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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Kompensatorische Herzhypertrophie und dekompensiertes Herzversagen
Das Herz-Kreislaufsystem itibernimmt im Organismus wesentliche Versorgungs- und Transport-
funktionen, es ermdglicht eine Verteilung von Substanzen und eine rasche Anpassung dieser
Funktionen an einen unterschiedlichen Bedarf. Zentrales Element des geschlossenen Kreislauf-
systems ist das Herz, durch dessen Pumpleistung das Blut von der vendsen auf die arterielle Seite
transportiert wird.

Ist das Herz trotz normalen Blutangebotes und normalen diastolischen Fiillungsdruckes der
Herzkammern nicht mehr in der Lage, den Stoffwechsel- und Funktionsbediirfnissen des Orga-
nismus nachzukommen, liegt eine Herzinsuffizienz vor. Die Ursachen fiir deren Entstehung lie-
gen in einer Kontraktionsschwiche der Kammermuskulatur bedingt zum Beispiel durch einen
Myokardinfarkt (Verlust von kontraktilem Gewebe), Koronarinsuffizienz (mangelnde Sauer-
stoffversorgung des Myokards), chronische Druck- oder Volumenbelastung (Hypertonie, Klap-
penfehler u.a.) oder durch Myokarditis (Entziindungen des Herzmuskels).

Initiale Kompensationsreaktionen auf derartige Myokardschwéchen, ausgeldst durch die vermin-
derte Auswurfleistung, fiihren zur reflektorischen Sympathikusaktivierung. Dies induziert zu-
néchst eine arterielle Vasokonstriktion und Erhéhung des Venentonus. Dadurch wird der ventri-
kuldre Fiillungsdruck gesteigert und so das zu niedrige Schlagvolumen trotz Myokardschwiche
nahezu normalisiert. Auf diese Weise kann die Versorgung peripherer Organe aufrecht erhalten
werden. Der kompensatorisch verstiarkte Fiillungsdruck bedingt jedoch eine chronisch erhohte
Wandspannung (mechanische Belastung, Dehnung) des Myokards, die zu einer Uberlast-
Hypertrophie der Kardiomyozyten fiihrt (Holtz, 1992; Katz, 1990). Durch diese Hypertrophie
wird die erh6hte Wandspannung durch die Zunahme des Kardiomyozytenquerschnittes teilweise
wieder normalisiert. Das Herz erreicht damit trotz fortbestehender Myokardschwéche und reakti-
ver himodynamischer Uberlast einen Zustand der scheinbaren Kompensation. Als eine kritische
Folge der Hypertrophie sind jedoch Phanotypverdnderungen der Kardiomyozyten zu werten. Dies
betrifft hauptséchlich die transmembranire Signaliibertragung von B-Adrenozeptoren, den kon-
traktilen Apparat (Anndherung an den fetalen Phianotyp, Dedifferenzierung), Enzyme des Ener-
giestoffwechsels, sowie Elemente der Calcium-Homdostase (Mann ef al., 1991). Die andauernde
Erhohung der neuroendrokrinen Aktivitdt (Sympathikus, Renin-Angiotensin-System) trigt zu
diesen Verdnderungen bei (Curtiss et al., 1978; Levine et al., 1982). Das Zusammenwirken die-

ser Anpassungsmechanismen und Phédnotypverdanderungen endet trotz zunichst erreichter Kom-
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pensation schlie8lich in einer Dekompensation und manifesten Herzinsuffizienz, die als Folgen
der Dauerbelastung des Myokards betrachtet werden, ohne daf3 die Mechanismen dieser Dekom-
pensation im Einzelnen geklért wiren (Eschenhagen und Weil, 1998; Holtz, 1993).

Wihrend der Dekompensation des hypertrophierten Myokards erfolgt iiber die passive Dehnung
hinaus zusitzlich eine ,,Gefligedilatation” der Herzkammer mit Neuanordnung der Myokardfa-
sern, dies wird als ,,remodeling” bezeichnet (Anversa et al., 1997). Dabei wurden Verluste an
Myozyten beobachtet, die durch eine massive Akkumulation von Kollagen im interstitiellen
Raum (Fibrosierung) ersetzt werden (Beltrami et al., 1995), so da3 die Kontraktionskraft zusétz-
lich negativ beeinflusst wird. Zunehmende Verluste an Kardiomyozyten fithren zu einer weiteren
massiven Belastung der verbleibenden Zellen. Als Folge dieses hypothetischen ,,Circulus vitio-
sus” versagt das Herz im Endstadium der Erkrankung vollsténdig.

Mechanismen, die den Ubergang von der kompensatorischen Uberlast-Hypertrophie in die de-
kompensierte Herzinsuffizienz bewirken, sind jedoch noch ungeklirt. Nach der Beobachtung von
Verlusten an Myozyten im Prozess des ,,remodeling” wurde zundchst nur theoretisch spekuliert,
daB Apoptose oder der programmierte Zelltod von Kardiomyozyten ein entscheidender Mecha-

nismus bei diesem Ubergang zum Fortschreiten des Herzversagens sein konnte (Bing, 1994).

1.2 Apoptose versus Nekrose

An dieser Stelle sollen kurz die beiden Typen des Zellunterganges, Apoptose und Nekrose, an-
hand ihrer wesentlichen physiologischen und biochemischen Unterschiede vorgestellt werden.
Als Nekrose wird der ungeordnete oder zufillige Zelltod bezeichnet: dabei schwellen die Zellen
an, die Membran rei3t auf und zelluldre Bestandteile werden in den extrazelluliren Raum freige-
setzt und rufen eine Entziindungsreaktion hervor. Nekrose wird durch akuten unphysiologischen
Strel3 ausgelost, betrifft meist groBBere Zellverbande und verursacht eine irreversible Schidigung
des gesamten Gewebes. Akute Ischdmie oder ein Infarkt induzieren nach klassischer Sicht eine
massive Nekrose im Myokard, die durch Bestimmung freigesetzter zelluldrer Proteine im Serum
diagnostiziert wird (zur Ubersicht: Bartling et al., 1998). Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apop-
tose charakterisiert durch eine Serie regulierter, energieabhéngiger molekularer und biochemi-
scher Vorgénge, die genetisch determiniert sind. Die Zellen schrumpfen, Zellkontakte werden
aufgelost und das Chromatin kondensiert; die Membranintegritit der Zelle bleibt allerdings
erhalten. Es entstehen membranumschlossene Zellreste, sogenannte apoptotische Korperchen, die
von umliegenden Zellen phagozytiert werden, ohne eine Entziindungsreaktion hervorzurufen.

Der apoptotische Zelltod kann einzelne Zellen im Gewebeverband betreffen und durch verschie-
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dene Stimuli, wie zum Beispiel Strahlung, Entzug von Wachstumsfaktoren, virale Infektionen,
Hypoxie oder oxidativen StreB induziert werden (zur Ubersicht: Colucci, 1996; Colucci, 1997;
Haunstetter und Izumo, 1998; Hetts, 1998). Der apoptotische Zelltod ermoglicht ein selektives
Entfernen von Zellen zum Beispiel wéhrend der Embryonalentwicklung, Immunabwehr, Diffe-
renzierung und Homoostase von Geweben im multizelluldren Organismus. Der Nachweis der
Apoptose griindet sich auf ein wichtiges biochemisches Merkmal, den strukturierten Abbau der
Kern-DNA (Gavrieli et al., 1992; Wyllie et al., 1984). Dabei wird die DNA durch Aktivierung
endogener DNasen internukleosomal gespalten (Arends et al., 1990). Nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung der DNA apoptotischer Zellen entsteht das typische Bild der DNA-Leiter aus
Fragmenten mit ca. 180 bp GroBenunterschied (Wyllie et al., 1984). Auf Gewebeschnitten 1483t
sich die apoptotische DNA-Fragmentierung im Zellkern mit der TUNEL-Methode (terminal
dUTP nick end labeling) (Gavrieli et al., 1992) oder durch in situ Ligation nachweisen (Didenko
und Hornsby, 1996).

1.3 Myokardiale Apoptose

In einer Vielzahl von Experimenten und Untersuchungen konnte eindeutig bewiesen werden, daf3

Kardiomyozyten apoptotisch sterben konnen. Fiir ein Organ wie das Herz, das nahezu keine Fa-

higkeit zur Regeneration besitzt, war es daher fiir viele Kardiologen nur schwer akzeptierbar, daf3

Kardiomyozyten bei verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Zustédnden diesen

Weg in den programmierten Zelltod beschreiten:

1. Die Eliminierung von Zellen wiahrend der Organogenese spielt, wie eingangs erwéhnt, eine
wesentliche Rolle im Sdugerorganismus. So konnte sowohl im fetalen Herzen, als auch in der
frithen Phase der postnatalen Reifung Apoptose von Kardiomyozyten und Nichtkardiomyozy-
ten beobachtet werden (James, 1994; Kajstura et al., 1995). Das Altersherz enthilt deutlich
weniger Kardiomyozyten als ein gesundes adultes Herz, auch hier wird Apoptose als Mecha-
nismus flr diese Zellverluste diskutiert (Kajstura et al., 1996).

2. Ischdmie und Reperfusion, wie sie im Myokard nach Verschluf3 und therapeutischer Wieder-
Offnung von Koronargefa3en auftreten konnen, oder ein akuter Myokardinfarkt induzieren ne-
ben einer Gewebsnekrose auch massive apoptotische Zelluntergdnge von Kardiomyozyten
(Gottlieb et al., 1994; Kajstura et al., 1996). Aus der Zusammenstellung verschiedener expe-
rimenteller Daten leitet sich die Vermutung ab, daf es sich im direkt betroffenen Areal um ei-
ne Mischform zwischen Apoptose und Nekrose handelt, die durch Hypoxie oder post-

ischdmische Reperfusion ausgeldst wird. Zum einen sind typische Merkmale der Nekrose zu
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beobachten, wie zum Beispiel die Freisetzung von zelluldren Proteinen, zum anderen kann
dieser Myozytenverlust durch verschiedene Interventionen, die Apoptose blockieren, reduziert
oder gar verhindert werden (Bartling et al., 1998). Dies ist jedoch nicht Gegenstand der Unter-
suchungen in der vorliegenden Arbeit.

3. Ein fiir kardiale Apoptose-Forschung haufig verwendetes Untersuchungsmodell sind isolierte
Kardiomyozyten in Kultur. Durch verschiedene Stimuli, wie Hypoxie, erh6hte Konzentratio-
nen des Atrialen Natiuretischen Peptides (ANP) oder des Tumor Nekrose Faktors oo (TNFo)
ist in diesem System Apoptose induzierbar (Krown et al., 1996; Tanaka et al., 1994; Wu et
al., 1997). Die beiden letzteren Experimente scheinen jedoch in vivo keine Bedeutung zu ha-
ben, da erhohte Plasma-Spiegel an ANP oder TNFa lediglich zu Dysfunktionen, aber nicht zu
Apoptose von Kardiomyozyten fiihren (Bozkurt et al., 1998; Heinrich et al., 1999). Zudem
haben isolierte Kardiomyozyten in Kultur eine extrem hohe basale Apoptoserate (Leri ef al.,
1998; Leri et al., 1999), so dall der Bezug zur in vivo-Situation im Myokard fraglich ist. En-
zymatisch vereinzelten oder isolierten Zellen fehlt die natiirliche Umgebung sowie der ur-
spriingliche Kontakt zu benachbarten Zellen. Als Folge kann spontan Apoptose der Zellen
auftreten, die sogenannte ,,Anoikis* (=Apoptose durch Vereinzelung) (Frisch und Rouslahti,
1997; Meredith und Schwartz, 1997).

4. Auch im nicht-ischdmischen, jedoch iiberlasteten Myokard konnte ein erhdhtes Auftreten
apoptotischer Kardiomyozytenkerne beobachtet werden, wihrend im adulten Myokard unter
Normalbedingungen nur sehr selten Apoptose nachweisbar ist. Verschiedene Tiermodelle, wie
zum Beispiel Tachystimulation (supranormale Herzfrequenz durch elektrische Schrittmacher)
oder intrakoronare Embolie in Hunden, spontan hypertensive Ratten (SHR) oder Aortensteno-
se in Ratten, zeigten eine deutliche Korrelation zwischen dem Auftreten von Apoptose und
der Entstehung einer Herzinsuffizienz (Li et al., 1997; Liu et al., 1995; Sharov et al., 1996;
Teiger et al., 1996). Beim Menschen konnte im Myokard terminal insuffizienter Herzen ver-
mehrt Apoptose von Kardiomyozyten gefunden werden (Narula et al., 1996; Olivetti et al.,
1997; Saraste et al., 1999). Allerdings variieren die Angaben {iber das Ausmal} an betroffenen
Kardiomyozyten zum Teil betrdchtlich.

Experimentelle und klinische Daten bestitigen also die Hypothese von der Uberlast-induzierten

Apoptose im Myokard. Es gibt jedoch keine Aussagen dariiber, wie und in welchem Ausmall

sichtbare Apoptose in einer relativ geringen Anzahl von Myozyten zum Fortschreiten der Herzin-

suffizienz beitrdgt. Ebenso sind Mechanismen und Stimuli, die zu Apoptose fiihren unklar.

Das apoptotische Programm verlduft in vielen Zellen nach einem determinierten Schema, einige

dieser Mechanismen sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.
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1.4 Apoptose auslosende Rezeptoren mit intrazellulirer ,,Death Domain*

(Todesdomiine) und ihre Liganden

Hohere Organismen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um schnell und selektiv Zel-
len durch Apoptose zu entfernen (Schulze-Osthoff et al., 1998). Einer dieser Mechanismen ist
die Aktivierung von Zelloberflichenrezeptoren, die das apoptotische Signal in das Zellinnere
leiten, durch spezifische Liganden. Rezeptoren mit Apoptose auslosender Aktivitét sind struktu-
rell verwandt und gehoéren zur Familie der Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Rezeptor-Familie
(Smith et al., 1994). Mitglieder dieser Familie erfiillen zudem eine Reihe anderer physiologischer
Funktionen, wie die Induktion von Proliferation und Differenzierung. Sie sind Typ I-Mem-
branproteine und enthalten eine Transmembrandoméne, sowie 2 - 4 extrazelluldre cysteinreiche
Dominen. Apoptose auslosende Rezeptoren der Familie besitzen einen homologen intrazelluli-
ren Bereich von etwa 80 Aminosduren, die sogenannte ,,Death Domain® (DD) oder Todesdoma-
ne. Sie ist wesentlich flir die Weiterleitung des apoptotischen Signals in die Zelle (Itoh und
Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993).

Die bekanntesten DD-Rezeptoren sind TNF-RI (= CD120a, p55) (Smith ef al., 1994; Tartaglia
und Goeddel, 1992) und Fas (= CD95, APO-1) (Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992). Homolo-
gievergleiche fiihrten zur Entdeckung weiterer ,,Death““-Rezeptoren (DR): DR3 (= LARD, WSL-
1, APO-3, TRAMP) (Chinnaiyan et al., 1996; Kitson et al., 1996; Marsters et al., 1996; Screaton
et al., 1997), DR4 (= TRAIL-R1) (MacFarlane et al., 1997, Pan et al., 1997), DR5 (= TRAIL-R2,
TRICK2) (Chaudhary et al., 1997; MacFarlane et al., 1997; Pan et al., 1997; Schneider et al.,
1997, Screaton et al., 1997; Sheridan et al., 1997; Walczak et al., 1997) und DR6 (Pan et al.,
1998).

Mit Ausnahme von DR3, der spezifisch fiir lymphoide Zellen und Gewebe ist, werden die ge-
nannten DD-Rezeptoren ubiquitdr exprimiert. Alle genannten DD-Rezeptoren sind in Abb. 1
zusammenfassend dargestellt. Die spezifischen Liganden fiir diese Rezeptoren sind ebenfalls
bekannt: TNF fiir TNF-RI (Bazzoni und Beutler, 1996; Pennica et al., 1984), Fas-Ligand (FasL)
fiir Fas (Suda und Nagata, 1994; Suda et al., 1993), Apo3-Ligand (Apo3L) fiir DR3 (Marsters et
al., 1998) und TNF-, related” Apoptose induzierender Ligand (TRAIL = Apo2L) fiir DR4 und
DRS5 (Marsters et al., 1996; Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995); der Ligand fiir DR6 ist noch
nicht identifiziert. Diese Liganden sind Typ II-Transmembranproteine, haben einen C-terminalen
Homologiebereich von etwa 150 Aminosduren und gehdren zur groen Gruppe der Zytokine,
speziell zur TNF-Familie (Nagata, 1997). Sie sind féhig, oligomere Strukturen zu bilden und

aktivieren den Rezeptor als Homotrimer. Losliche Formen der Liganden entstehen durch proteo-
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lytische Abspaltung des extrazelluldren Bereiches (Tanaka et al., 1995).

TNF wird hauptsédchlich von aktivierten Makrophagen und lymphoiden Zellen produziert, FasL
von aktivierten T-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen (Schulze-Osthoff et al., 1998). Die
Liganden TRAIL und Apo3L werden in vielen Geweben konstitutiv exprimiert (Marsters et al.,

1998; Wiley et al., 1995).

1.5 Signaliibertragung von Apoptose iiber ,,Death Domain“-Rezeptoren

Die Weiterleitung des apoptotischen Signals nach Rezeptoraktivierung erfolgt durch Protein-
Protein-Interaktionen. Die Bindung des Liganden induziert eine Trimerisierung des Rezeptors,
dessen DD daraufhin mit zytosolischen DD-enthaltenden Proteinen in Wechselwirkung treten
kann (Huang et al., 1996). Ein solches DD-enthaltendes Adapterprotein ist FADD (Fas-
assoziiertes DD-Protein, auch Mortl) (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). Es enthélt
eine C-terminale DD und N-terminal eine ,,death effector domain“ (DED), welche wiederum an
die analoge Domine einer inaktiven Interleukin-1p-konvertierenden Enzym-(ICE)-dhnlichen
Protease bindet, die auch FLICE (FADD like ICE, = Caspase-8, MACH, Mch5) genannt wird
(Alnemri et al., 1996; Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996; Srinivasula et al., 1996). Zusam-
men mit dem Rezeptor bilden diese Proteine einen ,,death inducing signaling complex* (DISC),
in dem Caspase-8 eine Konformationsdnderung erfahrt, die zur Autokatalyse und Freisetzung aus
dem Komplex flihrt (Medema et al., 1997). Caspasen sind Aspartat-spezifische Proteasen und
zentrale Komponenten der apoptotischen Signalkaskade (Thornberry und Lazebnil, 1998). Sie
liegen als Zymogene (Pro-Caspasen) in der Zelle vor und werden durch ein apoptotisches Signal
aktiviert. Substrate dieser Proteasen sind unter anderem die Caspasen selbst, wodurch in einer
Kaskade aus Caspasen das apoptotische Signal amplifiziert wird. Eine Reihe zytoplasmatischer
und nukledrer Proteine, die zur DNA-Reparatur und -Replikation, zum RNA-Splicing und zur
Aufrechterhaltung von Zytoskelettstrukturen notwendig sind, zéhlen ebenfalls zu Angriffspunk-
ten von Caspasen (Thornberry und Lazebnil, 1998). Die Spaltung dieser Substrate fiihrt letztlich
zu typischen morphologischen Verdnderungen apoptotisch sterbender Zellen (Nicholson und
Thornberry, 1997; Villa et al., 1997).

