andere Klasse behdtigder die einen noch die anderen
Stimuli fUr ihre Aktivierung. In diesem Experimestthienen di€-Threonin 404-Reste der
detektierten PKCs nach 10 min noch nicht aktiveertwerden. Nach 30 min bzw. zwei

Stunden war eine leichte Zunahme der Phosphorylgeru beobachten.

Sham OP Sham OP Sham OP
- DD —— — . w— e @ W | P_n38 (Thr 180/ Tyr 182
- - W @S| p_SAPK (Thr 183/ Tyr 185)
o — - -
— — — — R ——— — | D_PanPKC (Thr 404)
—_— o @ _-—— - P-MEK1/2 (Ser 212/ 221)
—— — -— -
,. — G = =' oy ' ’ .-‘ GesamtMEK1/2
— — - SW | p_Erk1/2 (Thr 202/ Tyr 204)
——— GesamtErk1/2
- - - ===| P- p90RSK (Ser 380)
ME— — — e ws | P-Akt (Ser 473)
Ponceau-Rot gefarbte
Aktinbanden als

Ladungskontrollen

Abb.38: Westernblotanalyse der Phosphorylierungszu&nde verschiedener Kinasen 10, 30 und
120 min nach der Schadigung des Ventrikels im Verglch mit scheinoperierten (Sham) Herzen

Die MAP-/Erk-Kinase MEK1 und MEK2 sind Bestandteiteer Mitogen aktivierten
Proteinkaskade, die das Zellwachstum und die ZAfdléinzierung kontrollieren. MEK1
und MEK2 werden ihrerseits von verschiedenen Zytekiund Wachstumsfaktoren, sowie
mittels Membrandepolarisationen oder Kalziumeimstnigen stimuliert. Raf-ahnliche
Molektle aktivieren MEK1/2 durch Phosphorylierungamden Serinresten 212 und 221.
Auch die Kinasen MEK1/2 wurden 10 bzw. 30 min naklerzschadigung stark
phosphoryliert. Die Phosphorylierung wurde nachizZ8tanden bereits wieder schwacher.

Vergleicht man die Gesamtmenge an MEK1 und MEK® gwwvar Unterschiede zwischen
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den einzelnen Proben erkennbar, diese allein sehgedoch nicht fur die eindeutige
Aktivierung nach Herzschadigung verantwortlich gehtaverden zu kdnnen.

Die Aktivierung von MEK1/2 fuhrte ihrerseits zur #Nderung der extracellular-signal-
responsive-Kinasen Erkl und Erk2 (auch p44 und p¥P-Kinasen genannt) durch
Phosphorylierungen an dem Threoninrest 202 und @grmosinrest 204. Bereits 10 min
nach Schadigung hatte die Aktivierung der MEK1/2&&en eine Aktivierung der Erk1/2
Kinasen zur Folge, die auch noch zwei Stunden daclSchadigung bestehen blieb. Die
Gesamtmenge an Erk1l/2 hatte leicht zugenommen irgl&eh zu den scheinoperierten
Kontrollherzen.

p90-RSK gehdrt zur Familie der weitverbreitetenk®@& ribosomalen S6 Serin/Threonin-
Kinasen. Die p90-RSK wird von Erk1l/2 mittels Phospfierung an verschiedenen
Phosphorylierungsstellen aktiviert. Der hier verdete Antikorper erkennt die
Phosphorylierung an dem Serinrest 380. Die im 2Zefidokalisierte aktivierte Form der
p90-RSK phosphoryliert verschiedene Transkriptiakisfren wie CREB, c-Fos und SRF.
Wie zu erwarten hatte die schadigungsbedingte Adttimg von MEK1/2 und Erk1/2 auch
eine Aktivierung von p90-RSK an allen drei untefdgea Zeitpunkten zur Folge.

Die Proteinkinase Akt spielt eine kritische Rollér fdas Gleichgewicht zwischen
Zelliberleben und Apoptose. Akt wird von Insulindumerschiedenen Wachstums- und
Uberlebensfaktoren aktiviert. Die Aktivierung vorktAfiihrt ihrerseits zur Inhibition der
Apoptose durch Phosphorylierungen verschiedendpidieine wie Bad, c-Raf, Caspse-9
etc.. AulBerdem hat Akt Einfluss auf die Glycogerisgae und das Zellwachstum. Auch
im Fall der Proteinkinase Akt fihrte die Schadigang verstarkten Phosphorylierung des
Serinrestes 473 wahrend aller untersuchten ZeiteutNach 30 min war die Aktivierung

am starksten.

3.6.2 Untersuchung des Einflusses des MEK1/2 Inhilbirs U0126 auf die
Herzregeneration

Die Ergebnisse der Westernblot-Analysen ergabee eindeutige und massive
Aktivierung des MAP-Kinase Signalweges innerhallr @éesten zwei Stunden nach
Herzschadigung. Die Aktivierung konnte anhand vohodphorylierungen dreier
miteinander agierender Kinasen gezeigt werden. dieser Beobachtung ergab sich die
Fragestellung, welche Auswirkung die Inhibition esnder stark aktivierten Enzyme auf

den Regenerationsverlauf haben wirde. Der komniererbhaltliche, hochselektive
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Inhibitor der MEK1/2-Kinase u0126 (1,4-diamino-Byano-1,4-bis[2-
aminophenylthio] butadien) erschien fur die Unteraing dieser Fragestellung geeignet
(Favata et al., 1998).

Zunachst wurden drei Konzentrationen des Inhibiérsl0, 20 pg/g Kérpergewicht) auf
ihre Wirksamkeit und Vertraglichkeit inm vivo Experiment getestet. Daflr wurde jeweils
die entsprechende Menge der in Methanol gelost@mM U0126-Stocklésung mit
Amphibien-PBS (A-PBS) verdinnt und den zuvor nasketten Molchen intraperitoneal
gespritzt. Zwei Stunden spater wurden die Tiereewrmarkotisiert und der Ventrikel
mittels Quetschung mechanisch geschéadigt. Die Bneader Herzen erfolgte zu
verschiedenen Zeitpunkten. Der inhibitorische Hffetes U0126 wurde mittels
Westernblot unter Verwendung des P-MEK1/2- undRiesk1/2 Antikérpers untersucht.
Eine Konzentration von 20ug/g Korpergewicht zelyerbei eine effektive Inhibition (Dr.
Thomas Kubin, personliche Mitteilung) und wurde atien weiteren Experimenten
verwendet. Kontrolltiere erhielten anstelle desibitors Injektionen von einem Gemisch
aus 42% Methanol/ 58% A-PBS, welches der Ldsungsinitsammensetzung mit

Inhibitor entsprach.

3.6.2.1 Die biochemische Inhibition der MEK1/2-Kinge durch den Inhibitor U0126
ist in den ersten 30 min nach der Herzschadigungetiektierbar

In diesem Experiment wurden den Versuchsgruppeei zZ8tunden vor der
Herzschadigung intraperitoneal 20ug/g Korpergewidh@126 bzw. das verdinnte
Losungsmittel (42% Methanol/ 58% A-PBS) injiziedach der Herzschadigung bzw. nach
der Scheinoperation, bei der lediglich der Korpesftnet und wieder verschlossen wurde,
wurden die Herzen 10 min, 30 min oder 24 h spatsranmen.

Bereits 10 min nach der Herzschadigung wurde diesptorylierung der MEK1/2-
Kinasen sowohl in den scheinoperierten, als auchden geschadigten Herzen nach
Inhibitorgabe stark verringert, die Gesamtmengekdleasen blieb unverandert.
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Sham+UO OP + Me -

- - S | P-MEK1/2
- P-Erk1/2 Abb.39: Inaktivierung der MEK1/2 und Erk1/2-
Kinasen nach i.p. Injektion des Inhibitors U0126 in
— S e e G W Ral A scheinoperierte Herzen und in Herzen 10 min nac
Schadigung.

Fur das Zielenzym der MEK1/2-Kinase die Erk1/2-Ka&onnte auch noch nach 30 min
keine Phosphorylierung detektiert werden. Die 90li@BaKinase, die von der aktivierten
Erk1l/2-Kinase phosphoryliert wird, zeigte auch hieine deutlich schwéachere
Phosphorylierung. Einen Tag nach Herzschadigunglaoinidbitorboehandlung waren keine
Unterschiede zwischen behandelten und KontrolhiéneBezug auf die hier untersuchten
Phosphorylierungsstellen mehr detektierbar. DersPhorylierungsstatus erreichte in den
meisten Fallen wieder das Niveau der ungeschadigtauaen. Die Detektion des GTP-
bindenden Proteins Ral A, einem Mitglied der Rape®familie diente hier und im

Folgenden zum quantitativen Vergleich der einzelf¥nben sowie die Ponceau-Rot

gefarbten Membranauschnitte.

| - - | P-MEK12

Gesamt-
MEK1/2

- " P-Erk1/2

Gesamt-
Erk1/2

S — N —— — = - ™ | P-p90RSK

i — RalA

Abb.40: Untersuchung des Inhibitoreinflusses 30 miund einen Tag nach der Herzschadigung auf die
Phosphorylierungen der MEK1/2, Erk1/2 und p90-RSK-Kinasen. Kontr. bzw. K. kennzeichnet im
Folgenden Proteinextrakte aus normalen, ungesdegditerzen.
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3.6.2.2 Starkere Aktivierung der Akt-Kinase nach Irhibition der MEK1/2-Kinase
durch den Inhibitor U0126

Zur Uberprifung ob sich, durch die InaktivieruresdMAPK-Signalweges auf der
Stufe der MEK1/2-Kinase, der Phosphorylierungsstaanderer Signalwege verandert,
wurden die Phosphorylierungen der Akt-Kinase und g88-MAP-Kinase ebenfalls
untersucht. Fur die Phosphorylierungsstellen S&fund insbesondere Threonin 308 der
Akt-Kinase konnte nach 30 min eine starkere Phaggileoung in den Proteinextrakten der
mit U0126 behandelten Tieren detektiert werdenFbii der p38-MAP-Kinase konnten
hingegen keine eindeutigen Unterschiede zwischen bdeiden Versuchsgruppen
festgestellt werden. Einen Tag spater verhielteh eide Versuchsgruppen wieder gleich.

— ——-— P-Akt (Thr 308)
R s P-Akt (Ser 473)

W ———— WP | GCecsamtAkt

P-p38

- (Thr 180/ Tyr 182)

Abb.41: Starkere Aktivierung der Akt- gegeniber p38MAP-Kinase nach Inhibitorinjektion

3.6.2.3 Weitere Substratproteine des MAPK-Signalwesxg und/oder Akt-Signalweges
zeigen keine eindeutige Deregulation nach U0126jktionen

Neben den bereits erwdhnten SubstratproteineM@g#¢1/2-Kinase sind weitere
Substratproteine der p90 RSK und der Erk-KinasdB@&zug auf Veranderungen ihrer
Phosphorylierungstati nach 10 min bzw. zwei Stanide geschadigten im Vergleich mit
scheinoperierten Herzen untersucht worden. Fir deripunkt 30 min nach der
Herzschéadigung wurden zusatzlich die Auswirkungen mraoperativen U0126-Injektion

untersucht.
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Dabei zeigte die von Mitogenen und Stressfaktoldiviarte Kinase MSK1, die sowohl
von Erk als auch von der p38 MAPK phosphoryliertdyieine deutliche Zunahme der
Phosphorylierung an dem Serinrest 376 30 min urah awoch zwei Stunden nach der
Herzschéadigung. Allerdings schien in diesem Fall ghidoperative U0126-Injektion nicht
zu einer schwacheren Phosphorylierung wie im Fadlpf0 RSK zu fuhren. Das gleiche
Bild zeigte auch ein weiteres Zielgen der MSK, #ston 3. Die Phosphorylierung des
Serinrestes 10 des Histons 3 spielt eine wichtigkeei der Chromosomenkondensation
wahrend der Mitose.

