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Referat 
 

In den letzten Jahren wurde aus einer Reihe von Arbeiten die herausragende Rolle der 

Apoptose nicht nur für immunologische Prozesse und in der Krebsforschung sondern auch bei 

den kardiovaskulären Erkrankungen deutlich. In dieser Arbeit wurde die Rolle der 

Apoptoseinhibitoren XIAP und hIAP-1 untersucht. Sie sind Teil einer hochkonservierten 

Proteinfamilie, der Inhibitor of Apoptosis proteins (IAP) und sind in der Lage anhand ihrer 

BIR Domäne an Caspasen, die zentralen Apoptoseexekutoren, zu binden und ihrer Aktivität 

zu inhibieren. Zudem können die IAP auch über einer RING Domäne und ihrer Ubiquitin E3 

Ligase Eigenschaft die Caspasen eliminieren. 

Im Rahmen einer Herztransplantation wurden transmurale, nichtvernarbte, 

linksventrikuläre Myokardproben von 27 explantierten, terminal insuffizienten Herzen 

genommen. Das Kontrollmaterial wurde von 20 aus klinischen Gründen nicht 

transplantierbaren Spenderherzen gewonnen. Alle Patienten hatten zuvor schriftlich über die 

wissenschaftliche Verwendung des Probematerials eingewilligt. Daraus wurde die Gesamt 

RNA gewonnen und anhand einer standard kalibrierten kompetitiven RT-PCR Reaktion die 

mRNA Konzentrationen von XIAP und hIAP-1 bestimmt. 

In den Kardiomyozyten herzinsuffizienter Patienten ist Apoptose aktiviert, wird aber nur 

selten bis zum Auflösen der Zelle durchgeführt. Entgegen unserer initialen Vermutung sind 

die Apoptoseinhibitoren hIAP-1 und XIAP bei herzinsuffizienten Patienten nicht höher 

exprimiert sondern herabreguliert und zwar bei Patienten mit einer dilatativen 

Kardiomyopathie stärker als bei Patienten mit einer ischämischer Kardiomyopathie, wobei es 

eine sehr große interindividuelle Variation gibt. Die mRNA Expression von XIAP und  hIAP-

1 bei individuellen Patienten korrelierten miteinander. 

Die Therapieregimes beeinflussen die Genexpression von hIAP-1 und XIAP auf 

unterschiedlicher Weise. ACE-Hemmer tendieren zu einer Verminderung der IAP-

Herabregulation bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie. Betablocker vermindern 

tendentiell die Herabregulation bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie, aber 

haben das gegenteilige Effekt bei Patienten mit einer ischämischen Kardiomyopathie. 

Kalziumantagonisten und Nitrate schließlich verstärken deutlich die Herabregulation der 

Apoptoseinhibitoeren und scheinen somit die Apoptoseaktivität zu verstärken. 

 

Drogaris, Konstantinos: mRNA-Expression endogener Baculovirus homologer Inhibitoren 

der Apoptose (IAPs) im insuffizienten Myokard. 

Halle, Martin-Luther Universität, Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2008  
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1. Einleitung 
 
Herz-Kreislauf- Erkrankungen führen in den Industrieländern seit Jahrzehnten die 

Todesursachenstatistik. Unter dieser großen Entität nimmt die Herzinsuffizienz eine besondere 

Bedeutung, denn sie ist der pathophysiologischer Endzustand vieler dieser Erkrankungen. Das 

Lebenszeitrisiko an Herzinsuffizienz zu erkranken liegt momentan bei Männern und Frauen 

über 40 bei 20% (Lloyd-Jones DM, 2002). Gleichzeitig wird erwartet, dass die Anzahl an 

Menschen die älter als 60 Jahre sind vom jetzigen 24,1% der Bevölkerung im Jahre 2050 auf 

36,7% ansteigen, die Zahl der über 80 jährigen sogar verdreifachen auf 12,1% der 

Bevölkerung.(Pötzsch O et al 2003)  Aufgrund der demographischen Entwicklung und der 

verbesserten Überlebenschancen durch den medizinischen Fortschritt wird die Herzinsuffizienz 

eine der größten Herausforderungen der Medizin auch in Zukunft bleiben. Mit der Entwicklung 

der Pharmakogenomik könnte in der Zukunft sogar eine individualisierte Therapie ermöglicht 

werden. (Zineh 2006, Goldstein 2003, Roses 2000). Somit ist die Erkundung der 

pathophysiologischen Mechanismen die zur Herzinsuffizienz führen besonders kritisch. 

 

1.1 Apoptose 

 
Einer dieser Mechanismen, der im Bereich der Kardiologie erst seit kurzem erforscht wird, ist der 

programmierte Zelltod, bekannt auch als Apoptose. Prof. Kerr und seine Mitarbeiter Wyllie und 

Curie beobachteten als Erste, dass Zellen in verschiedenen Zelltypen beim Sterben gewisse 

morphologische Veränderungen in einer bestimmten Abfolge aufwiesen (Kerr 1972). 

Mikroskopisch kann Apoptose durch ihre charakteristische morphologische Eigenschaften 

beobachtet werden. (Alberts et. al.). Die betroffene Zelle schrumpft (Pyknose), verliert 

Kontaktoberfläche und trennt sich so von ihren Nachbarzellen. Der Zytoskelett kollabiert, die 

Kernmembran wird aufgelöst. Das Chromatin kondensiert an der Peripherie des Nukleus, der 

Nucleolus desintegriert und der Zellkern wird in internukleosomalen  Segmenten fragmentiert 

(Karyorhexis) mit dem typischen Bild einer„oligonucleosomal ladder“ (Cohen 1994). Am Ende 

verändert sich die Zellmembran „Blebbing“ und formt sog. „apoptotic bodies“ mit intakten 

Zellorganellen, die im Anschluß von den angrenzenden Zellen oder von Makrophagen 

phagozytiert werden. Dadurch werden Schädigungen an den Nachbarzellen, wie bei einer Zell-

Lyse bei Nekrose vermieden.  
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Nach Empfehlung von Prof. Cormack wurde dieses Phänomen (nach dem altgriechischen Wort 

für dass Fallen der Blätter) Apoptose genannt. In vielen Arbeiten seitdem konnte nachgewiesen 

werden, dass dieser kontrollierte Zelluntergang in vielen Prozessen, wie Embryogenese, 

Inflammation, im Immunsystem, sowie in Alterungsprozessen eine zentrale Rolle spielt. Dabei 

handelt es sich um einen entwicklungsbiologisch hochkonservierten Prozess. So führt zum 

Beispiel eine fehlende Elimination von bösartigen Zellen zu tumorösem Wachstum, von 

infizierten Zellen zu viraler Persistenz und von autoreaktiven Zellen zu 

Autoimmunerkrankungen. Störungen der Apoptose-Kaskaden konnten mitverantwortlich 

gemacht werden für die Pathogenese Epstein-Barr-Virus-assoziierter Erkrankungen, wie zum 

Beispiel im Rahmen von nasopharyngealen Tumoren und dem Burkitt-Lymphom.  

 
Auf der anderen Seite kommt es durch eine übermäßige Induktion von Abbauvorgängen zu 

pathologischen degenerativen Prozessen, wie sie zum Beispiel beim Morbus Alzheimer, der 

Chorea Huntington und dem Morbus Parkinson nachgewiesen werden konnten (Cotman u. 

Anderson 1995, Mochizuki et al. 1996, Schapira 1999, Smale et al. 1995). Die Störung der 

Entwicklung wurde beim Fragilen X-Syndrom oder beim Autismus diskutiert (O'Reilly u. 

Strasser 1999; Rudin u. Thompson 1997, Thompson 1995) 

 

In einer der ersten Modellen zur Erforschung der Apoptose, im Erdwurm Caenorhabditis 

elegans, konnten 14 Gene identifiziert werden, die eine Rolle beim Zelltod spielen. In diesem 

Organismus werden 131 Zellen von insgesamt 1090 während der embryonalen Entwicklung 

eliminiert. (Hengartner, Horvitz 1991). Darunter sind 3 Gene (ced-3, ced-4, ced-9) die in 

besonderem Masse in der Ausführung und Regulation des Zelltodes beteiligt sind und zwei davon 

ced-3 und ced-4 sind notwendig zur Elimination aller 131 Zellen (Yuan 1993). Der Gen ced-9 ist 

ein Antagonist der anderen zwei Gene. In mutierten Zellen mit ced-9-Funktionsverlust konnte 

gezeigt werden, dass Zellen die überleben sollten auch am programmierten Zelltod sterben, mit 

letalen Folgen für den Embryo. (Hengartner 1992). Diese Ergebnisse haben eine Reihe von 

Untersuchungen veranlasst um äquivalente Gene in höhere Lebewesen zu entdecken.   

 
 
 
 
 
 



 
Kap.1  Einleitung 
 

3

1.2 Grundlagen der Apoptose 

 

1.2.1 Caspasen 

 
Um die vorher genannten morphologischen Veränderungen während der Apoptose zu erreichen 

sind Proteasen notwendig, genauer gesagt Caspasen. (Alnemri 1996) Diese ced-3 analoge 

Proteasenfamilie enthält ein Zystein im aktiven Zentrum und spaltet ihre Zielproteine an 

bestimmten Asparaginsäureresten. Alle diese Proteasen werden als Procaspasen synthetisiert und 

werden durch Aspartat-gesteuerte Proteolyse aktiviert. Dabei entstehen heterotetramere Enzyme 

mit jeweils zwei kleine und zwei größere Untereinheiten und zwei aktive Zentren pro Molekül 

(Reed 2000)(s. Abb 1.2). Aktuell sind 14 Caspasen bekannt, die funktionell in Initiator und 

Effektor Caspasen aufgeteilt werden (Salvesen 1997). Ferner ist eine Gruppe (Caspase-1, 4, 5, 

11, 13) die nicht bei der Apoptose sondern bei der inflammatorischen Immunantwort 

(Zytokinproduktion wie IL-1β und IL 18) eine Rolle spielen. Die Initiator Caspasen (Caspase 2, 

8, 9, 10) enthalten eine lange Prodomäne mit einem charakteristischen CARD (Caspase 

Recruiting Domain) wie bei Caspase-2,-9 oder eine DED (Death Effector Domain) wie bei 

Caspase -8 und -10 (Review Clerk 2003, Ho PK 2005, Lavrik 2005, Wang 2000) (vgl. Abb. 1.1) 

 

Diese Domänen interagieren mit komplementäre Domäne auf Adaptorproteine und aktivieren 

durch Autoproteolyse die Initiator Caspasen, die wiederum kaskadenartig die Effektor Caspasen 

(Caspase-3, 6, 7) aktivieren. Gleichzeitig können diese Effektor Caspasen, im Sinne eines 

positiven Feedback-Mechanismus, weitere Initiator Caspasen aktivieren (Slee 1999) und sind zur 

Autokatalyse fähig (z.B. Caspase-3 kann procaspase-3 aktivieren) (Zhivotovsky 2003).  

 

Caspase 12, die wie die Initiator Caspasen über eine CARD verfügt nimmt eine Sonderstellung. 

Sie wird im endoplasmatischen Reticulum lokalisiert und spielt eine Rolle bei Apoptoseinduktion 

unabhängig von Mitochondrien und Membranproteinen (Nagakawa 2000). Die Bedeutung dieses 

Apoptoseinduktionsweges für kardiales Gewebe ist zur Zeit völlig ungeklärt. In der jüngeren 

Literatur wurde Caspase 12 als Pseudogen bei Kaukasiern berichtet und nur in einer Untergruppe 

Individuen afrikanischer Herkunft mit erhöhtem Risiko einer bakteriellen Sepsis funktionell 

existent. (Saleh 2004, Kroemer 2005) 
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Seit wenigen Jahren wird auch über Caspase-unabhängigen programmierten Zelltod berichtet 

(Reviews Abraham Trends Cell Biol 2004, Broeker Clin Cancer Res 2005, Chipuk 

NatRevMolCell Biol 2005, Jin CancerBiolTher 2005, Kim J Pathol 2006, Oncology Reports 

2005, Kroemer NatMed 2005 ). Das Thema wird aber an dieser Stelle nicht weiter vertieft. 

 

 
 
 

Abb. 1.1  Überblick der Caspasenfamilie. Gruppe I: Inflammatorische Caspasen, Gruppe II: Initiator 

Caspasen, Gruppe III:  Effektor Caspasen (Aus Lavrik IN, Golks A, Krammer PH. Caspases: 

pharmacological manipulation of cell death. J Clin Invest 2005; 115(10): 2665-2672) 
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Abb 1.2. Konformationsänderung einer Caspase auf dem Weg von Procaspase zur aktivierten Caspase 

(Aus Lavrik IN, Golks A, Krammer PH. Caspases: pharmacological manipulation of cell death. J Clin 

Invest 2005; 115(10): 2665-2672)  

 

1.2.2 Caspase Aktivierung 

 

Zur Zeit sind zwei Hauptwege für die Aktivierung der Caspasen bekannt. Einerseits werden sie 

über einen, durch membranständigen Rezeptoren vermittelten, (extrinsischen) und zum anderen 

über einen mitochondrial vermittelten (intrinsischen) Weg aktiviert. (vgl. Abb. 1.3). Je nach 

Apoptoseweg werden unterschiedliche Initiatorcaspasen aktiviert, die aber die gleichen 

Effektorcaspasen aktivieren. Somit besitzen beide Aktivierungswege eine gemeinsame 

Endstrecke. Diese Aufteilung ist teilweise aber auch didaktischer Natur, denn in diesem System 

sind auch mehrere Rückkopplungsmechanismen integriert, und etliche Proteasen und deren 

Inhibitoren sind in beiden Apoptosewegen beteiligt.  

 

1.2.3 Der extrinsische Aktivierungsweg der Apoptose 
 
Der extrinsische Aktivierungsweg der Apoptose erfolgt über die Aktivierung 

zellmembranständiger „Todesrezeptoren“. Diese bestehen aus einer Cystein-reichen Region 

extrazellulär und einer sogenannten „Todesdomäne“ (Death Domain, DD) intrazellulär (Clerk et 
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al. 2003; Locksley et al. 2001), die für die Weiterleitung des Signals in den Intrazellulärraum 

bedeutsam ist.  

 

Bis jetzt sind mindestens sieben Todesrezeptoren in der Literatur beschrieben, die sämtlich der 

TNF-α-Rezeptorfamilie angehören (Baker u. Reddy 1998; Higuchi et al. 2004). Sie haben, je 

nach Systematik, unterschiedliche Bezeichnungen bekommen. Die fünf bisher am besten 

charakterisierten Rezeptoren sind TNF-R1 (Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 1/p55/CD120a), Fas 

(APO-1/CD95), DR3 (auch bekannt, als Apo 3), TRAIL-Rezeptor 1 (TNF-related apoptosis 

inducing ligand-Rezeptor/DR4), TRAIL-Rezeptor 2 (DR5), DR 6 und NGFR (Nerve Growth 

Factor Receptor). Gleichzeitig sind 2 Rezeptoren beschrieben, die ebenfalls die gleichen 

Liganden binden, aber keine funktionelle zytoplasmatische Domäne aufweisen, daher die 

Namensgebung Decoy Receptor 1,2 und 3 (Ashkenazi u. Dixit 1999). Bindet ein spezifischer 

Ligand an drei „Todesrezeptoren“, so bildet sich am zytoplasmatischen Teil des Rezeptors ein 

trimerer Komplex, der als Bindungstelle für intrazelluläre Proteine dient.  

 

An den durch FasL (Fas Ligand) aktivierten Fas-Rezeptor bindet intrazellulär die Fas-assoziierte-

Todesdomäne (‚Fas-associated-death-domain’, FADD)(Chinnaiyan et al. 1995; Juo et al. 1999). 

Am N-terminalen Ende der FADD befindet sich eine sogenannte Todeseffektordomäne („Death 

effector domain“, DED). Diese interagiert mit der DED der Prodomänen von Procaspase-8 bzw.  