TNF-RI und Fas kénnen denselben apoptotischen Signalweg nutzen (Boldin ef al., 1996), aller-
dings ist ein zusitzliches Adaptermolekiill namens TRADD (TNF-RI-assoziiertes DD-Protein)
notwendig, um die Verbindung zu FADD herzustellen (Hsu et al., 1995), wéihrend Fas direkt mit
FADD interagieren kann (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). AuBBerdem kann TNF-RI,
jedoch nicht Fas, auch antiapoptotische Effekte durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
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NF-«B (Liu et al., 1996) induzieren. An dieser Aktivierung ist zudem ein weiteres DD-Protein
namens RIP (receptor-interacting protein) beteiligt (Ting et al., 1996). DR3 ist in seinem Signal-
weg TNF-RI sehr dhnlich und kann, wie auch DR6, NF-kB aktivieren (Marsters et al., 1996; Pan
et al., 1998).

Die Aktivierung von Caspasen ist ebenfalls Bestandteil der Signaltransduktion von DR4 und
DRS5, jedoch sind die Adaptermolekiile noch nicht genau identifiziert (Ashkenazi und Dixit,
1998). Es wird diskutiert, daf beide biochemisch unterschiedliche Wege zur Apoptoseinduktion
nutzen (Walczak et al., 1997). Im rechten Teil von Abb. 2 ist der Signalweg zur Auslésung von
Apoptose durch DD-Rezeptoren schematisch zusammengetal3t.

Der beschriebene Weg ist wohl der bekannteste und am besten untersuchte, andere apoptotische
Signalwege der DD-Rezeptoren involvieren unter anderem die Aktivierung der Caspase-2 oder
die Bildung von Ceramid durch Hydrolyse von Sphingomyelin und auch die Stimulation von
Stref3-aktivierten Protein-Kinasen der MAP-Kinase-Familie (Ashkenazi und Dixit, 1998; Schul-
ze-Osthoff et al., 1998).

1.6 Modulation der Apoptoseauslosung iiber ,,Death Domain“-Rezeptoren

durch Antagonisten

Die Auslosbarkeit der Apoptose iiber DD-Rezeptoren kann auf verschiedenen Ebenen des Sig-
nalweges moduliert werden. Bereits auf Rezeptorebene sind Regulationsmechanismen bekannt.
Im TRAIL-System existieren sogenannte Kdder- oder Decoy-Rezeptoren (DcR1, DcR2 und OPG
= Osteoprotegerin) die keine funktionsfahige DD besitzen, TRAIL aber mit gleicher Affinitat wie
DR4 und DRS5 binden, ohne jedoch das apoptotische Signal weiterzuleiten (Schneider et al.,
1997). Eine Uberexpression von DcR1 schiitzt TRAIL-sensitive Zellen vor Apoptose (Pan et al.,
1997). Die Koderrezeptoren konnen demnach mit den DD-Rezeptoren um den Liganden kompe-
tieren und vermitteln somit eine Resistenz gegeniiber TRAIL-vermittelter Apoptose. DcR1 wird
wesentlich stidrker von normalen Zellen und Geweben exprimiert als von Tumorzellen
(MacFarlane et al., 1997).

Ein weiterer Mechanismus, der die biologische Aktivitit der jeweiligen Liganden reguliert, ist
das Vorhandensein von l9slichen Formen der Rezeptoren (Abb. 1). Durch Rezeptor-,,Shedding®,
d.h. proteolytische Abspaltung des extrazelluldren Bereiches, entsteht die losliche Form von
TNF-RI (Ferrari et al., 1995). Alternatives SpleiBlen des primdren Transkriptes von Fas erzeugt
sechs 16sliche Isoformen des Rezeptors, die keine Transmembrandomine besitzen (Cascino et

al., 1995; Cheng et al., 1994; Knipping et al., 1995; Liu et al., 1995; Papoff et al., 1996), von



Einleitung 8

DR3 sind elf alternative Spleiprodukte bekannt (Screaton ef al., 1997). Es ist zu vermuten, daf3
die Auslosbarkeit von Apoptose iiber DD-Rezeptoren von der Balance zwischen Ligand und Re-
zeptor abhingt, die wiederum wesentlich durch l6sliche Rezeptor-Isoformen beeinflufit werden
kann (Cascino et al., 1995). Neben den 16slichen Fas-Isoformen wurde auch ein Kdderrezeptor
identifiziert, der ebenfalls FasL bindet. Er wurde DcR3 genannt und blockiert FasL-induzierte
Apoptose (Pitti et al., 1998). DcR3 ist lediglich zu 17% homolog zu Fas und stellt damit eine
zusétzliche Komponente in diesem System dar. Apoptose auslosende Rezeptoren und deren An-
tagonisten sind in Abb.1 zusammengetalt.

Die Bildung eines funktionsfdhigen DISC kann durch FLIP (FLICE-inhibierendes Protein) ver-
hindert werden. FLIP, auch bekannt als I-FLICE, Usurpin, um nur einige der acht Namen zu
nennen (Han et al., 1997; Irmler et al., 1997; Rasper et al., 1998), wurde als humanes Homolog
zu viralen Inhibitoren der Apoptose identifiziert. Es enthidlt eine DED und eine Caspase-dhnliche
Domine, die proteolytisch inaktiv ist (Irmler et al., 1997). FLIP kann aufgrund dieser Homolo-
giedomdnen mit FADD und Caspase-8 interagieren und somit die Komplexierung beider Mole-
kiile unterbinden. Weitere Mechanismen der Modulation des apoptotischen Signals, ausgeldst
durch DD-Rezeptoren, bieten sich auf der Ebene der Aktivierung der Caspase-Kaskade. Es sind
eine Reihe von verschiedenen Molekiilen, iiberwiegend Homologe viraler Inhibitoren der Apop-
tose, identifiziert worden, die die Aktivierung von Caspasen verhindern und auch aktivierte

Caspasen blockieren (Thornberry und Lazebnil, 1998; Villa et al., 1997).

Ligand: TNF FasL TRAIL Apo3L  unbekannt

Rezeptor:

antagonistische

Kompetitoren: § 8 8 8 8
>

intrazelluliire proteolyt. alternatives

"death domain" Spaltung "Splicing"

TNF R1 sTNF R1 Fas FasExo6Del DcR3 DR4 DcR1 OPG DR3 DR6
+ 5 losliche DR5 DcR2 +11
Isoformen teilweise 1osl.
"Splice"-
Formen

Abb. 1: Zusammenstellung der ,,death domain“-Rezeptoren und ihrer Antagonisten. Als gemein-
sames Strukturmerkmal sind die cysteinreichen Doménen (Kreise) und die DD (schwarzes Rechteck)
hervorgehoben. Antiapoptotische Molekiile sind rot dargestellt. DR: , death“-Rezeptor; DcR: ,,decoy*-
Rezeptor; OPG: Osteoprotegerin.
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1.7 Mitochondriale Auslosung von Apoptose

Neben dem beschriebenen Weg der Auslosung von Apoptose durch die Aktivierung von DD-
Rezeptoren spielen auch eine Reihe anderer Stimuli und Signale eine wesentliche Rolle, die
ebenfalls zur Aktivierung einer Caspase-Kaskade flihren.

Eine Schliisselstellung bei der Regulation der Apoptose nehmen die Mitochondrien ein (Green
und Reed, 1998). Die Unterbrechung des mitochondrialen Transmembranpotentials, die soge-
nannte ,,permeability transition* (PT), mit Offnung von Megaporen, wird als friihes Merkmal der
Apoptose diskutiert (Marchetti et al., 1996). Wéhrend dieses Prozesses werden proapoptotische
Proteine aus den Mitochondrien freigesetzt, wie zum Beispiel die Caspasen-2 und -9 (Susin et
al., 1999), AIF (Apoptose induzierender Faktor) (Susin ef al, 1996) und Apaf-2 (Apoptose-
Protease aktivierender Faktor), spdter identifiziert als Cytochrom c, ein ldngst bekannter diffu-
sibler Elektronencarrier der Atmungskette (Earnshaw, 1999; Hengartner, 1998; Kluck et al.,
1997; Liu et al., 1996). Cytochrom c bildet mit Apaf-1, ATP und Pro-Caspase-9 (Apaf-3) einen
Komplex, der Apoptosom genannt wird (Abb. 2) und aus dem aktivierte Caspase-9 als Initiator
einer Caspase-Kaskade hervorgeht (Li et al., 1997; Vaux, 1997). Nach Freisetzung von AIF aus
dem mitochondrialen Intermembranraum erfolgt seine Translokation in den Nukleus, die zur

Kondensation des Chromatins und zum DNA-Abbau fiihrt (Susin ez al., 1999).

Wichtige Regulatoren der Apoptose sind Proteine der Bcl-2-Familie. Es werden pro- und antia-

poptotische Mitglieder unterschieden. Sie sind hauptsédchlich in der duBeren Mitochondrien-

membran, aber auch in der Kernmembran und im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und

enthalten als gemeinsames Strukturmerkmal unterschiedliche Kombinationen konservierter BH-
Domaénen (Bcl-2 Homologie, BH 1 bis 4) (Adams und Cory, 1998; Kroemer, 1997). Diese Do-
ménen ermdglichen die Bildung von Homo- und Heterodimeren, durch die sich die einzelnen

Mitglieder gegenseitig in ihrer Funktion beeinflussen konnen. Eine Vielzahl mitochondrialer

Vorginge werden von Bcl-2-Proteinen moduliert (Green und Reed, 1998). Bcl-2 und Bel-x

(beide antiapoptotisch) blockieren die Freisetzung proapoptotischer Faktoren (AIF und Cytoch-

rom c) und regulieren die Offnung der PT-Pore (Abb.2) (Kroemer, 1997; Reed, 1997; Vaux,
1997). Die Aktivitit von Bcl-Proteinen kann auch durch Phosphorylierungen oder Spaltung

durch Caspasen (Funktionsumkehr) beeinfluBt werden (Clem et al., 1998; Franke und L.C.,
1997).

In direktem Zusammenhang mit Apoptose steht auch das Tumorsuppressorgen p53, das durch
Hypoxie oder DNA-Schiadigungen induziert wird und einen stabilen Zellzyklus-Arrest oder
Apoptose vermittelt (Polyak et al., 1997). Als Transkriptionsfaktor aktiviert pS3 eine Reihe von



Einleitung 10

Genen, deren Produkte letztlich zur oxidativen Schidigung der Mitochondrien und zur Apoptose
fiihren. Des weiteren werden durch p53 das proapoptotische Bax und der DD-Rezeptor Fas indu-
ziert (Bennet et al., 1998; Miyashita und Reed, 1995).

In Abb. 2 werden die vorgestellten Mechanismen, die sich auch gegenseitig in ihrer Funktion
beeinflussen, nochmals zusammengefalt.

Die hier vorgestellten Grundziige der Regulation des programmierten Zelltodes variieren im De-
tail erheblich zwischen verschiedenen Zellen und Organen. Im Herzen mit insuffizienzbedingter
Uberlast gibt es kaum Kenntnisse iiber die Signalwege der Apoptoseauslosung. Dies wiire jedoch
niitzlich, wenn bestehende Therapien der Herzinsuffizienz optimiert oder neue Therapieansétze

entwickelt werden sollen.

Apoptose
/— auslosender

Zellmembran Ligand

> Apoptosom
Auto-
Aktivierung
Auto- der Initiator-
Aktivierung Caspase
der Initiator-
Caspase
%;SSIES;Z pS3-induzierte

Gen-Expression

Effektor-Caspasen ‘

/ l \ pS3-Aktivierung

terminale apoptotische
Schritte DNA-Schédigungen

Abb. 2: Zusammenfassung wichtiger Mechanismen, die an der Auslésung von Apoptose beteiligt
sind. Die aktivierte Kaskade von Caspasen ist zentrales Element der Apoptose und fiihrt zu terminalen
Verdnderungen der sterbenden Zelle. Die Formation eines mitochondrialen Apoptosoms oder eines DISC
(death inducing signaling complex) an der zytosolischen DD von aktivierten Rezeptoren der TNF-
Rezeptor-Familie fithrt zur Autoaktivierung von Initiator-Caspasen. Eine Aktivierung von p53 flihrt
ebenfalls zur Auslosung von Apoptose. Apaf: Apoptose-Protease aktivierender Faktor, CC: Cytochrom c;
PT: permeability transition; ROS: reaktive Sauerstoff-Spezies.
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1.8 Aufgabenstellung

Der apoptotische Verlust von Kardiomyozyten durch Uberdehnung des Myokards ist ein attrakti-
ves, aber noch spekulatives Konzept fiir den ungeklirten Ubergang von kompensatorischer Uber-
last-Hypertrophie zur Dekompensation in der terminalen Herzinsuffizienz (vgl. 1.1). Die vorste-
hend geschilderten Daten zur Histologie apoptotischer Kardiomyozytenkerne im versagenden
Myokard kénnen nicht beantworten, ob es sich dabei um ein quantitativ vernachléssigbares Epi-
phiinomen handelt oder tatsichlich um einen kritischen Mechanismus des Ubergangs in die De-
kompensation. Deshalb bestand die Aufgabe der vorliegenden Dissertation zur Problematik der
Apoptose bei Herzinsuffizienz in folgender Vorgehensweise:

In einem beschreibenden Teilansatz sollte untersucht werden, ob es Elemente der apoptotischen
Signaltransduktion gibt, die durch Uberlast in vivo verindert und durch Korrektur der Uberlast
wieder renormalisiert werden konnen. Dieser Teilansatz sollte sich auf die Signaltransduktion der
”Death-Domain”-Rezeptoren und ihrer Liganden konzentrieren und dort Verdnderungen identifi-
zieren, die spezifisch durch kardiale Uberlast in vivo induziert werden. Mitochondriale Signal-
wege der Apoptoseausldsung sollten von anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe analysiert wer-
den.

In einem zweiten Ansatz sollte ein Modell entwickelt werden, mit dem in vitro Dehnungs-
induzierte Apoptose in einem physiologisch relevanten Bereich ausgeldst werden kann, so daf3
spéter dieses Modell benutzt werden kann, um die Relevanz dieser dehnungsinduzierten Apopto-
se fir die Kardiomyozytenfunktion durch geeignete Eingriffe in die Apoptoseauslosung mittels
Transfektion zu beweisen. Es gibt bereits Literatur zur Signaltransduktion der Apoptose durch
Dehnung und andere Stimuli in isolierten Kardiomyozyten (Leri et al., 1998; Leri et al., 1999).
Fiir die Fragestellung nach der pathophysiologischen Relevanz der dehnungsinduzierten Apopto-
se sind diese Daten nichtssagend, da isolierte Kardiomyozyten eine extrem hohe artifizielle
Apoptoserate haben (vgl. 1.3).

Es gidbe auch die Mdglichkeit, transgene Mause mit suppressiven Eingriffen in die Myokarda-
poptose zu generieren (Li et al., 1997). Solche Eingriffe fiihren zu massiven Verdnderungen der
Herzen, da Apoptose von Kardiomyozyten ein integraler Bestandteil der embryonalen Organoge-
nese der Herzens ist (James, 1994). Dieser Ansatz ist daher ebenfalls nicht geeignet, um die Re-
levanz der Apoptose fiir die Uberlast ,,normaler” Herzen zu kliren.

Mit dem System der Kultivierung intakter Muskelstreifen (Trabekel) in vitro bietet sich dahinge-
hend eine Alternative an. Dieses Modell sollte daher auf die Eignung zur Untersuchung der deh-

nungsabhingigen Apoptose hin liberpriift werden.
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2 MATERIAL

2.1 Humanes Herzgewebe

Fiir die Untersuchungen stand humanes Myokard zur Verfligung:

e Beim Anschlull von Patienten an die Herz-Lungen-Maschine wihrend eines herzchirurgischen
Eingriffs fallt routinemdfig ein Stiick des rechten Atriums (rechtes Herzohr, RA) an.

e Linksventrikuldres Myokard (LV) wurde von explantierten Herzen mit terminaler Herzinsuf-
fiz nach Transplantation entnommen.

e Als Kontrollen stand Gewebe des linken Ventrikels (LV) von Spenderherzen zur Verfiigung,
die aus technischen Griinden nicht transplantiert wurden.

e Wihrend des Einbaus eines ventrikuldren Unterstiitzungssystems (ventricular assist device =
VAD) in Patienten zur Uberbriickung der Zeit bis zur Transplantation, fiel routinemiBig ein
Stiick des LV an (prda-VAD). Ein weiteres Stiick vom LV desselben Patienten wurde nach der
Transplantation des Herzens entnommen (post-VAD).

Diese Stiicke wurden unverziiglich nach Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren und gela-

gert.

Der iiberwiegende Teil der Proben stammte aus der Klinik fiir Herz- und Thorax-Chirurgie des

Klinikums Kréllwitz der MLU unter der Leitung von Prof. Dr. H.-R. Zerkowski. Weitere links-

ventrikuldre Myokardproben wurden uns in Zusammenarbeit mit dem Pharmakologischen Insti-

tut des Universitdtskrankenhauses Eppendorf, Hamburg von Prof. Dr. T. Eschenhagen zur Ver-
fligung gestellt.

Linksventrikuldre Myokardproben von Patienten, die mit einem VAD behandelt wurden, erhiel-

ten wir von der Klinik fiir Thorax- und Kardiovaskuldre Chirurgie Bad Oyenhausen unter der

Leitung von Prof. Dr. R. Korfer.

Die Patienten wurden vor dem Eingriff {iber die Verwendung des anfallenden Materials infor-

miert und gaben ihre Einwilligung zu wissenschaftlichen Untersuchungen. Die Verwendung hu-

manen Materials wurde von der Ethikkommission der Universitdt genehmigt.

2.2 Tierisches Myokardgewebe und neonatale Rattenkardiomyozyten

Fiir die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden Méuse-, Ratten- bzw. Kaninchenher-
zen von gesunden Tieren verwendet, deren Organe unterschiedlichen Experimenten dienten, bei
denen das Herz nicht benétigt wurde. Diese Materialien wurden in Kooperation mit verschiede-

nen Instituten der Medizinischen Fakultit der MLU zusammengetragen.
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Neonatale Rattenkardiomyozyten in Kultur wurden uns freundlicherweise von der Kardiologi-
schen Intensivmedizin (Forschungslabor) von Frau Dr. U. Miiller-Werdan zur Verfiigung ge-
stellt.

Ein gesundes Schweineherz wurde direkt aus dem Schlachthof Weillenfels bezogen.