Die Untersuchung von weiteren Substratproteinen Etér bzw. der p90 RSK wie der
Transkriptionsfaktoren Elk-1 und CREB lieferte fieide Transkriptionsfaktoren keine
eindeutigen Befunde.

Der Komplex aus Tuberin, einem Produkt des Tumgmgsorgens TSC2, und Hamartin
(TSC1) wird durch Phosphorylierungen an Threoni62ldnd 1571 des Tuberins von der
Akt-Kinase reguliert. Die Phosphorylierungen fuhrauir Hemmung der mTOR/FRAP-
Kinase (mammalian target of rapamycin). Diese fikiederum zum Ausbleiben der
Hyperphosphorylierung des 4EBP-1 (eukaryotic ititia factor 4E binding protein 1),
einem Inhibitor des Translationsstarts. Ohne Hypesphorylierung bleibt 4E-BP1 an
elFAE (eukaryotic initiation factor 4E) gebunderdunhibiert dadurch die cap-abhangige
Translation, indem er die Bindung von elF4E anadip-Struktur der m-RNS verhindert.
30 min nach der Herzschadigung nahm die Phospkanyly am Threoninrest 1571 des
Tuberins leicht zu. Die mit dem MEK1/2-Inhibitor imndelten Herzen zeigten aber keine
signifikanten Unterschiede.

Im Fall des bereits erwahnten 4E-BP1 bereiten dmesphorylierungen an den
Threoninresten 37/46 die nachfolgenden Phosphounylgen an dem Serinrest 65 und
Threoninrest 70 vor. Sie alleine sind jedoch nmhsgreichend um die Bindung mit elF4E
aufzuheben. Auch hier waren die Ergebnisse niaideeitig. Nach U0126 —Behandlung
konnte jedoch eine etwas starkere Phosphorylieramg den hier untersuchten
Aminosaureresten des 4E-BP1 beobachtet werden.eDigmstand konnte auf eine
erhohte Translationsaktivitat hinweisen.

Die mitogenaktivierte p70 S6 Kinase wird fur Zelbhatumsprozesse und den Ablauf der
G1-Phase des Zellzyklus bendtigt. Die Aktivitat @&0 S6 Kinase wird mittels multipler
Phosphorylierungen reguliert. Sie stellt sowohl etmalb des Akt-Signalweges ein
Zielprotein der mTOR-Kinase, als auch der Erkl/2d&e dar. Die p70 S6 Kinase

phosphoryliert ihrerseits das S6-Protein der 4B8somalen Untereinheit und ist somit in
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die Translationskontrolle involviert. Die unterstem Proben zeigten untereinander fur die
drei untersuchten Phosphorylierungsstellen ein Beterogenes Muster und im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle eine sehr schwache lueaAm starksten war die Zunahme
der Phosphorylierungen der Serinreste 240/244 @esb®somalen Proteins erkennbar.
Aber auch hier sind die Unterschiede zwischen uabedlten (OP+MeOH) und
behandelten (OP+U0126) nicht eindeutig.

Die GSK-3 (Glykogensynthase-Kinase-3) phosphoryligrd inaktiviert in Abhangigkeit
von der vorherrschenden Insulinkonzentration digk@jensynthase. Des Weiteren ist sie
auch noch in die Regulation der Proteinsynthess,@lin D1-Abbaus etc. involviert.
Zudem ist sie ein Bestandteil des Wnt-SignalwegBse von Akt vermittelte
Phosphorylierung von GSKB-an dem Serinrest 9 fuhrt zu ihrer Inaktivierunguez der
drei mit Inhibitor behandelten Proben zeigten deieht erhéhte Phosphorylierung des
Serinrestes im Vergleich zu den ungeschadigtenndtbet und zu den nur Losungsmittel
behandelten Kontrollen.

Sham OP Sham  OP+MeOH - Sham OoP

P-MSK1
— -
- = 1 (ser376)
R - - P-Histon 3
-_—a — W e wee wme wm» | P-ElK1 (Ser 383)
P- CREB
B T L I .
P-TSC2
— —-— —
- - (Tyr 1571)
- e e : P-4EBP1
- (Thr 37/46)
Ponceau-Rot gefarbte
. bt iy we— Aktinbanden als

Ladungskontrollen

Abb.42a: Untersuchung weiterer Zielproteine innerhdb des MAPK- und Akt- Signalweges auf
mogliche durch den Inhibitor induzierte Deregulationen 30 und 120 min nach der Herzschadigung.
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Kontr. + MeOH + U0126
- -— P P-p70 S6 Kinase (Thr 389)
o - — - P-p70 S6 Kinase (Thr 412/Ser 424)
- - e P-S6 ribosomales Protein (Ser 240/244)
S — & W | P-GSK-3B (Ser9)
Ponceau-Rot geféarbte Aktinbanden als
Ladungskontrollen

Abb.42b: Untersuchung weiterer Zielproteine innerhdb des MAPK- und Akt- Signalweges auf
mogliche durch den Inhibitor induzierte Deregulationen 30 und 120 min nach der Herzschadigung.

3.6.2.4 Untersuchung des Einflusses der U0126-Bel#ungen auf die
Proteinexpression von Zytoskelettproteinen und Mibse- bzw. S-Phasen
Markern in geschadigten Herzen

Fur die vier, sieben, und 14-Tage Versuchsgruppemelten die Molche wie
bereits beschrieben zunéchst zwei Stunden vor @ezsdhadigung i.p. Injektionen des
Inhibitors bzw. des Losungsmittels. An den dardgi#aden Tagen wurden sie jeweils
einmal taglich injiziert. Den 4 Tage-Gruppen wurddie Herzen am Tag nach der 4.
Injektion entnommen, der 7-Tage-Gruppe drei Tageespund der 14 Tage-Gruppe zehn
Tage spater. Auffallig war die starkere Myosin-SehsvKette-Expression in den U0126-
Proben vier Tage nach Herzschadigung. Die MyHC-&sgion zeigte sieben Tage spater
keine grofRen Unterschiede mehr zu der nur mit Lgsomitel behandelten Gruppe. 14
Tage spater war die Expression in den Kontrolltiestarker als in den mit U0126
behandelten Tieren. Die Expression von TroponirchHien im Gegensatz zu MyHC kaum
dereguliert zu sein.

Die Phosphorylierung des Serinrestes des Histdregdnn nach sieben Tagen anzusteigen
und wurde nach 14 Tagen am starksten. Ein ahnliEhgsbnis ergab auch ein Marker der
S-Phase des Zellzyklus der Antikérper gegen PCNaAliferating Cell Nuclear Antigen).
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+ MeOH - + MeOH - + MeOH - Kontr.
- — D e | MyHC
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W e e e s | Destrin
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ﬁ PCNA

P-Histon 3
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Aktinbanden als
Ladungskontrollen

D e .- e MyHC
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W e W | Destrin

W W e e & | Cofilin
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Ponceau-Rot gefarbte Aktinbanden
als Ladungskontrollen

Abb.43: Westernblotanalyse zur Proteinexpression yechiedener Zytoskelettkomponenten und
Proliferationsmarkern 1, 4, 7 und 14 Tage nach deHerzschadigung
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3.6.2.5 Verringerte Expression der Aktin-Depolymermsationsfaktoren Cofilin und
Destrin in U0126 injizierten Herzen vier Tage nachder Herzschadigung

Eine Erklarungsmaglichkeit fir die unterschiedlichen Men an MyHC nach vier
und 14 Tagen nach Herzschadigung konnte ein vert@ndeblauf der Umbauprozesse des
Zytoskelettes, die im Rahmen der Regenerationfis@h, darstellen. Aus diesem Grund
wurde die Expression zwei bekannter Aktin-Depolyisaionsfaktoren im Verlauf der
Regeneration und der U0126-Behandlung untersuclsg. Aatwort auf entsprechende
Stimuli unterstttzt Cofilin unter anderem die Regration von Aktinfilamenten durch das
Auflosen bestehender Filamente. Auch Destrin gehout Familie der Aktin-
Depolymerisationsfaktoren und bewirkt ebenfalls diBepolymerisation von
Aktinfilamenten und ist in Vorgange wie Zellmobditund Zytokinese involviert. Ab dem
vierten Tag nach der Herzschadigung stieg die Pmetpression von Cofilin und Destrin
in den geschadigten Kontrollherzen (+ MeOH) leightund verstarkte sich innerhalb der
untersuchten 14 Tage Herzproben. Die mit dem MEHdhhitor behandelten Herzen
hatten vier Tage nach Herzschadigung ein ahnlickepressionsniveau wie die
ungeschadigten Kontrollherzen. In den Inhibitoizigrten Herzen stieg die Expression
nach sieben bzw. 14 Tagen deutlich an, ohne sidocje von den geschadigten
Kontrollherzen (+ MeOH) zu unterscheiden.

3.6.2.6 Die transiente oder kontinuierliche Injekton von U0126 hat keinen Einfluss
auf die Expression bzw. Phosphorylierung von Erk/2, Histon 3 oder MyHC

Die beiden in Abb. 44 dargestellten Versuchsgruppaterscheiden sich lediglich in der
Dauer der Gabe des MEK1/2-Inhibitors. Dabei wundelém einen Fall (14d postop; 4
Injekt.) wie bereits beschrieben die erste Injekt Stunden vor der Herzschadigung
durchgefuhrt. Darauf folgten an den néchsten dagien weitere drei Injektionen und nach
weiteren zehn Tagen, ohne erneute Injektionen edtlidh die Herzentnahme. Bei der
zweiten Versuchgruppe erhielten die Molche insgeésah Injektionen, die ebenfalls

taglich verabreicht wurden. Wie bereits beschriebbkielt die durch den Inhibitor

ausgeloste verringerte Phosphorylierung der ErkKiase noch nicht einmal 24 Stunden
an (vgl. Abb.40 ), und wurde auch durch die tagichnjektionen nicht wieder ausgelost.
Die Erk-Kinase schien sogar im Gegenteil auch lgeTiaach der Herzschadigung noch

starker aktiviert zu sein als in den ungeschadigteantrollherzen. Auch die
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Proteinexpressionen des MyHC und P-Histon 3 zeigt#ne signifikanten Unterschiede

zwischen der transienten oder der kontinuierlicinambitorinjektion.

Meoh-Kon . UO-Beh. Kontr. Meoh-Kon . UO-Beh.
- - - - D e @ e MyHC
- - - - - — P-Histon 3

BEeETE TeEwmee W P

Ponceau-Rot gefarbte
Aktinbanden als
Ladungskontrollen

Abb.44: Vergleich zwischen transienter (viermaligdnjektion) und kontinuierlicher (vierzehnmalige)
Inhibitorgabe auf die Phosphorylierung bzw. Expresin verschiedener Proteine 14 Tage nach der
Herzschéadigung.