-10 (s. Abb. 1.4). Dieser multimerer Komplex auf der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors 

wird DISC (death inducing signaling complex) genannt (Gupta 2001). Der DISC am aktivierten 

Todesrezeptor schafft die Voraussetzung für die Aktivierung der Procaspase-8 bzw. -10. Durch 

die räumliche Nähe der Procaspasen werden auch deren katalytischen Zentren einander 

angenähert. Vermutlich bewirken zusätzliche sterische Veränderungen eine Aktivierung der 

Procaspasen, so daß gegenseitige Aktivierung der Caspasen erfolgen kann. Es entsteht eine 

aktivierte Caspase-8 bzw. –10, die entweder andere Caspasen oder das proapoptotische Bid aus 

der Bcl-Proteinfamilie aktivieren kann. Mit der Aktivierung der Caspase-3 und anderer 

Effektorcaspasen wird die gleiche Endstrecke des apoptotischen Zelluntergangs beim 

intrinsischen Apoptoseweg aktiviert. Dies führt schließlich zur DNA-Fragmentatierung und zum 

Untergang der Zelle (Green u. Kroemer 1998; Green u. Reed 1998).  
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Ähnlich zum Fas-Rezeptor wirkt Bindung des Liganden TNF-α an TNF-R1 auch im Sinne einer 

proapoptotischen Aktivierung, dieses mal durch die intrazelluläre Assoziation mit einem weiteren 

Adapterprotein, TRADD („TNF-R1-associated-DD“) (Ashkenazi u. Dixit 1998). Über diese 

Bindung kommt es dann ebenfalls zu einer FADD-Aktivierung und in deren Folge ebenfalls zu 

einer Aktivierung der Caspase-8 (s. Abb 1.4). 

  

Der Weg, der über die Aktivierung von Todesrezeptoren schließlich zur Apoptose führt, kann 

durch eine Anzahl von Proteinen reguliert werden, so zum Beispiel durch cFLIP („cellular Fas-

associated Protein with DD-like interleukin-1β-converting enzyme or caspase-8 inhibitory 

protein“) (Tschopp u. Irmler 1998). cFLIP konkurriert mit Caspase-8 um die Bindungstelle an 

FADD, jedoch ohne eine eigene katalytische Aktivität zu besitzen, so dass die Kaskade durch 

kompetitive Interaktion unterbrochen wird (s. Abb.1.3). 

 

Im Falle der Rezeptoren für TNF-α und TRAIL/DR4 können an die N-terminale Region von 

TRADD außer dem proapoptotischen Adapterprotein FADD (Kuang et al. 2000) auch andere 

Proteine gebunden werden, wie zum Beispiel TRAF2 (TNF-R-assoziierter-Faktor 2) oder RIP1 

(Rezeptor-interagierendes-Protein 1). RIP1 und TRAF2 aktivieren NIK (nuclear factor κB-

inducing kinase), was schließlich zu einer erhöhten Aktivität des Transkriptionsfaktors NFκB 

führt, der in den meisten untersuchten Zelltypen eine antiapoptotische Wirkung aufweist. 

 
Auch der Fas-Rezeptor kann alternative Signaltransduktionswege aktivieren. So ist es möglich, 

dass bei einer Rezeptoraktivierung auch sogenannte JNKs (‚Jun amino kinase’) aktiviert werden, 

die zur Familie der MAP-Kinasen (Mitogen aktivierte Proteinkinasen) gehören (Gulbins et al. 

1996). Diese spielen bei der Induktion proliferativer und „remodeling“-Genen eine Rolle, dienen 

aber auch zur Verstärkung des apoptotischen Signals. Ihre Rolle in der Apoptose wird noch 

kontrovers diskutiert. Ein wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist die p38-MAP-Kinase. In anderen 

Studien konnte gezeigt werden, dass zur Aktivierung von JNKs und p38-MAP-Kinasen ein 

Adapterprotein (Daxx) benötigt wird, das an FADD bindet und daraufhin ASK („apoptosis-

signaling kinase“) aktiviert, die ihrerseits dann JNKs und p38-MAP-Kinasen aktiviert (Yang et 

al. 1997). 

 

Die Signaltransduktion ist somit abhängig von zahlreichen Modulationen und letztlich von der 

Balance zwischen aktivierenden und hemmenden Signalen.  



 
Kap.1  Einleitung 
 

8

 
Abb 1.3. Schematische Darstellung des intrinsischen und extrinsischen Apoptoseweges. (Aus Lavrik IN, 

Golks A, Krammer PH. Caspases: pharmacological manipulation of cell death. J Clin Invest 2005; 

115(10): 2665-2672) 
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Abb 1.4 Aktivierung der Initiator Caspasen über den extrinsischen Apoptoseweg. An den Todesdomänen (DD) von 

einem Komplex aus jeweils drei Rezeptoren haften Adaptermoleküle, die eine Todeseffektordomäne (DED) besitzen 

und bilden ein DISC. Diese wiederum interagieren mit den DED der Initiatorcaspasen und aktivieren sie (Aus Clerk 

et al. Pharma&Therap 2003) 

 

 

Dass der Signalweg über die Todesrezeptoren essentiell auch für die embryonale Entwicklung 

von Bedeutung ist, zeigen Versuche an genetisch veränderten Mäusen. FADD-Knockout-Mäuse, 

genauso wie Caspase-8-‚Knockouts’, sterben in der Embryonalphase an schweren Herzschäden 

(Yeh et al. 1998; Varfolomeev et al. 1998). Im Gegensatz dazu überleben Mäuse mit einer 

Deletion der Rezeptoren Fas und TNFR1, was möglicherweise für das Vorhandensein anderer 

Rezeptoren spricht, die in diesen Signalweg eingebunden sind (Adachi et al. 1996). Alternativ 

konnten Todesrezeptoren redundante Funktionen während der Entwicklung aufweisen. 
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1.2.4 Der intrinsische Aktivierungsweg der Apoptose 

 

Die Initiierung der intrinsischen Kaskade erfolgt über die Mitochondrien. Ausschlaggebend für 

die Aktivierung ist die Permeabilisierung der mitochondrialen Außenmembran. So kann zum 

Beispiel die aktivierte Caspase-8, Bid (ein Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie) aktivieren. (s. Abb. 

1.3) Das aktivierte Protein transloziert vom Zytosol auf die mitochondriale Aussenmembran und 

formt Komplexe mit Bcl-2 und Bcl-xL. Diese antipoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie 

wirken normalerweise im Mitochondrion membranstabilisierend. Sie liegen dort als Komplex mit 

Bax und Bak vor. Durch die neue Bindung mit dem aktivierten Bid, werden Bax und Bak frei, 

können oligomerisieren und bilden einen Kanal an der mitochondrialen Aussenmembran. 

(Antonsson B et. al 2000 u. 2001)(s. Abb. 1.5) Dadurch kommt zur Freisetzung von Proteinen, 

wie Cytochrom c, Apoptose-induzierendem Faktor (AIF) und DIABLO/smac aus dem 

Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytosol. (Reviews Adrain et.al 2003, Clerk et.al. 

2003, Kroemer&Martin 2005). Daraufhin wird der Apoptosom-Komplex formiert, welches dann 

die zentrale Effektor Caspase 3 katalysiert und setzt die Caspase Kaskade in Gange. Diese sog. 

Caspase Kaskade ist der gemeinsame Endpunkt vom intrinsischen und extrinsischen Weg. Am 

Ende dieser Kaskade kommt es u. a. zur Aktivierung von PARP und Fragmentierung der DNA an 

den internukleosomalen Regionen. (s. Abb 1.3)  

 
 

1.2.5 Die Bcl-2 Proteinfamilie: Regulatoren der mitochondrialen 

Aktivierung 

 

Wie vorher erwähnt ist Bid nur ein Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie. Dabei handelt es sich um 

eine hochkonservierte Proteinfamilie, deren Homologe in Säugetiere, Vögeln, Fische aber auch 

bei Invertebraten wie den C. elegans und Drosophila zu finden sind. 

Bcl-2 war ursprunglich als Onkogen (B-cell lymphoma 2) identifiziert. Später wurde seine 

onkogenetische Eigenschaft seiner antiapoptotischen Effekten zugesprochen. Zurzeit sind beim 

Menschen 20 Mitglieder dieser Familie beschrieben und sie sind sowohl Membranassoziiert, als 

auch im Zytoplasma nachweisbar. (Hockenbery et al. 1990). Einer überwiegend proapoptotisch 

wirkenden Untergruppe dieser Familie, wie beispielsweise Bax, Bad, Bid, Bim, Bmf steht eine 

Untergruppe mit antiapoptotischen Eigenschaften gegenüber. Letztere bewirkt eine effektive 
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Suppression der intrinsischen Aktivierungskaskade (Bcl-2, Bcl-xL). Als Gemeinsamkeit besitzen 

sie in ihren Exonen eine oder mehrere Bcl-2 Homologiedomänen (BH1-4). Dabei soll nur BH 4 

mit antiapoptotischen Eigenschaften vergesellschaftet sein.  

 

Eine Reihe von kurzen Vertretern dieser Familie wie Bid, Bad, Bim, Noxa, Puma enthalten nur 

eine BH3 Domäne „BH3-only proteins“. Sie sind im Zytosol lokalisiert und fungieren dort als 

Sensoren für zytosolische Stressfaktoren (Adams and Cory 2001). Die Aktivierung von Bid über 

Caspase-8 wurde schon beschrieben (Kap. 1.2.4).  

 
Über den gleichen Mechanismus mit Formierung von Bax/Bak Kanäle und Freisetzung von 

Cytochrom c von dem intermitochondrialen Raum (s. Abb 1.6) fungieren auch die andere „BH-3-

only“ Proteinen, die aber auf andere Stressfaktoren ansprechen. So können ionisierende Strahlen, 

Chemotherapeutika oder Zytokinentzug, die Bim, Bad oder Noxa aktivieren. (Erlacher M et al 

2005, Kuwana T et. al. 2005) Puma und Noxa werden über das durch DNA-Schäden aktivierte 

p53 reguliert. (Chipuk et al 2005, Oda et. al. 2000). 

 

 
 
 
Abb 1.5 Das Apoptosom (aus Regula und Kirshenbaum 2005) 
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Abb. 1.6 Untershiedliche Stressfaktoren wie DNA-Brüche, ionisierende Strahlung, Chemotherapeutika 

etc., führen zu Aktivierung von Bcl-2 Proteine die nur eine BH3 Domäne besitzen. (BH3-only Proteins) 

Die aktivierte Proteine translozieren vom Zytosol an der mitochondriale Aussenmembran und bewirken, 

dass Bax und Bak miteinander Kanäle formieren, die die Cytochrom c Freisetzung ermöglichen. (Aus 

Adrain et. al. 2003) 
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1.2.6 Cytochrom c und Apoptoseaktivierung. Formierung des  
Apoptosomes 

 
Cytochrom c bildet mit dem Adapterprotein Apaf-1 („apoptotic protease-activating factor 1“) und 

der inaktiven Proform der Caspase-9 einen Komplex, in dem zunächst die Caspase-9 aktiviert 

wird. (s. Abb. 1.5) Dies führt wiederum zur Aktivierung der Exekutivcaspase-3 (Li et al. 1997). 

 
 

1.3 Kardiale Apoptose und die Rolle der IAPs 

 
Eine strikte Kontrolle der Apoptose bei den Kardiomyozyten, die während des gesamten Lebens 

des Organismus funktionieren müssen erscheint besonders sinnvoll. Auch wenn das Modell vom 

terminal differenziertem Gewebe der Herzmuskelzellen in letzter Zeit angefochten wird (Anversa 

2000, 2002, 2006), sind die Kardiomyozyten postmitotische Zellen mit einer eingeschränkten 

regenerativen Fähigkeit. Apoptose konnte in einer Reihe von kardialen Erkrankungen 

nachgewiesen werden wie bei Hypoxie im Ischämie/Reperfusion Modell (de Moissac 2000, 

Freude et al. 2000, Scarabelli et al 2001) in atheromatöse Läsionen (Isner et al 1995) und 

apoptotisch bedingter Zelluntergang ist ein signifikanter Faktor in der Entstehung der 

Herzinsuffizienz (Reviews Gill et al. 2002; Clerk et al. 2003, Foo et al. 2005, Garg et al. 2005). 

  

Die kritische Rolle der Apoptose in der Entstehung der Herzinsuffizienz konnte in einer Reihe 

von Studien experimentell gezeigt werden (Guerra, et al. 1999, Hein et al. 2003, Narula et al. 

1996, Olivetti et al. 1997, Saraste et. al. 1999, Wencker et al. 2003). In einem transgenen 

Mausmodell mit Kardiomyozyten-spezifische Überexpression der Procaspase 8 konnte gezeigt 

werden, dass selbst ein sehr niedriges Niveau an kardialer Apoptose ( 80-250 Kardiomyozyten 

pro 105 Nuklei) in der Lage war, eine Dilatationskardiomypathie mit Todesfolge zu erzeugen. 

(Wencker et al 2003). Durch Caspaseinhibition konnte dieser Phänotyp verhindert werden.  Eine 

kontinuierliche subkutane Gabe eines Caspaseninhibitors verbesserte die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz und führte zu einer signifikanten Überlebensratenerhöhung im Gαq trangene 

Mausmodell peripartaler Kardiomyopathie. (Hayakawa Y et. al 2003) 

 

Ferner spielt die Apoptose auch bei nichtmyokardialen Herzzellen eine bedeutende Rolle bei der 

Progression der Herzinsuffizienz (Takemura et al 1998). Im postinfarziellen Granulationsgewebe 

konnte gezeigt werden, dass die Apoptoseinhibition nichtmyokardialer Herzmsukelzellen zu 
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einem verbesserten linksventrikulären Remodeling und zur Verbesserung der linksventrikulären 

Funktion führen kann (Hayakawa K et al 2003).  

 

Somit scheint die Aktivierung einer proapoptotischen Signalkaskade ein wichtiger Faktor bei der 

Entwicklung der Herzinsuffizienz zu sein und eine weitere Erforschung der antiapoptotischen 

Mechanismen birgt ein hohes Potenzial für neue Therapieansätze. 

 

Ein zentrales Bestandteil der antiapoptotischen Regulationsmachinerie sind die IAPs (Inhibitor of 

Apoptosis Proteins) (Reviews in Green 2001, Goyal 2001). Die ersten berichteten IAPs (Cydia 

pomonella (Cp-IAP) Crook et al. 1993, Orgyia Pseudotsugata (Op-IAP) (Birnbaum et al. 1994) 

waren Proteine von, Insekten-befallenden, Baculoviren. Sie können die Apoptose in einer durch 

diese Viren befallene Zelle unterbinden und die virale Replikation ermöglichen.  

 

IAPs gehören zu einer heterogenen, hochkonservierten Proteinfamilie, deren Hauptmerkmal 1-3 

sog. BIR-Domänen (Baculovirus IAP Repeat) darstellen. Aus diesem Grunde werden sie seit 

kurzem auch BIRC (Baculoviral IAP-repeat-containing) Proteinen genannt (s. Tab 1.1). Dies sind 

Zystein- und Histidinreiche, ca 65 Aminosäure-lange Regionen, die direkt mit Caspasen 

wechselwirken können. Eine im C-Terminus lokalisierte RING-Domäne vermittelt den 

proteolytischen Abbau an Proteosomen über E3-Ubiquitin-Ligase und verstärkt somit den 

antiapoptotischen Effekt (Yang et al 2000, Review in Vaux et.al. 2005). Gleichzeitig sind IAPs 

im Stande, durch die RING Domäne, Homodimere und Heterodimere zu bilden, so dass unter 

Umstände eine Auto-Ubiquitination stattfinden kann. (Silke et al 2002). Während also die IAPs 

als eine Art Sicherung vor Zelltod wie z.B. bei niedriger Caspasenaktivierung der Adventitia 

während der normalen Funktion der Zelle (Roy et al. EMBO J. 1997) fungieren, muss 

gleichzeitig auch ihre Menge kontrolliert werden. Das geschieht zum Ersten über Auto-

Ubiquitination mit Hilfe der RING Domäne und über IAP Antagonisten (s. Kap. 1.4).  