2.3 Kaultivierung von rechtsventrikuliaren Trabekeln aus Kaninchenherzen

Die Préparation von rechtsventrikuldren Trabekeln von Kaninchen und deren Kultivierung, so-

wie die Messung physiologischer Parameter wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir

Kardiologie und Pneumologie der Universitidt Gottingen von Dr. P. Janssen unter Leitung von

Prof. Dr. G. Hasenful3 durchgefiihrt.

Vor Entnahme des Herzens wurden die weiblichen Kaninchen (ca. 4 Monate alte New Zeeland

White Star mit 1,5-2,5 kg Korpergewicht) heparinisiert und mit Thiopental (50 mg/kg) anésthe-

siert. Die isolierten Kaninchenherzen wurden nach Entnahme kurz mit modifizierter Krebs-

Henseleit-Losung (enthdlt 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM MgSO,, 1,2 mM NaHCO3;, 10 mM

Glucose, 0,25 mM CaCl,) gespiilt und im AnschluB} rechtsventrikuldre Trabekel mit einer Lénge

von durchschnittlich 2,9 mm, einer Breite von 465 pm und einer Dicke von 370 um vorsichtig

préapariert. Diese Trabekel wurden in der Muskelkammer (Abb. 3) unter sterilen Bedingungen
fixiert. Die Befestigung an einer Mikroschraube ermdglicht eine Langenjustierung des Trabekels.

Auf diese Weise lassen sich zudem verschiedene Dehnungszustinde erzeugen. Die Inkubation

der Priparate erfolgte in einem modifizierten Zellkulturmedium (enthélt 1,75 mM Ca”") unter

einer kontinuierlichen 95% O, / 5% CO,-Atmosphére bei 37 °C bis zu 48 h (Janssen et al.,

1998). Die Trabekel wurden unter 3 verschiedenen Bedingungen (Dehnungszustinden) kulti-

viert:

1. ohne jegliche Last: dabei ist der Trabekel so in der Muskelkammer eingespannt, da} eine
isotonische Kontraktion ohne mefbare Spannungsentwicklung moglich ist;

2. leicht gedehnt bis zu einer mefbaren systolischen Spannungsentwicklung (Nachlast), jedoch
ohne Erreichen einer mef3baren diastolischen Vorspannung (Vorlast);

3. gedehnt auf L, die isometrische Kontraktion erreicht bei dieser Vordehnung die hochst-
mogliche Spannungsentwicklung, die Sarkomerlidnge betrdgt dabei vor der Kontraktion etwa
2,0 - 2,2 um (Janssen und Hunter, 1995). Meflbare Spannungen vor und wéhrend der Kontrak-
tion ermoglichen die Erfassung von Vor- und Nachlast. Der Herzmuskel arbeitet im Gegen-
satz zum Skelettmuskel im gesunden Herzen normalerweise unterhalb von Ly, (Silbernagel

und Despopoulos, 1991).
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Oxidativer Stre3 wurde in diesem System nach der H,0,-Fe**-Methode zur Generierung von
Hydroxyl-Radikalen erzeugt (Janssen et al., 1999). Die Trabekel wurden diesen Radikalen fiir
eine Dauer von 2 min ausgesetzt.

Nach Entnahme der Trabekel aus der Muskelkammer wurden die Préaparate in Blocke und Mus-
kel unterteilt: als Blocke wurden die Bereiche des Trabekels bezeichnet, die zur Fixierung in der
Kammer zwischen Kraftaufnehmer und Mikroschraube (vgl. Abb. 3 B) dienten und dadurch eine
Beschiddigung aufwiesen, der Teil zwischen den Blocken wurde als Muskel bezeichnet. Die Un-
terteilung in beide Bereiche erfolgte nach mikroskopischer Begutachtung. Kontrolltrabekel wur-
den nicht in die Muskelkammer eingespannt, sondern sofort nach Préaparation in fliissigem Stick-

stoff eingefroren, eine Unterteilung in Blocke und Muskel erfolgte hier nicht.

A. B.

O-Ring

Silikonfett-
einlass S
—/ @ MS KA
Gas- Pumpe
ventil Riihrer
Gasauslal} — Gaseinlaly
<— <
Medium-
Silicon- zufuhr
fett
0,/CO, \ 0,/CO,
Mikro- Kraft- gL
Schraube aufnehmer

Abb. 3: Schematische Darstellung der Muskelkammer zur Kultivierung rechtsventikulirer Kanin-
chentrabekel. (A) Darstellung der gesamten Apparatur. Die Trabekel wurden zwischen eine korbéhnli-
che Erweiterung eines Kraftaufnehmers (KA; Dokumentation muskelphysiologischer Parameter) und
eine hakendhnliche Erweiterung einer Mikroschraube (MS; Justierung der Muskelldnge) im Kulturbad
befestigt. Alle Fliissigkeiten wurden mit 95% O, / 5% CO; begast. Der Einbau einer Pumpe verhinderte
peristaltische Druckénderungen. (B) Details der Muskelkammer. Nach Positionierung des Trabekels
wurde die Kammer mit Silikon (O-Ring) verschlossen.
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2.4 Bakterienstimme

E. coli-Stamm

Genotyp

Referenz

XL 1-Blue MRF’ Kan

(mcrA)183(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 end Al
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’
proAB, laclZAM15 Tn5 (Kan®)]

Stratagene-Katalog,
Heidelberg

INVoF’ One Shot™

endA1 recAl hsdR17(r*,m™) spE44 A- thi-1
grA relAl ¢80 lacZAMISA (lacZY A-argF)

Invitrogen-Katalog,
Groningen, NL

deoR" F’

2.5 Vektoren

Plasmid wesentliche Merkmale

Referenz

pCR-Script"™SK(+)

Amp®, MCS im lacZ-Gen

Stratagene-Katalog

pCR*II-TOPO

Amp", Kan®, MCS im lacZ-Gen

Invitrogen-Katalog

2.6 Gerite und Chemikalien

Folgende Gerite wurden zusétzlich zu den unter 2. genannten verwendet:

Mini, Midi und Maxi Gel-System
PowerPac 3000 Supply und 200/2.0

Power Supply PS 250 und PPS 200-10
Bakterienschiittler Certomat U/H
Spektralphotometer Biochrom 4060
UV-Transilluminator

Brutschrank

Mikroskop IMT-2

Refrigerated Superspeed Zentrifuge RC-5B
Eppendorf Tisch- und Tischkiihlzentrifuge

MWG-Biotech GmbH, Ebersberg
BioRad, Miinchen

MWG-Biotech GmbH, Ebersberg
Braun, Melsungen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Schiitt, Géttingen

Memmert GmbH + CoKG, Schwabach
Olympus, Hamburg

Sorvall, Newtown USA

Eppendorf, Hamburg

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Feinchemikalien wurden von folgenden Firmen

bezogen: Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
Merck KgaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

InViTek GmbH, Berlin
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Peqlab, Erlangen

Sigma, Deisendorf

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von Gibco BRL synthetisiert.
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3 METHODEN

3.1 Isolierung von Nukleinsauren

3.1.1 Priparation von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Myokard (LV, RA) wurde mittels CsCl-Ultrazentrifugation
(Chirgwin et al., 1979) durchgefiihrt. Alle verwendeten Losungen wurden mit DEPC (0,01%)
behandelt bzw. steril angesetzt, Glasgerdte und Spatel iiN bei 200 °C gebacken. Die Myokard-
proben wurden nach Entnahme unverziiglich in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Auf-
arbeitung darin gelagert. Das Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff zermorsert, in GTC-Losung
(1 ml GTC-Losung pro 100 mg Gewebe) iiberfiihrt und mit Hilfe eines Ultraturrax (IKA-Werke,
Staufen) homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieBend bei 3.000 Upm, 10 min, RT zentri-
fugiert und der U vorsichtig auf ein CsCl-Kissen (2,6 ml), welches im Zentrifugen-Rdhrchen (12
ml Tube PA, Sorvall, Newtown, USA) vorgelegt wurde, geschichtet. Die Ultrazentrifugation
erfolgte bei 33.000 Upm und 21 °C fiir 22 h (Rotor: TH 641, Sorvall). Nach der Zentrifugation
befand sich das RNA-Pellet unter dem CsCl-Kissen, der U wurde vorsichtig abgenommen und
der Boden des Zentrifugenréhrchens (enthélt das RNA-Pellet) abgetrennt, das RNA-Pellet in 300
ul TSPE-Puffer geldst und in ein Greiner-Rohrchen tiberfiihrt. Die RNA wurde mit 1/10 Vol. 3
M Na-Acetat, pH 6,0 und 10 ml 96% Ethanol bei -20 °C, iN prézipitiert; am folgenden Tag bei
10.000 Upm, 30 min, 4 °C abzentrifugiert, 2x mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in
einem geeigneten Volumen DEPC-H,0 aufgenommen und bei -80 °C gelagert. Die Bestimmung
der Konzentration erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben, ein Aliquot der RNA wurde zur Kontrol-

le in einem 1%igen Agarosegel (Abb. 4) aufgetrennt (vgl. 3.2.2).

GTC-Losung, pH 7,0: 4 M GTC CsCl-Kissen: 5,7M CsCl
1% N-Lauroylsarcosine 100 mM Na-EDTA, pH 6,5
25 mM Na-Acetat 6 mM [-Mercaptoethanol

I mM Na-EDTA
1 M B-Mercaptoethanol
TSPE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,0
1% N-Lauroylsarcosine
5% Phenol
I mM Na-EDTA
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28S rRNA -
18S rRNA -

Abb. 4: RNA einer Ventrikelpriparation nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Die hochreine
RNA ist frei von DNA-Kontaminationen und Abbauprozessen. Die Banden fiir die 28- und 18S rRNA
sind deutlich erkennbar.

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Kaninchentrabekeln erfolgte entsprechend dem Standard-
Protokoll des RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden). Das Gewebe wurde hierbei ebenfalls mit Hilfe
eines Ultraturrax in 600 pl des entsprechenden Lyse-Puffers aufgeschlossen. Zusitzlich wurden
zur Entfernung genomischer DNA die Proben in den Zentrifugiersdulchen mit RNase freier
DNase I (Quiagen) fiir 15 min bei 30 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurde die RNA in

einem Volumen von 30 pl eluiert und wie o.g. vermessen und gelagert.

3.1.2 Isolierung genomischer DNA

Zur Priparation genomischer DNA aus Myokard wurde ein DNA-Isolierungskit (Biozym Dia-
gnostik GmbH, Hess. Oldendorf) verwendet.

5 bis 50 pg Gewebe wurden in fliissigem Stickstoff zermorsert und in 600 pl Aufschluf3-Puffer
aufgenommen. Adhirente Zellen (2,5 x 10°) wurden nach Absaugen des Mediums 2x mit 37 °C
warmem PBS (1 Tablette auf 500 ml H,O, Gibco BRL, Eggenstein) gespiilt, abgeschabt, in 600
ul Lyse-Puffer suspendiert, durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren aufgeschlossen und in ein
Reaktionsgefal liberfithrt. Das Homogenat wurde mit 5 pl Proteinase K (20 mg/ml, Roche Di-
agnostics, Mannheim) versetzt und fiir 3 h (Gewebe {iN) bei 60 °C inkubiert. Nach einer RNa-
seA-Behandlung von 20 min bei 37 °C wurden 200 pl Proteinprézipitationslosung zugegeben, 15
s gevortext und 3 min bei 14.000 Upm, RT, zentrifugiert. Der U wurde in ein Reaktionsgefif3 mit
600 pl Isopropanol iiberfiihrt und die DNA 30 min bei 14.000 Upm, 4 °C abzentrifugiert, 2x mit
70% Ethanol gewaschen und 15 min bei RT getrocknet. Die DNA wurde iN bei RT in 50-100 pl
DNA-Hydratations-Losung gelost. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie unter 3.2.1 be-

schrieben. Alle Losungen und RNaseA waren im Kit enthalten.



Methoden 18

3.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

3.1.3.1 Kultivierung von Bakterien

Die benutzten E. coli-Stimme wurden bei 37 °C N auf LB-Agarplatten oder in LB-
Fliissigmedium (beides von Gibco BRL, Eggenstein) bei 200 Upm und unter Zusatz von Antibio-
tika (Ampicillin: 100 pg/ml; Kanamycin: 50 pg/ml) bebriitet.

3.1.3.2 Plasmid-Mini-Priparation

Zur schnellen Uberpriifung von Klonierungen wurden Plasmide mit Hilfe des Quantum Prep®
Plasmid Miniprep Kits (BioRad, Miinchen) aus 2 ml einer Bakterienkultur entsprechend den An-
gaben des Herstellers isoliert. Diese hochreine Plasmid-DNA konnte fiir Restriktionsanalysen

und Sequenzierungsreaktionen verwendet werden.

3.1.3.3 Plasmid-Midi-Priparation

Zur Préparation groBerer Mengen Plasmid-DNA wurde der Plasmid Midi Kit (Quiagen, Hilden)

nach Angaben des Herstellers benutzt. Es wurden 25 ml einer Bakterienkultur eingesetzt.

3.2 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsiauren

3.2.1 Konzentrationsbestimmung

Um Qualitidt und Quantitdt der RNA- und DNA-Proben zu bestimmen, wurden diese geeignet
verdiinnt und die Extinktion bei 260 und 280 nm im Spektralphotometer gemessen. Die Konzen-
tration errechnet sich aus folgender Beziehung: 1 Aj¢o-Einheit = 50 pg DNA/ml

1 Ayeo-Einheit =40 pg RNA/ml.

3.2.2 Agarosegelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA oder RNA wurden 1-1,5%ige Agarosegele mit
0,5 png/ml Ethidiumbromid hergestellt. Die Agarose wurde in der Mikrowelle aufgekocht und
nach Abkiihlen in die Gelkammer gegossen. Als Gel- und Laufpuffer diente 1x TBE-Puffer. Die
Probe wurde vor dem Auftragen mit 1/10 Vol. Probenpuffer gemischt. Die Auftrennung erfolgte
mit maximal 8 V/cm Laufstrecke (Sambrook et al., 1989).

Zum Nachweis apoptotischer DNA-Leitern wurde der sensitivere DNA-Farbstoff SYBR™ Green
(Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf) anstelle von Ethidiumbromid dem Gel zugesetzt
(10 pul/150 ml). Zur Dokumentation wurden die Gele fotografiert (Polaroid Film 665, Polaroid
GmbH, Offenbach).
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Die Lénge linearer DNA-Fragmente konnte durch direkten Vergleich mit einem definierten Gro-

Benstandard (100 bp-Leiter, 1 kb-Leiter), der beim Gellauf mitgefiihrt wurde, bestimmt werden.

Ix TBE-Puffer: 89 mM Tris 10x Probenpuffer: 50% Glycerol
89 mM Borséure 0,25% Bromphenolblau
2,5mM Na-EDTA in TE-Puffer
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 7,5

I mM Na-EDTA

3.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente oder PCR-Produkte wurden nach elektrophoretischer Auftrennung unter Ver-
wendung des Quiaex Il Agarose Gel Extraktions Kit (Quiagen, Hilden) nach Angaben des Her-

stellers aus dem Gel isoliert.

3.2.4 Phenol/Chloroform-Extraktion und Féllung von Nukleinséiuren

Zur Aufreinigung von DNA- oder RNA-Losungen wurde ein Phenol/Chloroform/Isoamyl-
alkohol-Gemisch (25:24:1) im Verhiltnis 1:1 zugegeben, gemischt und 5 min bei 14.000 Upm
zentrifugiert. Die Oberphase wurde abgenommen und der Vorgang mit Chloroform
/Isoamylalkohol (24:1) wiederholt. Die DNA bzw. RNA wurde aus der wéBrigen Oberphase nach
Zugabe von 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat oder 10 M NHa-Acetat und 2,5 Vol. 96% Ethanol oder 0,7
Vol. Isopropanol gefillt und anschlieBend 30 min bei 14.000 Upm, 4 °C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde 2x mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-

Puffer oder H,O aufgenommen.

3.2.5 Restriktionsansitze

Zur Spaltung von DNA wurden kommerziell erhéltliche Restriktionsenzyme mit den entspre-
chenden Reaktionspuffern verwendet. Die Reaktion wurde mit 2 U Restriktionsenzym pro pg
DNA iiber 2 h bei 37 °C durchgefiihrt. Die Uberpriifung der Reaktion erfolgte durch Agarosege-

lelektrophorese.

3.2.6 Reverse Transkriptions-Polymerasekettenrektion (RT-PCR)

Das Vorhandensein bestimmter mRNA-Transkripte in der Gesamt-RNA einer Probe wurde
durch reverse Transkription (RT) der RNA in cDNA und nachfolgende Amplifikation durch PCR
mit einem spezifischen Primerpaar nachgewiesen. Die Methode eignet sich auch zur Quantifizie-

rung von mRNA-Expressionen (Kohler ef al., 1995).
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Die Reaktionen erfolgten in 500 pl GefdBen (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf) in

einem Thermocycler (TRIO-Thermoblock, Biometra, Géttingen).

RT-Ansatz (25 pl-Ansatz):
250 - 2.000 ng Gesamt-RNA wurden fiir 3 min bei 72 °C denaturiert, auf 4 °C abgekiihlt und auf

Eis folgender Reaktionsmix dazupipettiert:

DEPC-H,0 ad 25 pl x ul
First Strand-Puffer 5x Sul
dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech) 12,5 mM I ul
DTT 10 mM 2,5 ul
RNaseOUT™ (Gibco BRL) 40 U/ul 0,5 ul
random Primer (Gibco BRL) 100 ng/ul 3ul
SuperScript™ II (Gibco BRL) 200 U/ul 0,2-1 pl

Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 42 °C inkubiert, anschlieend fiir 2 min bei 95 °C denaturiert
und bei —20 °C gelagert. Zur Uberpriifung der eingesetzten RNA auf DNA-Kontamination wurde
eine Kontrolle ohne SuperScript™ II mitgefiihrt. Fiir die nachfolgende PCR diente der erhaltene
RT-Ansatz als Template.

PCR-Ansatz (50 pl-Ansatz):

RT-Ansatz 2-10 pl
PCR-Puffer (mit MgCl,) 10x Sul
dNTPs 100 uM 6 ul
Tag-DNA-Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech) |5 U/ul 0,4 ul
sense Primer 10 pmol/pl 1 ul
antisense Primer 10 pmol/pl 1 ul
H,O ad 50 pl x ul

Der Ansatz wurde auf Eis pipettiert und mit 2 Tropfen Mineraldl iiberschichtet.
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Die PCR-Amplifikation wurde generell mit folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:
Schritt 1:  120s  95°C  Denaturierung

Schritt 2:  30s 94 °C  Denaturierung

Schritt 3: 30 s Tm °C  Primer-Annealing

Schritt4:  30s 72 °C  DNA-Synthese (die Schritte 2-4 wurden jeweils wiederholt)
Schritt 5:  180s 72 °C  abschlieBende DNA-Synthese

Schritt 6:  ~ 4°C

Die Annealingtemperatur in Schritt 3 ist abhéngig von der Schmelztemperatur (T,,) der einge-
setzten Primer und wurde fiir jedes Primerpaar bestimmt (vgl. Tab. 1). Die Wiederholung der
Schritte 2 - 4 (Zyklenzahl) ist wiederum abhédngig von der Menge des eingesetzten Templates
und wurde fiir Quantifizierungsexperimente ebenfalls fiir jedes spezifische Produkt optimiert, um
nicht die Plateauphase der PCR-Amplifizierung, bei der die Menge an PCR-Produkt ab einer
bestimmten Zyklenzahl konstant bleibt, zu erreichen (Kohler et al., 1995).