3.7 Untersuchungen des Einflusses des MEK1/2-Inhilors U0126 auf Primarkulturen
aus ungeschéadigten Molchherzen

Zur weiteren Analyse defn vivo beobachteten Effektes von U0126 auf die
Herzregeneration wurden Primarkulturen aus ungekgtein Herzen generiert. Diese
Kulturen zeigten morphologisch unterschiedlicheltgeén. Wurden die Zellen langere
Zeit kultiviert, bildeten sie dreidimensionale Giis Manche dieser Cluster kontrahierten
gelegentlich. Da die Zellen in Kultur proliferientelie3en sie sich mehrfach passagieren.
Fur das im Folgenden beschriebene Experiment wuda#ien aus der flinften Passage
verwendet. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraumm \&eben Tagen mit reinem
Methanol, 10uM oder 80 uM U0126 inkubiert. Dabeirei pro Konzentration zwei
Kammern behandelt. Jeden zweiten Tag, also insge3atal wurde, das Medium unter
Zusatz des Losungsmittels bzw. des Inhibitors esrteu
Im Hellfeld waren zunachst keine Unterschiede zigsc den einzelnen Testgruppen
erkennbar. Die Immunfluoreszenzfarbungen gegenSdaekomer- und Stressfaserprotein
a-Aktinin  und den Mitosemarker phosphoryliertes Hist 3 zeigten deutliche

Unterschiede.
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3.7.1 Blockierung der Mitoserate nach Inkubation va priméaren Molchherzzellen mit
U0126

Die kontinuierliche Inkubation mit U0126 fuhrte einer deutlichen Abnahme von
fur den Mitose-Marker Phospho-Histon 3 positivenllede Dabei schienen bei einer
geringen UO0126-Konzentration (10 pM)Aktinin positive Zellen sensitiver auf den
Inhibitor zu reagieren als deAktinin negativen Zellen. Allerdings zeigte dieAktinin-
Farbung in Zellen deren Kerne auch fiir das phogfiecies Histon 3 positiv waren keine
geordnete Anfarbung von Z-Scheiben, sondern eleEdscheinungsbild von Stressfasern
(vgl. Abb. 47 (D)). Bei einer Konzentration von 800126 sind sowohl die-Aktinin
positiven, als auch die-Aktinin negativen Zellen in ihrer Teilungsfahigkeaehemmt

worden.
Einfluss des Inhibitors U0126 auf primare
Molchherzzellen
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Abb.45: Einfluss des Inhibitors U0126 auf die Mitosrate von primaren Molchherzzellen
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3.7.2 Verringerung der Anzahl ana-Aktinin positiven Zellen nach Behandlung mit
dem Inhibitor U0126

Ca. 18% der Zellen aus der Passage 5 wat@&ktinin positiv. Mit Zunahme der
U0126-Konzentration nahm nicht nur die Kernteiluaggs, sondern auch die Anzai
Aktinin-exprimierender Zellen ab. Sie sank auf @& bei Verwendung von einer
Inhibitorkonzentration von 80 uM.

Einfluss von U0126 auf die Expression von a-Aktinin

25%

20% A T

[y
8]
BN

@ MeoH
B 10pM U0126
0 80uM U0126

[y
Q
BN

Gesamtzellzahl

5%

Anteil a-Aktinin positiver Zellen an der

0%

Abb.46: Grafische Darstellung der Abnahme der Anzaha-Aktinin positiver Zellen nach Behandlung
mit dem MEK 1/2 Inhibitor U0126 Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an.
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Abb.47: Immunfluoreszenfarbungen von priméaren Molchherzzellen in der Passage 5 mit Antikdrpern
gegen a-Aktinin und phosphoryliertes Histon 3 Immunfluoreszenzen gegamrAktinin (griin), gegen
phosphoryliertes Histon 3 (rot) und Dapi-Kernfargufblau). (A) 10-fache Vergréf3erung von primaren
Herzzellkulturen die nur mit Methanol behandelt gem. (B) 20-fache Vergrof3erung eines P-Histon 3-
positiven Zellkerns einera-Aktinin-negativen Zelle. (C) 10-fache VergréBerung von primaren
Herzzellkulturen die mit 10uM U0126 behandelt wurdéD) VergroRerter Ausschnitt einer 40-fachen
Vergrof3erung von einem eines P-Histon 3-positivelikérns einera-Aktinin-positiven Zelle. Der weil3e
Pfeil markiert den positiven Zellkern und die d#&-Aktinin-Féarbung.(E) 10-fache VergrdfRerung von
priméren Herzzellkulturen die mit 80uM U0126 behalhdvurden.(F) VergroRerter Ausschnitt einer 40-
fachen VergroRerung vanrAktinin -positiven Zellen mit Querstreifung durénfarbung desx-Aktinins in
den Z-Scheiben.
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4. Diskussion

Saugetiere sind nicht in der Lage gréRRere Verteggen des Herzens zu
regenerieren. Im Gegensatz dazu besitzen bestilNioke-Saugetier Vertebraten wie der
Zebrafisch Danio rerio) oder derMolch (Notophthalmus viridescens) die Fahigkeit ihr
Herz ohne funktionelle EinbifRen zu reparieren. dB S&ugetieren fuhrt die Reparatur
des geschadigten Gewebes vorwiegend zu FibrosenVenaarbung. Zebrafische und
Molche kdnnen hingegen kontraktiles Gewebe duralgekildetes Myokard mit geringer
oder ganz ohne Narbenbildung ersetzen. Ein bes¥aesandnis der Mechanismen die
der Regeneration zu Grunde liegen stellt eine wgehGrundlage fir eine erfolgreiche

Manipulation oder Aktivierung von regenerativen ##esen im menschlichen Herzen dar.

4.1 Vor-und Nachteile der Verwendung des Molches siModellorganismus fir die
Analyse der Herzregeneration

Das breite Spektrum von regenerationsfahigen @mdnzw. Organstrukturen wie
den Extremitaten, dem Schwanz, dem Gehirn und déokddmark, den Linsen und der
Retina, den Haarzellen des sensorischen Epitheldnimanohr, den Kiefern und dem
Herzen machen den adulten Molch zum Champion degefationsfahigkeit. Die
Entschlisselung der der Regenerationsfahigkeit mundg liegenden Mechanismen stellt
ein wichtiges und attraktives Forschungsgebiet @ae komplizierte und uneffektive
Zuchtung der Molche unter Laborbedingungen behmdeler verhindern bisher sogar den
Einsatz von in anderen Modellorganismen etabliegemetischen Analysen wie die
einfache Herstellung von transgenen oder knocKfaeren. Darliber hinaus werden die
Moglichkeiten  standardisierte  Versuchsbedingungemnerihalb  der  einzelnen
Versuchstiergruppen anzuwenden dadurch erschwass die in der freien Wildbahn
eingefangenen Tiere unterschiedlich alt sind undfipaPathogene etc. mit in die
Versuchstierhaltung einschleppen. Dartber hinausl giler Lieferumfang und die
Lieferzeiten stark von den lokalen Witterungsbedimgen abhéangig. Das Geschlecht der
Molche kann nur wahrend der Paarungszeit eindemtigrschieden werden. Methoden zur
funktionellen genetischen Analyse sind noch wernapleert und das Molchgenom nicht
sequenziert. Erst einer Arbeitsgruppe gelang bishererfolgreiche Herstellung eines

transgenen Molches der Gattu@gnops pyrrhogaster zur Untersuchung der Regeneration
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der Linse (Ueda et al., 2009)es Weiteren gibt es nur wenig Sequenzinformatiamngsh
spezielle molchspezifische Antikorper. Trotz diebiemdernisse stellt die Aufklarung der
effektiven Regenerationsmechanismen im Molch einehtige Voraussetzung fir die
Entwicklung therapeutisch anwendbarer Strategierdié@ Regeneration diverser Organe

im Menschen dar.

4.2 Vor- und Nachteile der mechanischen Ventrikel$édigung

Da von Molchen bisher keine natirlich auftretemtirzschadigung beschrieben
wurde, kann kein solches Krankheitsbild als Vorbiltlir eine kinstliche
Schadigungsmethode dienen. Im Rahmen dieser Axloette eine Herzschadigung mittels
15-facher Quetschung des Ventrikels mit feinen &ben erzeugt. Ein Vorteil dieser
Methode liegt in der Vermeidung starker Blutungemie sie zum Beispiel bei
Amputationen der Herzspitze auftreten. Dadurch kemaine bessere Uberlebensrate als
bei den initialen Amputationsversuchen erzielt veerd Au3erdem blieb bei dieser
Methode die aulRere Morphologie des Ventrikels éehalwéhrenddessen grol3e Teile des
innenliegenden Myokards zerstort wurden. Diese @ignéagsmethode wie auch eine
partielle Amputation des Ventrikel lasst sich nhtir nicht 1:1 mit dem bei Saugetieren
angewendeten Infarktmodell, in dem beispielsweisdétels Ligation bestimmter
Koronararterien gezielt ein Infarkt induziert wemd&ann, vergleichen. Die kunstliche
Ligation kann den natirlich auftretenden thromlmbien Gefal3verschluss zum Beispiel
gut simulieren. Da die Molche keine Koronargefal3esitzaen, schied diese
Schadigungsmethode fur die Analyse der Herzreggorram Molch aus. Die
mechanische Quetschung des Ventrikels im Molchrganint mehrere auf den gesamten
Ventrikel verteilte geschadigte Areale und nichiesi klar begrenzten Wundbereich wie
im Fall der Ligation, Kryoschadigung oder AmputatioDies macht eine genaue
Quantifizierung und Lokalisation der Schadigung adkwebeschnitten schwierig.
Trotzdem lieBen sich qualitative Unterschiede imrldg der Regeneration gut
analysieren. Die Ergebnisse der Westernblotana)ydiersich jeweils auf Proteinextrakte
aus einzelnen Herzen bezogen, haben sich in destendtallen sehr homogen verhalten.
Dies spricht fur eine gute Reproduzierbarkeit di€&shadigungsmethode zumindest dann,
wenn der komplette Ventrikel in die Analyse miteeabgen werden kann.
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4.3 Mitotisch aktive Kardiomyozyten- ein entscheideder Vorteil von Molchen und
Zebrafischen gegentber Saugetieren ?

Generell stellt die Teilungsfahigkeit von Zellaneewichtige Voraussetzung fir die
Erneuerung von geschadigtem Gewebe dar. Frihetarbeon Oberpriller et al. konnten
mittels Autoradiographien nach H3-Thymidininjektean und elektronenmikroskopischen
Analysen bereits zeigen, dass infolge der Amputatieiner Teile des Atriums zehn Tage
bzw. 20 Tage nach partieller Amputation des Veldghkn den Randzonen der Wunde eine
maximale DNS-Syntheserate und Mitoserate innertiib Kadiomyozyten beobachtet
werden konnte. Die DNS-Syntheserate betrug fir iamgozyten in der Randzone des
geschadigten Atriums 9,8 % und die Mitoserate lgetdl2 %. Fir die ventrikularen
Kardiomyozyten konnten DNS-Syntheseraten von ellenfal0% und 0,9 % mitotisch
aktive Myozyten ermittelt werden (McDonnell and @irdler, 1984;Oberpriller and
Oberpriller, 1974). In einem etwas verdndertem HErpent, in dem das amputierte
Gewebe der Ventrikelspitze zur VergroBerung desktiresan Wundbereichs zunéchst
zerkleinert und anschlieRend auf die Wunde zurigélgen wurde, konnte sich ein kleiner
Teil des Herzmuskeltransplantats in die Wunde ntegn. Die starkste proliferative
Aktivitat der retransplantierten Kardiomyozyten kts mit ~24,3 % DNS-Syntheserate
und ~ 2,61 % Mitoserate 16 Tage nach der Amputdbeobachtet werden (Bader and
Oberpriller, 1979).