 

Seit der Erstbeschreibung sind viele homologe Proteine der IAPs auch in Säugetieren identifiziert 

worden (XIAP, hIAP-1, h-IAP2, NAIP, survivin, Livin, Appolo, BRUCE ). In Abb. 1.8 findet 

sich eine Übersicht der IAP in verschiedenen Organismen. In dieser Arbeit ist speziell die 

myokardiale Expression von XIAP und hIAP-1 im Menschen untersucht worden. 
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BIRC Nummer alternative Namen Chromosomenlokalisation 

BIRC1 NAIP 5q13.1 

BIRC2 hIAP2, cIAP1, MIHB 11q22-q23 

BIRC3 hIAP1, cIAP2, MIHC 11q22-q23 

BIRC4 XIAP, ILP1, MIHA Xq25 

BIRC5 Survivin 17q25 

BIRC6 BRUCE, Apollon 2p21-p22 

BIRC7 ML-IAP, KIAP, Livin 20q13.1 

BIRC8 ILP2 19q13.3 
 
 
Tab 1.1. Übersicht der humanen Inhibitor of apoptosis Proteinfamilie (BIRC = Baculovirus IAP repeat 

containing Protein), mit den Synonymen und der jeweiligen Chromosomenlokalisation. 

 
 

1.3.1. XIAP 

 
XIAP (X- chromosomal linked inhibitor of apoptosis protein) war einer der ersten im Menschen 

beschriebenen IAP (Liston et al. Nature 1996). Im gleichen Jahr wurde dieses Protein auch von 

weiteren 2 Arbeitsgruppen beschrieben hILP (Duckett et al. EMBO J. 1996), MIHA (Uren et al. 

PNAS 1996). In der späteren Literatur hat sich aber der Name XIAP durchgesetzt. 

 
Das Gen ist in Xq25 lokalisiert (Rajcanseparovic et al 1996) und das Protein besteht aus 3 BIR 

Domänen im N-Terminus und eine RING Finger Domäne im C-Terminus (s. Abb. 1.8). Obwohl 

XIAP durch Caspasen gespalten werden kann, können die gespalteten Fragmente die Caspase-

Aktivität trotzdem inhibieren (Deveraux et al. 1999). Die Spaltung erfolgt in der Region 

zwischen BIR 2 und BIR 3. Diese Tatsache korreliert mit der Caspasen-Bindungspezifität von 

XIAP. BIR 2 bindet die Caspasen 3 und 7 (Sun et. al. 1999; Takahashi et al. 1998) und BIR 3 

bindet auf der Caspase 9 (Sun et al. 2000). Während aber die BIR 2 Domäne (und die Linker 

Region zu BIR 1) mit dem jeweiligen aktiven Zentrum von Caspase 3 und 7 direkt bindet (Chai 

et al., 2001; Huang et al., 2001; Riedl et al., 2001; Suzuki et al., 2001), bindet die BIR 3 Domäne 

an einer kleinen Untereinheit der aktivierten Caspase 9 und blockiert den Eintritt von Substraten 

im aktiven Zentrum der Caspase 9 (Srinivasula et al., 2001) und hemmt somit auf reversible 

Weise diese Caspase .  
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Abb 1.7 Die unterschiedlichen Funktionen der IAPs. A) XIAP, hIAP-1 (cIAP2) und hIAP-2 (cIAP1) 
binden direct mit aktivierten Caspasen und inhibieren sie. Zusätzlich interagieren sie mit der Procaspase-9 
and verhindern ihre Aktivierung durch apoptotische Stimuli. 
B) Der RING-Zink Finger von XIAP und hIAP-1 (cIAP2) fördert die Ubiquitylation der aktivierten 
Effektor-Caspasen. Die E3 Ligase Aktivität von XIAP führt zum Abbau der Caspase-3  und verstärkt 
somit die Apoptoseinhibition.  
C) Die E3 ubiquitin Ligasen XIAP and hIAP-1 werden durch andere IAP ubiquityliert und durch 
Proteasomen abgebaut. (Aus Jesenberger et al 2002) 
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Abb 1.8   Ein Überblick über die IAP-Familie in verschiedenen Organismen und mit den 

unterschiedlichen Domänen. BIR Domänen Typ I sind ca 70 Aminosäure lang, BIR Typ II (Survivin Typ) 

sind länger (aus Verhagen et al 2001)  

 
 

Von allen IAP weist XIAP die potentesten antiapoptotischen Eigenschaften auf. So konnte, bei 

Zellen die verschiedenen extrazellulären Reizen exponiert wurden, (UV-Licht, Chemotoxische 

Substanzen, Aktivierung des TNFR2 und Fas- Rezeptoren) die Apoptose durch XIAP-Gabe 

inhibiert werden. (Duckett et al. Mol. Cell. Biol. 1998). Diese starke antiapoptotische Eigenschaft 

verdankt XIAP der Möglichkeit die Aktivität sowohl der Effektor Caspasen -3 und -7 (Deveraux 

et al. Nature 1997) als auch der Initiator Caspase 9 (Deveraux et al. EMBO J. 1998) hemmen zu 

können. Die Caspasen -1, -6 und -8 dagegen werden von XIAP nicht beeinflusst (Deveraux et al. 

Nature 1997). 

 

Darüber hinaus wirkt XIAP antiapoptotisch mit Hilfe der selektiven Aktivierung der JNK1 (c-Jun 

N-terminal Kinase 1, p38) (Sanna et al. PNAS 1998), ein Mitglied der MAP Kinasen Familie 

(mitogen-activating protein kinase) (Xia et al. Science 1995, Sugden, Clerk 1998) (s. Kap. 1.2.3) 

via Bindung mit TAK1 (Sanna et al 2002).  
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Ferner ist XIAP in der Lage über die BIR1 Domäne und mit Interaktion mit TAB1 (Lu M et al 

2007) den zentralen Transkriptionsfaktor NF-κB zu aktivieren (Lewis et al 2004), erhöht die 

Antioxidantienmenge und senkt somit die Produktion von freien Radikalen (ROS), vor allem 

über der Superoxiddismutase-2 (Karisalo et al 2007). 

 

Interessanterweise sind XIAP defiziente Mäuse überlebensfähig und zeigen weder 

histopathologische Merkmale noch Defekte in der Induktion von Apoptose (Harlin et.al. 2001). 

Allerdings zeigte sich gleichzeitig eine erhöhte Expression von c-IAP1 und c-IAP2 (die Maus-

Homologen von hIAP2 und hIAP1), als Hinweis für die Existenz eines 

Kompensationsmechanismus. Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, ist eine strenge Kontrolle 

der Apoptose in postmitotischen Zellen besonders wichtig. Somit erscheint, dass XIAP auch in 

gesunden Zellen ständig aktiviert ist um eine akzidentelle Apoptoseinduktion zu verhindern.  

 

Seit kurzem sind Inhibitoren für XIAP bekannt, Smac, HtrA2/Omi und XAF-1. Das 

stöchiometrische Verhältnis zwischen XIAP und sein Inhibitoren scheint ausschlaggebend für die 

Apoptoseinduktion oder -inhibition zu sein. (s. Kap. 1.4) 

 

1.3.2 hIAP-1 und hIAP-2 

 

In der gleichen Zeit mit der Beschreibung von XIAP wurde auch hIAP-1 (Liston et al. Nature 

1996) (Synonyme: cIAP-2( Duckett et al. EMBO J. 1996) und MIHC (Uren et al. PNAS 1996) 

bekannt), sowie hIAP-2  (Liston et al. Nature 1996), (Synonyme: cIAP-1( Duckett et al. EMBO 

J. 1996), MIHB (Uren et al. PNAS 1996) , beschrieben. 

Beide Gene sind in 11q22-q23 (Rajcanseparovic et al 1996) lokalisiert. Die Nähe der genetischen 

Lokalisation (ca. 12 kbp) lässt eine erst seit kurzem bestehende Duplikation vermuten. 

 

hIAP-1 und hIAP-2 wurden anfangs in einem TNF Rezeptor 2 Komplex entdeckt. Dabei gingen 

diese Proteine nur eine indirekte Bindung mit dem TNF-2 Rezeptor ein, denn sie hafteten an den 

TNF-Rezeptor –assoziierten Faktoren an (TRAF1 und 2 s. Kap. 1.2.3.) (Rothe et al 1995, Wang 

CY et al 1998). Somit können sie, unter der Vorraussetzung einer Assoziation mit dem TNFR1, 

den Faktor NF-κB aktivieren. Dieser blockiert die Aktivierung der Caspase-8 (Wang CY et al. 

1998) und somit schon bei der Ebene der Initiator-Caspasen.  
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Kurze Zeit später konnte gezeigt werden, dass beide Proteine in der Lage sind die Caspasen -3,    

-6, -7 (Roy et al. EMBO J. 1997) und –9 (Deveraux et al. EMBO J. 1998) direkt zu inhibieren.  

 

hIAP-1 und hIAP-2 enthalten wie XIAP und NAIP drei BIR-Domäne und interessanterweise, als 

einzige Mitglieder der IAP-Proteinfamilie, eine CARD Domäne (s. Kap 1.2.1), die aber nicht mit 

den Caspasen interagiert und deren Funktion noch nicht bekannt ist. 

 

1.3.3 Andere Mitglieder der IAP Proteinfamilie 

 

NAIP (Neuronal apoptosis inhibitor Protein) 

NAIP ist das erste beschriebene Mitglied der IAP, wird genetisch am Chromosom 5q13.1 

lokalisiert (Roy et al. Cell 1995, Liston et al 1996) und besitzt im Gegensatz zu den anderen IAP 

keinen RING-Finger. NAIP wird exprimiert vor allem in neuronalem Gewebe und zwar in 

Motoneuronen und nicht in den sensorischen Neuronen (Liston et al. 1996). Eine Expression des 

NAIP im Herzen konnte bis jetzt nicht beobachtet werden. Außerdem weist dieser Faktor auch 

andere strukturelle Unterschiede zu den anderen IAP auf, die Bindung an Caspase-9 ist ATP 

abhängig und es wird von IAP Antagonisten nicht beeinflusst, was einen gesonderten 

Inhibitionsmechanismus impliziert. (Davoodi et. al. 2004)  

 

Survivin 

Survivin (Ambrosini et al. 1997) ist das kleinste Protein der IAP und wird im Chromosom 17q25 

kodiert. Zusätzlich zeigt das Survivin Gen Eigenschaften G2/M regulierter Gene  mit zwei 

Zellzyklus-abhängigen Elemente (CDE), einer Zellzyklus Genhomologie Region (CHR) sowie 

Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor Sp1).(Li, F et al. 1999) 

Das Protein weist nur eine BIR Domäne auf und enthält statt einen RING Finger eine „α helical 

coiled“ Domäne.  

 

Survivin wird exprimiert in allen Geweben im embryonalen und fetalen Stadium inklusiv dem 

Herzen. Danach wird es im normalen Gewebe herabreguliert und außer dem Thymus nur bei 

Tumoren wieder hoch exprimiert z.B. Magen-ca (Lu CD et al. 1998) aber auch Lungen-, Kolon-, 

Pankreas-, Mamma-ca (Ambrosini et al. 1997) und zwar vor allem in der G2/M Phase. 



 
Kap.1  Einleitung 
 

20

Survivin unterscheidet sich von anderen IAP in einer Reihe von Punkten. Erstens unterliegt 

Survivin einer ausgeprägten transkriptionellen Regulation mit verstärkter Expression während der 

G2/M-Phase des Zellzyklus (Li F et al 1998). Zweitens ist es in hohem Maße in proliferierenden 

Geweben nachweisbar, jedoch abwesend in terminal differenzierten Geweben wie im adulten 

Herzen (Ambrosini et al. 1997). Darüber hinaus ist eine Hochregulation von Survivin in einer 

Reihe von Tumoren und transformierten Zelllinien nachgewiesen (Ambrosini et al. 1997/ Tamm 

et al. 1998). 

 

Ein Hinweis auf eine antiapoptotische Rolle von Survivin während der Proliferation von Zellen 

erwächst aus der Beobachtung, dass Survivin mit dem Spindelapparat assoziiert und diese 

Assoziation für die antiapoptotische Aktivität entscheidend ist (Li F et al 1998). Ein Eingreifen in 

die normale Funktion von Survivin durch Expression von antisense cDNA oder dominant 

negativen Mutanten führte ebenfalls zum verstärkten Auftreten von Apoptose und vielfältigen 

Zellteilungsdefekten wie z. B. Polyploidie oder Bildung von multipolaren Spindelapparaten. 

Ursächlich hierfür ist eine Zerstörung des Gleichgewichtes zwischen Survivin, Caspase 3 und 

p21 innerhalb der Zentrosome (Li F et al. 1999). 

  

Die Expression von Survivin korreliert in den meisten Tumoren oft mit einer schlechteren 

Prognose, so dass es als Biomarker zur Diagnose, Progression und Therapieerfolg in 

verschiedenen Tumorarten benutzt werden kann. (Ai et al. 2007, Byunn et al. 2007, Linguang et 

2007, Lu B Gonzales et al. 2004, Marioni G et al 2006, Shariat et al 2007, Vegran et al. 2005)  

 

BRUCE/Apollon (Hauser et al 1998/ Chen et al. 1999) 

BRUCE in Unterschied zu den anderen IAP ist ein riesiges (530 kDa) mit einem ORF von 

14490bp Größe, welches als membranständiges Protein im Golgi Apprat und Vesikeln 

lokalisiert. (Hauser et al. 1998). Es enthält eine BIR Domäne in der Nähe des N-Terminus und 

besitzt als Einziges unter den IAP eine UBC-Domäne, ein Merkmal typisch für Ubiquitin 

konjugierende Enzyme. 

  

BRUCE wirkt antiapoptotisch zum Einen mit Hilfe der BIR Domäne (Bartke et al. 2004) und 

zum Zweiten über seine E2/E3 Ubiquitin Ligase Eigenschaft, wobei der IAP-Antagonist Smac 

(s. Kap 1.4) als Substrat dient (Bartke et al. 2004,  Hao et al. 2004, Qiu und Goldberg 2005). Im 

Falle einer Apoptoseinduktion wird es über drei Mechanismen antagonisiert. Erstens durch 
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Bindung von Smac, zweitens durch die Protease HtrA2 und drittens über Caspase vermittelter 

Spaltung (Bartke et al. 2004). 

 

ML-IAP/Livin/ KIAP   

ML-IAP ist vor allem in verschiedenen Carcinoma Zell-Linien exprimiert sowie Tumoren wie, 

Melanom, Dickdarm, im kolorektalen Karzinom oder Nierenzellkarzinom (Vucic et al. 2000/ 

Kasof et al 2001/ Lin et al 2000) 

 

 

1.4 IAP-Antagonisten 

 

IAP dienen der strengen Regulation akzidenteller Caspase-Aktivierung unter normalen 

Bedingungen. Damit die Apoptose tatsächlich stattfinden kann muss der inhibitorische Effekt der 

IAP überwunden werden. Im Falle von XIAP kann diese Inaktivierung über Caspase-abhängiger 

Spaltung erfolgen (Deveraux et al. 1999). Je höher die Caspase-Aktivierung, desto mehr IAP 

werden gespaltet. Dadurch werden wiederum mehr Caspasen aktiviert und dieser Prozess 

verstärkt. Die IAP werden zusätzlich über einen spezifischen Inhibitor, Smac (second 

mitochondria-derived activator of caspases, Du et al. 2000) auch als DIABLO bekannt (Direct 

IAP-binding protein with low pI, Verhagen et al. 2000)  

 

Smac/DIABLO wird während der Apoptose von der mitochondrialen Außenmembran freigesetzt 

und interagiert mit den BIR2 und BIR3 Domäne von XIAP (Wu et al 2000) via ein IAP Binding 

Motif (IBM) (s. Abb. 1.9). Diese Sequenz ist homolog zur Caspase-9 Region, die mit XIAP 

bindet, so dass Caspase-9 und Smac/DIABLO sich kompetitiv verhalten (Srinivasula et al 2001). 

Somit kann ein neun Aminosäure langes Peptid des Smac/DIABLO N-Terminus die Interaktion 

von XIAP und Caspase-9 unterbinden. (Liu et al. 2000) und die Apoptoseauslösung über die 

Caspasen -3 und -9 hängt direkt vom stöchiometrischen Verhältnis zwischen XIAP und 

Smac/DIABLO ab. 

 
Andere Proteine können sich auch an XIAP binden und seine Funktion inhibieren wie z.B. 