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden wie unter 3.2.2 angegeben gelelektrophoretisch aufge-

trennt und dokumentiert.

3.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Anstelle eines RT-Ansatzes wurden entweder 20-100 ng genomische DNA oder Plasmid-DNA
(Uberpriifung rekombinanter Klone) als Template dem unter 3.2.6 angegebenen PCR-Ansatz

zugesetzt.

3.2.8 Sequenzierung

Zur Sequenzierung von DNA wurde der Taq DyeDeoxy™ Terminator Cycle Sequenzierungs-Kit
(Perkin Elmer, Weiterstadt) verwendet, dem eine Kombination der Sequenzierung nach Sanger et
al. (1977) und der PCR zugrunde liegt.

Der Sequenzierungsansatz enthielt 5 pl Reaktionsmix (Kit), 5 pmol des spezifischen Primers,
500 ng Plasmid-DNA oder 100 ng gereinigtes PCR-Fragment in einem Reaktionsvolumen von
20 pl. Folgendes Temperaturprofil wurde 29x wiederholt: 50 s 96 °C (Denaturierung); 20 s 55 °C
(Primer-Annealing), 4 min 60 °C (DNA-Synthese). Die DNA wurde wie unter 2.2.4 beschrieben
mit NHs-Acetat und Ethanol gefillt, gewaschen und in 4 pl Probenpuffer (Kit) geldst und im
ABI Prism 373 DNA-Sequencer (Perkin Elmer) analysiert.
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Gen Primer | Position | Tm [°C] | FragmentgroBe |Sequenz 5> — 3’ Accession-Nr.

GAP-DH S 220-240 60 442 CAT CAC CAT CTT CCA GGA GCG J02642
AS 643-661 TGA CCT TGC CCA CAG CCT TG

hum FADD S 456-475 66 296 GAA AGA TTG GAG AAG GCT GG HSU24231
AS 733-751 ACG ATT CGG AGG TAG ATG C

hum Fas S1 195-211 56 819 ATG CTG GGC ATC TGG ACC M67454
S2 556-574 56 458 GGA CCC AGA ATA CCA AGT G
AS 1013-995 CTG TTC TGC TGT GTC TTG G

hum FasL S 350-372 64 344 GGA TTG GGC CTG GGG ATG TTT CA HSU11821
AS 693-670 TTG TGG CTC AGG GGC AGG TTG TTG

hum FLICE S 56-75 62 458 TGG CCT CCC TCA AGT TCC TG U58143
AS 494-514 GCA GGC TCT TGT TGA TTT GGG

hum Flip L S 639-658 64 569 ACC CTC ACC TTC TTT CGG AC U97074
AS 1207-1189 GCC CAG GGA AGT GAA GGT G

hum Flip S S 550-569 64 377 ACC CTC ACC TTC TTT CGG AC U97075
AS 907-926 AGG ACA ATG GGC ATA GGG TG

hum TNF RI S 29-49 62 304 TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG M755866
AS 312-332 CTG GAG GTG AAG GTG GAA CTG

hum TRADD S 727-745 60 352 GGT CTC AAA TGG CGC AAG G L41690
AS 963-946 GGT CAG GCC CAG CAA GTC

hum bel-xr, S 158-179 64 551 GGT GGT TGA CTT TCT CTC CTA C 723115
AS 708-690 CAA AAG TAT CCC AGC CGC C

mouse Fas S 50-70 64 694 ATG CTG TGG ATC TGG GCT GTC M383649
AS 721-743 TGT CTT CAG CAA TTC TCG GGA TG

rat Fas S 56-76 64 774 ATG CTG TGG ATC ATG GCT GTC D26112
AS 811-829 ATC TTG GGG GCT GTT GTG C

swine Fas S 174-190 56 741 CTG TCA GCC ATG CCC TC AJ001202
AS 895-914 GCA AGA GCA GAA AGT TTG GC

rabbit ANP S 4-22 60 555 ACA GTG ACG GAC AAA GAC CC M12046
AS 557-538 CTT CCC TGG CTG TTA TCT TC

rabbit Fas S 56 350 GAA CAC TGT GAT CCT TGT ACC -
AS GTG GCT TCA TTT ACA CCA TTC

Tab. 1: Auflistung der fiir die PCR-Amplifikation verwendeten Primerpaare. Die GAP-DH-Primer
sind fiir verschiedene Spezies spezifisch und ergeben jeweils ein Fragment gleicher Grofe. S = sense-;
AS = antisense-Orientierung. Rabbit Fas war noch nicht in der Genbank verfiigbar.

3.3 Kompetitive Standard kalibrierte RT-PCR
Fiir die mRNA-Expressionsuntersuchungen von Fas, DR4, DRS5, DcR1 und TRAIL in humanen

Myokardproben wurde eine Standard kalibrierte kompetitive RT-PCR etabliert, die ausfiihrlich

in Abb. 5 erklédrt wird. Diese Methode ist sehr aufwendig, bietet aber den Vorteil, niedrig expri-

mierte Gene untersuchen zu konnen und auch geringe Expressionsunterschiede zu analysieren,

da die Anzahl von Molekiilen einer bestimmten mRNA-Spezies aus Gesamt-RNA bestimmt wird

(Kohler et al., 1995).
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Abb. 5: Zusammenfassung der Teilschritte der Standard kalibrierten, kompetitiven RT-PCR. Fiir
die Quantifizierung spezifischer mRNA-Molekiile einer Probe sind 4 oder 5 RT-Ansdtze notwendig.
Diese enthalten jeweils dieselbe Menge an Gesamt-RNA der Probe, aber eine unterschiedliche Zahl an
Molekiilen eines cRNA-Standards (vgl. 3.3.1) in definierten Verdiinnungsstufen. Nach der RT werden
die Ansdtze in eine PCR mit spezifischen Primern eingesetzt. Wéhrend dieser Reaktion kompetieren
Target-cDNA und die Standard-cDNA um die Reaktionskomponenten (die Bande der Target-DNA wird
schwicher in den Ansdtzen mit zunehmender Anzahl eingesetzter Standard-Molekiile). Anschliefend
werden die Reaktionsprodukte gelelektrophoretisch aufgetrennt, fotografiert und densitometrisch ausge-
wertet. Anhand der bekannten Menge eingesetzter Standard-RNA-Molekiile kann die Zahl der mRNA-
Molekiile in der Probe ermittelt werden (vgl. 3.3.4).
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3.3.1 Herstellung eines RNA-Standards

Herstellung eines Deletionsfragmentes

Die verkiirzten RNA-Standards (fiir Fas, DR4, DR5, DcR1 und TRAIL) fiir die kompetitive RT-
PCR wurden in mehreren PCR-Schritten nach einer Methode von Forster (1994) hergestellt und
sind in Abb. 6 ausfiihrlich dargestellt.

Im 1. Schritt wurde nach RT der RNA (vgl. 3.2.6) mit spezifischen Primern ein Target-DNA-
Fragment von ca. 450-600 bp (spezifisch fiir die jeweilige Sequenz) amplifiziert und nach Aga-
rosegelelektrophorese aus dem Gel isoliert (vgl. 3.2.2,3.2.3). Dieses Fragment diente in einem 2.
PCR-Schritt als Template fiir einen der beiden Primer und einem eine Deletion {iberspannenden
Linker-Primer, bestehend aus 19 bis 20 b der Deletion nachfolgenden Sequenz und 10 b des 3°-
Endes des zugehorigen sense- oder antisense-Primers (vgl. Tab. 2). Dieses Fragment wurde nach
Aufreinigung in einem 3. Schritt wieder mit den urspriinglichen Primern (sense und antisense) in
der PCR amplifiziert. Es entstand jeweils ein verkiirztes Fragment mit den spezifischen Primer-

bindungsstellen des Target-DNA-Fragmentes.

Schritt 1 spezifisches
PCR-Fragment

Linker-Primer

Schritt 2 verkiirztes PCR-Fragment
mit unvollstdndiger Sequenz
eines Amplifizierungsprimers

Schritt 3 verkiirztes PCR-Fragment
mit vollstdndiger Sequenz

beider Amplifizierungsprimer

Abb. 6: Teilschritte zur Herstellung des verkiirzten Standards.
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Sequenz Linker-Primer 5 — 3’

Fas TGT GTC TTG G {A130bp} TT TAC TCA AGT CAA CAT CAG
DR4 GTC GGG GTC C {A140bp}CG GTG CAC AGA GGG TGT GG
DRS5 GAC CTA GCT C {A137bp}GA CCT CCT TTT CTG CTT GCG
TRAIL GGA CCA GAG G {A121bp}GG TGA ACT GGT CAT CCA TG
DcR1 CGT CAT CGT C {A130bp}GA TCA GAA CAT ACT GGA GCC

Tab. 2: Sequenzen der Linker-Primer. Die Grof3e der Deletion ist in Klammern angegeben.

Klonierung der Deletionsfragmente

Fiir die Klonierung des Fas-Deletionsfragmentes wurde der pCR-Script™ SK(+) Klonierungs-Kit
(Stratagene, Heidelberg) verwendet. Das Deletionsfragment wurde in einer PCR mit Pfu DNA-
Polymerase (Stratagene) amplifiziert, um glatte Enden zu erhalten, gelelektrophoretisch aufge-
trennt und aus dem Gel isoliert. Das Fragment wurde dann entsprechend des Standardprotokolls
in den Vektor kloniert.

Fiir die Klonierung der anderen Deletionsfragmente wurde der pCR*II-TOPO Klonierungs-Kit
(Invitrogen, Groningen, NL) verwendet. Dazu wurde lediglich 1 ul des 3. PCR-Schrittes (vgl.
Abb. 6) entsprechend dem Standardprotokoll dem Ansatz zugesetzt.

2 ul des Klonierungsansatzes wurden in superkompetente E. coli-Zellen (jeweils aus dem Kit:
AFas: Epicurian Coli ® XL I-Blue MRF’ Kan Supercompetente Zellen; ADR4, ADRS, ADcR1
und ATRAIL: INVoF’ OneShot™ Kompetente Zellen) durch 30 s Hitzeschock bei 42 °C trans-
formiert. Die Vorbehandlung der Zellen erfolgte jeweils nach den Angaben des Herstellers. Nach
2 min Inkubation auf Eis wurden 500 pl vorgewdrmtes SOC-Medium (Kit) zugesetzt und der
Ansatz 1 h bei 37 °C, 200 Upm inkubiert. Jeweils 100 pl wurden auf LB-Agar-Platten unter Zu-
satz von Ampicillin (100 pg/ml, pCR-Script™ SK(+)) oder Ampicillin/Kanamycin (je 50 pg/ml;
pCR®H-TOPO), die mit je 40 ul IPTG (20 mg/ml) und X-gal (20 mg/ml DMSO) beschichtet
wurden, ausplattiert und iN bei 37 °C bebriitet.

Selektion positiver Klone

Die erste Selektion positiver Klone erfolgte durch Blau-Weill-Screening (Sambrook et al., 1989).
Weille Klone wurden einzeln in 5 ml LB mit 100 pg/ml Ampicillin iiN bei 37 °C, 200 Upm kul-
tiviert.

Schnelltest durch PCR: 200 pl der iiN-Kultur wurden 5 min bei 14.000 Upm, RT zentrifugiert,

der U verworfen, das Pellet in 100 pl TE-Puffer suspendiert, 5 min bei 95 °C gekocht nochmals
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5 min bei 14.000 Upm, RT zentrifugiert und der U in eine neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. In
einer PCR (vgl. 3.2.7) mit dem fiir das einklonierte Fragment spezifischen Primerpaar wurden
die erhaltenen Uberstiinde untersucht (etwa 20 Amplifizierungsschritte waren ausreichend). Die
Ansitze wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, positive Klone sollten ein spezifisches Frag-
ment ergeben.

Von 2 - 3 laut PCR-Analyse positiven Klonen wurden, wie unter 3.1.3.2 beschrieben, die Plas-
mide isoliert und die Sequenz wie unter 3.2.8 beschrieben analysiert, als Sequenzierungs-Primer
dienten der M 13 reverse- und der M 13 universal-Primer, deren Bindungsstellen jeweils up- bzw.

downstream der Klonierungsstelle im Plasmid liegen.

In vitro-Transkription der Standard-RNA und Berechnung der Molekiilzahl

Von jeweils einem Klon mit dem entsprechenden Deletionsfragment wurde wie unter 3.1.3.3
beschrieben, die Plasmid-DNA prépariert, jedoch ohne Zusatz von RNase. Das Plasmid wurde
durch Restriktion (vgl. 3.2.5) linearisiert (pCR-Script™ SK(+): Notl ; pCR®*II-TOPO: BamHI)
gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 3.2.2) und aus dem Gel isoliert (vgl. 3.2.3).

1 pg der linerarisierten Plasmid-DNA diente als Matrize fiir die T7-RNA-Polymerase (Synthese
von cRNA) wihrend der in vitro-Transkription. Fiir die Reaktion wurde ein RNA-
Transkriptions-Kit (Stratagene, Heidelberg) verwendet und die Reaktionskomponenten entspre-
chend den Angaben des Herstellers eingesetzt. Nach 30 min bei 37 °C wurden nochmals 10 U
T7-RNA-Polymerase zugegeben und der Ansatz fiir weitere 30 min inkubiert. Zur Entfernung
der DNA-Matrize wurden 10 U RNase-freier DNase I zugesetzt und fiir 10 min bei 37 °C inku-
biert. AnschlieBend wurde, wie unter 3.2.4 beschrieben, der Ansatz mit saurem Phe-
nol/Chloroform zur Entfernung der Enzyme extrahiert und gelelektrophoretisch (vgl. 3.2.2,
Laufpuffer und Gel wurden RNase-frei angesetzt) aufgetrennt. Die RNA-Bande wurde mit einer
sterilen Klinge aus dem Gel geschnitten, in einen Dialyseschlauch iiberfiihrt, TE-Puffer zugege-
ben und der Schlauch mit Klammern verschlossen. Bei der anschlieenden Elektrophorese wan-
derte die RNA aus dem Gel in den TE-Puffer, dieser wurde einer Extraktion mit saurem Phe-
nol/Chloroform zur Entfernung von Agaroseresten unterzogen. Die Prézipitation der RNA er-
folgte wie unter 3.2.4 beschrieben, das Pellet wurde in 40 pl DEPC-H,0O aufgenommen und die
Konzentration durch Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt (vgl. 3.2.1).

Die Standard-RNAs wurden jeweils auf eine Konzentration von 10" Molekiile/ul eingestellt,
aliquotiert und bei —80 °C gelagert. Zur Stabilisierung wurden jeweils 10 ng/ul Hefe-tRNA zuge-
setzt. Die Standard-RNA wurde in einer RT-PCR auf die Entstehung eines PCR-Fragmentes der
richtigen Grof3e und auf Kontamination mit DNA hin untersucht (vgl. 3.2.6).
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Die Anzahl x der RNA-Molekiile wurde nach folgender Formel berechnet:

Az60-VF - Na
x =
na- Aa+nv- Av+nc- Ac+nc- Ac
A0 UV-Lichtabsorption bei 260 nm
Vi Verdiinnungsfaktor
Ny Avogadro-Konstante (N, = 6,0221367-10% mol™)

ny Ny, Hg Ae Anzahl der jeweiligen Nukleotide des RNA-Transkripts
Ay, Ay, Ag, Ac Absorptionskoeffizient der jeweiligen Nukleotide

3.3.2 Bestimmung der geeigneten Standardkonzentration

Um herauszufinden, welche Konzentration an Standard-RNA geeignet ist, um die entsprechende
Molekiilzahl in einer Probe zu bestimmen, wurde eine RT-PCR, wie unter 3.2.6 beschrieben,
durchgefiihrt. Die RT enthielt die Standard-RNA in verschiedenen Verdiinnungen (vorerst in
10er Schritten verdiinnt) und jeweils 250 ng RNA. Anhand des erhaltenen Gebildes konnte der
Aquivalenzpunkt der Kompetition ermittelt und die Verdiinnungsstufen der Standard-RNA ge-
nauer definiert werden (vgl. Abb. 13). Die Verdiinnungsreihe an Standard-RNA (4 - 5 Verdiin-
nungen pro Probe) wurde fiir jede Versuchsreihe hergestellt, aliquotiert und bei —80 °C gelagert,
zur Stabilisierung wurden stets 10 ng/ul Hefe-tRNA zugesetzt.

3.3.3 Durchfiihrung der Standard kalibrierten kompetitiven RT-PCR

Fiir jede zu untersuchende RNA-Probe wurden 4 - 5 RT-Ansétze pipettiert, mit jeweils gleichen
Mengen Gesamt-RNA und unterschiedlichen Mengen Standard-RNA (entsprechend der ausge-
testeten Verdiinnungsreihe) und in einer anschlieBenden PCR amplifiziert wie unter 3.2.6 be-
schrieben. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und fotografiert (vgl.
3.2.2).

3.3.4 Densitometrische Auswertung

Die Negative der Polaroid-Aufnahmen der Gele wurden im Durchlichtscanner eingelesen und die
Intensitit der amplifizierten PCR-Produkte densitometrisch (Laser Densitometer, Molecular Dy-
namics GmbH, Krefeld) ermittelt. Zur Korrektur der Grofenunterschiede zwischen Target- und
Standard-PCR-Produkt wurde der Wert des kleineren Standard-PCR-Fragmentes mit einem Kor-
rekturfaktor (Lange des Targets/Linge des Standards) multipliziert. Es wurde jeweils der Loga-
rithmus des Quotienten aus Standard- und Target-Wert gegen die eingesetzte Anzahl an Stan-

dard-RNA-Molekiilen halblogarithmisch aufgetragen (vgl. Abb. 5). Am Aquivalenzpunkt ist das
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Verhiéltnis von Target und Standard gleich 1 (log 1 = 0), d.h. die Zahl der Standard-RNA Mole-
kiile entspricht der Zahl der spezifischen mRNA-Molekiile in der eingesetzten Menge Gesamt-
RNA.

3.4 Nachweis von Apoptose

Die in der Arbeit verwendeten Nachweise der Apoptose beruhen auf einem wichtigen biochemi-
schen Merkmal der Apoptose, dem geordneten Abbau der Kern-DNA (Gavrieli et al., 1992;
Whyllie et al., 1984).