Ein Fall, in dem Zellteilungen von adulten Saugedi@nyozyten dokumentiert werden
konnten, stammt von Engel et al. Dieser Gruppe ngelaes in adulten

Rattenkardiomyozyten mittels chemischer Inhibierudgr MAP-Kinase p38 und

zusatzlicher Stimulation der Zellkultur mit dem Watumsfaktor FGF1 sowohl Karyo-,

als auch Zytokinesen zu stimulieren (Engel et2005). Allerdings bleibt dies bei einer
Mitoserate von 0,14% unter diesen speziellen Z#likbedingungen ein seltenes Ereignis.
Das postnatale Rattenherz besteht zwdlf Tage naceburt zu ca. 90% aus binuklearen
Kardiomyozyten (Li et al., 1996). Auch im geschddig Saugerherz konnten DNS-
Synthesen und Kernteilungen detektiert werden (&apat al., 1992). Diese resultieren
jedoch meistens in der Entstehung von binuklearele@, in denen eine vollstandige
Zytokinese unterblieben ist. Demgegentber sind gomnale Kardiomyozyten in der Lage
sich zu teilen und gleichzeitig die Pumpaktivitdéésdsich entwickelnden Herzens
aufrechtzuerhalten. Mittels konfokaler Mikroskopi®n dreifach gefarbten primaren

embryonalen Kardiomyozyten umhole mount Kulturen von embryonalen Mauseherzen
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konnte gezeigt werden, dass differenzierte embigoardiomyozyten proliferieren
konnen. Daflr ist jedoch die Deassemblierung vonofMyillen, den kontraktilen
Elementen der Kardiomyozyten, notwendig. Diese Bemblierung beginnt bei den Z-
Scheiben und den dinnen Aktinfilamenten und windndiaei den M-Streifen und dicken
Myosinfilamenten  fortgesetzt. Nach der  Zytokineseeassemblieren  die
Proteinkomponenten der Myofibrillen wieder (Ahuja al., 2004). Es herrschen
kontroverse Ansichten Uber die Grinde fir die Uligigkit von adulten
Saugerkardiomyozytem vivo auf Herzschadigungen mittels vollstandigen Zyteken
reagieren zu konnen. Ahuja et al. konnten eineysaitar einen Anstieg der Expression
von Proteinen die in den Prozess der Zellteilungolwiert sind im adulten
hypertrophierten Mauseherzen beobachten. Andetetdeben vollstandige Zellteilungen
jedoch aus, obwohl eben diese Proteine auch imyamalen Herzen besonders zu den
Zeitpunkten, an denen noch Zytokinese stattfinskark exprimiert werden. Als mogliche
Ursachen fur die im adulten Herzen unvollstandigetiteilungen wurde zum einen das
Vorkommen von komplexen, geordneten und funkti@mellSarkomeren im adulten
Myokard und zum anderen ineffizientere Abbaumedraen als die, die in embryonalen,
differenzierten Kardiomyozyten die Zellteilung meig Auflosung der Myofibrillen
erleichtern, postuliert (Ahuja et al., 2007).

Eine andere Gruppe untersuchte die LokalisationAmwitlin, einem bekannten Regulator
der Spaltungsfurche, in sich vollstdndig teilendegegeniber binukleéren
Rattenkardiomyozyten in Kultur. Sie entdeckten daloass binukledre Zellen dann
entstehen, wenn es zu einer fehlerhaften Fokusgjeron Anillin in der Zellteilungsebene
kommt (Engel et al., 2006).

Im Gegensatz zu den Kardiomyozyten der Saugetibesteht das Amphibienherz
hauptséachlich aus diploiden mononukledren Zellker(iatz et al., 1998;Oberpriller et
al.,, 1988;Tate et al.,, 1987). Untersuchungen msitt€ime-Lapse-Mikroskopievon
primaren Kardiomyozytenkulturen des Molches ergal#ass 80 % der mitotischen,
mononukledren Myozyten auch mononukledre Tochterzdiervorbrachten (Matz et al.,
1998). Diese Beobachtungen und ahnliche Resultseneiteren Time-Lapse-Analysen
stellen ein wichtiges Indiz dafur dar, dass Kardrogyten von Molchen nicht nur die
Fahigkeit zur Karyokinese, sondern auch fir einéstémdige Zytokinese besitzen.

Fur die in dieser Arbeit eingesetzte Schadigung Mentrikels mittels mechanischer
Quetschung, konnte 14 Tage nach Schadigung diestédWitoserate innerhalb der

Kardiomyozyten ermittelt werden. Diese lag bei 4,8,05 Mitosen pro mm?2 Gewebe.
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Neben den Kardiomyozyten zeigten auch andere pelityderen Identitaten noch einer
genauen Bestimmung bedirfen, 14 Tage nach der fgcm@ddie starkste mitotische
Aktivitat. Auch wenn Kardiomyozyten nicht die am adtsten proliferierende
Zellpopulation darstellen, scheinen sie dennochMengleich zu Kardiomyozyten von
Saugetieren ein deutlich grolReres Potential flolgnéiche Kernteilungen zu besitzen.
Interessant erscheint das haufige Auftreten vonodém innerhalb der als trabekel-
assoziierten Zellen bezeichneten Zellen, fur digelebisher noch kein geeigneter Marker
gefunden werden konnte. Immunhistochemische Fagungt Antikérpern gegen Marker
von Endothelzellen wie Tie2 und eNOS blieben bishefolglos. Die genaue
Charakterisierung dieser Zellen stellt einen wopnti Schritt fur das Verstandnis des
Regenerationsblaufes im Molchherzen dar. Bei didsgmte es sich zum Einen um
.,nhormale“ endokardiale Zellen, oder aber um ded#ifezierte Zellen wie z.B.
Kardiomyozyten handeln, die zunachst einen schféuactigen ,unreifen Trabekel
bilden.

4.4 Histologische Untersuchungen belegen eine edodiche Regeneration des
Molchherzens innerhalb von 12 Wochen

Entgegen der friheren Behauptungen, dass die kerae Molchen zwar ein
gewisses regeneratives Potenzial besitzen, abedé&m die Wunde letztendlich mittels
Ausbildung einer Narbe verschlossen wird (McDonaell Oberpriller, 1984;Oberpriller
and Oberpriller, 1974) resultierte die in dieserbdit verwendete Methode der
mechanischen Quetschung in einer nahezu kompleWeéederherstellung der
urspringlichen Morphologie des Ventrikels. Einzignimale Fibronektinriickstédnde
konnten gelegentlich noch in Herzen 84 Tage nacthSdbadigung detektiert werden. Es
kam auch bei Anwendung dieser Schadigungsmethode Warlauf des
Regenerationsprozesses zu vermehrten Expressionefreteinen, die die Extrazellularen
Matrix bilden, wie Kollagen VI und Fibronektin. Digmgestaltung und Ausdehnung der
Extrazellularen Matrix scheint aber im Molchherzeeher voriibergehenden
Stutzfunktionen zu dienen und ganz im GegenteilNkebildung von funktionsfahigem
Myokard nicht zu be- oder verhindern. Die bereiehrskurz nach der Amputation
detektierbare Fibronektinexpression im Stumpfblasseiggeriert eine mogliche Funktion

des Fibronektins als einem Substrat fur die Migratiund Akkumulation von
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dedifferenzierenden Zellen des Stumpfgewebes (Nack Tassava, 1995). Eine solche
Funktion des Fibronektins ware auch wahrend dertdgeneration denkbar.

4.5 Herstellung einer cDNS-Bibliothek und die Analge differentiell exprimierter
Gene

Da die Proliferationsfahigkeit von Kardiomyozytem Molch ein wichtiger Vorteil
gegenuber den Kardiomyozyten der Séaugetiere diérsterde die fur die in dieser Arbeit
verwendete Schadigungsmethode ermittelte maximatesktate von 14 Tagen nach der
Schadigung als ein geeigneter Zeitpunkt fur diezeEethahmen zur Herstellung einer
cDNS-Bibliothek angenommen. Auch die Analysen aedekrbeitsgruppen, die eine
Schadigung durch partielle Amputation verursachtergaben wie bereits erwahnt,
maximale Proliferationsraten innerhalb der erstéh2Q Tage nach der Schéadigung
(McDonnell and Oberpriller, 1984;Oberpriller andedpriller, 1974).

Zudem spielen zu diesem Zeitpunkt Inflammation Mettrose keine so grof3e Rolle mehr.
Stattdessen ist die strukturelle Neugestaltungallemn Gange und die Proliferation der
Kardiomyozyten erreicht ihren Héhepunkt. Da sich deschadigten Herzen sowohl aus
geschadigten/ regenerierenden Arealen als auch uageschadigtem, voll intaktem
Gewebe zusammensetzte, konnten in der cDNS-Bilekogowohl! fur die Schadigung
spezifische Transkripte, als auch Transkripte dieumngeschadigten Herzen exprimiert
werden, angereichert werden. Als mdglichen Hinveeisverstarkte Proliferationsaktivitat
wirde man insbesondere eine Deregulation von Zdlsyegulatoren und
Transkriptionsfaktoren erwarten. Die Sequenzieruog ca. 10 % der Klone der nicht-
normalisierten cDNS-Bibliothek ergab eine Redundemz ~70 %. Die hohe Redundanz
ist ein Indiz fur eine praferenzielle Anreicherwan haufig exprimierten Transkripten im
Vergleich zu weniger prasenten mRNS, wie denen ¥efizyklusregulatoren und
Transkriptionsfaktoren, die unter den Sequenzemkeaertreten waren.

Wirde man eine neue cDNS-Bibliothek generierenemplkdonnte man basierend auf den
bisher gewonnen Erkenntnissen effektive Methoden Z&oreicherung von seltenen
Transkripten bei gleichzeitiger Subtraktion starkumdanter Transkripte anwenden.
Laveder et al. entwickelten beispielsweise einat8&jie zur Herstellung von subtrahierten
cDNS-Bibliotheken in der in einem ersten Schritt €ligo-dirigierter RNase H-Verdau
und in einem zweiten Schritt eine Hybridisierungt froben aus einer 3'-Enden EST-

Sammlung, wie sie im Rahmen dieser Arbeit erhalterde, durchgefuhrt wurde. Dadurch
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gelang es ihnen die Anreicherung von gewebespelzéis stark abundanten Transkripten
wie mitochondrialen RNS etc. stark zu verringera@der et al., 2002). Kommerzielle
Hersteller verwenden fur die Normalisierung von @®Ribliotheken eine &ahnliche

Strategie. Hierbei wird basierend auf den unteestiihen Hybridisierungskinetiken

abundanter und seltener Transkripte eine thermitstdibpplexspezifische Nuklease (DSN)
verwendet welche selektiv Hybride aus doppelstgergcDNS (vorwiegend abundanter
Transkripte) zerschneidet. AnschlieRend werden dier einzelstrdngigen Transkripte
amplifiziert (Zhulidov et al., 2004).

4.5.1 Die Analyse differentiell exprimierter Gene gyab grof3e Verdnderungen
innerhalb der Expression von Transkripten die flr Zytoskelettproteine
codieren

Die verschiedenen Hybridisierungsexperimente nen dMicroarrays ergaben
deregulierte Expressionen von Komponenten des Kgteties. Innerhalb der ersten 21
Tage nach der Schadigung des Ventrikels wurden skrggte mit Homologien zur
Myosin-leichte-Kette-Kinase, ventrikularen alkahen Myosin-Leichten-Kette-1 und
Telethonin schwacher exprimiert als in den scheznepten Kontrollherzen. Telethonin ist
ein Bestandteil der Z-Streifen. Fir die sequenzieKlone mit Homologien zu Desmin,
Troponin C, MHC und kardialem Aktin konnte in dersten zwei Wochen zunachst eine
verringerte Expression detektiert werden. Diesegggdoch nach 21 Tagen bereits wieder
auf ein starkeres Expressionsniveau als in denrkilbimérzen an. Diese Beobachtungen
lassen sich madglicherweise mit elektronenmikroskdpen Analysen von DNS-
synthetisierenden proliferierenden Kardiomyozytegrgleichen. Diese werden haufig
durch eine geringere Anzahl und kleinere Myofilenllgekennzeichnet. In mitotischen
Kardiomyozyten konnten keine Z-Scheiben beobacheiden (Bader and Oberpriller,
1979;0BERPRIL.J and OBERPRIL.JC, 1971;Oberprillend aOberpriller, 1974).
Aullerdem spiegeln sie die mittels ImmunfluoreszéMmingen beobachtete
vorubergehende Reduktion von SarkomerproteinenMyiesin-Schwere-Kettey-Aktinin
und Myomesin wider.

Andere Transkripte mit Homologien zu Zytoskelettpnoen wurden im Gegensatz dazu
bereits nach sieben bzw. 14 Tagen wieder starketireiert. Zu dieser Gruppe gehdrten
Sequenzen mit Homologien zuskelettalem Aktina-Aktin 2 (Glattmuskel, Aorta) und

einem Transkript mit Ahnlichkeit zum Transgelin Diese Proteine gehdren nicht
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unbedingt zu typischen Markern fir reife Kardiomyten, sondern kéonnten unter der
Annahme das die Regeneration des Herzens, ahnliehdie der Extremitaten unter
anderem auf Dedifferenzierung und Redifferenzierbaguht, auf neugebildete unreifere

oder dedifferenzierte Kardiomyozyten hinweisen.