Omi/HtrA2 (Suzuki, Imail et al 2001, Hedge et al 2002, Martins et al 2002, Verhagen et al 2002, 

Yang QH et al. 2003). Durch Autoproteolyse von Omi/HtrA2 entsteht eine aktivierte Form, die 

im Zytosol freigesetzt wird. Bei der Proteolyse wird eine IBM ähnlich zu Smac/DIABLO 
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aktiviert, dass mit BIR2 und BIR3 interagiert. Dabei kann Omi/HtrA2 XIAP anhand seiner 

Serinprotease-Aktivität spalten und irreversibel inaktivieren (Yang QH et al. 2003). Die Rolle, 

die Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 bei der kardialen Apoptose spielen muss noch weiter 

untersucht werden. Es scheint, dass die Caspase-Aktivierung nicht nur die proteolytische 

Aktivierung der jeweiligen Enzymen voraussetzt, sondern auch die Elimination des 

inhibitorischen Einflusses der IAP. 

 

 

 
 
 
Abb 1.9 Ein Modell wie XIAP mit den aktivierten Caspasen -3 und -9 interagiert. Proteine mit einer IAP-

bindende Sequenz „IAP-Binding Motif“ (IBM) können diese Interaktion unterbinden (aus Vaux DL, Silke 

J 2005)  
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2    Zielstellung 
 

 

Bei terminaler Herzinsuffizienz (HI) ist Apoptose in Kardiomyozyten aktiviert, zeigt aber 

Besonderheiten, die in anderen Zelltypen nicht beobachtet werden: Während 

mitochondriales Cytochrom c in vielen Myozyten freigesetzt ist und nachfolgend 

zytosolische Caspasen und zytosolische Substrate aktiviert bzw. gespalten sind, findet 

man nur selten apoptotische DNA-Spaltung im Kern. 

 

Vermutlich beeinträchtigt diese apoptotische Degradation zytosolischer Substrate schon 

die kontraktile Funktion, während noch unbekannte Mechanismen die Mehrheit der Kerne 

vor irreversibler DNA-Spaltung schützen. Endogene IAPs (inhibitor of apoptosis 

proteins), die Initiator- und Effektor- Caspasen hemmen, könnten zu diesem 

postmitochondrialen Schutz vor Kernapoptose beitragen. Die Apoptosewege über die 

Caspasen -3 und –9 werden durch IAPs reguliert (vgl. Abb.1.3). Wir untersuchten daher, 

ob die myokardialen IAPs  hIAP-1 und XIAP (X-chromosome linked inhibitor of 

apoptosis) bei Herzinsuffizienz als Schutz vor dem Fortschreiten der zytosolischen 

Apoptose verstärkt exprimiert sind. 
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3 Materialien 
 

3.1 Chemikalien 

 

β- Mercaptoethanol       Merck 

Bromphenolblau       Merck 

CsCl         Gibco-BRL (Invitrogen) 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)      Sigma 

Dimethylsulfoxid (DMSO)      Sigma 

2`-Desoxy-Nukleosid-5`-Triphosphat(dNTP) 100mM  Gibco-BRL (Invitrogen) 

Essigsäure        Merck 

Ethanol        Merck 

Ethylendiamintetraessigsäure      Merck 

Glucose        Merck 

Glycerin        Gibco-BRL (Invitrogen) 

Guanidinthiocyanat (GTC)      Gibco-BRL (Invitrogen) 

Isopropyl-β-D-thio-Galctopyranosid 100 mM   Sigma 

LB-Agar        Gibco-BRL (Invitrogen) 

LB-Medium        Gibco-BRL (Invitrogen) 

MgCl2         Merck 

Natrium-Azetat       Sigma 

Natrium-Dodecylsulfat      Serva 

Natrium-EDTA       Merck 

3-N-Morholino-propansulfonsäure (MOPS)    Roth 

PCR-Primer     Gibco-BRL (Invitrogen) 

Phenol         Amresco 

Random Primer 3 µg/µl      Gibco-BRL (Invitrogen) 

Salzsäure        Merck 

Sarcosyl (N-Laurylsarcosin)      Sigma 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan     Roth 

Triton-X-100        Sigma 

X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indol- 

β-D-Galactopyranosid) 50 mg/ml    Promega 
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3.2 Enzyme 

 

Taq-Polymerase (4 U/µl)     (AGS, Heidelberg) 

 

Superscript
TM
 II Reverse Trankriptase (200 U/µl)  (Invitrogen) 

 

Eco R1 und Puffer      (Invitrogen) 

 

RNase Inhibitor (40U/µl) RNaseOUT
TM
   (Invitrogen) 

3.3 Lösungen 

 

Agarosegel (DNA):     100 ml 1 x TBE 

1,0 g Agarose  

erhitzen, bis Lösung klar ist 

abkühlen auf ca. 50º C, 

1 % Ethidiumbromid zugeben 

Bromphenolblau     5 ml Glycerol 

       4 ml EDTA pH 8,0 (250 mM) 

       1 ml Tris HCl pH 8,0 (1M) 

       Orangephenolblau 

CsCl-Kissen      5,7 M CsCl 

100 mM Na-EDTA, pH 6,5 

in DEPC-H2O ansetzen und steril 

filtrieren 

vor Gebrauch 6 mM β-Mercaptoethanol 

hinzufügen 

GTC-Lösung      4M Guanidinthiocyanat 

1% Sarcosyl 

25 mM Natrium Acetat, pH 6,0 

1 mM Natrium EDTA, pH 6,5 

1 M β-Mercaptoethanol  

steril ansetzen 

Mercaptoethanol erst vor Gebrauch 

zusetzen 
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LB-Agar      37g/l autoklavieren 

LB-Medium      25g/l autoklavieren 

Loading Buffer für DNA-Gele   50% Glycerin 

0,25% Bromphenolblau 

in 1x TBE-Puffer 

SDS-Lösung      100g SDS in 900 ml H2O lösen (68°C) 

pH 7,2 mit HCl einstellen 

ad 1l H2O  

SOC Medium      2% Tryptone 

       0,5% Hefe Extrakt 

       10 mM NaCL 

       2,5 mM KCl 

       10 mM MgCl2 

       10 mM MgSO4 

       20 mM Glukose 

TBE-Puffer (10x):     0,89 M Tris-Base 

0,025 M EDTA 

ad 1l H2O  

TE-Puffer:      10 mM Tris pH 7,5 bzw. 8,0 

1 mM EDTA 

TSPE-Puffer      10 mM Tris-HCl, pH 7,0 

1% Sarcosyl 

5% Phenol 

1 mM Na-EDTA, pH 6,5 

in DEPC behandeltem H2O lösen 

steril filtrieren 

 

3.4 Kits 

 

JETquick Plasmid Mini Prep    (Genomed, Bad Oyenhausen) 

Midi Plasmid Kit      (Qiagen, Hilden) 

pCR®II – Topo Cloning Kit    (Invitrogen, Groningen, NL) 

Thermo Sequenase TM dye terminator  (Amersham LIFE SCIENCE) 

cycle sequencing Kit      
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3.5 Grossgeräte 

 

Bakterienschüttler Certomat U/H   Braun, Melsungen 

 

Brutschrank       Memmert GmbH&CoKG, Schwabach 

 

Kühlzentrifuge     Eppendorf, Hamburg 

 

Photometer Beckmann DU 600   Beckmann Coulter, Unterschleißheim 

 

Refrigerated Superspeed Zentrifuge RC-5B  Sorvall, Newtown USA 

 

Ultra-Turrax      IKA-Werke, Staufen 

 

UV-Transilluminator     Schütt, Göttingen 

 

Zentrifuge      Eppendorf, Hamburg 
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4 Methoden 
 

4.1 Probenmaterial 

 
Das in dieser Arbeit verwendete Probenmaterial wurde gewonnen, in Kooperation mit der 

Klinik für Herz- und Thoraxchirurgie der Universität Halle-Wittenberg, aus transmuralen, 

nicht vernarbten, linksventrikulären Myokardproben von 27 explantierten, terminal 

insuffizienten Herzen im Rahmen einer Herztransplantation. Das Kontrollmaterial wurde von 

20 aus klinischen Gründen nicht transplantierbaren Spenderherzen gewonnen. Das 

Herzgewebe wurde kurz nach Entnahme (maximal fünf Minuten) in flüssigen Stickstoff 

eingelagert. Die Patienten und die Angehörige der Spender waren über die Verwendung des 

Gewebes für wissenschaftliche Zwecke aufgeklärt und hatten ihre Einwilligung gegeben. 

Erweiterte Information über die Charakterisierung der Patienten, z.B. anhand welcher 

Methodik die linksventrikuläre Ejektionsfraktionen bestimmt wurde, stand uns nicht zu 

Verfügung. 

4.2 RNA-Präparation  

 
Die Gesamt-RNA wurde aus dem Probematerial nach Chirgwin et.al. durch CsCl-

Ultrazentrifugation präpariert. Zuerst wurden die zuvor in flüssigem Stickstoff gelagerten 

Proben gewogen, danach in Aluminiumfolie verpackt und sofort wieder in flüssigem 

Stickstoff eingefroren. Das Gewicht der Probe sollte dabei 1/10 des Volumens an GTC-

Lösung (8ml) nicht überschreiten. Anschließend wurden die Proben mit einem Hammer 

pulverisiert, wobei das Auftauen durch wiederholtes Eintauchen im flüssigen Stickstoff 

verhindert wurde. Das entstandene Pulver wurde mir einem Spatel in, 8 ml GTC-Lösung 

gefüllten, 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und dann sofort mit einem Ultraturrax 

homogenisiert. Dieser wurde danach mit 0,1% SDS-Lösung und Aqua bidest gespült. 2,6 ml 

CsCl-Lösung wurden in einem Beckmann-Röhrchen (Ultrazentrifugen-Röhrchen für Sorval-

SW 40-Rotor) pipettiert. Auf diese wurde vorsichtig das Homogenisat geschichtet. Die 

fertigen Probenröhrchen wurden bei 22°C und 150000 x g (ca 33 000 rpm) über 21 h 

zentrifugiert. Danach wurde der Überstand bis ca 1 cm vom Boden abgenommen und der Rest 

wurde so dekantiert, dass die Zwischenphase das entstandene RNA-Pellet nicht verunreinigen 

konnte. Den unteren Teil des Beckman-Röhrchens wurde mit einem Skalpell abgeschnitten 

und auf Eis gelegt.  
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Bei allen folgenden Schritten ist wichtig immer DEPC behandeltes H2O zu benutzen um die 

ubiquitär vorkommende RNAsen zu denaturieren. Aus diesem Grunde wurde auch bei der 

Vorbereitung allen Puffern DEPC behandeltes H2O verwendet. 

 

Das RNA-Pellet wurden in 200µl TSPE-Puffer gelöst und in ein Greiner-Röhrchen überführt. 

Der letzte Schritt wurde wiederholt, so dass es sich insgesamt 400µl ergeben. Anschließend 

wurde die RNA mit 0,1 Vol 3M Natrium-Azetat und 10 ml10 ml 96% Ethanol über Nacht bei 

-20°C gefällt.  

 

Die Proben wurden 30 Min lang bei 10000 rpm und -10°C in einem Sorvall HB-6 Rotor 

zentrifugiert. Danach wurde der Überstand dekantiert und das Pellet ca 5 min bei 

Raumtemperatur getrocknet. Das ausgetrocknete Pellet wurde dann auf Eis in 200µl DEPC 

behandeltem H2O gelöst und in einem Eppendorf-Tube überführt. Der letzte Schritt wurde mit 

100 µl DEPC-behandeltem H2O wiederholt, so dass insgesamt ein Endvolumen von 300µl 

resultierte. Die RNA Konzentration wurde dann mit einem Spektralphotometer bei A260 

bestimmt. Anschließend wurde 0,1 Vol 3M Natrium-Azetat, pH 6,0 und 2,5 Vol Ethanol 

hinzugefügt und erneut über Nacht bei -20°C gefällt. In einer kühlbaren Eppendorf-Zentrifuge 

wurden die Tubes 30 Min bei 14000 rpm und -10°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

anschließend dekantiert und zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur 

getrocknet und auf Eis in 100µl DEPC-H2O gelöst. Zum Schluss wurde die gewonnene RNA 

erneut bei A260 spektralphotometrisch bestimmt. Eine Qualitätskontrolle wurde einerseits 

durch elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel und durch den Quotienten der 

Absorption bei A260 und A280 durchgeführt. Dieser Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 

Die RNA Konzentration wurde nach folgender Gleichung bestimmt: 

 

(4.1)     C= A260 . E . V 

 

C: Konzentration der RNA in g/ml 

A260: Absorption bei 260 nm 

E: Extinktionskoeffizient  40 ng/µl für RNA 

50 ng/µl für DNA 

V: Verdünnung des Messansatzes 

 
Um Degradation zu vermeiden, wurde die RNA bei -80°C gelagert. 
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4.3 Reverse Transkription 

 
Die einsträngige mRNA wird durch reverse Transkription (RT) in doppelstränginge cDNA 

umgeschrieben. Eine doppelstrangige cDNA ist notwendig für die spätere 

Polymerasenkettenreaktion, da die Polymerase nicht Uracil wie in der mRNA sondern nur 

Thymin Basen verwenden kann. Zudem ist eine doppelstrangige cDNA viel stabiler und von 

ubiquitär vorkommenden RNAsen nicht degradierbar. 

 

Für diese Reaktion wurde reverse Transkriptase aus Retroviren verwendet. Wie schon oben 

erwähnt ist die RNA unter normalen Umweltbedingungen aufgrund von ubiquitär 

vorhandenen, RNA denaturierenden Enzymen (RNasen) sehr labil. Deshalb muss mit grosser 

Sorgfalt sichergestellt werden, dass alle bei der reversen Transkription verwendeten 

Chemikalien und Geräte RNase-frei sind. 

 

Die Reverse Transkriptase benutzt die mRNA als Template und baut dazu die entsprechende 

cDNA. Dazu sind Primer (Startermoleküle) benötigt, die komplementär an die mRNA binden 

können. Um die gesamte mRNA umzuschreiben verwendet man Hexanucleotid-Primer, die 

durch ihre Kürze an verschiedenen zufälligen Stellen der mRNA hybridisieren (daher auch 

random Primer benannt). 

 
Der Ansatz für die reverse Transkription enthält pro Probe: 

 

Random Primer (100 ng/µl)     4 µl  

Gesamt-RNA x µl (250 ng)    2,5 µl 

 

3 min 70o C; 5 min 1o C (während dieser Zeit Zugabe der folgenden Komponenten) 

5x first strand-Puffer      5 µl 

dNTP (je 12,5 mM)       1 µl 

DTT (10 mM)       2,5 µl 

RNase Inhibitor ( 40 U/µl)      0,5 µl 

Super ScriptTM II RT (200 U/µl)    0,25 µl 

DEPC-Wasser       ad 25 µl Gesamtansatzgröße 

Der gesamte Ansatz wurde bei 42ºC für eine Stunde inkubiert und die Reaktion durch 

dreiminütiges Erhitzen auf 95ºC beendet. Die erhaltene cDNA wurde anschließend direkt in 

der PCR-Reaktion eingesetzt werden.  
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4.4 Aufbau der kompetitiven Standard-kalibrierten RT-PCR für XIAP 
und hIAP-1 

 
 

Viele Gene sind auf mRNA Ebene so niedrig exprimiert, dass sie direkt z.B. via Northern- 

Blot Hybridisierung kaum zu quantifizieren sind. Dieses Problem kann gelöst werden in dem  

eine reverse Transkription mit einer Polymerasenkettenreaktion verbindet. Dabei wird 

zunächst die einsträngige mRNA in einer doppelsträngigen cDNA umgeschrieben (Reverse 

Transkription.) Diese Doppelstrang DNA ist essentiell für die Polymerasenkettenreaktion, die 

die so gewonnene cDNA Sequenz vervielfältigen kann. Wenn man dazu zwei cDNA 

Sequenzen unterschiedlicher Länge nimmt und von einer davon die genaue Konzentration 

kennt, kann man die genaue Konzentration der zweiten DNA eruieren. Beide Templates 

werden miteinander um die Substrate der Reaktion kämpfen und es kommt zu 

unterschiedlichen Ergebnissen. Wenn man von der zu untersuchende cDNA verschiedene 

Konzentrationen nimmt und immer gegen die gleiche Konzentration an Standard cDNA 

hybrisisieren lässt, kommen Banden unterschiedlicher Größe und Luminiszenz in der 

Gelektrophorese zu Stande. (s. Abb. 4.1) 

 
 

 
 
 
Abb 4.1   Beispiel einer kompetitiven RT-PCR. Die untere Bande entspricht den Standard in, von links 

nach rechts gesehen, abnehmender Konzentration. Die obere Bande entspricht das zu untersuchende 

Material. Rechts am Rand die molekulare Skala. Mit zunemender Konzentration des Standards wird 

weniger Zielsequenz DNA amplifiziert 

. 