3.4.1 DNA-Leiter-Assay

Aus den zu untersuchenden Proben wurde wie unter 3.1.2 beschrieben DNA isoliert. Von einer
Probe wurden unterschiedliche Mengen (400-5.000 ng) DNA im Agarosegel unter Zusatz von
SYBR™ Green (vgl. 3.2.2) aufgetrennt. Das Auftreten von Apoptose in der Probe wurde durch
das Vorhandensein einer fiir Apoptose typischen DNA-Leiter nachgewiesen. Die Quantifizierung
der Apoptose erfolgte in einem DNA-Leiterscore durch densitometrische Messung aller DNA-
Leiterbanden in den einzelnen Spuren des Gelbildes (Laser Densitometer, Molecular Dynamics
GmbH). Es wurde der Anteil der Intensitidt der DNA-Leiter-Peaks an der Menge der aufgetrage-
nen DNA [relative Einheiten/x ng DNA] ermittelt (Abb. 7).

OD [relative Einheiten]

»
»

Abb. 7: Schematische Darstellung der Bestimmung des apoptotischen DNA-Leiter-Scores. Nach
Auftrennung der genomischen DNA apoptotischer Zellen entsteht das typische Bild der apoptotischen
DNA-Leiter (Fragmente, die sich in ihrer Grofe um ca. 180 bp unterscheiden). Die Intensitét der Leiter-
banden wurde densitometrisch durch Berechnung der Peakfliche (schraffiert) der einzelnen DNA-
Banden mit dem Programm ImageQuant (Molecular Dynamics GmbH) ermittelt und in Relation zur auf-
getrennten Menge an DNA gesetzt.
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3.4.2 In situ-Nachweis von Apoptose durch TUNEL (terminal dUTP nick end labeling)

Mittels TUNEL konnen apoptotische Kerne in situ auf Gewebeschnitten detektiert werden
(Gavrieli et al., 1992). Dabei werden 3’-OH-Enden der degradierten DNA mit DIG-markiertem
dUTP durch eine Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) markiert. Die eingebauten
Nukleotide werden durch einen anti-DIG-Antikdrper, gekoppelt mit Peroxidase, in einer Farbre-
aktion sichtbar gemacht. Fiir diese Untersuchungen wurde der ApopTag® Plus In Situ Apoptosis

Detection Kit: Peroxidase (Oncor-Appligene, Heidelberg) benutzt.

3.4.2.1 Fixierung und Einbettung von Gewebestlicken, Anfertigung von Gewebeschnitten

Die zu untersuchenden Proben wurden sofort nach Entnahme aus dem Patienten oder nach Been-
digung eines Versuches in frischem 4%igem, PBS-gepufferten Formalin fiir mindestens 24 h bei
RT fixiert. Die Entwésserung und Einbettung in Paraffin erfolgte maschinell im Routinelabor des
Institutes flir Pathologie der MLU. Von den Pridparaten wurden Schnitte von 2 pm Dicke
angefertigt und auf Objekttrager (Roth, Karlsruhe) iibertragen. Diese Arbeiten wurden ebenfalls
durch eine routinierte Laborantin des Institutes fiir Pathologie durchgefiihrt. Die Schnitte wurden

iN bei 37 °C getrocknet und bei RT gelagert.

3.4.2.2 Anfertigung und Fixierung von Kryoschnitten

Von in fliissigem Stickstoff gefrorenen Gewebestiicken wurden am Gefriermikrotom Schnitte
von 5 pm Dicke angefertigt und auf OT iibertragen. Die Proben wurden iiN bei RT getrocknet
und bis zur Untersuchung bei -20 °C gelagert. Die Schnitte wurden nach dem Auftauen mit 1%
Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4 fiir 10 min bei RT fixiert und 2x 5 min in PBS gewaschen. Es
folgte eine Post-Fixierung mit Ethanol/Eisessig 2:1 fiir 5 min bei -20 °C, nachfolgend wurde 2x 5

min mit PBS gewaschen.

3.4.2.3 Standard-Protokoll zur TUNEL-Farbung

Paraffinschnitte wurden vor der Farbung 2x 5 min in Rotihistol (Roth, Karlsruhe) entparaffiniert,
2x 5 min in 100% Ethanol, 1x 3 min in 96% Ethanol, 1x 3 min in 70% Ethanol und 1x 5 min in
PBS getaucht. Die Proben wurden mit Proteinase K (20 pg/ml Arbeitspuffer) 15 min bei RT in-
kubiert und 4x 3 min mit H,O gewaschen. Im folgenden wurden Paraffin- und Kryoschnitte
gleich behandelt.

Die endogene Peroxidase wurde mit 3% H,0, in PBS fiir 5 min bei RT blockiert und anschlie-
Bend 2x 5 min mit PBS gewaschen. Weitere Reaktionsschritte wurden entsprechend den Anga-

ben des Herstellers durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden mitgefiihrt:
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a) Positivkontrolle: Nach der Peroxidase-Blockierung wurde die Probe einem DNase I-Verdau
unterzogen (10 min 37 °C mit 4 U DNase I (Roche Diagnotics, Mannheim)/ul 1x PCR-Puffer
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), 2x 5 min in PBS gewaschen und dann dem fortlau-
fenden Protokoll unterzogen.

b) Negativkontrolle: Dem Reaktionspuffer wurde statt dem Enzym (TdT) H,O zugesetzt.

Fiir die Farbreaktion wurde DAKO®Liquid DAB (DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg) ver-

wendet, 1 ml Substrat-Losung wurde mit 1 Tropfen DAB-Chromogen gemixt, auf den Schnitt

aufgetragen, 3-4 min inkubiert und 4x 2 min mit H,O gespiilt. Die Proben wurden mit Meyer’s

Haemalaun-Losung (1:3 in H,O verdiinnt) fiir 40 s gegengefarbt, unter flieBendem Wasser 10 -

15 min gewaschen, getrocknet und in Aquatex (Merck, Darmstadt) eingebettet.

Proteinase K (Stock): 20 mg/ml H,O Arbeitspuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0
5mM Na-EDTA
0,5% SDS

3.5 Western-Blot-Analysen

3.5.1 Isolierung von Gesamt-Protein aus Myokardproben

Fiir die Isolierung von Gesamt-Protein wurden 50 - 100 mg Gewebe in fliissigem Stickstoff zer-
morsert, in 500 ul 1% SDS iiberfiihrt, nochmals fiir 30 s mit dem Ultraturrax zerkleinert und
anschlieBend 15 min gekocht. Unldsliche Partikel wurden jeweils durch 5 min Zentrifugation bei

8.000 Upm, RT abgetrennt. Die Proteinkonzentration wurde wie unter 3.5.2 bestimmt.

3.5.2 Messung der Proteinkonzentration

Zur Messung der Proteinkonzentration wurde der BCA Protein Assay Kit (Sigma, Deisendorf)
verwendet, dessen Farbreaktion durch SDS nicht beeinfluit wird. In ein Well einer Mikroti-
terplatte wurden je 10 ul einer Proteinldsung (1:10 mit H,O verdiinnt) vorgelegt und 200 pl der
Reaktionslosung (50 Teile Reagenz A und 1 Teil Reagenz B) dazupipettiert, 30 min bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend bei einer Wellenlinge von 540 nm im Mikrotiterplattenlesegerét
(Dynetech, Denkendorf) vermessen. Eine Eichkurve wurde mit BSA in einem Konzentrationsbe-

reich von 0,02 - 2 mg/ml mitgefiihrt.
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3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in SDS-Polyacrylamid-Gelen in der
Gelapparatur Mini-Protean II Cell (BioRad, Miinchen) nach Laemmli (1970). Die Gele wurden
als 5%ige Sammel- und 7,5 - 10%ige Trenngele mit einer Dicke von 0,75 mm gegossen. Die
Proben wurden mit 1/4 Vol. Rotiload (Roth, Karlsruhe) versetzt, auf das Gel aufgetragen und 30
min bei 15 mA im Sammelgel und 50-75 min bei 30 mA im Trenngel aufgetrennt. Zur GroéBen-
bestimmung wurde der Protein-Molekulargewichts-Standard, hoher Bereich (Gibco BRL, Eggen-
stein) mitgefiihrt.

Sammelgel-Puffer: 1M Tris/HCI pH 6,8 Lauf-Puffer: 25 mM Tris
Trenngel-Puffer: 1 M Tris/HCI pH 8,8 192 mM Glycin
0,1% SDS

3.5.4 Ubertragung der Proteine auf Nitrocellulose und Anfirbung mit Ponceau S

Nach dem Gellauf wurden die aufgetrennten Proteine durch Elektroblotting in einer Trans-Blot
SD Semi Dry Transfer Cell (BioRad, Miinchen) auf Nitrocellulose (NC; Protran® Nitrocellulose
Transfer-Membran; 0,45 pum PorengroBe von Schleicher & Schiill, Dassel) iibertragen. Dazu
wurden 5 Lagen in Blott-Puffer getranktes Whatman-Papier, die befeuchtete NC, das PAA-Gel
(Sammelgel abgetrennt) und wiederum 5 Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei iibereinander in
die Apparatur geschichtet. Der Transfer erfolgte fiir 50 min bei 15 V und maximaler Stromstérke.
Danach wurden die NC getrocknet. Der Transfer wurde durch reversible Anfarbung der Proteine
mit Ponceau S iiberpriift. Dazu wurde die NC fiir 1 - 2 min in der Farbelosung inkubiert und mit

destilliertem H,O entférbt.

Blott-Puffer: 25 mM Tris/HCI pH 8,2 Ponceau S-Firbelosung: 0,5 g Ponceau S in
192 mM Glycin 1 ml Essigsdure 16sen
20% Methanol ad 100 ml H,O

3.5.5 Coomassie-Farbung von PAA-Gelen

Nach dem Blotten wurden die verbleibenden Proteine im PAA-Gel mit Coomassie-Brillantblau
angefarbt. Dazu wurden die Gele iiN mit der Farbelosung unter leichtem Schiitteln inkubiert und
anschlieBend entfarbt. Zur Dokumentation wurden die Gele mindestens 15 min in

Geltrocknungslosung inkubiert, in Folie eingelegt und in einen Rahmen zum trocknen gespannt.
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Farbelosung: 0,5 g Coomassie Geltrocknungslosung: 10% Essig
50% Methanol 10% Glycerol
10% Essig

Entfdrber: 5% Methanol

7% Essigsdure

3.5.6 Immunfirbung mit einem spezifischen Antikorper

Zur Blockierung wurde der Blott 1 h in 3% Trockenmilch in TBS-T unter leichtem Schiitteln
inkubiert und 3x 5 min mit TBS-T gewaschen. Der spezifische Antikorper (AK) wurde entspre-
chend den Angaben des Herstellers in TBS-T verdiinnt (Fas-AK: 1:250; TRAIL-AK: 1:333; bei-
de von Pharmingen, Hamburg) und der Blott unter leichtem Schiitteln iiN (Fas) bzw. 1,5 h
(TRAIL) bei RT mit der AK-Losung inkubiert und anschlieBend 3x 10 min gewaschen. Der se-
kundére AK (anti-Maus-IgG, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) wurde 1:10.000 in TBS-T
verdiinnt, 40 min unter leichtem schiitteln bei RT inkubiert und wiederum 3x 10 min gewaschen.
Zum Nachweis der Peroxidase des sekundiren Antikorpers wurde das ECL Western Blotting
Analyse System (Amersham Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers benutzt. Zum
Nachweis der Chemilumineszenz wurden Hyper-Filme (Amersham Pharmacia Biotech) fiir 1-20
min auf den Blott gelegt. Die Intensitit der Banden wurde densitometrisch ermittelt (Laser

Densitometer, Molecular Dynamics GmbH, Krefeld).

TBS-T: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NaCl
0,1% TWEEN 20

3.6 In Situ RT-PCR

Die in situ RT-PCR ermdglicht die Detektion bestimmter mRNA Spezies in Zellen eines Gewe-
beschnittes. Somit kann differenziert werden, welche Zellen eines heterogenen Gewebes, wie das
Myokard, die gesuchte mRNA tatsdchlich exprimieren. Die hier verwendete Methode wurde von
Peters et al. (1997) entwickelt. Alle verwendeten Losungen wurden mit DEPC (0,01%) behan-

delt bzw. steril angesetzt, Glasgerite iN bei 200 °C sterilisiert.

3.6.1 Primerdesign

AuBere Primer: Zur reversen Transkription der mRNA und zur Amplifizierung der cDNA des

Fas-Rezeptors wurden die Primer hum Fas S2 und AS benutzt (vgl. Tab. 1). Sie werden in Tab. 3
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und Abb. 8 als Primer (1) und (2) bezeichnet und amplifizieren die cDNA von Fas und Fas-
Exo6Del. Fiir diese PCR wurden die Primer jeweils mit einer am 5’-Ende erweiterten Sequenz
(kleine Buchstaben in der Sequenz) verwendet, die zueinander komplementér ist und der Konka-
temerisierung, d.h. der Bildung einer hochmolekularen DNA durch wiederholte Aneinanderrei-
hung der PCR-Fragmente, dient (Chui et al., 1992). Dies soll das Ausschwdmmen der PCR-
Produkte wihrend der Waschvorgidnge unterbinden.

Innere Primer: Fiir die Detektion der PCR-Fragmente wurden verschiedene innere Primer ge-
wiéhlt, die innerhalb der amplifizierten Sequenz liegen, sie werden in Tab. 3 und Abb. 8 als Pri-
mer (3), (4), (5) und (6) bezeichnet. Das Primerpaar (3) und (4) ermoglicht die Detektion von Fas
und FasExo6Del, jedoch keine Unterscheidung beider Isoformen (vgl. Abb. 8). Um zu untersu-
chen, welche Zellen nun tatséchlich FasExo6Del exprimieren, wurden Primer gewéhlt, die das
Exon 6 iiberspannen. Da die Detektionsreaktion nur eine einfache DNA-Polymerasereaktion (1x
Denaturieren, Annealing und Amplifikation) darstellt (vgl. 3.6.4), wére auch ein einzelner Primer
ausreichend. Um aber beide DNA-Stringe zu detektieren wurde der Exon 6 iiberspannende Pri-
mer sowohl in sense als auch in antisense Richtung ausgewihlt, ohne da3 ein PCR-Produkt defi-
nierter Grofe entstehen konnte.

Die Fiahigkeit der duleren Primer zur Bildung einer hochmolekularen DNA, sowie die Spezifitét

der inneren Primer wurden in einer PCR (vgl. 3.2.7) iiberpriift.

Primer (1) CCcC caa acc cca aac ccc GGA CCC AGA ATA CCA AGT G
Primer (2) ggg gtt tgg ggt ttg ggg CTG TTC TGC TGT GTC TTG G
Primer (3) AAC ACT GTG ACC CTT GCA C

Primer (4) TGG CTT CAT TGA CAC CAT TC

Primer (5) AAA GAG GAA G-TG AAG AGA AAG

Primer (6) TTT CTC TTC A-CT TCC TCT TTG

Tab. 3: Primer fiir die in situ RT-PCR zum Nachweis von Fas und FasExo6Del. Orientierung der
Primer: 5°—3’, die am 5’-Ende der Primer (1) und (2) angehingten Basen (kleine Buchstaben) dienen
der Konkatemerisierung. Der Bindestrich in der Sequenz von Primer (5) und (6) kennzeichnet den Uber-
gang von Exon 5 zu Exon 7.
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Primer (5)
Primer (1) e m Primer (2)
_l' ‘|_>
Fas
4 5 6 7 8 9 <DNA
—> <+ — +—
Primer (3) ‘.. L’ Primer (4)
Primer (6)

Abb. 8: Lage und Orientierung der fiir die in situ RT-PCR verwendeten Primer. Primer (1) und (2)
dienen der Amplifizierung der Fas-cDNA. Die Wellenlinie kennzeichnet die am 5’-Ende angebrachte
Sequenz zur Konkatemerisierung. Die Primer (3), (4), (5) und (6) dienen lediglich der Detektionsreakti-
on. Die Primer (5) und (6) iiberspannen das Exon 6, das die Transmembrandoméne des Rezeptors kodiert
und bei der Isoform FasExo6Del durch alternatives Spleiflen entfernt wird (vgl. Abb. 10).

3.6.2 Vorbereitung der Schnitte

Von in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken (humanes Myokard: LV und RA, vgl. 3.4.2.1)
wurden Schnitte von 4 um Dicke angefertigt, auf Objekttrager (Perkin Elmer, Weiterstadt) iiber-
tragen, 2 h bei 60 °C liegend getrocknet und bei 4 °C gelagert.

Die Schnitte wurden 3x 10 min in frischem Xylol entparaffiniert und luftgetrocknet. Um das
Gewebe fiir die Reaktionskomponenten zugédnglich zu machen, wurden die Schnitte 3 min mit
7.500 U Pepsin in 0,1 N HCI bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,1 M Tris/HCI pH
8,0 gestoppt, die Schnitte in 100% Ethanol entwissert und anschlieBend getrocknet.

3.6.3 In Situ RT-PCR (Amplifizierung eines spezifischen Fragmentes)
Die RT-PCR wurde mittels rTth DNA Polymerase (Perkin Elmer) durchgefiihrt. Dieses Enzym

ist zur reversen Transkription als auch zur PCR in einem Ansatz fahig.

50 ul PCR-Mastermix wurden auf den Schnitt getropft und der Reaktionsansatz mit Hilfe von
Ampli Cover Clips und Ampli Cover Discs (beide Perkin Elmer) dicht verschlossen. Der OT
wurde anschlieBend in das auf 4 °C vorgekiihlte PCR-Gerdt (DNA Thermal Cycler, Perkin El-

mer) eingespannt.
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PCR-Mastermix (50 pl-Ansatz):

DEPC-H,0O 26 ul
dNTPs 10 mM 1 pl
Mn(OAc), 25 mM 6 ul
EZ-Puffer 5x 10 pl
RNaseOUT™ (Gibco BRL) 5U/ul 1 ul
duBerer sense Primer 10 pmol/ul 2 ul
duflerer antisense Primer 10 pmol/pl 2 ul
rTth DNA Polymerase (Perkin Elmer) 2,5 U/ul 2 ul

Die Negativkontrolle enthielt statt der Primer DEPC-H,O0.

Es wurde folgendes Temperaturprofil gefahren:
RT: Schritt1: 2min 72°C PCR: Schritt4: 3 min 90 °C
Schritt 2:  10min 56 °C Schritt 5: 40s 90 °C
Schritt 3:  20min 70 °C Schritt 6: 40 56 °C
Schritt 7: 30 70 °C;
die Schritte 5-7 wurden 55x wiederholt
Schritt §: 2 min 70 °C
Schritt 9: ~ 4°C
Nach Beendigung der Reaktion wurden die Clips entfernt und die OT 5 min unter leichtem

Schiitteln in H,O gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet.