4.5.2 Zunahme der Expression von glattmuskelspezfthen Proteinen

Auffallig erscheint die Zunahme der Expression vglattmuskelspezifischen
Transkripten wien-Aktin 2 und Transgelin 2 im Falle der Chiphybridisingen, sowie die
ansteigende Expression vona-Glattmuskelaktin - und Caldesmon bei den
Immunfluoreszenzfarbungen. Aulerdem wies die Mdtirzder Signale bei der
Hybridisierung der Koloniefilter mit markierten, imregenerierenden Herzen
angereicherten Transkripten als cDNS-Sonde Hometogu der Myosin-regulatorischen-
leichten-Kette des Glattmuskels auf. Auch RT-PCRs gpezifischen Oligonukleotiden
gegen die cDNS von Myosin-regulatorischen-leicttetie des Glattmuskels zeigten nur
eine Expression im geschadigten Herzen und in@eMagen generierten cDNS.

Eine Expression von Glattmuskelproteinen wie demGlattmuskelaktin konnte
beispielsweise auch im sich entwickelnden Mausemestwa 9,5 Tage p.c. beobachtet
werden. Zu diesem Zeitpunkt waren auch die anderan Saugetier bekannten
Aktinisoformen, daso-skelettale undoa-kardiale Aktin, im sich entwickelnden Herzen
prasent. Die Expression venGlattmuskelaktin nahm ab E 17 p.c. wieder ab uoiinke
zwei Wochen nach der Geburt nur noch in Glattmusliieln der Gefalie detektiert werden
(Clement et al., 2007). Ahnliche Beobachtungen kemrauch im pranatalen Rattenherz
gemacht werden (Ya et al.,, 1997). Bei der Entwicgludes Hihnerherzens wurde die
Expression voru-Glattmuskelaktin vor der Expression deskelettalen Aktins detektiert
und im weiteren Verlauf gemeinsam mit diesem inh sentwickelnden Sarkomeren
exprimiert. Im Verlauf der Herzentwicklung beschn sich die Expression des
Glattmuskelaktins dann auf den Ausflusstrakt (Sagid Lough, 1992).In vitro
Experimente mit Embryonalen Stammzellen zeigtenssda&ine Intervention oder
Suppression dera-Glattmuskelaktinexpression die kardiale ES-Zelé#nzierung
beeintrachtigt (Clement et al., 2007). Priméare wdWRattenkardiomyozyten machen
wahrend ihrer Kultivierung gro3e morphologische areterungen durch, die unter

anderem von dem Abbau und der Regeneration desrakbiohsapparates begleitet
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werden. Die adulten Kardiomyozyten exprimieren minehmender Zeit, in der sie
kultiviert werden, in einer zunehmenden Anzahl Kardiomyozyteno-Glattmuskelaktin.
Dabei ist die Expression hauptséchlich in stressémlichen Strukturen an Stelle von
Myofibrillen zu finden (Eppenberger-Eberhardt et 4P90). Diese Beobachtungen deuten
auf eine besondere Rolle von Glattmuskelproteineihrend der Entwicklung und
Regeneration von Kardiomyozyten hin. Fir die Regaian des Molchherzens scheinen
sie ebenfalls von Bedeutung zu sein, da Glattmpsi&i&ine und Transkripte der
entsprechenden Gene wie bereits erwahnt in vexsahén Experimenten stark exprimiert
wurden. Dabei spiegelt die Expression keine Neamwgyiese im regenerierenden
Molchherzen wider, da der Molch im Herzen keinetgéfal3e besitzt (Dr. Sawa Kostin,
personliche Mitteilung)Ahnlich wie fiir die Herzentwicklung vermutet (Suayd Lough,
1992), koénnten die-Glattmuskelaktin Filamente auch wahrend der Hgemeration im
Molch als eine Art Gerust fur die Deposition deelgitalen und kardialen Filamente
dienen und oder die Kontraktilitat der Kardiomyazyt regulieren. In den
Immunfluoreszenzfarbungen konnte die Expression addlattmuskelaktin sowohl in
Bereichen, die auch fir Myosin-Schwere-Kette undoMsgsin (Daten nicht gezeigt)
positiv waren als auch in Regionen, die fur diesesk&lmarker negativ waren, detektiert

werden.

4.5.3 Zunahme der Expression von HSP-27 im regenerenden Molchherzen

Des Weiteren wurde das Hitzeschockprotein HSP12T&e nach der Schadigung
stark exprimiert. Die Expression von Hitzeschockgireen werden vor allem durch
Stressfaktoren wie oxidativen/ischamischen Strdaflammation u.& induziert. Sie
verhindern als molekulare Chaperone fehlerhafteuRgen und unterstitzen die Reparatur
oder den Abbau nicht-nativer Proteine. Fiur verstdme Hitzeschockproteine konnten
schon kardioprotektive Effekte in Bezug auf Zellilleen und Zelladaptation beobachtet
werden (Benjamin and McMillan, 1998). Die transgésigerexpression von HSP-27 in
einem mittels Doxorubicin induzierten Herzschadggmodell der Maus flhrte zu
verbesserten  Uberlebenschancen, verminderten Koadenen von reaktiven
Sauerstoffspezies, verringerten Apoptoseraten ungmologischen Veranderungen in den
Mitochondrien (Liu et al.,, 2007). Darlber hinausnkten Makino et al. in einem

chemischen Mutagenese-Screening nach Flossenragensmutanten im Zebrafisch eine
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Mutation in einem anderen Hitzeschockprotein denP+88 als den mal3geblichen Defekt
fur eine fehlerhafte Bildung des Regenerationsefast identifizieren. Die HSP-60
Mutanten wiesen auf3erdem einen Regenerationsdefektierzen auf (Makino et al.,
2005). Auch das HSP27 des Zebrafisches konnte tbeddoniert werden und
entsprechende Transkripte dieses Gens kommen afigstén im adulten Skelettmuskel
und im Herzen vor (Mao et al., 2005). Die beregkdnnten Eigenschaften des HSP-27
kénnten auch bei der Regeneration im Herzen deshdsleine Rolle spielen. Warum die
vermehrte Expression allerdings erst nach 21d abduehten war, bleibt noch zu klaren.
Denn im Fall des mutierten hsp60-Gens im Zebrafischeint eine Beteiligung dieses
Hitzeschockproteins in einem sehr frihen StadiunBtkestembildung essenziell zu sein.

4.5.4 Zunahme der Expression von Thymosifi4 im regenerierenden Molchherzen

Ein weiterer Faktor dessen mRNS- und Proteinesmresm Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurde, ist das Peptid Thymofh Eine seiner Funktionen besteht darin,
globulares Aktin (G-Aktin) zu binden und somit dessPolymerisation zu filamentdsem
Aktin (F-Aktin) zu verhindern. Die Genexpressionagse ergab einen kontinuierlichen
Anstieg der Expression von sieben bis 21 Tage mchHerzschadigung. Audm situ
Hybridisierungen auf transversalen HerzschnittenTade nach der Schadigung zeigten
eine Anfarbung sowohl in geschadigten Regionenaath in ungeschadigten Bereichen.
Keine Thymosinp4-mRNS konnte hingegen im scheinoperierten Herzmhgewiesen
werden. Auf Proteinebene konnte ebenfalls eine Eom@ader Thymosifi4 Expression im
Verlauf der Regeneration beobachtet werden. Dabiente das Peptid teilweise auch im
Zellkern detektiert werden und eine gewisse bad@teteinexpression konnte im
scheinoperierten Herzen beobachtet werden.

Interessant ist die Expression von Thymop# im regenerierenden Molchherzen, da
Thymosin 4 auch im regenerierenden Zebrafischherzen drei siaden Tage nach
Amputation der Herzspitze in der Wunde und im angeaden Myokard detektiert werden
konnte (Lien et al., 2006). Inin vitro Versuchen mit murinen embryonalen
Herzexplantaten fuhrte die Zugabe von Thymg¥nzur Migration von Muskelaktin-
positiven schlagenden Zellen aus dem Explantat. Klmlturen von neonatalen
Rattenkardiomyozyten fuhrte Thymosipd ebenfalls zu erhéhter Migration und zu

langerem Uberleben in der Kultur. Auch im Fall &&generation des Molchherzens ware
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ein Einfluss von Thymosifi4 auf die zellulare Beweglichkeit vorstellbar. CHache nach
weiteren Interaktionspartnern von Thymos{td neben seiner bereits bekannten
Aktinbindung ergab eine Affinitat zu den ProteirfeiNCH und ILK. Diese sind ihrerseits
Komponenten eines groReren Komplexes, der in Ikiiereen zwischen Zellen und
Extrazellularer Matrix involviert ist und unter deNamen Fokaler-Adhasions-Komplex
bekannt ist (Bock-Marquette et al., 2004). PINCHdunLK unterstitzen die
Phosphorylierung der Serin-/Threonin Kinase Akt spélen wie Akt eine zentrale Rolle
in verschiedenen Signaltransduktionswegen, di&Zéliwachstum, Zellbeweglichkeit und
Zelliberleben verantwortlich sind (Fukuda et aD02). Neben den positiven Effekten von
Thymosinp4 in vitro, fuhrte auch die intrakardiale und oder intrapedale Injektion von
Thymosin B4 in infazierte Mauseherzen zu einer verringertearbinbildung, besseren
echokardiografischen Messwerten fur die Ejektiaigfon (EF) und die systolische
Druckmesserverkirzung (fractional shortening, F®arliber hinaus konnte die
Zelltodrate 24 Stunden nach der Ligation erfoldregesenkt werden (Bock-Marquette et
al., 2004). Thymosirg4 ist ein sowohl im Saugetierherz als auch im Zgwh- und
Molchherzen vorkommendes Peptid, welches (ber eioR3ep Potenzial fir die
Unterstiitzung der Herzregeneration verfugt. Dieges verschiedenen Organismen
natirlich vorkommende Peptid hat im geschadigteng&éerzen positive Wirkungen.
Diese positiven Effekte von Thymosifi4 sind im Saugerherzen scheinbar nicht
ausreichend, um eine effektive Herzregeneratior, si¢ im Zebrafisch und im Molch
maglich ist, zu bewirken. Auch in den beiden zulgznannten Organismen ist Thymosin
B4 ein Faktor unter vielen verschiedenen, der ziereierfolgreichen Regeneration
beitragen kann. Dennoch gibt das Auftreten des clggsi Peptids in
regenerationskompetenten und —inkompetenten OmganisAnhaltspunkte dafir, dass
Faktoren die wahrend der Regeneration in Amphibighim Zebrafisch eine Rolle spielen
auch im S&augetier vorkommen und es sich scheinicht om Faktoren handelt, die im
Saugerorganismus Uberhaupt nicht gebildet werdemm WNilt es die Mechanismen
aufzuklaren die daftr verantwortlich sind, dass Bagenzial solcher Faktoren nicht fur
eine vergleichbar effektive Regeneration im Saegesiusreicht. Durch Thymosipd-
Injektionen konnten wie bereits erwahnt schon pasitEffekte erzielt werden.
Experimente in denen die Thymogid-Aktivitat erfolgreich im Molchherzen geblockt
werden kann, konnten Aufschluss Uber die genaug&tieumund Bedeutung dieses Peptids

fur die erfolgreiche Regeneration im Molchherzehege
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4.6 Analyse der Subtraktionsklone

4.6.1 Dominanz der Expression der zu der glattmuskepezifischen Myosin-
regulatorischen-leichten-Kette homologen cDNS walknd der Macroarray-
Hybridisierungen

Die starke Prasenz der Sequenz fiur die glattmsg&eifische Myosin-
regulatorische-leichte- Kette unter den Subtraldibonen (75 %) lasst sich zum einen
anhand der starken Redundanz innerhalb der nichaimierten cDNS-Bibliothek
erklaren. Das es sich bei dem identifizierten Tkaps um einen falsch positiven, nicht
subtrahierten Klon handeln kénnte, widerlegen dgeBnisse der RT-PCRs und desitu
Hybridisierungen. Hier konnte nur ein Produkt aDNS von geschadigten Herzen bzw.
aus Magengewebe amplifiziert werden. Auch iiesitu Hybridisierungen ergaben eine
eindeutige differentielle Expression. Zum anderénriten dieser Umstand wie auch die
Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalysen mit fur e@nd Glattmuskelproteine
spezifischen Antikorpern einen weiteren Hinweis dief strukturellen Veranderungen der
Molchkardiomyozyten wahrend der Regeneration didesteDiese Verdnderungen spielen
maoglicherweise eine entscheidende Rolle fir di@hésre Proliferationsfahigkeit und De-

bzw. Redifferenzierungsfahigkeit der Kardiomyozytkss Molches.