Die Gele wurden dann photographiert und densitometrisch analysiert und die Konzentration 

der zu untersuchende cDNA kalkuliert.  (s. Kap 4.4.5) 
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4.4.1 Prinzip der Polymerasenkettenreaktion 

 
Die durch die reverse Trankription entstandene cDNA wurde mittels der 

Polymerasenkettenreaktion (PCR) in einem Thermocycler  (TRIO Thermoblock Biometra, 

Göttingen) amplifiziert. Jede PCR besteht aus drei Schritten die mehrmals zyklisch wiederholt 

werden. (s. Abb. 4.2)  

Im 1. Schritt werden die entstandenen Doppelstränge durch Erhitzen auf 95°C getrennt. 

Im 2. Schritt werden die Proben auf der die Oligonukleotid-Primer an die DNA hybridisieren 

können (Annealing Temperatur) 

Im 3. Schritt wird die Probe auf 72°C erwärmt, weil die Taq-DNA Polymerase bei dieser 

Temperatur ihr Syntheseoptimum erreicht. An den Primern beginnend ergänzt sie dann den 

DNA Einzelstrang zu einem Doppelstrang. Anschließend werden die Proben wieder auf 95°C 

erhitz und somit ein neuer Zyklus iniziiert. Theoretisch verdoppelt sich so bei jedem Zyklus 

die DNA-Menge. Nach 30 Zyklen würde sich die Anzahl der Zielmoleküle auf 230 d.h. ca. 

1,07 x 109 erhöhen. In Praxis wird aber dieser Wert aufgrund von abnehmenden 

Konzentrationen an Substraten (dNTPs und Primern), wegen unvollständigem Annealing und 

unvollständiger Strangsynthese nicht erreicht. Abhängig der Expression des Zielmoleküls, 

wählt man die Anzahl der PCR Zyklen (zwischen 20 und 40). Für die kompetitive PCR ist der 

Ziel diese Zyklenanzahl so auszuwählen, dass die Reaktion nicht im Sättigungsbereich der 

Reaktionskurve liegt. Tabelle 4.1 zeigt eine Übersicht über die Primer und Bedingungen der 

verwendeten PCR.  

Tab. 4.1. Übersicht der Primer und der Reaktionsbedingungen für die PCR. Tan Annealing 

Temperatur  

 

Gen Primer Primersequenz                                
(in -5´ zu -3´ Richtung) 

Fragmentgröße 
(bp) 

Tan 
(°C) 

Zyklen 

h-IAP-1 S 
GTT CAT CCG TCA AGT TCA 
AG 680 52 33 

  AS 
GTT CTT TCT TCT GGT AGT 
CTC C       

            

XIAP S 
GAT GCT GTG AGT TCT GAT 
AGG 446 52 33 

  AS 
CTT AAT GTC CTT GAA ACT 
GAA C       
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1
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5´ 3´

5´
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5´3´

5´ 3´

5´3´

5´
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Sense - Primer
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3´

3´

Taq DNA-Polymerase

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

5´5´

5´3´

3´

5

3´

3´

5´3´

 
 
Abb 4.2. Ablauf einer Polymerasenkettenreaktion. 1. DNA wird auf 95°C erhitzt und in zwei Strängen 

getrennt. 2. Kühlung des Reaktiongemisches auf der Annealing Temperatur und anhaften der Primer. 

3. DNA Polymerase bindet an Primer und DNA und beginnt mit DNA-Synthese. 4. Entstehung zwei 

kompletter DNA Produkte nach einem Zyklus 5. Nach 2 Zyklen Entstehung vier DNA Produkten. 

 
 
 

Anschließend wurden die Proben auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch 

getrennt. Die Gele wurden photographiert, die daraus entstandene Negative eingescannt und 

weiter ausgewertet (s. Kap 4.4.5). 
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4.4.2 Auswahl der Primer 

 
Primer sind kleine Oligonukleotidsequenzen (zwischen 8 und 20 Basen Länge). Sobald die 

DNA durch Erhitzen in zwei Stränge geteilt ist haften diese Oligonukleotide an den Sense- 

bzw. Antisense DNA-Strang. Sie dienen als Startsequenz für die DNA Polymerase. 

 

Die Primer wurden mittels DNA-Software (Generunner) nach folgenden Kriterien 

ausgewählt: 

 
i. Die Primer sollten ein 300 bis 600 bp langes PCR-Produkt liefern. Diese Länge 

erleichtert die Auftrennung im Agarosegel und verringert die Wahrscheinlichkeit, dass 

die DNA Polymerase den DNA-Strang nicht vollständig abliest. Bei der kompetitiven 

RT-PCR würde dies möglicherweise aufgrund der Längedifferenz auch die 

Amplifikation von Standard und Zielsequenz unterschiedlich beeinflussen. Zudem 

liegt die Fehlerquote der Taq DNA-Polymerase bei 1 pro 10000 bp. Je kürzer das zu 

amplifizierende Fragment, desto weniger die Wahrscheinlichkeit der Amplifizierung 

falscher Fragmenten. 

 
ii. Um die Verunreinigung der RNA mit genomischer DNA erkennen zu können, ist es 

günstig, Sense und Anti-sense-Primer in zwei unterschiedliche Exone zu legen. Ein 

PCR Produkt der DNA würde sich aufgrund der darin enthaltene Introns als deutlich 

größere Bande darstellen 

 
iii. Sense- und Antisense-Primer sollten eine gleiche, möglichst hohe Schmelztemperatur 

haben. Dadurch kann eine relativ hohe Annealing-Temperatur gewählt werden, 

wodurch Mispriming (Hybridisieren an falsche Matrize) unwahrscheinlicher wird. 

 
iv. Die Primersequenzen sollten mit einer Sequenz-Datenbank verglichen werden, um 

eine Erzeugung unerwünschter PCR-Produkte auszuschliessen. 

 
v. Die Primer sollten eine geringe Tendenz zur Ausbildung von Sekundärstrukturen (z.B. 

Haarnadelschleifen) zeigen und keine Dimere bilden 

 
vi. Die Sense- und Antisense-Primer sollten jeweils an nur eine Stelle im Zielfragment 

anhaften können. 
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4.4.3 PCR Ansatz 

 
Für eine PCR wurde wie folgt ein 25µl Ansatz auf Eis pipettiert, 

 

10x PCR Buffer      2,5µl 

dNTP (200µM)      1,5µl 

Sense Primer (10 pmol/µl)     0,5µl 

Antisense Primer (10 pmol/µl)    0,5µl 

Taq Polymerase (5 U/µl)     0,2µl 

RT Ansatz       1,0µl 

Standard (unterschiedliche Verdünnungsreihen)  2,0µl 

DEPC-H2O       ad 25µl 

 

danach mit 2 Tropfen Mineralöl bedeckt, kurz geschüttelt und zentrifugiert. Die PCR fand in 

einem Thermoblock mit folgender Programmierung statt: 

 

Schritt 1 Denaturieren    95°C  3 min 

Schritt 2 Denaturieren    95°C  30 sec 

Schritt 3 Primer Annealing   52°C  30 sec 

Schritt 4 DNA Synthese   72°C  30 sec 

Schritt 5 33 Zyklen der Schritte 2 bis 4 

Schritt 6 Abschluss DNA Synthese  72°C  5 min 

Schritt 7 Kühlen     4°C 

 

4.4.4 Kompetitive RT-PCR 

 

Eine genaue Quantifizierung von mRNA-Tranksripte ermöglicht die kompetitive RT-PCR. 

Dabei wird mehreren RT-Reaktionen eine konstante Menge Gesamt-RNA sowie 

Standardmoleküle zugefügt. Weil die Standardmoleküle die gleichen Primer-Bindungsstellen 

wie die zu messende Zielsequenz haben, werden die Standards bei der nachfolgenden PCR-

Reaktion in gleicher Weise amplifiziert. Durch die unterschiedliche Länge von Standard- und 

Zielsequenz, stellen sich in der Gelelektrophorese zwei unterschiedliche Banden dar. Sind die 

Banden gleich stark, waren auch in der RT-Reaktion ebenso viele Standard- wie 

Zielsequenzmoleküle vorhanden. Aus der bekannten Menge der Standards ergibt sich so die 
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Expressionshöhe der Ziel-mRNA. Durch mathematische Verfahren lassen sich sogar absolute 

mRNA- Molekülzahlen ermitteln (s. Kap. 4.4.5) 

 

4.4.5 Synthese des Standard DNA-Fragmente für die kompetitive 

RT-PCR 

 

Für die Durchführung einer kompetitiven RT-PCR wird die Konstruktion eines internen 

Standards vorausgesetzt. Dieser sollte folgende Eigenschaften in sich vereinen 

 

• Damit der Standard genauso vervielfältigt wird wie die Zielsequenz, muss er die 

gleichen Primer-Bedingungen besitzen. 

• Um den Standard bei der Elektrophorese gut von der Zielsequenz trennen zu können, 

soll er sich um 100-150 bp von dieser unterscheiden. 

 

Die Konstruktion der Standards, dargestellt in Abb. 4.3, wurde mit Hilfe von einem sog. 

Linker-Primer nach Förster (Förster 1994) durchgeführt. 

 

Als erstes wurde eine normale PCR mit den spezifischen Sense- und Antisense-Primer 

durchgeführt. Bei der ersten Reamplifikation wurde 1 µl einer 1:1000 Verdünnung der ersten 

Reaktion genommen und anstelle des Antisense Primers ein Linker-Primer benutzt. Dieser 

besteht aus einer Teilsequenz innerhalb des Zielprodukts (nested primer) und aus einem Teil 

(10 bp) des 3`-Ende des Antisense-Primers. Es entsteht eine verkürzte Sequenz, die am Ende 

ein Stück des Antisense-Primer-Bindungsstelle besitzt. Vom entstandenen Produkt wurde  

wiederum 1µl einer 1:1000 Verdünnung für eine erneute PCR eingesetzt. Beim nächsten 

Schritt wurden wieder die Sense- und Antisense-Primer benutzt. Die so entstandene Sequenz 

ist gegenüber der Zielsequenz um eine bestimmte Länge verkürzt und besitzt die gleiche 

Antisense-Primer-Bindungsstelle wie die Zielsequenz. 
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Abb 4.3 Herstellung eines Standards. 1. Initiale cDNA wird erhitzt und in zwei Srängen gespalten. 2. 

In der zweite Reaktion haftet der Linker Primer auf dem kodierenden Strang und mit Hilfe der Taq 

Polymerase wird ein komplementärer Strang synthetisiert. 3 und 4. Im nächsten Zyklus wird der 

vorher synthetisierte komplementäre Strang als Matrix benutzt und so ein verkürztes Endprodukt 

erzeugt. 5. Vergleich Zielsequenz mit internem Standard. 

 

Tab 4.2 Übersicht der Linker-Primer und der Färbefaktor zur Konstruktion des internen Standards.  

Gen Linker-Primersequenz                                  
(in 5´ zu 3´Richtung) 

Fragme
nt (bp) 

Standar
d (bp) 

Färbefaktor 
(Fragment/Standar

d) 
h-

IAP-1 

GGT AGT CTC CGC TGC AAT 
ATT TCC TTT TAC 680 533 1,2758 

XIAP 

GAA ACT GAA CGA TAT TTG 
CAC CCT GGA TAC 446 264 1,6894 



Kap 4     Methoden 
 

38 

4.4.6 Bestimmung der Molekülzahl der Standard-DNA Fragmente 

 

Nach der Konstruktion des Standards wurde eine Sequenzierung durchgeführt und dann 

kloniert (s. Kap 4.7). Nach Sequenzierung und Identifizierung des richtigen Klons wurde das 

Standard von der Plasmid DNA durch Restriktion herausgeschnitten (s. Kap. 4.8). Nach 

gelektrophoretischer Auftrennung, wurde das Standard dann aus dem Agarosegel 

herausgeschnitten und daraus eluiert (s. Kap. 4.6). Nach photometrischer 

Konzentrationsbestimmung wurde die Standardmolekülenzahl nach folgender Formel 

bestimmt. (Formel 4.2). Dabei muss die Anzahl der Basen von der Restriktionsstelle bis zum 

Anfang bzw. Ende des Standards berücksichtigt werden, da das durch die Klonierung 

gewonnene Standard leicht länger ist. 

 

(4.2)   

(nA
. AA) + (nT

. AT) + (nG
. AG) + (nC

. AC)

A260
. VF

. NAv
x =

(nA
. AA) + (nT

. AT) + (nG
. AG) + (nC

. AC)

A260
. VF

. NAv
x =

 
 

  x   Molekülzahl pro l 

  A260   Absorption bei 260 nm 

  VF   Verdünnungsfaktor 

  NAv   Avogadro Konstante (NAv = 6,0221367 . 10
23 mol-1) 

  nA, nT, nG, nC Anzahl der jeweiligen Nukleotide des DNA Fragmentes 

  AA, AT, AG, AC Absorptionskoeffizient der jeweilige Nukleotide 

 

Nach der Bestimmung der Standardmolekülenzahl wurden Verdünnungsreihen in 10er 

Schritten gefertigt und mehrere PCR mit normalen RTs durchgeführt um den 

Äquivalenzpunkt zu bestimmen. Danach wurden 5-6 Verdünnungsreihen um diesen Punkt für 

jedes Gen hergestellt und die Aliquots bei -20°C gelagert.  

 

4.4.7 Auswertung der kompetitiven RT-PCR 

 
Die PCR-Produkte von Standard- und Zielsequenz wurden, wie in Abb 4.4 A dargestellt, über 

ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf einem UV-Transilluminator photographiert 

und danach mit einem Scanner digitalisiert. Die Flächenintegrale der Fragmente wurden mit 
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dem Software Programm AIDATM (AIDA evaluation software, Raytest, Straubenhardt, 

Deutschland) ermittelt und die graphische Auswertung mit ExcelTM erfolgt. Wegen des 

Längenunterschiedes von Standard- und Zielfragment wird bei gleicher molekularer 

Konzentration weniger Ethidiumbromid im Standard als im Zielfragment interkaliert. Daher 

wurden die Flächenintegrale des Standards zunächst mit einem Färbefaktor korrigiert 

(Zielsequenz in bp/ Standardsequenz in bp). Wie Abb. 4.4 B zeigt, wurde dann der 

Logarithmus des Quotienten der Flächenintegrale aus korrigiertem Standard und Zielfragment 

gegen den Logarithmus der eingesetzten Standardmoleküle aufgetragen. Dabei muss beachtet 

werden, dass beim Standardfragment beide cDNA Stränge amplifiziert werden, während beim 

RNA/cDNA Hybrid des RT Produktes nur der cDNA Strang vervielfältigt wird. Daraus wie 

aus der Formel (4.3) ersichtlich, stellt b bei x = 0 (d.h. Standardsequenz = Zielsequenz) das 

gewünschte Ergebnis, nämlich die Anzahl der Zielsequenz-mRNA-Moleküle in der anfangs 

eingesetzten Gesamt-RNA, dar. 

 
(4.3)     y = ax +b 
 

4.5 DNA-Gelelektrophorese 

 

Die DNA-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Molekülen entsprechend ihrem 

Molekulargewicht. Dazu wird die negative Ladung, die die DNA aufgrund der 

Phosphatgruppen besitzt zu Nutze gezogen.  In einem elektrischen Feld wandert die DNA zur 

Anode hin. Wenn das Ganze durch ein Medium stattfindet in dem DNA-Stücke mit 

unterschiedlicher Länge unterschiedliche Geschwindigkeiten aufweisen, werden diese 

entsprechend ihren Molekulargewicht getrennt. 