3.6.4 PRINS (Primed in situ labeling) zur Detektion der PCR-Produkte

In einer 2. Polymersereaktion mit Hilfe der inneren Primer (Detektions-Primer) wurden DIG-
markierte ANTPs (Roche Diagnostics, Mannheim) in die DNA eingebaut.
Es wurden wiederum 50 pl eines Mastermixes auf den luftgetrockneten Schnitt getropft und wie

unter 3.6.3 erwihnt, dicht verschlossen und in das PCR-Gerét eingespannt.

Folgendes Temperaturprofil wurde 1x gefahren: Schritt 1:  3min 90 °C
Schritt 2:  1min 56 °C
Schritt 3: 30s 70 °C
Nach Beendigung der Reaktion wurden die OT sofort auf Eis gelegt und die Clips entfernt.
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Mastermix (50 pl-Ansatz):

DEPC-H,0O 33,75 ul
DIG-dNTPs Roche Diagnostics) 2 mM 1l
MgCl, 25 mM 6 ul
Stoffel-Puffer 10x S5ul
innerer sense Primer 10 pmol/ul 2 ul
innerer antisense Primer 10 pmol/ul 2 ul
Tag-Stoftel DNA Polymerase (Perkin Elmer) | 10 U/ul 0,25 ul

Die Negativkontrolle enthielt ebenfalls diese Primer.

3.6.5 Detektion der DIG-markierten DNA nach PRINS

Zur Detektion der DIG-markierten DNA wurde das DIG Wash and Block Buffer Set (Roche Di-

agnostics, Mannheim) wiefolgt verwendet:

- 5 min Waschen der OT in Puffer 1 unter leichtem Schiitteln

- 20 min Blockierung in Puffer 2

- 45 min Inkubation des Anti-DIG-AP-Konjugat (1:500 in Puffer 2) in einer feuchten Kammer

- 15 min Waschen in Puffer 1

- 2 min Inkubation mit dem Detektionspuffer

- Farbreaktion mit NBT/BCIP (1 Tablette in 10 ml H,O, Roche Diagnostics) im Dunkeln bis

Blaufarbung erkennbar

- Stoppen der Reaktion mit 0,1 M Tris/HCI pH 7,4

Nach kurzem Spiilen in H,O wurden die Schnitte mit Meyer’s Glyceringelatine eingedeckt und

im Durchlichtmikroskop untersucht und zur Dokumentation fotografiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Expression des Apoptose auslosenden Fas-Rezeptors und seiner Isofor-

men im humanen Myokard

4.1.1 Erhohte mRNA-Expression des Fas-Rezeptors im humanen rechten Atrium (RA) mit

zunehmendem Schweregrad der Herzinsuffizienz

Die Quantifizierung der mRNA fiir Fas im RA erfolgte mittels Standard kalibrierter, kompetiti-
ver RT-PCR. Es wurden Proben des RA von 17 weiblichen und 40 minnlichen Patienten mit
unterschiedlichem Schweregrad der Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium 1 bis 4) untersucht. Diese
Patienten muBten sich aus verschiedenen Griinden, wie zum Beispiel Verlegung eines aortokoro-
naren vendsen Bypasses, Herzklappenkorrekturen oder Septumdefekten, einem herzchirurgi-
schen Eingriff unterziehen. Die NYHA-Klassifizierung wurde 1945 von der New York Heart
Association zur Definition des funktionellen Zustandes der Patienten vorgeschlagen (Criteria
Comittee New York Heart Association, 1964). Die Festlegung der NYHA-Stadien der hier unter-
suchten Patienten erfolgte durch den behandelnden Arzt. Das Durchschnittsalter der Patienten
betrug 58 + 2 Jahre.

Es wurden pro Patient 5 RT-Reaktionen mit je 250 ng Gesamt-RNA und jeweils 6x 10°, 2x 10°,
6x 10°, 2x 10° , Ox 10* Molekiilen cRNA-Standard durchgefiihrt, die anschlieBende PCR-
Amplifizierung mit den Primer Fas S2 und AS (Tab. 1 und Abb. 10) erfolgte in 37 Wiederholun-
gen. Ein représentatives Gelbild eines Patienten mit NYHA 1 und NYHA 4 ist in Abb. 13 B dar-
gestellt.

Die Quantifizierung ergab eine signifikant auf etwa das Doppelte erhohte mRNA-Expression von
Fas in Patienten mit NYHA 3,5 - 4 im Vergleich zu Patienten mit NYHA 1. Die Expression von
Fas war bereits bei Patienten mit NYHA 2 signifikant im Vergleich zu denen mit NYHA 1 er-
hoht (Abb. 9). Die Behandlung der Patienten mit ACE (Angiotensin konvertierendes Enzym)-
Inhibitoren hatte keinen Einflu3 auf die Expression des Fas-Rezptors (Tab. 4).

Isoformen des Fas-Rezeptors, die durch alternatives Spleilen entstehen (Abb. 10), konnten im

RA nicht quantifizierbar nachgewiesen werden.
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Abb. 9: Graphische Darstellung der Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung von Fas im humanen
RA von Patienten unterschiedlicher NYHA-Stadien mit Hilfe der Standard kalibrierten, kompeti-
tiven RT-PCR. (*p < 0,05 vs. NYHA 1)

NYHA 3,5-4 mit ACE-I. | NYHA 3,5-4 ohne ACE-I.
n=17 n=21
Fas 1,81 £0,22 1,80+ 0,20

Tab. 4: Vergleich der mRNA-Expression von Fas im RA von Patienten mit hohem Schweregrad
der Herzinsuffizienz (NYHA 3,5-4) mit und ohne ACE-Inhibitor-Therapie. Alle Werte sind in
amol/pug Gesamt-RNA + SEM angegeben. ( ACE-I. = ACE-Inhibitor).

4.1.2 Detektion der mRNA loslicher Fas-Isoformen im humanen linksventrikuliren Myo-

kard mittels RT-PCR

Die mRNA von Fas und seinen alternativ gespleifiten Isoformen wurde mit den Primern hum Fas
S1 und AS (Tab. 1 und Abb. 10) mittels RT-PCR nachgewiesen. Spender- und insuffizientes
linksventrikuldres Myokard exprimieren die mRNA des membrangebundenen Fas-Rezeptors und
die der loslichen Isoform FasExo6Del, der lediglich die Transmembrandoméne fehlt (Abb. 11).
Im Spendermyokard wurden beide im annéhernd gleichen Verhéltnis nachgewiesen, wihrend im
insuffizienten Myokard die mRNA von FasExo6Del erniedrigt war. Zusétzlich konnten im Spen-
dermyokard, jedoch nicht im insuffizienten Myokard, Transkripte von 4 weiteren 16slichen Fas-
Isoformen in wesentlich geringerer Quantitét detektiert werden; liber 40 PCR-Amplifizierungen
waren dafiir notwendig. Die Identitdt der Isoformen wurde durch DNA-Sequenzierung fiir Fas,
FasExo6Del, FasExo4,6Del und fiir FasExo3,4,6Del bestétigt. Aus der Lidnge der PCR-

Fragmente wurde die Identitit der Isoformen FasExo03,4Del und FasExo4Del gefolgert, wiahrend
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die Existenz von FasExo4,7Del ausgeschlossen werden konnte. Die Haufigkeit der Transkripte
von Fas und seinen Isoformen im Spendermyokard kann folgendermallen zusammengefalit wer-

den: Fas = FasExo6Del >> FasEx03,4,6Del > (FasExo4Del) = Fas-Exo4,6Del = (FasExo03,4Del).

FasS1 FasS2 FasAS PCR 1 PCR 2
— — <+— (FasS1-FasAS)  (FasS2-FasAS)
1
Fas I 2 | 3 |4 KT8 o 819 bp 458 bp
335 AA —— ™

2 Sp

7N\

|
—————
death domain &
=
|

FasExo6Del " I I

[
FasExo4Del I [ |/\m 710 bp -
(=2 [ [32]
8 § B
FasExod,6Del ] | |m 647 bp )

=)
N
e}

Fsboldd 1 WA 572bp :
FasEx03,4,6Del m\g 509 bp ]

757 bp 395 bp

700 [

762 —

637
700
762

391
637
753

2 g 8 &
FasExod,TDel ] I I’\m_/\ (627 bp) )
5§ 8 8% %

Abb. 10: Schematische Darstellung der humanen Fas-mRNA und ihrer alternativ gespleifiten
Transkripte (modifiziert nach (Cascino et al., 1995; Cheng et al., 1994; Liu et al., 1995; Papoff et al.,
1996). Die leeren Boxen sind normal translatierte Bereiche mit den Nummern der jeweiligen Exons, die
gestreiften Boxen zeigen Regionen mit veranderter Proteinsequenz infolge einer Verschiebung des Lese-
rasters durch alternatives Spleifien. Signalpeptid (SP) und Transmembrandoméine (TM) sind ebenfalls
hervorgehoben. Die Primerkombination und die Lange der resultierenden PCR-Fragmente sind neben den
Transkripten dargestellt. Die Isoform FasExo4,7Del konnte in humanem Spendermyokard nicht gefunden
werden. PCR 2 beschreibt die Fragmente bzw. Primer, die bei der Standard kalibrierten, kompetitiven
RT-PCR und auch bei der in situ RT-PCR (vgl. 4.1.6) verwendet wurden.

4.1.3 Untersuchung von Myokard anderer Spezies auf das Vorkommen von Fas-Isoformen

Neben humanem Myokard wurde auch Normal-Myokard des linken Ventrikels von Ratte, Maus
und Schwein auf die Expression der Fas-Isoform-mRNAs mittels RT-PCR untersucht. Dazu
wurden Primer gewéhlt, die dhnlich wie hum Fas S1 und AS einen groflen Teil des kodierenden
Bereiches tliberspannen. Es konnte jedoch bei keiner der genannten Spezies neben der mRNA des
Fas-Rezeptors eine alternativ gespleifite Isoform gefunden werden (Abb. 12). Fiir das Kaninchen
wurde ebenfalls im Verlauf der Arbeit eine quantitative PCR zur Analyse von Fas im Myokard
etabliert. Dafiir wurden Primer gewéhlt, die Exon 6 analog zur humanen Sequenz iiberspannen.

Auch im Kaninchen konnten keine alternativ gespleifiten Transkripte des Fas-Rezeptors im ge-



Ergebnisse 40

sunden Myokard detektiert werden (vgl. Abb. 37). Damit sind diese géngigen Labortiere fiir die

Untersuchung des alternatives Splei3ens von Fas im Myokard ungeeignet.

Spender insuffizient
PCR-Zyklen 35 40 45 M 35 40 45
1000 bp -
800 bp -
600 bp -
400 bp -

Abb. 11: Detektion der mRNA von Fas und seinen Isoformen im linksventrikuliiren humanen My-
okard von Spender- und terminal insuffizienten Herzen durch RT-PCR. Die resultierenden Banden
sind mit weilen Pfeilspitzen markiert, ihre Grofle und Reihenfolge entspricht der in Abb. 10 unter PCR 1
dargestellten. Im Spendermyokard konnten neben Fas 6 verkiirzte Isoformen detektiert werden, wéhrend
im insuffizienten Myokard nur Fas und geringe Mengen von FasExo6Del nachweisbar waren. M =
100bp-Leiter.

&> &

800 bp -
500 bp -

Abb. 12: Analyse der Expression von Fas-mRNA im linksventrikuliren humanen Spendermyo-
kard, sowie im Normalmyokard von Schwein, Ratte und Maus. Mittels RT-PCR wurde ein fiir Fas
spezifisches cDNA-Fragment in allen untersuchten Spezies amplifiziert, verkiirzte Isoformen konnten nur
im humanen Myokard gefunden werden. Schwach erkennbare Banden bei Ratte und Schwein wurden
sequenziert und erwiesen sich als unspezifisch. M = 100 bp-Leiter.

4.1.4 Verringerte mRNA-Expression der antiapoptotischen Isoform FasExo6Del im termi-
nal insuffizienten, humanen linksventrikuliren Myokard

Die Quantifizierung der mRNA fiir Fas und FasExo6Del erfolgte mittels Standard kalibrierter,
kompetitiver RT-PCR. Die Untersuchung wurde an linksventrikulirem Myokard von 8 Spender-
herzen (Durchschnittsalter der 3 weiblichen und der 5 ménnlichen Spender 34 £ 6 Jahre) und 24
terminal insuffizienten Herzen durchgefiihrt (Durchschnittsalter der 2 weiblichen und der 22
minnlichen Patienten 55 + 2 Jahre, 12 litten an koronarer Herzkrankheit (KHK) und 12 waren an

einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM), darunter die beiden Frauen). Die durchschnittliche

Auswurffraktion (EF = ejection fraction) von 17 dieser Patienten betrug 26,4 + 2%. Dieser Wert



Ergebnisse 41

dient der Beurteilung der kardialen Pumpfunktion und wurde durch Echokardiographie in Vorun-
tersuchungen der Patienten durch den behandelnden Kardiologen bestimmt. Die EF beschreibt
den Quotienten: Schlagvolumen/enddiastolisches Volumen erweitert um den Faktor 100. Unter
Normalbedingungen liegt die EF bei 70%, im Verlauf einer Herzinsuffizienz sinkt sie auf bis zu
20% ab. Leider lag uns dieser wichtige Funktionsparameter nicht von allen Patienten vor
(Hellige, 1996).

In allen Patientenproben konnte die mRNA fiir Fas mittels RT-PCR detektiert werden. Fiir die
Quantifizierung konnten dieselben Verdiinnungsstufen wie bei den Untersuchungen im RA ver-
wendet werden (vgl. 4.1.1 und Abb. 13 A). Die Quantifizierung ergab eine leichte, jedoch statis-
tisch nicht relevante (p = 0,13) Erhohung der Fas-mRNA im insuffizienten im Vergleich zum
Spendermyokard (Abb. 14 A), wihrend die mRNA der 16slichen Isoform FasExo6Del im er-
krankten Myokard um das 2 - 3fache signifikant erniedrigt war (Abb. 14 B). Fiir das Verhiéltnis
beider mRNAs Fas/FasExo6Del (pro/antiapoptotisch) ergab sich eine signifikante Erh6hung um
das 3fache im insuffizienten linken Ventrikel (Abb. 14 C). Es konnten keine Unterschiede in der
Expression zwischen Patienten, die an einer DCM oder KHK erkrankten, beobachtet werden,
auch die Behandlung der Patienten mit ACE-Inhibitoren hatte keinen Einflu3 auf die Expression
der Fas- oder FasExo6Del-mRNA (Tab. 5). Es konnte eine signifikante Abhédngigkeit der EF der
Patienten vom Verhiltnis Fas/FasExo6Del ermittelt werden: Patienten mit einer hoheren EF

zeigten auch ein niedrigeres Verhéltnis Fas/FasExo6Del (Abb. 14 D).

6 b 5 5 6 b 5 &5 X
ll\l/lliﬁlgtlaendard- Q O AV\Q "r"\Q Af'\Q S O @Q AV\Q "r"\Q
LV Spender LV insuffizient
RA NYHA 1 RA NYHA 4

Abb. 13: Quantifizierung der mRNA fiir Fas bzw. FasExo6Del im humanen LV und RA. Die Ab-
bildung zeigt jeweils ein reprasentatives Gelbild der Standard kalibrierten, kompetitiven RT-PCR fiir
Proben des LV (A) und RA (B) von Patienten mit unterschiedlichem Schweregrad der Herzinsuffizienz.
Die obere Bande ist das Target Fas (458 bp) und die untere der verkiirzte Standard (328 bp), der weille
Pfeil markiert die Bande des alternativ gespleiiten FasExo6Del, das in dieser Intensitdt nur im Spender-
myokard detektierbar war. Im RA war in keinem NYHA-Stadium eine Bande fiir FasExo6Del in der
kompetitiven RT-PCR detektierbar. M = 100 bp-Leiter in (A) und 1 kb-Leiter in (B).
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DCM KHK mit ACE-L. ohne ACE-L.
n=12 n=12 n=16 n=2_§

Fas 1,09+0,14 1,28 +£0,16 1,25+ 1,40 1,06 £0,27
FasExo6Del 0,28 £0,05 0,31 £0,04 0,30 £0,04 0,29 £0,05
Fas/FasExo6Del 4,23+0,26 4,54+ 0,51 4,56 £ 0,33 4,05+ 0,55

Tab. 5: Vergleich der mRNA-Expression von Fas und FasExo6Del im LV von Patienten, die an
einer DCM (Dilatative Kardiomyopathie) oder an KHK (Koronare Herzkrankheit) erkrankt wa-
ren sowie mit und ohne ACE-Inhibitor-Therapie. Alle Werte sind in Mean + SEM und die Expression
von Fas und FasExo6Del in amol/pg Gesamt-RNA angegeben. ACE-I. = ACE-Inhibitor.
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Abb. 14: Graphische Darstellung der Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung von Fas (A) und Fas-
Exo6Del (B) und des proapoptotischen Verhiltnisses Fas/FasExo6Del (C) im humanen
linksventrikuliren Myokard durch Standard kalibrierte, kompetitive RT-PCR. Das Verhiltnis
Fas/FasExo6Del korrelierte negativ mit der Auswurffraktion (EF) in den Patienten (D). (*p < 0,05; **p <
0,001 vs. Spender).
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4.1.5 Die mRNA-Expression von Fas- und FasExo6Del im humanen linksventrikuliren

Myokard nach himodynamischer Entlastung

Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz bietet die Implantation eines ventrikuldren Unterstiit-
zungssystems (VAD, Kunstherz) himodynamische Entlastung zur Uberbriickung der Zeit, bis ein
geeignetes Spenderherz zur Transplantation zur Verfligung steht. Das Herz wird dadurch ent-
lastet und erfiahrt umfassende Verdnderungen, die auch zu Funktionsverbesserungen des Myo-
kards fithren (Loebe et al., 1999). Um eine mogliche Verdnderung der mRNA-Expression von
Fas und FasExo6Del wihrend der Entlastungsphase zu detektieren, wurde wiederum eine Stan-
dard kalibrierte, kompetitive RT-PCR zur Quantifizierung durchgefiihrt. Die Untersuchung wur-
de an linksventrikuldrem Myokard von 10 Patienten durchgefiihrt: dabei wurde jeweils eine pra-
VAD-Probe, die bei der Implantation des VAD entnommen wurde, und eine post-VAD-Probe
des Myokards desselben Patienten nach Transplantation zum direkten Vergleich der Situation
vor und nach Entlastung analysiert. Es wurden folgende Gerdte verwendet: TCI HeartMate
(Thermo Cardiosystems, Inc), Novacor (Baxter Healthcare Corp, Novacor Division) und Thora-
tec (Thoratech Laboratories, Inc). Die Dauer der Unterstiitzung durch ein VAD, die von die Ver-
fiigbarkeit an Spenderherzen bestimmt wird, war sehr unterschiedlich bei den einzelnen Patienten
(Tab. 6). Das Durchschnittsalter der 10 mannlichen Patienten betrug 53 + 4 Jahre, 7 waren an
einer DCM, 2 an einer KHK und 1 Patient an einer hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) er-
krankt. Die durchschnittliche Auswurffraktion (EF) der Patienten vor Einbau des VAD betrug
24,0 £ 1,3%.