4.6.2 Entstehung verschiedener Expressionsmusteribden in situ Hybridisierungen
mit den Subtraktionsklonen TB14 und TB25

Wie bereits erwdhnt erfolgte die Herstellung dedSRProben fir diein situ
Hybridisierungen unter Einbeziehung der gesamteN®3equenz und nicht nur der
homologen Regionen. Daher kénnte die Hybridbildtimgoretisch auch die Expression
eines anderen Genes widerspiegeln. Die grol3flachigeyokardialen Expression der
Klone TB 14 und TB 25 scheinen die Expression dgod$h-regulatorischen-leichten-
Kette bzw. des Fhl1-Gens widerzuspiegeln, wenn rmd@se beispielsweise mit der
Proteinexpression von-Glattmuskelaktin bzw. der beschriebenen Expressmam Fhil
vergleicht (Chu et al., 2000). Die unterschiedlithExpressionsmuster lassen sich
maoglicherweise auch durch unterschiedliche Ausmd&eHerzschadigungen bzw. des
zeitlichen Ablaufs des Regenerationsprozessesrerkl®ie gro3flachige Expression von

TB14 koénnte beispielsweise eine Antwort auf diek&#e mechanische Beanspruchung
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des geschadigten Myokards bei gleichzeitiger Emegemittels Proliferation darstellen.
Um welche Zelltypen es sich genau bei den positsgmalen in distinkten geschadigten

Arealen handelt, bedarf der weiteren Aufklarung.

4.6.3In situ Hybridisierungen mit dem p-Aktin homologen Subtraktionsklon TB10

Vorausgesetzt die von dem Subtraktionsklon abigéteiantisense RNS-Probe
hybridisiert mit dem zu den zellularghAktin Transkripten homologen Bereich, kdnnte
die differentielle Expression in geschadigten umgaschadigten Arealen des Ventrikels
14 Tage nach Schadigung des Herzens dem von aneleesrfialls in zwei myokardialen
Schadigungsmodellen beobachteten Anstiegpeiktin-Expression entsprechen (Carlyle
et al., 1996)B-Aktin ist ein Protein des Zytoskelettes, das eipetenziellen Mediator flr
das Wachstum, die Signalweiterleitung und Wandesowje Umstrukturierungsprozesse
von Zellen darstellt-Aktin wird hauptsachlich in Nichtmuskelzellen expiert. Die
Veradnderungen derB-Aktin-Expression begleiten mdglicherweise die Istnwellen
Veranderungen die in Folge einer Schadigung deskityls auftreten. Die Untersuchung
der Lokalisation der verandertgitAktin-Expression im geschadigten Hundemyokard
ergab eine innerhalb von 24 Stunden einsetzendéisrzl 90 Tagen anhaltenfgiéAktin-
Expression im myokardialen Interstitium. Dabei HKallisiert B-Aktin mit dem
Endothelzellmarker van Willebrand-Faktor (Tian let #999). Die genaue Lokalisation der
B-Aktin-Expression im geschadigten Molchherzen warnem Rahmen derin situ
Hybridisierungen nicht moglich. Der Anstieg der Eegsion von Nichtmuskel-Proteinen
im Molchherzen koénnte auch ein weiteres Indiz flied@ferenzierungsprozesse der
Kardiomyozyten darstellen. Einzelfarbungen mit einantif-Aktin Antikérper mittels
DAB-Farbungen 14 Tage nach Herzschadigung ergaben mositive Farbung in der
Peripherie der einzelnen Trabekel (Daten nicht iggzeSomit kbnnte es sich auch um

endokardiale, Trabekel-assoziierte Zellen handeln.
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4.6.4 Distinkte Expression des NADH-Dehydrogenasedrhologs TB8 ?

Da es sich bei der NADH-Dehydrogenase um ein \ugelkt mitochondriales
ubiquitar vorkommendes Enzym der Atmungskette hignéénnte man in Folge der
Herzschadigung einen allgemeinen Anstieg der Gersgmn von Komponenten des
zellularen Metabolismus annehmen. Eine derart fipelzae und regional begrenzte
Expression erscheint jedoch eher unwahrscheinfetigrund der Beschaffenheit dem
situ Proben ist die Detektion einer anderen unbekanmi@MS, die nicht fur die NADH-
Dehydrogenase codiert, durchaus mdglich und kodasebeobachtete Expressionsmuster

erklaren.

4.7 Das regenerationsassoziierte Antigen 22/18 untytokeratin 18 werden auch im
regenerierenden Herzen exprimiert

Das regenerationsassoziierte Antigen 22/18 undkéyatin 18 sind Marker, deren
Expressionen bisher vor allem wéahrend der Extréentdund Schwanzregeneration
untersucht worden sind. Beide Antigene konnten iahrmRen dieser Arbeit auch im
regenerierenden Herzen detektiert werden. Diese tdhde weisen auf mdogliche
Parallelen zwischen der Extremitaten- und Schwaereration sowie der
Herzregeneration hin. Eine solche Parallele kérnnt die Fahigkeit von terminal
differenzierten Zellen im geschadigten Gewebe zdiffdgenzieren und anschliel3end
entweder zu transdifferenzieren oder zu rediffeieren sein.

Der monoklonale Antikdrper 22/18 ist durch Immueising einer Maus mit Zellen aus
einem “mid-bud” Blastem des Molches isoliert word&er Antikorper farbt vor allem
Zellen innerhalb des Stumpfblastems, beginnend ge Trach Amputation. Nach zehn
Tagen ist ein grof3er Teil der Blastemzellen podiiv 22/18. AnschlieRend nimmt die
Farbung sukzessive wieder ab. 14 Tage nach der fatipu konnten im Stumpf auch
Zellen detektiert werden, die sowohl flr den Antp&r 22/18, als auch fur einen zweiten
Antikorper 12/102, der spezifisch fur den adulteel8ttmuskel des Molches ist, positiv
waren (Kintner and Brockes, 1984). Das detektieMstigen ist intrazellular und
filamentds. Auch in Zellkulturen aus verschiedei@weben des Molches, wie aus dem
Stumpfblastem, dem Herzen und der Leber wurde slidsgtigen in verschiedenem
Ausmald exprimiert. (Ferretti and Brockes, 1988&trrand Brockes, 1990). Dartber
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hinaus resultierte die Transplantation markierteardfomyozyten in regenerierende
Extremitaten in der Abnahme von Kardiomyozytenmarkend Zunahme der 22/18
Expression (Laube et al., 2006).

Die Expression des regenerations-assoziierten amic22/18 konnte im Rahmen dieser
Arbeit vier, sieben, vierzehn und 21 Tage nachrdechanischen Schadigung innerhalb
des Ventrikels detektiert werden. Dabei nahm digr&ssionsstarke im Verlauf der
Regeneration zu.

Keratine sind Intermediarfilamentproteine und intkienmlichen Sinne Marker fir die
epitheliale Differenzierung. In niedrigeren Organen findet man diese aber auch in nicht
epithelialen Zellen vorwiegend in mesenchymalen |&(derzellen wahrend der
Regeneration von Organstrukturen. Die ExpressionZxygokeratin 18 konnte bereits nach
drei bis funf Tagen im Stumpfblastem des Molcheshgawiesen werden. Experimente
mit antisense Oligonukleotiden gegen Zytokeratin ih8 kultivierten Blastemzellen
deuteten darauf hin, dass Zytokeratin 18 moglickessvdem Erhalt des undifferenzierten,
proliferationsaktiven Status der mesenchymalen alderzellen dient (Corcoran and
Ferretti, 1997). Ferretti et al. haben unter andeaech die Expression von Zytokeratin 18
in regenerierenden Ober- und Unterkiefern im Molgitersucht und konnten sowohl
Zytokeratin 18 Transkripte, als auch ZytokeratinPir8teine in Blastemzellen detektieren
(Ferretti and Ghosh, 1997). Wahrend der Entwickldeg urodelen Nervensystems und
wahrend der Regeneration nach Amputation des Scesakonnten Expressionen von
Zytokeratin 18 in dem regenerierenden ependymattila8ch beobachtet werden (Walder
et al., 2003). Nicht nur in verschiedenen OrgaresiMolches sondern auch im Zebrafisch
konnten Zytokeratinexpressionen detektiert werd@mtauchten in einem Screening nach
Genen, die wéahrend der Flossenregeneration ditiefeaxprimiert werden auch diverse
Zytokeratine auf.In situ Hybridisierungen mit antisense Proben gegen Zyaike 18
detektierten sowohl in Embryonen und Larven alshaeim Tag und 4 Tage nach der
Flossenamputation Zytokeratin 18 (Padhi et al.,4200nter Verwendung der Methode
des Differential Display zur Identifizierung weiggrdifferentiell exprimierter Transkripte,
konnte eine Sequenz isoliert werden die Homologierden Keratinen 8 , 18, und 19
aufwies, wobei die Ubereinstimmung mit dem Kerati® verschiedener Spezies am
grofdten war ( Dr. Rene Zimmermann, personlichediithg). Die klonierte cDNS diente
als Grundlage fur die Herstellung der Proben fig idi situ Hybridisierungen und die
Ableitung von Oligonukleotiden fir RT-PCRs. Zytokgn 18-mRNS konnte mittels
situ Hybridisierungen nur im regenerierenden Herzen Bgel nach der Schadigung
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detektiert werden. Positive Signale traten besandtark im Epikard aber auch innerhalb
einiger Trabekel auf. Im scheinoperierten Herzennken dagegen keine Zytokeratin 18-
Transkripte nachgewiesen werden. RT-PCRs mit gpeldn Oligonukleotiden ergaben
nach 35 Zyklen nur ein Produkt auf cDNS aus Her¢iage nach Schadigung. Starke
Expression konnten zudem im ungeschéadigten Skelskeh und Magen nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt).

Die genaue Funktion dieser beiden filamentosen gRegationsmarker” lasst sich anhand
der Expressionsdaten noch nicht bestimmen und bedsierer funktioneller Analysen.
Die Uberlappenden Expressionen in verschiedenegneggtionsfahigen Organen weisen

aber auf die Existenz von zumindest partiell alindic Regenerationsmechanismen hin.

4.8 Aktivierung verschiedener Signalkaskaden kurz&eit nach Schéadigung des
Ventrikels

Innerhalb der ersten zwei Stunden nach der Schégigonnten Verdnderungen
des Phosphorylierungsstatus verschiedener Enzyséinadie Bestandteile wichtiger
Signalwege sind, beobachtet werden. So wurden éE-Minase p38, die JNK/SAPK, die
Kinase Akt und die MEK1/2 Kinase sowie deren Zielme Erk1/2 und p-90RSK in
geschadigten Herzen im Vergleich zu scheinopeneKentrollherzen durch verstarkte
Phosphorylierungen aktiviert. Die Aktivierung elaiaser Kinasen war zu erwarten, da sie
entweder in zellulare Stress- und Zytokinantwort3g und JNK/SAPK) und oder
Zellwachstums und Zelldifferenzierungsprozesse (MBXk, p90RSK) bzw. in diverse
andere Signalwege die unter anderem eine entsclugidRolle fir das Gleichgewicht
zwischen Apoptose und Zelliberleben spielen (Akiplviert sind.