 
Das Agarosegel wurde durch Aufkochen von 1% w/v Agarose in 1x TBE-Puffer , Mischen 

auf einem Magnetrührer, Zugabe von Ethidiumbromid (1 µl/100 ml Gel-Lösung) und Gießen 

des Gels in eine Gelform mit einem Probenkamm vorbereitet. Die DNA-Proben wurden nach 

dem Zusatz von 1/10 Vol loading buffer aufgetragen. Zur Bestimmung des 

Molekulargewichtes wurde parallel ein Molekulargewichtsstandard, eine sog. DNA-Leiter 

aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgte in einer mit TBE gefüllten 

Elektrophoresekammer in der ein elektrisches Feld mit einer Spannung zwischen 70 und 120 

Volt (4 V/cm) appliziert wurde. Die DNA wurde im Agarosegel durch das Ethidiumbromid 

angefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
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Abb 4.4 A. Ergebnis einer PCR. Wie in Abb 4.1 dargestellt abnehmende Standardkonzentration von 

links nach rechts. B. Ergebnis der gleichen PCR nach Densitometrie, bei x=0  

 
 

4.6 Elution von cDNA Fragmenten aus Agarosegelen 

 

Nach erfolgter DNA-Separation im Agarosegel wurde ein cDNA Segment mit der 

erwünschten Größe aus dem Gel ausgeschnitten. Anschließend wurde die DNA daraus eluiert. 

Dafür können verschiedene Methoden verwendet werden 
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4.6.1 Elution über semipermeable Membran 

 

Das ausgeschnittene Agarosegelstück wird in einem semipermeablen Dialyseschlauch 

(Spectra/Por® Membrane MWCO 1000, Spectrum Medical Industries, California, USA)  mit 

TE Puffer eingebracht und in einer Elektrophoresekammer eingetaucht. Wie zuvor bei der 

Gelelektrophorese wird einem elektrisches Feld erzeugt (120V über 20 min), und die DNA 

wandert aus dem Gel Richtung Kathode im TBE Puffer und auf der semipermeablen 

Membran. Anschließend werden die Polen in der Elektrophoresekammer getauscht. Mit einer 

kurzzeitigen elektrischen Stromabgabe von wenigen Sekunden werden die DNA-Anteile, die 

an der Membran haften wieder im TBE Puffer abgegeben. Anschließend mit einer Pipette der 

TE Puffer mit der darin gelöster DNA in einem Reaktionsgefäß überführt. Danach wird die 

DNA gefällt. 

 

4.6.2 DNA-Fällung 

 

Im Reaktionsgefäß wurde 2,5 Vol Ethanol (oder 0,7 Vol Isopropanol) und 0,1 Vol 3M 

Ammoniumacetat hinzugefügt und gemischt. Das Reaktionsgemisch wurde über 1h bei -70°C 

erhitzt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation über 40 Min bei 4°C. Der Überstand wurde 

abgesaugt und es erfolgten zwei Waschzyklen mit  70% Ethanol . Dabei wurden 500µl 

Ethanol hinzugefügt und der Ansatz über 20 min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Nach 

dem zweiten Zyklus wurde das DNA-Pellet in ca 20µl sterilem H2O aufgenommen und bei -

20°C gelagert. 

 

4.7 Klonierung der PCR Fragmenten 

 

Um große Mengen an DNA aus PCR-Fragmenten zu erzeugen, kann man diese Fragmente 

durch Klonierung in bakterielle Plasmide einbringen und vermehren. Dabei muss das DNA –

Fragment zuerst in einem Plasmid-Vektor ligiert und dieser danach in Bakterien transformiert 

werden. 

Die Taq DNA Polymerase baut am 3´-Ende eines DNA Stranges ein zusätzliches Adenosin 

ein. Diese Eigenschaft wird benutzt für das sog. TA-Cloning. Hier wurde das pCR® II Dual 

Promoter Vector Kit (Invitrogen Corp.) benutzt. Der im Kit mitgelieferte linearisierte Vektor 
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besitzt Thymidin Enden, so daß es zu einer effektiven Insertion des PCR Fragments im 

Vektor kommen kann. Zur Ligation des PCR Produkts im linearisierten Vektor kam das 

Quick Stick® DNA Ligation Kit (Bioline) zum Einsatz. Dabei wurde eine rekombinante T4- 

DNA Ligase verwendet, die einer Inkubation über 5 Minuten bei Raumtemperatur benötigt. 

 

Es wurde folgender Ansatz verwendet: 

 

cDNA           40 ng 

pCR® II Vector (molekulares Verhältnis PCR Produkt/Vektor ca 3/1)  100ng,  

QS DNA Ligase         1 µl 

4xQS Puffer          5µl 

sterile Aq. bidest         ad 20µl 

 

Der Ansatz wurde anschließend über 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

Anschließend wurde der Ansatz mit im Kit mitgelieferten kompetenten E.coli gemischt und 

die Zellsuspension über 1 h bei 37ºC and 250rpm inkubiert.  

 

Für das “blue white staining “ wurden LB Agar Plates mit 50µg/ml Ampicillin vorbereitet und 

40 µl of X-Gal Lösung (40mg/ml) and 40 µl IPTG Lösung (100mM) addiert. Anschließend 

wurden 300µl der Zellsuspension über die vorgewärmten LB Agar Platen verteilt und bei 

37ºC über 24 Stunden inkubiert. Von jeder Plate wurden dann 10 weisse Kolonien 

herausgepickt und in 5 ml LB-Medium (mit 100µg/ml Ampicillin) bei 37ºC übernacht 

inkubiert. Im Folgenden wurde die Plasmid-DNA mittels einer Minipräp isoliert. Dafür wurde 

das Qiagen® Miniprep Kit verwendet. 12µg der Plasmid-DNA wurde dann mit 2µl des 

Restriktionsenzyms EcoR1 (BioLab) geschnitten. Der pCR® II Vector weist zwei EcoR1 

Restriktionsstellen auf (eine auf dem jeweiligen Ende der inserierten Sequenz). Anschließend 

wurden sieben Klone, die das zu erwartende Restriktionsmuster aufwiesen, sequenziert. (s. 

Kap. 4.9). Für die Sequenzierungsreaktion wurden 500ng ungeschnittene Plasmid DNA, 3µl 

Big Dye® und 5pg eines von zwei Primern (M13 reverse oder T7 primer) verwendet. Diese 

Primer erkennen die korrespondierende Promotorregionen, von denen jeweils eine 

Stromaufwärts und eine Stromabwärts der inserierten Sequenz im Vektor liegt. Gleichzeitig 

darf keine solche Restriktionsenzymstelle in der zu klonierende Sequenz beinhaltet sein. In 
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Abb-. 4.5 steht exemplarisch das Ergebnis der Sequenzierung des internen Standards für das 

Gen hIAP-1 dar. 

Von den positiven Klonen wurden Bakterienstammlösungen zur weiteren Verwendung 

angefertigt (500µl Bakteriensuspension und 500µl steriles 50% Glycerol) und bei -20°C 

eingefroren. 

 

4.8 Bakterienkulturen und Isolierung der Plasmid DNA 

 

Zur Identifizierung der richtigen Klonen wurden 15µl der Bakterienssuspension  in 3 ml LB- 

Flüssigmedium (mit 100 µg/ml Ampicillin, 50µg/ml Kanamycin) gegeben und bei 37°C und 

200 min-1 übernacht kultiviert. Anschließend wurde die DNA mittels einer Minipräparation 

mit JETquick Plasmid Mini Prep, (Genomed, Bad Oyenhausen) entsprechend der 

Herstellerangaben isoliert.  

  

Bei der Produktion größerer Menge DNA Plasmids, wie bei der Herstellung der DNA 

Standards wurden 30 µl der Bakterienstammlösung in 50 ml LB-Medium (mit 100 µg/ml 

Ampicillin, 50µg/ml Kanamycin) vermischt und bei 37°C und 200 min-1 eine Übernachtkultur 

angesetzt. Anschließend wurde die Plasmid DNA mit Hilfe des Plasmid Midi Kit (Qiagen, 

Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert. 

 

4.9 DNA Restriktion 

 

Durch die DNA Präparation wurde die Plasmid DNA isoliert. Nur ein kleiner Teil dieses 

Plamids aber entspricht die erwünschte DNA. Anschließend folgte also eine DNA Restriktion. 

Dabei wird die DNA innerhalb bzw. in der Nähe ihrer spezifischen Erkennungsequenz durch 

Restriktionsendonukleasen geschnitten. Durch die Auswahl bestimmter Restriktionsenzyme 

können definierte DNA-Fragmente erzeugt oder ein DNA Stück auf das Vorhandensein der 

entsprechenden Erkennungssequenzen untersucht werden. Durch Elektrophorese wurden die 

Produkte sichtbar gemacht und die erwünschte DNA Banden wurden anschließend eluiert und 

sequenziert. Der typische Restriktionsansatz: 
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DNA     zu schneidende Menge 

10x Restriktionspuffer  1/10 des Ansatzvolumens 

Restriktionsenzym   1 U/µg eingesetzter DNA 

Steriles H2O     zur Einstellung des Ansatzvolumens 

 

Normalerweise wird 1 h bei 37°C mit 1 U/µg DNA verdaut. Um eine vollständige Restriktion 

sicherzustellen wurde der Ansatz 2h bei 37°C mit etwa 3 U/µl DNA inkubiert. Nach der 

Restriktion wurden die Restriktionsenzyme durch 2 minütiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert. 

Danach wurde die DNA in einem Agarosegel aufgetrennt. 

 

4.10 DNA Sequenzierung   

 

Zur Überprüfung der erfolgreichen Klonierung müssen die gewonnene DNA Fragmente 

sequenziert werden. Dabei findet eine Polymerasenkettenreaktion mit Farbstoffmarkierten 

Diphosphat Basen statt. Sobald eine Diphosphatbase am PCR Produkt integriert wird kann die 

Polymerase keine weiteren Basen entlang der Ziel-DNA anbinden, so entstehen 

unterschiedlich lange DNA Stücke, deren letzte Base markiert sind. Die Proben werden 

elektrophoretisch getrennt und durch ein Scanner werden die Sequenzen gelesen.  

Zur DNA-Sequenzierung wurde ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Kit der 

Firma Amersham verwendet.  

 

Es wurde folgender Ansatz vorbereitet: 

 

Sequencing reagent pre-mix     8µl 

DNA        5µl 

Sterile Aq. Bidest      6µl 

M 13 reverse primer (5pmol) oder T7 primer  1µl 

 

Der Ansatz wurd gemischt und in einem Thermocycler eingebracht. Dabei wurden 30 Zyklen 

mit 95°C über 40 sec, 50°C über 30sec, 60°C über 4 min programmiert. 

Zu dem Ansatz wurden 7µl 7,5 M Ammoniumacetat und 2,5 Vol Ethanol (96%) hinzugefügt 

und eine DNA Fällung durchgeführt (s. 4.5.2). Das Pellet wurde in 4µl loading dye aufgelöst. 

Die elektrophoretische Auftrennung der Proben und die automatische Auswertung erfolgte 
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mit einem ABI Prism 373 DNA Sequencer (Perkin Elmer, Weiterstadt) im Zentrum für 

Medizinische Grundlagenforschung (ZMG) der Martin-Luther Universität Halle Wittenberg 

(Dr. G. Kaltenborn)  In Abb. 4.5 ist ein exemplarisches Ergebnis einer Sequenzierung. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Abb. 4.5 Ergebnis der Sequenzierung des internen Standards für das Gen hIAP-1. Die Sequenzen der 

entsprechenden Primern wurden farblich verdeutlicht. (s. auch im Vergleich Abb 4.3  Reihe 4) 

Sense Primer 

Linker Primer 

Antisense Primer 
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5 . Ergebnisse 
 

5.1  hIAP-1 und XIAP mRNA Konzentrationen bei Herzinsuffizienz  

 

Die mRNA Konzentration von hIAP-1 und XIAP wurde mittels kompetitiven Standard-

kalibrierten RT-PCR bestimmt.  

 

Die hIAP-1 mRNA Konzentration bei terminal herzinsuffizienten Patienten war signifikant 

herabreguliert um 61 % in Vergleich zu Spendern (Spender 1618 ± 124 amol/µg Gesamt-

RNA, Patienten 635 ± 89 amol/µg RNA, p = 0,0000154). Die XIAP mRNA zeigte nur eine 

grenzwertig signifikante Tendenz zur Herabregulation um 31% (Spender 203 ± 50, Patienten 

140 ± 19 amol/µg RNA, p = 0,0514). (Abb. 5.1) 
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Abb. 5.1. mRNA Expression bei Spendern und Patienten mit Herzinsuffizienz für hIAP-1 (A) und 

XIAP (B). 

 

 

Insgesamt zeigte sich eine interindividuell große Variation der mRNA Expression beider 

Gene sowohl bei Patienten (Abb 5.2) als auch, zu einem geringeren Grad, bei Spendern (nicht 

gezeigt) Die relativen XIAP und hIAP-1 Konzentrationen der einzelnen Patienten korrelierten 

miteinander, wie die Abbildung 5.3 illustriert. Dabei wurden die für das jeweilige Genprodukt 

bestimmten Konzentrationen in Verhältnis zum jeweiligen Mittelwert gesetzt, wobei 100% 

dem Mittelwert entspricht. In der linearen Regressionsanalyse war diese Korrelation sogar 

signifikant. (bei Patienten r
2
 = 0,48, p < 0,001, (Abb 5.4) bei Spendern r

2
 = 0,41, p < 0,01) 

(nicht gezeigt) 
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Patientenspezifische h-IAP-1 und XIAP mRNA Expression  
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. 
Abb. 5.2.  Darstellung der absoluten jeweils pro Patient gemessenen h-IAP 1 und XIAP mRNA 

Konzentrationen.  
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Abb. 5.3  Darstellung der relativen patientenspezifischen  hIAP-1 und XIAP Konzentrationen in 

Verhältnis zum für das jeweilige Genprodukt ermittelten Mittelwert. 
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Abb 5.4 Lineare Regressionsanalyse der XIAP und hIAP-1 mRNA Expression bei Patienten r2 = 0,48, 

p < 0,001 

 

 

 

 

Wenn die Patienten in Untergruppen von dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und 

ischämischer Kardiomyopathie (ICM) getrennt werden, kommen gewisse Unterschiede zum 

Vorschein. Bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie sind beide Genprodukte 

herabreguliert im Vergleich zu Patienten mit koronarer Herzerkrankung; diese Veränderungen 

sind jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 5.5). 
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Abb. 5.5  Konzentrationen der Genprodukte XIAP und hIAP-1  bei Patienten mit dilatativer 

Kardiomyopathie und ischämischer Kardiomyopathie. Ein Patient konnte nicht eindeutig als DCM 

oder ICM angeordnet werden. Bei hIAP-1 konnte ein Spender und bei XIAP ein Patient aus 

technischen Gründen nicht in der Auswertung berücksichtigt werden. 
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5.2 Auswirkung der Pharmakotherapie auf hIAP-1 und XIAP mRNA      
Konzentrationen. 

 

In Tabellen 5.1 und 5.2 werden die Werte der Patienten anhand ihrer Pharmakotherapie 

verglichen. 

 
 

 

Pharmakotherapieauswirkung auf die XIAP mRNA Expression
Werte in amol/µg RNA

Mittelwert Patienten Gesamt 140 amol/mg RNA

n Mittelwert n Mittelwert p

16 143 10 135 0,83

n Mittelwert n Mittelwert p

11 139 2 114 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

5 153 7 153 0,99

n Mittelwert n Mittelwert p

7 115 19 149 0,33

n Mittelwert n Mittelwert p

4 159 9 124 0,37

n Mittelwert n Mittelwert p

2 59 10 172 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

4 139 7 157 0,74

n Mittelwert n Mittelwert p

3 165 1 88 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

1 60 6 169 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

6 71 19 161 0,0014

n Mittelwert n Mittelwert p

2 74 11 146 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

4 69 8 195 0,025

Pat mit Betablocker &                     

ACE-Hemmer

Pat. Ohne Betablocker &          

ohne ACE-Hemmer

Pat. Ohne ACE HemmerPat mit ACE Hemmer

DCM mit ACE-Hemmer DCM ohne ACE-Hemmer

KHK mit ACE-Hemmer

Pat mit Betablocker

DCM mit Betablocker

KHK mit Betablocker

Pat. Ohne Betablocker

DCM ohne Betablocker

KHK ohne Betablocker

DCM mit Kalziumantagonisten

Pat mit Kalziumantagonisten Pat. Ohne Kalziumantagonisten

DCM ohne Kalziumantagonisten

KHK mit Betablocker &                    

ACE-Hemmer

DCM mit Betablocker &           ACE-

Hemmer

DCM ohne Betablocker &           

ohne ACE-Hemmer

KHK ohne Betablocker &             

ohne ACE-Hemmer

KHK mit Kalziumantagonisten KHK ohne Kalziumantagonisten

KHK ohne ACE-Hemmer
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Tabelle 5.1  Auswirkung der Pharmakotherapie auf die Expression des Genprodukts XIAP. p-Werte 

wurden erst ab n ≥ 3 gemessen. Unter den Patienten die ACE-Hemmer einnahmen war einer nicht 

eindeutig als DCM oder KHK anzuordnen. 