Bei diesen Untersuchungen wurden dieselben PCR-Bedingungen wie unter 4.1.1 angegeben ver-
wendet. Die Werte fiir die Fas-mRNA vor und nach VAD unterlagen bei einzelnen Patienten
starken Schwankungen, blieben aber durchschnittlich unverdndert. Die mRNA-Expression von
FasExo6Del stieg bei einigen Patienten mit zunehmender Dauer der Unterstiitzung durch das
VAD an, blieb aber im Mittel auf der Ebene des insuffizienten Myokards (vgl. 4.1.4). Das pro-
apoptotische Verhéltnis Fas/FasExo6Del verringerte sich in Patienten nach etwa 57 Tagen Ent-
lastung deutlich um ca. 25-45%. Die Abnahme des Verhiltnisses Fas/FasExo6Del korrelierte
dabei mit der Unterstiitzungsdauer bei den DCM-Patienten (p < 0,05), erreichte jedoch nicht den
Wert der Spenderherzen (Abb. 15).

Die beiden KHK-Patienten verhielten sich trotz etwa gleicher Unterstiitzungsdauer vollkommen
unterschiedlich das Verhiltnis Fas/FasExo6Del betreffend. Alle Ergebnisse sind in Tab. 6 und
Abb. 15 zusammengefalit.
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Patient Diagnose | VAD Dauer des |Fas FasExo6Del Fas/FasExo6Del

VAD (Tage)| pri post |Ain % | pri post |Ain % | pria post [ Ain %
A DCM LVAD 36 1,46 | 0,69 | -52,7 | 0,36 | 0,13 | -63,9 | 4,06 [ 5,31 30,9
B DCM LVAD 42 1,17 | 1,19 1,7 0,37 | 0,26 | -29,7 | 3,16 | 4,58 | 44,7
C HCM LVAD 57 1,50 | 1,46 -2,7 0,12 | 0,16 33,3 | 12,50 | 9,13 | -27,0
D DCM LVAD 64 0,93 | 1,60 72,0 | 0,06 | 0,14 [ 133,3 | 15,50 | 11,43 | -26,3
E DCM LVAD 116 1,36 | 1,72 | 26,5 0,25 | 0,54 | 116,0 | 5,44 | 3,19 | 414
F DCM |L/RVAD 117 1,00 | 1,22 | 22,0 | 0,17 | 0,38 | 123,5 | 5,88 [ 3,21 | -454
G DCM LVAD 140 0,74 | 0,59 | -20,3 | 0,14 | 0,14 0,0 529 | 421 | -20,3
H DCM LVAD 169 1,53 | 1,58 3,3 0,21 | 0,38 81,0 | 7,29 | 4,16 | -42,9
I KHK |L/RVAD 143 1,36 | 0,39 | -71,3 | 0,28 [ 0,15 | -464 | 4,86 | 2,60 | -46,5
J KHK LVAD 144 1,38 | 1,32 -4,3 0,42 | 0,26 | -38,1 | 3,29 | 5,08 54,5
Mean 102,80 1,24 | 1,18 -2,6 0,24 | 0,25 | 30,9 | 6,73 | 5,29 | -12,0
SEM 15,35 0,09 | 0,15 12,7 | 0,04 | 0,04 24,3 1,29 | 0,89 12,5

Tab. 6: Ergebnis der Quantifizierung von Fas- und FasExo6Del-mRNA vor und nach Einbau eines
VAD mittels Standard kalibrierter, kompetitiver RT-PCR in den einzelnen Patienten. Die prozen-
tuale Anderung der Werte zwischen pri- und post-VAD sind jeweils fiir Fas, FasExo6Del und das Ver-
hiltnis Fas/FasExo6Del angegeben. Alle Werte fiir Fas und FasExo6Del sind in amol/pg Gesamt-RNA
dargestellt. prd = vor VAD-Entlastung (Implantation); post = nach VAD-Entlastung (Transplantation);
LVAD = linksventrikuldres VAD; L/RVAD = links- und rechtsventrikuldres VAD.
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Abb. 15: (A) Korrelation der Verinderung des proapoptotischen Verhiltnisses Fas/FasExo6Del
mit der Dauer der Unterstiitzung durch ein VAD und (B) Vergleich des Verhiltnisses
Fas/FasExo6Del vor und nach VAD zum Spendermyokard. Die Werte der KHK-Patienten sind mit
einem Dreieck im Diagramm dargestellt und gingen nicht in die Korrelation und das Séulendiagramm (B)
ein. prd = vor VAD-Entlastung (Implantation); post = nach VAD-Entlastung (Transplantation). (* p <
0,05 vs. Spender).
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4.1.6 Kardiomyozyten exprimieren Fas und dessen Isoform FasExo6Del

Das Myokard ist ein heterogenes Gewebe und besteht nur zu etwa 30% aus Kardiomyozyten, die
jedoch tiber 75% der Zellmasse ausmachen. Weitere Zelltypen sind Fibroblasten, welche die
Gewebestabilitit bedingen, sowie Zellen des weit verzweigten Koronargefdfsystems, die die
Versorgung der Muskelzellen gewihrleisten. Fass-mRNA exprimierende Zellen kénnen durch in
situ RT-PCR auf Gewebeschnitten des Myokards identifiziert werden. Dazu wurde zuerst die
Fas-mRNA auf dem Schnitt mit einem spezifischen Primer in cDNA umgeschrieben und nach-
folgend mit einem spezifischen Primerpaar (duBere Primer, vgl. 3.6.1) amplifiziert. Im Anschlufl
wurden mit Hilfe eines weiteren Primerpaares, das innerhalb der amplifizierten Sequenz liegt
(innere Primer, vgl. 3.6.1), DIG-markierte dNTPs eingebaut, die wiederum durch Antikorper
detektiert wurden. Der letzte PCR-Schritt ermoglichte zudem eine Unterscheidung von Fas- und
FasExo6Del-PCR-Produkten durch die Spezifitidt der Primer. Zur Detektion von FasExo6Del
wurden Exon 6-iiberspannende Primer gewdhlt. Die Lage und Orientierung der Primer sind in
Abb. 8 dargestellt.

Eine Quantifizierung der mRNA-Expression konnte mit dieser Methode nicht erfolgen, da fiir die
Amplifizierung 55 PCR-Zyklen notwendig waren. Der lineare Amplifizierungsbereich, in dem

Quantifizierungen moglich sind, wurde somit schon weit {iberschritten.

4.1.6.1 Test der Primer

Fiir den in situ Nachweis der Fas-mRNA wurden zunichst die Primer (1) und (2) (dulere Primer,
Abb. 8) auf ihre Fahigkeit zur Bildung einer hochmolekularen DNA (Konkatemerisierung) wéh-
rend der PCR-Amplifizierung hin untersucht. Nach 50 Amplifizierungsschritten in einer RT-
PCR zeigte sich ein deutlicher DNA-Schmier, der typisch fiir die Bildung der Konkatemere ist,
dieser Effekt wurde nach 55 Zyklen noch deutlicher (Abb. 16 A). Genomische DNA wurde eben-
falls als Template fiir die Amplifizierung eingesetzt, bei der jedoch kein spezifisches Fragment
nachgewiesen werden konnte. Die inneren Primer (3) und (4) amplifizierten in einer PCR ein
Fragment mit der erwarteten GroB3e von 350 bzw. 288 bp fiir Fas bzw. FasExo6Del (Ergebnis
nicht dargestellt).

Um FasExo6Del in einer PCR von Fas unterscheiden zu konnen, wurden die Exon 6-
iiberspannenden Primer (5) und (6) gewéhlt und in einer PCR mit Plasmid-DNA, in die jeweils
die PCR-Fragmente fiir Fas oder FasExo6Del kloniert wurden, als Template getestet. Die Spezi-
fitdt von Primer (6) fiir FasExo6Del konnte durch Neusynthese desselben Primers nochmals er-
hoht werden, jedoch vom 5°- und 3’-Ende um einige Basen verkiirzt als 17- bzw. 14mer (Abb. 16

B). Mit Fas als Template konnte dann keine Bande mehr in der PCR detektiert werden, Primer
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(6) erwies sich demnach als spezifisch fiir FasExo6Del, wéihrend Primers (5) diese Spezifitét in
keiner der verkiirzten Formen zeigte (Abb. 16 B). Daher konnte die Detektionsreaktion von Fas-

Exo6Del nur mit Primer (6) auf dem Schnitt erfolgen.

A. Primer: mit KS ohne KS
Template: RT gDNA RT

Zyklen: 0 DD P P DD DR P DD

B. Template: Fas FasExo6Del
g & & & & &
S o o e
- 200 bp

Primer (6)-(1)

Primer (5)-(2) - 300 bp

Abb. 16: Uberpriifung der Primer fiir die in situ RT-PCR. (A) Zur Untersuchung der duBeren Primer
wurden Gesamt-RNA eines humanen LV nach RT und humane gDNA in einer PCR iiber 40-55 PCR-
Zyklen amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden jeweils Primer mit und ohne Konka-
temersequenz (KS) parallel verwendet. Neben der 458 bp grolen Bande fiir Fas war auch die 395 bp
gro3e Bande fiir FasExo6Del schwach erkennbar (weille Pfeilspitze), dieselben Primer amplifizierten mit
gDNA als Template kein Fragment. (B) Die verkiirzten Varianten der Primer (5) und (6) wurden in einer
PCR mit Fas oder FasExo6Del als Template getestet. Sie wurden jeweils als Paar mit Primer (1) oder (2)
eingesetzt. Wahrend Primer (5) in allen Verkiirzungen ein Fragment von etwa 260 bp ergab, erwies sich
der Primer (6) als 17- und 14mer spezifisch fiir FasExo6Del und ergab mit FasExo6Del als Template ein
etwa 155 bp grofB3es Fragment, jedoch nicht mit Fas als Template. M = 100 bp-Leiter.



Ergebnisse 47

4.1.6.2 Detektion der Fas-mRNA in Kardiomyozyten

Zunichst wurden die Gewebeschnitte auf die Expression der Fas-mRNA hin untersucht. Als Fas-
mRNA exprimierende Zellen im LV als auch im RA konnten eindeutig Kardiomyozyten be-
stimmt werden (Abb. 17 A, B und C). Im Zytoplasma aller Kardiomyozyten zeigte sich eine
deutliche Blaufarbung (Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase des DIG-Antikorpers mit dem
Substrat NBT/BCIP), wihrend die DNA im Nukleus keine unspezifischen Reaktionen zeigte und
ungefarbt blieb. Bei den Kardiomyozyten zeichnete sich zudem die fiir Muskelzellen typische
Querstreifung (Z-Banden) ab, die eine eindeutige Bestimmung des Zelltypes erleichterte (Abb.
17 B). Zellen des Bindegewebes, die besonders im RA ausgeprigt sind, zeigen im Vergleich zu
den Kardiomyozyten nur eine schwache Blaufirbung. Hingegen sind Endothelzellen, welche die
Innenwinde der Kapillargefdle auskleiden deutlich blau gefarbt (Abb. 17 D) und tragen somit
zur Gesamtexpression von Fas im Myokard bei. In allen Versuchen wurde stets eine Negativkon-
trolle mitgefiihrt. Diese Negativkontrolle wurden ohne Primer (1) und (2) in der RT-PCR durch-
gefiihrt, enthielt dann aber die jeweiligen Primer fiir die Detektionsreaktion (Abb. 17 F, nur fiir
Primer (6) dargestellt).

Die mRNA von FasExo6Del konnte mit Hilfe des spezifischen Primers (6) in den Kardiomyozy-
ten detektiert werden (Abb. 17 E). Bei der verwendeten Probe handelte es sich um Spendermyo-
kard. Die Farbung war gleichméBig iiber den gesamten Schnitt. Zellen, die Fas exprimieren,

exprimieren auch die 16sliche Isoform FasExo6Del.
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Abb. 17: Detektion der Fas und FasExo6Del-mRNA exprimierenden Zellen im humanen Myokard.
Der Nachweis von Fas-mRNA nach in situ RT-PCR im LV (A und B) und RA (D) zeigt sich durch die
deutliche Blaufirbung des Zytoplasmas der Kardiomyozyten (K), zur Detektion wurden die Primer (3)
und (4) benutzt. Die typische Querstreifung (Z-Banden = Z) der Kardiomyozyten zeichnet sich deutlich
in der Vergroferung ab (B). Die DNA des Kerns (N) ist ungefarbt und zeichnet sich etwas heller ab. Die
im Vergleich zu den Kardiomyozyten winzigen Endothelzellen (EZ) der KapillargefaBe sind ebenfalls
blau gefarbt und mit Pfeilen markiert (C). Die Detektionsreaktion von FasExo6Del konnte mit Primer (6)
erfolgen, auch hier zeigen die Kardiomyozyten eine deutliche Blaufirbung (E). Die zugehorige Negativ-
kontrolle blieb ungeférbt. Da keine Gegenfarbung des Schnittes erfolgte, sind hier nur schwache Kontu-
ren der Zellen zu erkennen (F). G = Glanzstreifen, B = Bindegewebe.
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4.1.7 Untersuchungen zur Proteinexpression des Fas-Rezeptors im humanen Myokard

Die Expression des Fas-Rezeptors auf Proteinebene im humanen Myokard wurde im Western-
Blot analysiert. Dazu wurde Gesamt-Protein myokardialer Proben des RA und des LV in der
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose iibertragen. Die Immunférbung
erfolgte mit einem monoklonalen Antikérper mit Spezifitét fiir humanes Fas und einer Signalver-
stairkung durch das ECL-Detektionssystem.

Im Western-Blot konnte eine sehr schwache Proteinbande von etwa 45 kD im RA als auch im
LV detektiert werden (Abb. 18), die dem Molekulargewicht des membrangebundenen Rezeptors
entspricht (Itoh et al., 1991). Eine Negativkontrolle bestitigte die Spezifitit des Antikorpers.
Wegen der groBen Proteinmenge (100 pg) wurden auBerdem viele unspezifische Banden durch
den sekunddren Antikérper (Anti-Maus-IgG) markiert. Als Positivkontrolle wurde Gesamt-
Protein von HUVEC (human umbilical vein endothelial cells), die Fas konstitutiv exprimieren,
mitgefiihrt.

Die Proteinmenge an Fas im Myokard erwies sich allerdings als zu gering, um eine eindeutige

Quantifizierung der Proteinexpression trotz ECL-Verstirkersystems durchzufiihren.
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Abb. 18: Western-Blot-Analyse des Fas-Rezeptors im humanen Myokard. Es wurden jeweils 100 pg
Gesamt-Protein einer humanen RA- bzw. LV-Probe und 20 pg Gesamt-Protein von HUVEC pro Bahn
aufgetragen. Nach dem Blotten wurden die Bahnen halbiert und jeweils mit dem spezifischen und dem
sekundéren Antikdrper (F) oder nur mit dem sekundéren Antikdrper (K) inkubiert. Die spezifischen Ban-
den des Fas-Rezeptors sind mit einer roten Pfeilspitze markiert. Im LV konnte lediglich eine sehr schwa-
che Proteinbande fiir Fas detektiert werden.
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4.2 Bestimmung der Expression des Liganden TRAIL und seiner Rezeptoren

im humanen linksventrikuliren Myokard

Die Quantifizierung der mRNA-Expression von TRAIL, DR4, DR5 und DcR1 erfolgte durch
Standard kalibrierte, kompetitive RT-PCR. Diese Untersuchungen wurden an linksventrikuldrem
Myokard von 10 Spenderherzen (Durchschnittsalter des 1 weiblichen und der 9 ménnlichen
Spender 34 + 4 Jahre) und 26 terminal insuffizienten Herzen (Durchschnittsalter der 4 weibli-
chen und der 22 minnlichen Patienten 53 + 2 Jahre, 12 waren an einer KHK, und 14 an ciner
DCM, darunter die 4 Frauen, erkrankt) durchgefiihrt. Die EF der Patienten betrug durchschnitt-
lich 26,1 £ 2%.

Es wurden pro Patient 4 RT-Reaktionen mit je 250 ng Gesamt-RNA und den jeweiligen Verdiin-
nungen der Standard-cRNA hergestellt. Die eingesetzten Mengen an Standard-cRNA-Molekiilen,

sowie die optimierte Anzahl der PCR-Amplifizierungen sind in Tab. 7 zusammengefal3t.

Target Molekiile Standard-cRNA Zyklen
DR4 6x 10°, 2x 10°, 6x 10°, 2x 10 36
DR5 6x 107, 2x 107, 6x 10°, 2x 10° 36
DcR1 2x 10°, 6x 10°, 2x 10°, 6x 10” 38
TRAIL 6x 10%, 2x 10°, 6x 107, 2x 10’ 34

Tab. 7: Zusammenfassung der optimierten Bedingungen zur Quantifizierung einzelner Kompo-
nenten des TRAIL-Systems durch Standard kalibrierte, kompetitive RT-PCR aus jeweils 250 ng
Gesamt-RNA aus linksventrikulirem Myokard.

4.2.1 mRNA-Expression der Rezeptoren DR4, DR5 und DcR1 und dessen Liganden
TRAIL

Die Quantifizierung der mRNA fiir den Apoptose auslosenden Rezeptor DR4 und des Koderre-
zeptors DcR1 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen normalem und insuffizientem
Myokard. Die Primer fiir die Quantifizierung des Rezeptors DR5 wurden so gewihlt, da3 zwi-
schen beiden Isoformen, die durch alternatives Spleiflen entstehen (Screaton et al., 1997), unter-
schieden werden konnte. Beide Isoformen von DRS5 wurden im linksventrikuldren Myokard
nachgewiesen (Abb. 19). Da keine Isoform-Verschiebung zwischen normalem und insuffizien-
tem Myokard beobachtet werden konnte (Ergebnis nicht dargestellt), wurden die erhaltenen Wer-
te addiert und als gesamte DR5-Expression angegeben. Es zeigte sich, dal DRS im insuffizienten

Myokard um etwa das 4fache signifikant erniedrigt war im Vergleich zum Spendermyokard. Die



Ergebnisse 51

mRNA-Expression von DR4 und DRS war in Patienten mit einer KHK deutlich hoher als in Pa-
tienten mit einer DCM, wiéhrend die Expression von DcR1 keinen Unterschied zwischen beiden
Patientengruppen zeigte. Die Behandlung mit ACE-Inhibitoren hatte keinen Einflu} auf die Ex-
pression dieser Rezeptoren. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 und Abb. 20 A-C zusammengefalt.

Es zeigte sich, da die mRNA des Kdderrezeptors DcR1 durchschnittlich um etwa das 4fache
niedriger lag, als die von DR4 und um etwa das 45fache niedriger als DR5 gemessen an der Mo-

lekiilzahl.