4.9 Einfluss des MEK1/2 Inhibitors U0126 auf die Rsteinexpressionen und
Phosphorylierungen verschiedener Enzyme

Aufgrund der eindeutigen Aktivierung der KinasenEK| Erk und p90RSK
innerhalb der ersten zwei Stunden nach Herzschégdigallten im Rahmen dieser Arbeit
die Auswirkungen der Inhibition dieses Signalwegetersucht werden. Dabei stellte sich
heraus, dass eine Konzentration von 20ug pro geéfggwicht des chemischen Inhibitors
U0126 eine effektive Hemmung der Phosphorylieruog MEK und Erk 10 min nach der
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Herzschadigung hervorruft. Diese blieb im Fall dgk auch noch 30 min nach der
Schadigung bestehen und wirkte sich auf die p90-BiSKhermalen aus.

4.9.1 Starkere Aktivierung der Akt-Kinase nach U018 Injektion in geschadigte
Herzen

In Folge der Inhibition von MEK1/2 konnte eine r&ere Aktivierung der Akt,
nicht aber der p 38 MAP-Kinase 30 min nach der Sighing detektiert werden. Da
Stresssignale und Wachstumsfaktoren verschiedgmal&askaden aktivieren kénnen und
es teilweise zu Uberlappungen zwischen einzelngmaBivegen und Substratproteinen
kommen kann, konnte die Akt moglicherweise die Witton von MEK1/2 teilweise
kompensieren. Allerdings zeigten die bisher analysnh Substratproteine des Akt-
Signalweges und/ oder des MEK/Erk-Signalweges kegimeleutige Deregulation im
Vergleich zu den mit Losungsmittel behandelten Kalfiterzen. Nur das 4EBP-1
(eukaryotic initiation factor 4E binding protein 4¢heint 30 min nach der Herzschadigung
in den mit U0126 behandelten Herzen an den Threestien 37/46 starker phosphoryliert
worden zu sein. Diese Phosphorylierungen begumstigechfolgende weitere
Phosphorylierungen die letztlich zum Start der Slaimon fihren. Ob ein friherer
Translationsstart im Herzen eine schnellere Regéinerermdglicht oder eher schadliche

Auswirkungen hat, lasst sich aus den bisherigeelirigsen nicht ableiten.

4.9.2 Zunahme der MyHC-Expression nach U0126 Behahahg

Die Analyse spaterer Zeitpunkte nach der Herzsguédj ergab einen Anstieg der
Myosin-Schwere-Kette-Expression in den mit dem bitbr behandelten Herzen. Sieben
Tage nach der Herzschadigung war dieser Unterschieldt mehr erkennbar. Nach
vierzehn Tagen hatte sich das Verhaltnis umgek@&fdhrend die Myosin-Schwere-Kette-
Expression in den mit dem Inhibitor behandeltenzider14 Tage nach Herzschadigung
das Expressionsniveau der ungeschadigten Kontre#heerreicht hatte, zeigten die mit
Loésungsmittel behandelten Herzen eine deutlichkstér Expression. Die ebenfalls
untersuchte Expression des Troponin T hat den Egmesverlauf der Myosin-Schwere-
Kette nicht widergespiegelt. Diese Beobachtungemnign auf eine beschleunigte

Regeneration und Redifferenzierung der Kardiomyazyhinweisen. In Bezug auf die

135



Diskussion

Analyse der Expression von Proliferationsmarkere #ém phosphorylierten Histon 3 und
PCNA konnte die bei der Auszahlung der Mitosen gadhermittelte Tendenz, dass die
Proliferationsrate im Verlauf der Regeneration mumi und vierzehn Tage nach der
Herzschadigung am hochsten ist, reproduziert werdéwischen den beiden
Versuchsgruppen konnten keine signifikanten Unteesle ermittelt werden.

Eine mogliche Erklarung fur die Detektion der untersdhhen Mengen des Proteins
Myosin-Schwere-Kette nach vier und 14 Tagen nachzstbadigung koénnte ein
veranderter Ablauf der Umbauprozesse des Zytosksletdie im Rahmen der
Regeneration stattfinden, darstellen. Aus diesemn@Grwurde die Expression zweier
bekannter Aktin-Depolymerisationsfaktoren im Veflder Regeneration und der U0126-
Behandlung untersucht. Ab dem vierten Tag nach Herzschadigung stieg die
Proteinexpression von Cofilin und Destrin in densdgdigten mit Losungsmittel
behandelten Kontrollherzen leicht an und verstasitd innerhalb der untersuchten 14
Tage Herzproben. Die mit dem MEKZ1/2-Inhibitor betdaiten Herzen hatten vier Tage
nach Herzschadigung ein ahnlich niedriges Exprassiweau wie die ungeschadigten
Kontrollherzen. In den Inhibitor-injizierten Herzetieg die Expression nach sieben bzw.
14 Tagen deutlich an, ohne sich jedoch von den hgegten mit Losungsmittel
behandelten Kontrollherzen zu unterscheiden. Diggebnisse lassen sich auf Grund der
nur sehr moderaten Unterschiede vorsichtig ebenfal Richtung einer veranderten

Dynamik der Regeneration interpretieren.

4.9.3 Die transienten oder kontinuierlichen Injektonen von U0126 haben keinen
signifikanten  Einfluss auf nachfolgende  Phosphorjgrungen  oder
Proteinexpressionen

Die durch den Inhibitor ausgel6ste verringerte $phorylierung der MEK1/2 und
der Erk1/2-Kinase erfolgte nur kurz nach der Hdmasligung und blieb nicht einmal 24
Stunden bestehen. Auch die taglichen Injektionemien keine detektierbare Hemmung
der Zielkinasen auslosen. Die Erk-Kinase war 14eTagch der Herzschadigung noch
etwas starker aktiviert als in den ungeschadigtemttollherzen. Beim Vergleich der
Auswirkungen der transienten (4-tdgige) Inhibitprktion mit der kontinuierlichen (14-
tagigen) Inhibitorinjektion  konnten  keine  signifiken  Unterschiede  der
Proteinexpressionen des MyHC und P-Histon 3 detekiverden. Daraus lasst sich

schlieBen, dass die Aktivierung oder auch Inakting innerhalb eines kurzen
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Zeitfensters nach der Herzschadigung vermutlicheacisend ist, um weitere Zielproteine
zu aktivieren bzw. nicht zu aktivieren. Die Auswirigen der Aktivierung oder
Inaktivierung dieses Signalweges lassen sich teskveerst zu spateren Zeitpunkten

nachweisen.

4.9.41n vitro Analyse des Effektes von U0126 auf kardiale Molchlien

Die in vitro Versuche mit Herzzellen aus ungeschadigten Vemtrieeis der 5.
Passage ergaben eine wie auch in andereriro Experimenten beschriebene Hemmung
der Differenzierung bzw. Begunstigung der Dediffeierung und Inhibition der
Proliferation.

Bei geringeren Inhibitorkonzentrationen reagiertefktinin positive Zellen sensitiver als
a-Aktinin negative Zellen. Dieser Umstand kdnnte demniger sensitiven Zellpopulation,
die noch einer genaueren Charakterisierung bedarfgglicherweise einen
selektivenVorteil verschaffen wenn die Inhibitorkentration nicht so hoch ist, dass alle
Zelltypen gleichermalen gehemmt werden.

Andere Forscher haben die Rolle von MEK und Erk igez wahrend
Differenzierungsprozessen untersucht. Dabei vegnteddie Hemmung von MEK durch
den Inhibitor U0126 inn vitro Differenzierungsassays mit Embryonalen Stammzellen
Differenzierung zu Kardiomyozyten (Dell'Era et &003), oder verminderte die neuronale
Differenzierung bei gleichzeitiger Erhohung der iitét der Caspase-3 (Li et al., 2006).
Neben den bereits erwdhnten Differenzierungsprerespielt der Erk-MAP-Kinase
Signalweg auch in Transdifferenzierungsprozessés,sve im Verlauf der Regeneration
auftreten konnen, eine wichtige Rolle. So kénnem zBeispiel die pigmentierten
Epithelzellen der Retina (RPE) in alle Zelltypere die neurale Retina zusammensetzen,
transdifferenzieren. Organkulturen bestehend au€-REellen und mittels einem
Membranfilter abgetrennter Aderhaut sind fir dielferation und Differenzierung der
RPE Zellen in Neuronen ausreichend, da diffusitd&téren aus der Aderhaut fur die
Transdifferenzierung der RPE-Zellen verantwortlzchsein scheinen und deshalb direkter
Zellkontakt notwendig ist. Die Transdifferenzieruignnte durch Zusatz von U0126
verhindert werden. Der Effekt des U0126 war revmis{Mitsuda et al., 2005).

Die Aktivierung des Erk-MAP-Kinase Signalweges wiagich mit Zelliberlebens-und

Zellschutzmechanismen in Verbindung gebracht. Dieomische Aktivierung dieses
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Signalweges kdnnte daher eine sinnvolle therapshdiStrategie darstellen. Badrian et al.
untersuchten die Wirkung einer konstitutiv aktivéer Form von MEK auf neonatale
Rattenmyozyten unter Bedingungen des GlukoseentfigsUberexpression konnte die
Anzahl der in Folge des Glukoseentzugs absterbeldeiomyozyten halbieren. Bei der
Suche nach potenziellen Enzymen, die zellulare @@imktion gegen eine Reihe von
Stressfaktoren Uubernehmen kénnen, sind u.a. adiggnde Enzyme wie die Superoxid-
Dismutase (SOD) untersucht worden. Paradoxerweiskrtef jedoch die MEK-
Uberexpression fast zu einer Halbierung der SODwAEt in vitro. Die Inkubation mit
dem Superoxiderzeuger Menadione bei gleichzeitieK-Uberexpression fiihrte zu der
erwarteten Zunahme des Zelltodes und konnte durdievige Inkubation mit dem MEK-
Inhibitor U0126 gehemmt werden. Diese Ergebnisdegea, dass die Aktivierung des
MEK-Erk-Signalweges in Abhangigkeit von der Art deswirkenden Stresses ein
verbessertes oder vermindertes Zelliberleben bewikann (Badrian et al., 2006). Die
antiapoptotischen und zellschitzenden Effekten desulin-Wachstumsfaktorspl
(Mehrhof et al., 2001), des Cardiotrophins-1 (Shengl., 1997), des Urocortins (Brar et
al., 2000) und des extrazellularen Proteins S10@As( et al., 2003) im Herzen oder in
Kardiomyozytenkulturen hangen unter anderem vonAdlévierung des Erk-Signalweges
ab. In diesen Fallen verhinderte die pharmakoltgdahibition der Erk-Aktivitat mit den
Inhibitoren U0126 oder PD98059 die schitzende Wigkder oben genannten Faktoren.
Des Weiteren resultierte die Hemmung von Erk mindehibitor PD98059 kurz vor der
experimentellen Induktion von Ischamie und ans@drmeler Reperfusion im Herzen in
einer starkeren kardialen Verletzung (Yue et adQ®. Die herzspezifische transgene
Uberexpression von MEK1 fiihrte zur Bildung einempensatorischen, physiologischen
Herzhypertrophie und verbesserten Herzfunktionewiesoeiner partiellen Resistenz
gegenuber Apoptosen (Bueno et al., 2000).

Andere Experimente konnten wiederum zeigen, das#kiiivierung des Erk-Signalweges
nicht immer positive Effekte hervorruft, sondermgch duf3erem Stimulus kann auch eine
gezielte Inaktivierung dieses Signalweges nutzlggin. So fuhrte zum Beispiel die
Vorbehandlung von Mausen mir dem MEK-Inhibitor UB812or der Verabreichung des
Chemotherapeutikums Cisplatin, das in Abhangigkein der eingesetzten Dosis
nephrotoxisch wirkt, zu verminderten Nierenschadelrch Verringerung der
Inflammation und Apoptose. Dabei konnte nach déaibitorbehandlung eine verringerte
TNFa-Genexpression und eine verringerte Caspase-3 ifktibeobachtet werden (Jo et

al.,, 2005). Vorbehandlungen von Versuchstieren aiitem MEK-Inhibitor vor der
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Induktion einer fokalen zerebralen Ischamie fihrten deutlich verringerten
Infarktvolumina (Alessandrini et al., 1999;Namutalk, 2001;Wang et al., 2004).