 

 

 
 

Pharmakotherapieauswirkung auf die hIAP-1 mRNA Expression
Werte in amol/µg RNA

Mittelwert Patienten Gesamt 635 amol/mg RNA

n Mittelwert n Mittelwert p

16 703 11 535 0,36

n Mittelwert n Mittelwert p

11 640 3 287 0,07

n Mittelwert n Mittelwert p

5 842 7 677 0,64

n Mittelwert n Mittelwert p

7 607 20 654 0,86

n Mittelwert n Mittelwert p

4 784 10 476 0,35

n Mittelwert n Mittelwert p

2 413 10 812 n.b.

KHK mit Betablocker KHK ohne Betablocker

Pat mit Betablocker Pat. Ohne Betablocker

DCM mit Betablocker DCM ohne Betablocker

DCM mit ACE-Hemmer DCM ohne ACE-Hemmer

KHK mit ACE-Hemmer KHK ohne ACE-Hemmer

Pat mit ACE Hemmer Pat. Ohne ACE Hemmer

Pharmakotherapieauswirkung auf die XIAP mRNA Expression
Werte in amol/µg RNA

Mittelwert Patienten Gesamt 140 amol/mg RNA

n Mittelwert n Mittelwert p

13 88 13 192 0,005

n Mittelwert n Mittelwert p

7 108 6 167 0,19

n Mittelwert n Mittelwert p

5 68 7 214 0,017

n Mittelwert n Mittelwert p

12 134 14 145 0,75

n Mittelwert n Mittelwert p

10 147 3 96 0,18

n Meßwert n Mittelwert p

1 85 11 159 n.b.

Pat. Ohne DigitalisPat mit Digitalis

KHK mit Nitrate

DCM mit Nitrate

Pat mit Nitrate Pat. Ohne Nitrate

DCM ohne Nitrate

KHK ohne Nitrate

KHK mit Digitalis KHK ohne Digitalis

DCM mit Digitalis DCM ohne Digitalis
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Tabelle 5.2  Auswirkung der Pharmakotherapie auf  der Expression des Genprodukts hIAP-1. p-Werte 

wurden erst ab n ≥ 3 gemessen. Unter den Patienten die ACE-Hemmer einnahmen war einer nicht 

eindeutig als DCM oder KHK einzuordnen. 

 

 

Die Studie war statistisch nicht ausgelegt um definitive Aussagen über 

Expressionsveränderungen anhand der medikamentösen Therapie zu treffen, da die Anzahl 

der dafür benötigten Patientenproben enorm steigern würde. Trotzdem sind daraus Muster zu 

erkennen. Aus den oberen Tabellen sind synoptisch folgende Aussagen zu treffen: 

Pharmakotherapieauswirkung auf die hIAP-1 mRNA Expression
Werte in amol/µg RNA

Mittelwert Patienten Gesamt 635 amol/mg RNA

n Mittelwert n Mittelwert p

4 789 8 599 0,59

n Mittelwert n Mittelwert p

3 950 2 287 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

1 305 6 703 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

6 332 20 721 0,0046

n Mittelwert n Mittelwert p

2 390 12 593 n.b.

n Mittelwert n Mittelwert p

4 303 8 967 0,011

n Mittelwert n Mittelwert p

14 491 13 789 0,09

n Mittelwert n Mittelwert p

8 593 6 526 0,75

n Mittelwert n Mittelwert p

5 370 7 1014 0,026

n Mittelwert n Mittelwert p

13 600 14 667 0,70

n Mittelwert n Mittelwert p

11 621 3 354.9 0,07

n Mittelwert n Mittelwert p

1 676 11 752 n.b.

KHK mit Digitalis KHK ohne Digitalis

Pat mit Digitalis Pat. Ohne Digitalis

DCM mit Digitalis DCM ohne Digitalis

DCM mit Nitrate DCM ohne Nitrate

KHK mit Nitrate KHK ohne Nitrate

KHK mit Kalziumantagonisten KHK ohne Kalziumantagonisten

Pat mit Nitrate Pat. Ohne Nitrate

Pat mit Kalziumantagonisten Pat. Ohne Kalziumantagonisten

DCM mit Kalziumantagonisten DCM ohne Kalziumantagonisten

DCM mit Betablocker &              DCM ohne Betablocker &               

KHK mit Betablocker &                  KHK ohne Betablocker &               

Pat mit Betablocker &                 Pat. Ohne Betablocker &        
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• Die Pharmakotherapie beeinflusst die Expression der Apoptoseinhibitoren. 

• Insgesamt werden hIAP-1 und XIAP auf ähnlicher Weise beeinflusst.  

• Eine ACE-Hemmer-Therapie bewirkt keinen Unterschied auf die XIAP mRNA- 

Expression. Auf der hIAP-1 Expression jedoch war eine tendenzielle, aber statistisch 

nicht signifikante Erhöhung zu verzeichnen insbesondere bei den Patienten mit 

dilatativer Kardiomyopathie.  

• Eine Therapie mit Betablocker führt tendenziell zu einer Herabregulation der 

Apoptoseinhibitoren bei ischämischer Kardiomyopathie und hat den gegenteiligen 

Effekt bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie. Hier ist allerdings die 

Anzahl der Patienten mit Betablocker in der Medikation zu gering.   

• Eine Kombinationstherapie mit Betablocker und ACE-Hemmer zeigt nur eine leichte, 

statistisch nicht signifikante Erhöhung der hIAP-1 mRNA Expression. 

• Patienten mit Kalziumantagonist und Patienten mit Nitrat im Therapieregime zeigen 

eine starke, in beiden Fällen signifikante, Herabregulation der Apoptoseinhibitoren. 

• Eine Therapie mit Digitalis hat keine Auswirkung auf die Expression von XIAP und 

hIAP-1. 
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6. Diskussion 
 
 
Herzinsuffizienz wird in den meisten Fällen durch Verlust an Kontraktilität und/oder 

kontraktiler Masse verursacht. Für den Zelluntergang sind Nekrose, Apoptose (Crow et al. 

2004) und Autophagie (Klionsky DJ, Emr SD 2000) in unterschiedlichem Maße 

verantwortlich. Es folgt eine Neustrukturierung des Myokards mit Abnahme der 

Wandstärken, ventrikulärer Dilatation, Aktivierung von Fibroblasten, Myokardvernarbung, 

Veränderungen des Zytoskeletts, Störung der Kalzium-Homöostase, Veränderung der 

Rezeptorendichte und Einschränkung der Pumpfunktion. (Anversa 2000, Schaper et al. 1999).  

 
Darüber hinaus führt die Aktivierung der apoptotischen Signalkaskade per se, ohne 

Zelluntergang, zu einer Reihe Maladaptationsmechanismen (von Harsdorf 2004). So führte 

Apoptoseinhibition in postinfarziellem Granulationsgewebe von Ratten zu deutlich 

verbessertem Remodelling gegenüber der Kontrollgruppe (Hayakawa K et al. 2003). 

Zusätzlich beeinflussen die Caspasen, die einen zentralen Bestandteil der Apoptosekaskade 

darstellen, kardiale Strukturen unabhängig von ihrer apoptotischen Funktion. (Communal et 

al. 2002). So konnnte nachgewiesen werden, dass sie Myofilamente direkt angreifen können 

und somit zur kontraktilen Dysfunktion beitragen können (Kostin et al. 2003, Moretti et al. 

2002). 

 

In dieser Arbeit wurde die Expression der Apoptoseinhibitoren hIAP-1 und XIAP bei 

Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz untersucht. Deren Existenz im neonatalen Myokard 

von Ratten war zuvor beschrieben (Bergmann et al. 2001). Zum ersten Mal konnten hier die 

Apoptoseinhibitoren im adulten humanen Myokard nachgewiesen werden (Scheubel et al. 

2002). Diese Apoptoseinhibitoren stellen ein sehr attraktives Forschungsgebiet dar, denn sie 

sind in der Lage Caspasen direkt zu inhibieren und auch aktivierte Caspasen über ihre 

Ubiquitineigenschaften aus der Zelle zu eliminieren. Sie besitzen somit beide Eigenschaften 

mit denen die Caspaseaktivität reduziert werden kann. 

 

XIAP kann darüber hinaus nach seiner Aktivierung durch NF-κB Antioxidantien, 

insbesondere die Superoxiddismutase-2, erhöhen und somit den Anfall an freien Radikalen 

reduzieren (Kairisalo et al 2007). Eine Inhibition von NF-κB wiederum führt zu einer 

Zunahme der Apoptose, erhöhtem Aufkommen an freien Radikalen und einer Herabregulation 

der Mn-Superoxiddismutase und XIAP (Dai et al. 2005). 
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In der Arbeit von Scheubel et al. konnte gezeigt werden, dass der Vorgang der Apoptose im 

linken Ventrikel von terminal herzinsuffizienzem Myokard tatsächlich aktiviert ist. Die 

Initiator Caspasen -8 und -9 sind aktiviert, die extramitochondriale Cytochrom c 

Konzentration ist erhöht (wie auch Narula et. al. 1999 zeigte) und die anti-apoptotische 

Splice-Variante Caspase-9S war um 50% reduziert. Die verfügten Materialproben stammen 

aus gesamten linken Ventrikeln und beinhalten daher nicht nur Kardiomyozyten. Die 

Kardiomyozyten aber machen 90% des linken Ventrikelvolumens aus, somit muss davon 

ausgegangen werden, dass der größte Anteil der gemessenen Veränderung von 

Kardiomyozyten stammt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Effektorcaspase-3 

nicht aktiviert war. Somit ist bei den Kardiomyozyten die Apoptose zwar aktiviert, wird aber 

selten zu Ende ausgeführt. Dafür kommen drei Möglichkeiten in Betracht.  

 

Erstens die unter diesen apoptotischen Vorgang anfallenden aktivierten Formen der Caspase-3 

werden effektiv eliminiert z.B. über der E3 Ubiquitin Ligase-Eigenschaften der 

Apoptoseinhibitoren oder über uns noch unbekannten Mechanismen. Somit wird der 

endgültige apoptotische Untergang der Kardiomyozyten verhindert.  

 

Zweitens ist der Apoptosevorgang nach Aktivierung der Caspase 3 sehr schnell, so dass zu 

einem bestimmten Zeitpunkt nur sehr wenige Zellen (ca 0,05%) (Scheubel et al. 2002) im 

gesamten Myokard im Endstadium der Apoptose detektierbar sind. 

 

Drittens Apoptose kann auf Caspase-unabhängigen Weg stattfinden wie durch Apoptosis 

inducing factor AIF (Susin et al 1999, Review in Crow et al. 2004), Endonuclease G (EndoG) 

(Li LY et al. 2001, Review in Wang X 2001), Omi/HtrA2 (Kroemer, Martin 2005), erhöhtes 

Aufkommen freier Radikalen (reactive oxygen species, ROS) (Chipuk, Green 2005), p38 

MAPK (Ohta et al. 2007). Das Schlüsselereignis dafür ist die Permeabilisation der 

mitochochondrialen Außenmembran (MOMP, mitochondrion outer membrane 

permeabilization). 

 

Entgegen unserer initialen Hypothese waren die Apoptoseinhibitoren nicht hoch- sondern 

herabreguliert. Beide Gene zeigten einen großen interindividuellen Unterschied sowohl bei 

Patienten als auch bei Spendern, waren aber dabei immer auf ähnlicher Weise beeinflusst und 

deren Expression im jeweiligen Patient bzw. Spender korrelierten direkt miteinander. 
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Diese Herabregulation von hIAP-1 und XIAP konnte auch auf Proteinebene gezeigt werden 

(Abb. 6.1). Auf Proteinebene war die, auf mRNA Ebene grenzwertig signifikante, XIAP 

Herabregulation signifikant.  

 
Somit ist die Verzögerung zwischen zytosolischer Apoptoseaktivierung und nukleärer DNA-

Spaltung nicht einer erhöhten hIAP-1 und XIAP Aktivität zuzuschreiben. 
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Abb. 6.1 Western Blot Analyse der Expression von hIAP-1 und XIAP bei Spendern und Patienten mit 

Herzinsuffizienz (HI). 

 

Es gibt mehrere denkbare Gründe für dieses Ergebnis. Eine Möglichkeit ist, dass die IAPs 

keine Rolle bei der kardialen Apoptose spielen. Das ist aber eher unwahrscheinlich, denn 

dann dürfte überhaupt kein Unterschied der Expression in Vergleich zu Spendermyokard 

geben. Vielmehr werden die Apoptoseinhibitoren auf mehreren Ebenen angegriffen und deren 

Herabregulation scheint wichtig für den Progress der Apoptose zu sein auch ohne die 

Caspaseaktivierung. 

 

Bei der Herabregulation der IAPs könnten die IAP-Antagonisten (smac/DIABLO, 

HtrA2/Omi) eine große Rolle spielen (s. Kap. 1.4). So können die IAPs über die IAP-

bindende Motiven (IBM) sich an Smac/DIABLO binden und diese über ihre 

Ubiquitineigenschaften versuchen zu eliminieren (Vaux et al 2005).  

 

Andererseits kann HtrA2/Omi anhand seiner Serinprotease-Aktivität XIAP spalten und somit 

inaktivieren. (Yang QH et al 2003). Tatsächlich zeigten transgene Mäuse mit kardial-
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spezifischen Überexpression von TNF, typische Zeichen einer dilatativen Kardiomyopathie 

begleitet mit erhöhter Apoptose. Dabei waren die zytosolischen Konzentrationen für 

HtrA2/Omi und smac/DIABLO deutlich erhöht und hIAP-1 und hIAP-2 Konzentrationen 

reduziert (Haudek et al 2007). Zur Zeit sind aber keine Untersuchungen dieser Substanzklasse 

im humanen myokardialen Gewebe publiziert worden.  

 

Darüber hinaus können IAPs sich selbst durch Ubiquitinylierung eliminieren. (Jesensberger, 

Jentsch 2002) und vor kurzem wurde gezeigt, dass IAP Antagonisten in der Lage sind diese 

Autoubiquitinylierung an hIAP-1 zu induzieren (Varfolemeev et al 2007).  

 

Somit ist diese Herabregulation ein Zeichen eines erhöhten Verbrauchs der IAPs im Rahmen 

der Einhaltung einer fragilen Balance zwischen Apoptose und Überleben und gleichzeitig als 

Marker einer fortschreitenden Herzinsuffizienz zu deuten. Mitunter scheint die Elimination 

von IAPs auch wichtig für die Apoptose zu sein 

 

Diese Erkenntnis wird durch die Ergebnisse von transgenen Mäusen mit einer Überexpression 

von hIAP-1 (cIAP2) unterstützt. Wenn diese Mäuse einem Infarkt, durch Ligation des Ramus 

interventricularis anterior der linken Koronararterie, ausgesetzt werden sind die verursachten 

Infarktareale signifikant kleiner als bei Wildtyp und weisen deutlich weniger histologische 

Apoptosemerkmale auf. Somit führt eine Überexpression von hIAP-1 zu einer größeren 

Resistenz gegenüber Apoptose und Ischämie/Reperfusion Trauma (Chua et al. 2007). 

 

Nächster Angriffspunkt gegen die IAPs ist ihre genetische Regulation über 

Transkriptionsfaktoren, die immer noch nicht gänzlich bekannt ist. Erst in letzter Zeit wurde 

berichtet, dass TNFα in Endothelzellen hIAP-1 und hIAP-2, aber keine XIAP, Transkription 

über p38 MAP Kinase induzieren kann (Furusu et al. 2007). In Fibroblasten kann es aber auch 

XIAP Produktion induzieren (Sethi et al. 2007). TNFα ist erhöht exprimiert in 

Kardiomyozyten (Giroir et al 1992, Yokoyama et al. 1997), aber es führt zur Aktivierung 

sowohl pro- als auch antiapoptotischer Signalwege. (Kubota et al 2001) 

 

Noch interessanter ist die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-κB von dem es bekannt ist, dass 

XIAP, hIAP-1 und hIAP-2 Expression hochregulieren kann (Bubici et al 2004, Kaur et al 

2005, Tang et al 2001). Schon 1998 konnte bei Patienten mit Herzinsuffizienz gezeigt 

werden, dass NF-κB im postischämischen Narbenbereich und im Bereich von Inflammation 
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besonders hoch- und dagegen in Bereichen mit normaler Morphologie kaum exprimiert war 

(Wong et al 1998). NF-κB knockout Mäuse zeigten nach Infarkt eine deutlich bessere kardiale 

Funktion und höheres Überleben als Wildtyp (Kawano et al 2006). NF-κB silencing mittels 

RNA interference in Myo-Tg transgene Mäuse, die normalerweise durch Myotrophin 

Überexpression eine Hypertrophie entwickeln, führte zu einer deutlichen Reduktion dieser 

Hypertrophie und Expression des Überlastindikators Atrio-Natriouretisches Peptid (ANP) 

(Gupta et al. 2008). 

 

Die gleiche Gruppe untersuchte 2005 mittels eines Gene-array die NF-κB Zielgene bei 

Patienten mit Herzinsuffizienz mit als einzigen IAP Vertreter das Gen hIAP-1. In Einklang 

mit unseren Ergebnissen konnte keine erhöhte Expression von hIAP-1 beobachtet werden 

(Gupta S, Sen S 2005). Interessanterweise ist NF-κB in Monozyten bei Patienten mit kardialer 

Kachexie wiederum im Vergleich zu nichtkachektischen Herzinsuffizienzpatienten und zu 

Gesunden reduziert. (Siednienko et al 2007). 

 

Wie diese Ergebnisse zu erklären sind und welche Faktoren eine Rolle bei der Entscheidung 

welche der NF-κB Zielgenen tatsächlich exprimiert werden spielen, ist sicherlich ein 

spannendes Forschungsfeld auch im Hinblick von NF-κB und NF-κB-Signalwege als 

pharmakologisches Ziel.  

 

Auswirkung der Pharmakotherapie auf die Expression von XIAP und hIAP-1 

 

Herzinsuffizienz ist ein komplexes Krankheitsbild mit einer Kombination an mechanischen 

und biologischen Ursachen. Nicht alle Patienten mit einer reduzierten linksventrikulären 

Funktion weisen die Symptome einer Herzinsuffizienz auf. Außer der mechanischen 

Überlastung spielen auch neuroendokrine und immunologische Faktoren eine Rolle. Zwei 

dieser Faktoren sind das adrenerge und das Renin-Angiotensin-Aldosteron System. Nach 

initialen erfolgreichen Studien Ende der 70er Anfang der 80er Jahren (Swedberg et al 1979)  

wurde in zahlreichen Studien (Pfeffer et al CHARMS-Overall 2003, CIBIS 1999, 

CONSENSUS 1991, MERIT-HF 1999, SOLVD-T 1991 u.a.) eine deutliche klinische 

Verbesserung der Patienten unter Betablocker und ACE-Hemmer Therapie festgestellt 

(Review in Mann, Bristow 2005). 
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In der Fragestellung ob eine unterschiedliche Pharmakotherapie eine Veränderung der 

Apoptoseinhibitoren bewirkt wurden sehr unterschiedliche Muster beobachtet. 

 

Das hIAP-1 Gen war unter fast allen Therapieregimes niedriger exprimiert als in der 

Kontrollgruppe.  

 

Insgesamt zeigte eine ACE-Hemmer Therapie keine besondere Wirkung auf der mRNA 

Expression der IAPs gegenüber die Patienten ohne ACE-Hemmer zu haben. 

  

Eine Therapie mit Betablocker führt tendenziell zu einer stärkeren Herabregulation der 

Apoptoseinhibitoren bei ischämischer Kardiomyopathie und hat den gegenteiligen Effekt bei 

Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie. Hier ist allerdings die Patientenzahl der 

Patienten mit Betablocker in der Medikation zu gering. Insgesamt wurden nur 7 Patienten mit 

Betablocker behandelt. Das ist erklärbar dadurch, dass die Patienten Mitte bis Ende der 90er 

Jahre transplantiert wurden, wo die Betablockermedikation nicht weit verbreitet war und dass 

die Medikation aufgrund der verschlechterten hämodynamischen Situation pausiert werden 

musste. Bei einer semiquantitativen Messung der Apoptoseinhibitoren wo 18 Patienten 

Betablocker erhielten, wiesen Patienten ohne Betablocker tendentiell niedrigere 

Konzentrationen an hIAP-1 und XIAP als Patienten ohne Medikation auf (Scheubel et al. 

2002). Eine Therapie mit Betablocker und ACE-Hemmer erhöht tendenziell die hIAP-1 

Konzentration im Vergleich zu den Patienten ohne diese Medikamente.  

 

Auffällig niedrigere Konzentrationen, und somit ein Zeichen höherer Apoptoseaktivität, an 

XIAP und hIAP-1 wiesen Patienten mit Nitrate und Kalziumantagonisten in der Medikation 

auf. Patienten mit Nitrateinnahme wiesen als einzige Patientengruppe, eine signifikant 

stärkere Reduktion der Apoptoseinhibitoren als Patienten ohne diese Substanzgruppe. Als 

Erklärung dafür kann entweder endotheliale Dysfunktion (Gori et al. 2001) unter 

Nitroglyzerinmedikation oder die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) 

(Münzel et al 2002). Möglicherweise führt Nitroglyzerin zu einer Entkopplung der 

Atmungskette im Mitochondrion, einer erhöhte Produktion an freien Radikalen und Öffnung 

der MPTP (mitochondrion permeability transition pore) mit anschließender Permeabilisation 

der mitochochondrialen Außenmembran (Gori et al 2007) und Induktion der Apoptose. 

 

 



Kap. 6     Diskussion 
 

60 

IAPs und verschiedene Formen der Herzinsuffizienz 

 

Eine weitere Beobachtung der Ergebnisse dieser Arbeit ist, dass die Patienten mit einer 

dilatativen Kardiomyopathie tendenziell niedrigere Konzentrationen der Apoptoseinhibitoren 

aufwiesen als die Patienten mit ischämischer Kardiomyopathie. 

 

Die Unterschiede an hIAP-1 und XIAP Expression in Patienten mit dilatativer 

Kardiomyopathie und ischämischer Kardiomyopathie ist ein Hinweis dafür, dass obwohl 

klinisch der Zustand einer terminalen Herzinsuffizienz bei beide Patientengruppen identisch 

ist, es andere Mechanismen, oder eine unterschiedliche Ausprägung einer Vielzahl von 

Mechanismen von Regulation und Gegenregulation, auf molekularer Ebene stattfinden. Diese 

Veränderungen zu analysieren wird unser Verständnis für das Symptomkomplex 

Herzinsuffizienz voranbringen und könnte zu neuen Wegen einer differentierteren, der 

Pathophysiologie entsprechenden, Pharmakotherapie führen. 
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7  Zusammenfassung 

 
In dieser Arbeit wurde anhand einer standard-kalibrierten kompetitiven RT-PCR die 

endogene mRNA Expression der Apoptoseinhibitoren XIAP und hIAP-1 untersucht. 

 

Die Apoptoseinhibitoren hIAP-1 und XIAP sind bei herzinsuffizienten Patienten, trotz 

aktivierter und in den meisten Fällen noch nicht vollendeter Apoptose nicht höher exprimiert 

sondern herabreguliert und zwar bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie 

tendentiell stärker als bei Patienten mit einer ischämischen Kardiomyopathie, wobei es eine 

sehr große interindividuelle Variation gibt. Wenn man diese Ergebnisse in Kontext setzt mit 

der mittlerweile bekannten hohen myokardialen Expression der IAP-Antagonisten 

smac/DIABLO und HtrA2/Omi, die in der Lage sind XIAP und hIAP-1 in ihrer Funktion zu 

hemmen und auch entweder direkt oder über der Induktion einer Autoubiquitinylierung sie zu 

abzubauen, ist diese Herabregulation ein Zeichen eines erhöhten Verbrauchs der IAPs im 

Rahmen der Einhaltung einer fragilen Balance zwischen Apoptose und Überleben und 

gleichzeitig als Marker einer fortschreitenden Herzinsuffizienz zu deuten. Diese Auffassung 

wird verstärkt durch das Verhalten vom Transkriptionsfaktor NF-κB, welches die IAP 

hochreguliert. NF-κB selbst ist im Myokard hochexprimiert ohne, aus noch zu entdeckenden 

Gründen, auf die XIAP und hIAP-1 Gene zu zielen. 

 
Die zweite Fragestellung war inwiefern die Pharmakotherapie die Genexpression von hIAP-1 

und XIAP beeinflusst. Dies geschieht auf unterschiedlicher Weise, wobei das verfügbare 

Probematerial nicht einer adäquat großen Stichprobe entspricht, um statistisch signifikante 

Ergebnisse zu liefern zudem insgesamt eine große interindividuelle Variation sich zeigte. 

ACE Hemmer tendieren zu einer Verminderung der IAP-Herabregulation bei Patienten mit 

einer koronaren Herzerkrankung. Betablocker vermindern die IAP-Herabregulation bei 

Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie, aber haben den gegenteiligen Effekt bei 

Patienten mit einer ischämischen Kardiomyopathie. Es gab allerdings nur eine sehr kleine 

Anzahl an Patienten mit Betablocker in der Medikation. Patienten mit einer kombinierten 

Therapie mit ACE-Hemmer und Betablocker zeigen eine leichte Erhöhung der hIAP-1 mRNA 

Expression. Kalziumantagonisten und Nitrate schließlich verstärken signifikant die 

Herabregulation der Apoptoseinhibitoren im Vergleich zu Patienten ohne dieses 

Therapieregime. Möglicherweise führt eine Nitrat-Therapie zu einem erhöhten Aufkommen 

von reaktiven Sauerstoffradikalen mit negativen Folgen auf die Mitochondrien. 
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Thesen 

1. Eine alternde Bevölkerung in den Industrienationen, die weiterhin hohe Prävalenz 

kardiovaskulärer Erkrankungen und die, aufgrund der besseren medizinischen 

Therapiemöglichkeiten, längere Lebenserwartung von Patienten mit Herzinsuffizienz, 

bedeutet in Zukunft eine wachsende Anzahl an Herzinsuffizienzpatienten.  

2. Die Behandlung der Patienten mit Herzinsuffizienz wird demnach zu einer der 

führenden medizinischen und sozioökonomischen Herausforderungen der nächsten 

Jahrzehnte. Eine weitere und verstärkte Erforschung der molekularen Grundlagen 

dieses Symptomkomplexes ist somit geboten. 

3. Herzinsuffizienz wird durch ventrikuläre Dysfunktion mit Kontraktilitätsverlust und 

einer Vielzahl an molekularen, histologischen und morphologischen ungünstigen 

Anpassungsvorgängen gekennzeichnet. In den meisten Fällen wird der 

Kontraktilitätsverlust durch Zelluntergang mitverursacht. Dabei finden gleichzeitig in 

individuell unterschiedlicher Ausprägung Nekrose, Autophagie und Apoptose statt. 

4. Außerdem führt nicht nur eine hämodynamische Überlastung des Ventrikels zu einer 

Herzinsuffizienz sondern auch neurohumorale Faktoren wie die Aktivierung des 

Renin-Angiotensin Aldosteronsystems, eine erhöhte adrenerge Stimulation sowie 

immunologische Faktoren bei chronische Inflammation und Entstehung von reaktiven 

Sauerstoffradikalen. 

5. Alle diese Faktoren sind in der Lage Apoptose zu induzieren. 

6. Die Apoptoseaktivierung alleine ohne ihre Vollendung mit Untergang der 

Kardiomyozyten kann zu einer kardialen Dysfunktion führen. Caspase-3 ist zum 

Beispiel in der Lage Myofilamente direkt anzugreifen. 

7. Eine Inhibition der Apoptose bei den Kardiomyozyten aber auch der kardialen Nicht-

kardiomyozyten kann das kardiale Remodelling positiv beeinflussen. 

8. Die Caspasen, eine evolutionär hochkonservierte Zystein Proteasefamilie, gehören zu 

den zentralen Ausführungsinstrumente der Apoptose. XIAP und hIAP-1 gehören zu 

den IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) einer ebenfalls evolutionär 

hochkonservierten Proteinfamilie, die anhand ihrer BIR-Domänen in der Lage sind die 

Caspasen in ihrer Wirkung zu hemmen. XIAP und hIAP-1 sind allerdings, trotz 

aktivierter Apoptose im Myokard von herzinsuffizienzen Patienten, auf Proteinebene 

nicht hoch- sondern herabreguliert. 

9. Außerdem sind XIAP und hIAP-1 auch auf mRNA Ebene im Herzen herabreguliert. 

Trotzdem wird die Apoptose nur in wenigen Kardiomyozyten vollendet. 



 78 

10. IAP-Antagonisten sind im Herzen hochexprimiert und können zu dieser 

Herabregulation durch direkten Abbau von XIAP via HtrA2/Omi als auch durch 

Induktion einer Autoubiquitinylierung führen. 

11. Der Transkriptionsfaktor NF-κB, welches unter anderem die XIAP und hIAP-1 

Expresssion induziert, ist im Herzen hochexprimiert. Trotzdem führt das nicht 

automatisch zu einer erhöhten Expression der IAPs. 

12. In neuronalen Zellen, die viele biologische Gemeinsamkeiten mit den Kardiomyozyten 

teilen, kann NF-κB über XIAP ROS reduzieren und somit den oxidativen Stress 

vermindern. Nach unseren Ergebnissen ist es aber in Kardiomyozyten von 

Herzinsuffizienzen Patienten nicht der Fall. 

13. Somit ist diese Herabregulation ein Zeichen eines erhöhten Verbrauchs der IAPs im 

Rahmen der Einhaltung einer fragilen Balance zwischen Apoptose und Überleben und 

gleichzeitig als Marker einer fortschreitenden Herzinsuffizienz zu deuten. 

14. Eine ACE-Hemmer-Therapie bewirkt keinen Unterschied auf die XIAP mRNA- 

Expression. Auf der hIAP-1 Expression jedoch war eine tendenzielle, aber statistisch 

nicht signifikante Erhöhung zu verzeichnen insbesondere bei den Patienten mit 

dilatativer Kardiomyopathie. 

15. Eine Therapie mit Nitraten führt zu einer starken Herabregulation der IAPs. Bei 

Patienten mit diesem Therapieregime war die mRNA Expression der 

Apoptoseinhibitoren XIAP und hIAP-1 signifikant niedriger als bei den anderen 

Patienten und als den Spendern. Eine Ursache dafür könnte ein erhöhtes Aufkommen 

an ROS mit konsequenter mitochondrialen Schädigung sein.  

16. Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie tendierten zu einer niedrigeren IAP 

mRNA Expression als Patienten mit einer ischämischen Kardiomyopathie.  

17. Solche Unterschiede machen klar, dass auf molekularer Ebene es doch Unterschiede 

gibt unter Patienten mit Herzinsuffizienz anhand ihrer Grundkrankheit. Sollte in 

Zukunft die Apoptose als Ziel einer Pharmakotherapie dienen, soll die Therapiewahl 

bei jedem Patient mit Hinblick seiner Grunderkrankung differentierter betrachtet 

werden. 

18. Apoptose findet in ca 0,05% aller Kardiomyozyten statt, nekrotische Veränderungen 

sind um das Fünffache häufiger und Übergänge von Apoptose zu Nekrose sind 

fließend. In Zukunft sollen verstärkt auch die Interaktionspunkte zwischen den 

verschiedenen Zelluntergangsformen untersucht werden. 
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