Die verschiedenen Experimente mit dem Inhibitor 2&1die im Rahmen dieser Arbeit,
durchgefuhrt wurden, als auch die Ergebnisse valer@m Gruppen zeigen deutlich, dass
sich die Wirkung der Inhibtion des MEK/Erk-Signalyes nicht pauschal hervorsagen
l&sst und sowohl protektive als auch schadigentektefhaben kann. Dies kdnnte auch die
unterschiedlichen Ergebnisse der vivo und in vitro Experimente in dieser Arbeit

erklaren.

4.10 Wird die Regenerationsfahigkeit durch die Dedierenzierung von
Kardiomyozyten oder von Stammzellen erméglicht?

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse elewther in die Richtung, dass
Dedifferenzierung von Kardiomyozyten einen entsdbeden Bestandteil des
Regenerationsprozesses ausmachen. Zum einen konvitosen innerhalb von
Kardiomyozyten im Verlauf der Regeneration beobeichiverden. Zum anderen
suggerieren die Analysen der differentiellen Gend auch Proteinexpressionen grol3ere
strukturelle Verdanderungen innerhalb der Kardionyyez. Da wére beispielsweise die
deutliche vorubergehende Reduktion der Expressmm Sarkomerproteinen, sowie die
Zunahme von Glattmuskelspezifischen Proteinen urashskripten zu nennen. Aul3erdem
konnte die Expression von regenerations-assoziiertigenen wie 22/18 und
Zytokeratin 18, die wahrend der Extremitdtenregati@n im vorwiegend aus
dedifferenzierten mesenchymalen Zellen bestehen&astem exprimiert werden
(Corcoran and Ferretti, 1997;Kintner and Brocke884), auch im Herzen detektiert
werden. Zudem konnten TransplantationsversucherKamtliomyozyten des Molches in
regenerierende Extremitatenstimpfe die Fahigkeitrd@splantierten Kardiomyozyten in
skelettale oder chondrozytale Zelltypen zu traedéhzieren demonstrieren (Laube et al.,
2006). Demnach scheinen Kardiomyozyten des Molghemch aul3erem Stimulus ihren
Phanotyp komplett bzw. vortibergehend andern zuédnn
Auch bei der Untersuchung der Herzregeneration etor&fisch konnten bisher noch keine
kardialen Stammzellen identifiziert werden, obwahé endokardiale Expression von
notchlb wahrend der Herzregeneratiom diese Richtung weisen konnte (Raya et al.,
2003). Die Aktivierung von Notch spielt namlich beer Schicksalsbestimmung tber

Proliferation und Differenzierung von einigen resiten Stammzellen wie beispielsweise
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den Satellitenzellen im Skelettmuskel eine wichi®gle (Conboy and Rando, 2002). In
den frihen Arbeiten von Oberpriller et al. konntem Molchherzen keine kardialen

Stammzellen identifiziert werden. Um das Schickalverschiedenen kardialen Zelltypen
wahrend der Regeneration des Herzens genau verfagekbnnen misste eine stabile

Markierungsmethode der verschiedenen Zelltyperietalverden.

4.11 Mogliche Grunde fur das limitierte regeneratie Potenzial der Saugetiere

Der Prozess der Dedifferenzierung in einem gesgteéid Gewebe resultiert in
einer weiteren voribergehenden Verringerung deraBAhfunktioneller Zellen und kénnte
zu einer Verschlechterung der Gewebefunktion uret @tganfunktion fihren. Aul3erdem
fuhrt Dedifferenzierung zur Mobilisation von solch2ellen, die bereits vielen schadlichen
Einfluissen im Zuge der Verletzung ausgesetzt wurdeemgegenuber teilen sich
Stammzellen sehr langsam und befinden sich in gatlgitzten Nischen innerhalb des
entsprechenden Gewebes. Differenzierte Zellen leinhingegen bereits Mutationen in
der nuklearen und mitochondrialen DNS angesammeditein oder andere geféhrliche
Fracht mit sich tragen (Laube et al., 2006). Molduheinen aber auch gegen diese
Gefahren einen effektiven Schutzmechanismus zuzeesidenn die meisten Versuche zur
chemisch induzierten Kanzerogenese ergaben in Molakin seltenes Auftreten von
Tumoren. Besonders die Applikation von kanzerogeGéemikalien direkt in Gewebe
wéahrend der Regeneration konnte nur selten Tunmolezieren (Tsonis, 1983).
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5. Ausblick

Die histologische Analyse der Herzregeneratioralerglass Molche der Spezies
Notophthalmus viridescens in der Lage sind ihren Ventrikel nach mechanischer
Schadigung ohne Narbenbildung wiederherzustelleile. Regeneration dauert ca. 12
Wochen. Elektrophysiologische oder echokardiogecaisMessungen zur Uberprifung der
uneingeschrankten Funktionsfahigkeit nach erfotdyei Regeneration sind fur den Molch
bisher noch nicht etabliert worden. Die nicht invasin vivo Verfolgung des
Regenerationsprozesses mit Hilfe der MRT-Technelagrd am Max-Planck-Institut in
Bad Nauheim derzeit etabliert und kdnnte die Megswuerschiedener ventrikularer
Messparameter ermoglichen. Die Detektion von Miose geschéadigten Myokard
erfolgte unter Verwendung von semidinnen ToluidiatBgefarbten Herzschnitten. Eine
eindeutige immunhistochemische Charakterisierund ldentifizierung der mitotischen
Zellkerne gelang aufgrund des Mangels an molchépelaen Antikdrpern und des Fehlens
transgener Molchlinien die Uber zelltypspezifiscReportergenexpressionen verfigen
noch nicht. Das Screening weiterer Antikdrper zimakakterisierung der als Trabekel-
assoziierten Zellen sowie die Herstellung transgéf@che waren wichtige Erganzungen
der bisherigen Analysen. Die Analysen der diffeidlein Genexpression im geschadigten
Molchherzen haben erste interessante Ergebnisdgemug auf Veranderungen in der
Expression von Zytoskelettproteinen ergeben. Sienn&d sowohl Ausdruck der
Dedifferenzierungsprozesse als auch notwendige uU#gseizungen fur die
Proliferationsfahigkeit von Kardiomyozyten seinelbeneration eines zweiten Chipsatzes
mit zuvor normalisierten cDNS und der Vereinigurogn i ranskripten vieler verschiedener
Zeitpunkte nach der Schadigung werden wahrschhidiie Identifikation von weiteren fir
die erfolgreiche Regeneration wichtigen Faktorendglichen. Erganzende Analysen der
bereits als dereguliert identifizierten Sequenzé&Huomologie zu bekannten Genen sowie
der Sequenzen ohne Homologie mittels RACE-P®Rsitu Hybridisierungen etc. sind
ebenfalls  erforderlich. Die  Untersuchung der Aldiang verschiedener
Signaltransduktionskaskaden kurze Zeit nach derdd@ghng des Ventrikels haben
Aufschlisse uber deren Beteiligung wéhrend der tdgeneration gegeben. Der Einsatz
weiterer fir andere Schlisselenzyme spezifischeymmhibitoren kénnte in Anlehnung
an die Untersuchungen mit dem MEK-Inhibitor UOl2@rahgefihrt werden. Diese

konnten weitere Einblicke in die Regulation der &sgyation bringen. Die erfolgreiche
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Etablierung einer stabilen Herzmuskelzelllinie weidhriiber hinaush vitro Experimente
deutlich erleichtern und fir eine bessere Repraatbarkeit sorgen. Eine weitere grol3e
Herausforderung stellt die vivo Markierung spezieller Zelltypen sowie die erfoighe
Uberexpression oder Repression interessanter demgéguGene und ihrer entsprechenden
Proteinprodukte dar. Mit Hilfe solcher Experimeiitf3en sich funktionelle Studien mit

potenziell ,,regenerationsrelevanten Genen dufuiefil
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6. Zusammenfassung

Entgegen der friiheren Behauptungen, dass die Merae Molchen zwar ein
gewisses regeneratives Potenzial besitzen, aldiedénm die Wunde letztendlich durch die
Ausbildung einer Narbe verschlossen wird (McDonmaell Oberpriller, 1984;Oberpriller
and Oberpriller, 1974) resultierte die in dieserbdit verwendete Methode der
mechanischen Quetschung des Ventrikels in eineezuakompletten Wiederherstellung
der urspringlichen Morphologie innerhalb von ca. Whbchen. Einzig minimale
Fibronektinrickstande konnten gelegentlich nockhlénzen 84 Tage nach der Schadigung
detektiert werden. In den Regenerationsprozessmitatische Aktivitdten verschiedener
Zelltypen (auch von Kardiomyozyten) involviert. Dichste Mitoserate wurde 14 Tage
nach der Herzschadigung erreicht. Die erfolgreidrestellung einer cDNS-Bibliothek die
Transkripte aus Herzen 14 Tage nach der Schadidaagventrikels enthielt, diente als
Grundlage fur die Herstellung von Macro-und Micregs. Diese konnten fur erste
Analysen der differentiellen Genexpression im regiemenden Herzen verwendet werden.
Sowohl bei der Analyse der differentiellen Genegpren mittels Macro-und Microarrays,
als auch bei den Immunfluoreszenzfarbungen konirte eerringerte Expression von
Sarkomerproteinen wie Myosin-Schweren-KetieAktinin, Myomesin etc. beobachtet
werden. Gleichzeitig konnte eine Zunahme der Exgimesvon glattmuskelspezifischen
Genen und Proteinen detektiert werden. Die Veramdgn in der Zusammensetzung der
Komponenten des Zytoskelettes kénnten einen Hinwafsdie Dedifferenzierung von
Kardiomyozyten darstellen. Auf3erdem wurde die déffiielle Expression des Thymosin
B4 Peptids und seiner dazugehorigen mRNS festgeddedl beschriebene Funktion des
Thymosin B4 besteht in der Verhinderung der Polymerisatiom gtobularem Aktin.
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Injektion TloymsosinB4 positive Effekte auf
die Infarktreparatur in der Maus hat (Bock-Margeegt al., 2004) und auch im
regenerierenden Zebrafisch exprimiert wird (Lieralet 2006). Ein positiver Einfluss von
Thymosin B4 auf die zellulare Migration und Beweglichkeit warmuch bei der
Herzregeneration im Molch vorstellbar. Regeneridesiiderzen exprimierten auch die
Antigene 22/18 und Zytokeratin 18. Beide Antigemelunter anderem bekannte Marker
fur das regenerierende Stumpfblastem und konnteneinreifen, dedifferenzierten Status
von regenerierenden Zellen des Molches widerspiegBie Western Blot-Analysen

verschiedener Signaltransduktionskinasen habenr wartderem eine Beteiligung des
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MEK-Erk-Signalweges wahrend der Regeneration emebge erfolgreiche chemische
Inaktivierung der MEK1/2-Kinase hat zu einer verist&in Aktivierung der Akt-Kinase und
Zu einer temporaren Erhéhung der Expression dersMySchweren-Kette gefiihrt. Die
Behandlung von primaren Kardiomyozytenkulturen ohm auchin vivo verwendeten
Inhibitor (U0126) hat zu einer dosis-und zelltypabygigen Verringerung der Mitoserate
sowie der Expression des SarkomerprotewAktinin gefuhrt. Diese initialen Experimente
konnten mdglicherweise den Weg flir eine Beschlaumggdes Regenerationsprozesses

durch Blockierung der MEK1/2-Kinase weisen.
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