A A 6
RNA-Standard- NI
Molekiile é\ S AF SF oy

600 bp -
400 bp -

Abb. 19: Quantifizierung der mRNA-Expression beider Isoformen von DRS im humanen LV. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives Gelbild der Standard kalibrierten, kompetitiven RT-PCR fiir Proben
des LV von zwei verschiedenen Patienten. Die obere Bande prisentiert DR5B (626 bp) und die mittlere
Bande DRS5A (539 bp, ohne das alternativ gespleilite 87 bp-lange Exon). Beide Isoformen waren in allen
Patienten detektierbar. Die unterste Bande zeigt den verkiirzten Standard (402 bp). M = 100 bp-Leiter.

Im insuffizienten Myokard war die mRNA-Expression des Apoptose auslosenden Liganden
TRAIL signifikant im Vergleich zum Spendermyokard auf die Hilfte erniedrigt. Es konnten kei-
ne signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen KHK- und DCM-Patienten
beobachtet werden, und auch die Behandlung mit ACE-Inhibitoren zeigte keinen Einflu3 auf die
Expression. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 und Abb. 20 D dargestellt.

Die mRNA-Expression des Apoptose auslosenden Liganden TRAIL war im LV wesentlich héher
als die der zugehorigen Rezeptoren DR4, DRS5 und DcR1. Sie lag durchschnittlich um etwa das
10- bis 1.000fache hoher gemessen an der Molekiilzahl.



Ergebnisse

52

1,25 — A 40
— = 35
< T «Zr
Z ~
100 — £ 30
I B
K 5
S Lzb 25
%0 0,75 — =
3 3
g g 20
g &

<
< 050 — Z 15

~

e =
i g"’ 10

A 025 — a
5

n=10 n=26
0,00 0
normal insuffizient
—_ C. (*) = 500
= 03 — =
G G
g =
< g 400
B o
< %
10 =1
5: 0,2 — = 300
< <<
=) Z 200
= g
L 01— )
% =
a & 100
n=10 n=26

0,0 0

normal insuffizient

-
n=10 n=26
normal insuffizient

n=10

*%

n=26

normal

insuffizient

Abb. 20: Graphische Darstellung der Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung einzelner Komponen-
ten des TRAIL-Systems im humanen linksventrikuliren Myokard durch Standard kalibrierte,
kompetitive RT-PCR. (A) DR4; (B) DRS5; (C) DcR1 und (D) TRAIL. (*p < 0,05; **p < 0,001; *) 0,1 >
p > 0,05 vs. Spender)

DCM KHK mit ACE-L. ohne ACE-L

n=14 n=12 n=18 n=2_8
DR4 0,73 £0,10 1,10 £0,16* 0,86+ 0,16 0,90+0,12
DR5 4,23 £0,59 8,06+ 1,69* 6,91 £ 1,60 5,59+1,11
DcR1 0,31 £0,05 0,21 £0,05 0,24 +0,07 0,28 +£ 0,04
TRAIL 234,1 £ 65,3 200,2 £ 27,1 182,2 + 36,6 234,6 £ 50,8

Tab. 8: Vergleich der Expression von DR4, DR5, DcR1 und TRAIL im LV von Patienten die an
einer DCM oder KHK erkrankt waren, sowie mit und ohne ACE-Inhibitor-Therapie. Alle Werte
sind in amol/pg Gesamt-RNA + SEM angegeben. (*p < 0,05 vs. DCM; ACE-I. = ACE-Inhibitor).
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4.2.2 Die Proteinexpression des Apoptose auslosenden Liganden TRAIL ist im terminal

insuffizienten linken Ventrikel erhoht

Die Bestimmung der Proteinexpression des Liganden TRAIL im humanen Myokard erfolgte im
Western-Blot. Dazu wurde Gesamt-Protein aus humanem LV in der SDS-PAGE auftrennt und
auf Nitrocellulose iibertragen. Die Immunfarbung erfolgte mit einem fiir humanes TRAIL spezi-
fischen monoklonalen Antikdrper und dem ECL-Detektionssystem.

Es konnte eine einzelne Proteinbande von etwa 32 kD detektiert werden (Abb. 21), die dem Mo-

lekulargewicht des membrangebundenen Liganden entspricht (Mariani und Krammer, 1998).

A. Sug 10 ng 15 ug 20 ug IKo
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—— G Gy
28 kD - '
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Abb. 21: Nachweis und Quantifizierung von TRAIL im Western-Blot. (A) Von einer humanen links-
ventrikuldren Probe wurden 5, 10, 15 und 20 pg Gesamt-Protein im Western-Blot analysiert. Die ca. 32
kD grofle Bande ist spezifisch fiir membrangebundens TRAIL. Die Hélfte der letzten Spur wurde als
Kontrolle lediglich mit dem sekundéren AK inkubiert (Ko). (B) Densitometrische Bestimmung der Inten-
sitdt der Proteinbanden. (C) Graphische Darstellung der linearen Beziehung der eingesetzten Protein-
menge zur Bandenintensiét.

Die Quantifizierung der TRAIL-Proteinexpression wurde an linksventrikuliren Myokardproben
von 10 Normalherzen und 18 terminal insuffizienten Herzen (9 KHK, 9 DCM) durchgefiihrt.
Dazu wurden 12,5 pg Gesamt-Protein eingesetzt; eine Menge an Protein, die eine optimale

Quantifizierung erlaubt (Abb. 21). Die Gelbeladung wurde durch Coomassie-Farbung (Abb. 22
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B) und der gleichmiBige Proteintransfer nach dem Elektroblot durch Ponceau S-Firbung (nicht
dargestellt) tiberpriift. Zum Vergleich der einzelnen Blots, wurde jeweils ein Standardpatient
mitgefiihrt.

Die Quantifizierung in den einzelnen Patientenproben ergab eine signifikant erhohte Expression
des Liganden TRAIL im terminal insuffizienten linksventrikuldren Myokard im Vergleich zum
Spendermyokard, wie auch schon Abb. 22 A erkennen 1dt. Die Behandlung der Patienten mit
ACE-Inhibitoren hatte keinen Einflufl auf die Proteinexpression von TRAIL. Die Werte sind in
Tab. 9 und Abb. 23 A zusammengefalt.

A. Western-Blot B. Coomassie-Farbung
insuffizient Spender SP
- 68 kD -y
- 43 kD i
- i
-28 kD

Abb. 22: Quantifizierung der Proteinexpression von TRAIL in humanem linksventrikuliren Myo-
kard. (A) Darstellung einer repriasentativen Western-Blot-Analyse von 5 Proben insuffizienten Myo-
kards, 3 Proben Spendermyokard und 1 Standardpatienten (SP). (B) Uberpriifung der Gelbeladung durch
Coomassie-Farbung des PAA-Gels.

15

10

TRAIL-Protein [relative Einheiten]

n=10 n=18

normal insuffizient

Abb. 23: Graphische Darstellung des Ergebnisses der Quantifizierung der Proteinexpression des
Liganden TRAIL im humanen linksventrikuliiren Myokard durch Western-Blot. (*p < 0,005).
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DCM KHK mit ACE-L ohne ACE-L
n=9 n=9 n=12 n==~6

10,71 £ 1,43 13,19 £ 1,61 11,6 £1,2 12,6 2.4

Tab. 9: Vergleich der Proteinexpression von TRAIL in humanem linksventrikuliren Myokard von
DCM- und KHK-Patienten, sowie mit und ohne ACE-Inhibitor-Therapie. Alle Werte sind in relati-
ven Einheiten = SEM angegeben.

4.3 Analyse der mRNA-Expression von TNF-RI, FasL. sowie bekannter
Komponenten der apoptotischen Signalkaskade der ,Death Domain*-

Rezeptoren im humanen Myokard

Die Bestimmung der mRNA-Expression von TNF-RI, seinem intrazelluldren Adapterprotein
TRADD, dem Apoptose auslosenden Fas-Liganden (FasL) sowie von Elementen der Signalkas-
kade des Fas-Rezeptors: FADD (Fas-assoziertes DD-Protein), Caspase-8 und FLIP (FLICE-
inhibierendes Protein), dessen zwei Isoformen FLIP-L und -S durch alternatives Splei3en entste-
hen, erfolgte in einer semiquantitativen RT-PCR. Zur Normalisierung der Werte wurde das ,,hou-
sekeeping“-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH) verwendet. Alle Se-
quenzen waren aus der Datenbank bekannt. Zunachst wurde fiir die genannten Gene die geeigne-
te Zyklenzahl fiir die Amplifizierung in der RT-PCR mit dem spezifischen Primerpaar (vgl. Tab.
1) bestimmt, um nicht die Plateau-Phase der Amplifizierung zu erreichen (Abb. 24). Die optima-
len Zyklenzahlen sind in Tab. 10 zusammengefalit; sie geben auch einen Hinweis auf die relati-
ven Mengen an Transkripten im Gewebe. Die Spezifitit der erhaltenen PCR-Fragmente konnte
durch DNA-Sequenzierung bestitigt werden.

Die Untersuchung wurde an linksventrikuldrem Myokard von 6 Spenderherzen (Durchschnittsal-
ter der 2 weiblichen und der 4 ménnlichen Spender 40 * 5 Jahre) und 12 terminal insuffizienten
Herzen (Durchschnittsalter der 2 weiblichen und der 10 ménnlichen Patienten 53 + 3 Jahre, 6
waren an einer KHK, und 6 an einer DCM, darunter die 2 Frauen, erkrankt) durchgefiihrt. Die EF
der Patienten betrug im Durchschnitt 23 + 3%. Die Auswahl von nur 18 Patienten hatte techni-
sche Griinde.

In allen Proben konnte die mRNA von TNF-RI, TRADD, FADD, Caspase-8 und beiden FLIP-
Isoformen nachgewiesen werden (Abb. 25). Die Intensitidt der PCR-Bande fiir GAP-DH war in
allen Proben in etwa gleich und daher fiir die Normalisierung in der semiquantitativen RT-PCR
geeignet. Fiir keines der genannten Gene konnten Unterschiede in der mRNA-Expression zwi-
schen Spender- und insuffizienten Myokard gefunden werden. Auch zwischen Patienten, die an

einer KHK bzw. einer DCM erkrankt waren, konnten wie schon im Gelbild in Abb. 25 erkenn-
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bar, keine Unterschiede festgestellt werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 11 zusammengefaf3t. Die
Behandlung der Patienten mit ACE-Inhibitoren hatte keinen Einflul auf die mRNA-Expression
im Vergleich zu denen ohne diese Therapie (Ergebnisse nicht dargestellt).

Es fallt auf, daB die Adapterproteine FADD und TRADD im Myokard nur relativ niedrig expri-
miert waren, fiir ihren Nachweis in der RT-PCR waren 36 bzw. 37 Amplifizierungen notwendig.
Hingegen waren TNF-RI, Caspase-8 und FLIP deutlich hoher exprimiert; flir ihren Nachweis
waren ca. 30 Zyklen ausreichend (Tab. 10).

Die mRNA des FasL konnte nur in einzelnen Proben detektiert werden und war insgesamt sehr
schwach im linksventrikuldren Myokard exprimiert, im Spendermyokard war FasL. kaum nach-
weisbar (Abb. 25). Eine densitometrische Messung der Bandenintensitdt der PCR-Produkte war
dennoch moglich und ergab eine Erhéhung der mRNA von FasL im Myokard von Herzinsuffi-
zienz-Patienten im Vergleich zum Spendermyokard. Dabei war die mRNA von FasL in den
KHK-Patienten nur unwesentlich hoher als in den Spendern. In Patienten, die an einer DCM er-
krankten, zeigte sich eine deutliche Induktion der FasL-mRNA im Vergleich zu den Spendern
(Abb. 26). Es bleibt allerdings offen, ob Kardiomyozyten an der Expression von FasL beteiligt
waren, oder ob die FasL-mRNA ausschlielich von infiltrierenden T-Lymphozyten exprimiert

wurde.

PCR-Produkt Zyklenzahl
GAP-DH 26
TNF-RI 30
TRADD 37
FasL 38
FADD 36
Caspase-8 30
FLIP-L 26
FLIP-S 31

Tab. 10: Aufstellung der geeigneten Zyklenzahl zur PCR-Amplifizierung cDNA aus humanem Myo-
kard fiir die angegebenen Targetgene. Die angegebenen Zyklenzahlen beziehen sich auf die Menge
an cDNA aus 100 ng Gesamt-RNA. Die mRNA der Adaptermolekiile TRADD und FADD, sowie die des
Fas-Liganden (FasL) waren im Vergleich zu den anderen aufgelisteten Molekiilen nur sehr gering im
Myokard exprimiert.
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A. Zyklen
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Abb. 24: Ermittlung der geeigneten Zyklenzahl zur semiquantitativen Bestimmung der mRNA-
Expression in der RT-PCR aus humanem Myokard am Beispiel von TRADD. (A) Derselbe PCR-
Ansatz wurde in verschiedenen Zyklen amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die 352 bp
groe Bande ist spezifisch fiir TRADD. (B) Densitometrische Bestimmung der Intensitdt der DNA-
Banden. (C) Graphische Darstellung der linearen Beziehung der Bandenintensitit zur Anzahl an PCR-
Zyklen. Die Plateauphase der Amplifizierung wurde hier nach 40 Zyklen noch nicht erreicht.

Spender insuffizient DCM KHK

n =6 n=12 n==6 n==6
TNF-RI 0,64 + 0,03 0,58 £ 0,01 0,58 £ 0,02 0,58 £ 0,01
TRADD 0,86 0,05 0,86 £ 0,03 0,83 £ 0,04 0,88 £ 0,03
FADD 0,65+ 0,03 0,63 0,02 0,64 = 0,03 0,62 + 0,04
Caspase-8 0,82 + 0,02 0,85+ 0,02 0,86 + 0,02 0,83 £ 0,02
FLIP-L 0,69 + 0,02 0,66 = 0,01 0,64 + 0,02 0,68 = 0,01
FLIP-S 0,53 +£0,02 0,50 £ 0,02 0,49 £0,03 0,50+ 0,03

Tab. 11: Ergebnisse der Quantifizierung der mRNA-Expression durch semiquantitative RT-PCR
von TNF-RI und Elementen der apoptotischen Signalkaskade von TNF-RI und Fas. Die Intensitit
der Banden der PCR-Produkte wurde densitometrisch ermittelt und auf die Intensitdt der GAP-DH-Bande

bezogen. Alle Werte sind in relativen Einheiten £ SEM angegeben.
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Abb. 25: Nachweis und semiquantitative Bestimmung der mRNA von TNF-RI, TRADD, FasL,
FADD, Caspase-8 und FLIP-L und -S in humanem linksventrikuliren Myokard mittels RT-PCR.
Nach RT-PCR wurden die erhaltenen PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt und densito-
metrisch ausgewertet. FLIP-L enthilt zusétzlich ein 192 bp langes alternativ gespleifites Exon im Ver-

gleich zu FLIP-S. M = 100 bp-Leiter.
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Abb. 26: Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung von FasL im humanen linksventrikulirem Myo-
kard. Die Intensitdt der Banden der PCR-Produkte nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurde den-
sitometrisch ermittelt und auf die Intensitit der PCR-Bande von GAP-DH bezogen. (*) p = 0,08 vs.

Spender, * 0,05 > p > 0,01 vs. Spender).
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4.4 Nachweis von Apoptose im humanen Myokard

4.4.1 Bestimmung des apoptotischen DNA-Leiterscores in humanen linksventrikuliren

Myokardproben durch Agarosegelelektrophorese von genomischer DNA

Der hier verwendete Nachweis von Apoptose beruht auf einem wichtigen biochemischen Merk-
mal des programmierten Zelltodes, der internukleosomalen Spaltung der Kern-DNA (Wyllie et
al., 1984). Dazu wurde die genomische DNA aus linksventrikulirem Myokard der Patienten iso-
liert und nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel auf das Vorhandensein einer typi-
schen DNA-Leiter hin untersucht (vgl. 3.4.1). Die Analyse wurde an Proben des linksventrikula-
ren Myokards von 9 Spenderherzen (Durchschnittsalter des 1 weiblichen und der 8 méannlichen
Spender 32 * 4 Jahre) und 25 terminal insuffizienten Herzen (Durchschnittsalter der 4 weibli-
chen und der 21 ménnlichen Patienten 54 + 2 Jahre, 10 waren an einer KHK, und 15 an einer
DCM, darunter die 4 Frauen, erkrankt) durchgefiihrt, an denen auch bereits Genexpressionsun-
tersuchungen durchgefiihrt wurden. Die EF betrug durchschnittlich 26,7 £ 2%.

Von jedem Patienten wurden jeweils 600, 2.400 und 4.800 ng DNA gelelektrophoretisch aufge-
trennt und mit dem DNA-Farbstoff SYBR™ Green angeférbt. Die Intensitdt der Banden der ein-
zelnen ,,Leiterfragmente* wurde densitometrisch ermittelt und deren Summe in Relation zur auf-
getragenen DNA-Menge berechnet (= apoptotischer DNA-Leiterscore, vgl. 3.4.1 und Abb. 7).
Wie in Abb. 27 zu sehen, zeigte sich in den humanen Myokardproben lediglich eine sehr schwa-
che, aber dennoch erkennbare DNA-Leiter. Das macht deutlich, dall die Apoptosehdufigkeit in
den untersuchten Proben insuffizienten Myokards nur sehr gering war. Fiir die Bestimmung des
apoptotischen DNA-Leiterscores im humanen Myokard erwies sich eine Menge von 2.400 ng
DNA am giinstigsten. Bei 600 ng war zum Teil noch keine DNA-Leiter zu sehen, wihrend bei
4.800 ng Uberladungseffekte die Auswertung erschwerten.

Es zeigte sich ein signifikant erhohter apoptotischer DNA-Leiterscore im insuffizienten Myokard
im Vergleich zum Spendermyokard. Das sagt gleichzeitig aus, dal die zur Verfiigung stehenden
Spenderherzen ebenfalls nicht ganz frei von internukleosomaler DNA-Spaltung waren. Wihrend
6 der Spender keine oder kaum eine DNA-Leiter zeigten, hatten 3 eine deutliche Leiterbildung;
diese gingen aber dennoch in die statistische Auswertung mit ein. Bei der Untersuchung des in-
suffizienten Myokards hingegen zeigte lediglich 1 Probe keine DNA-Leiter, wihrend die restli-
chen Proben eine leichte bis starke DNA-Leiter aufwiesen.

Der apoptotische DNA-Leiterscore war in den DCM-Patienten signifikant niedriger als in den
KHK-Patienten. Auch Patienten mit ACE-Inhibitor-Therapie hatten ebenfalls einen erniedrigten
apoptotischen DNA-Leiterscore im Vergleich zu denen ohne. Die Ergebnisse sind Abb. 28 zu-
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sammengefal3t und bestdtigen wie einleitend erwéhnt, ein erhohtes Auftreten von Apoptose im

terminal insuffizienten Myokard (vgl. 1.3).

Spender  insuffizient

- 720 bp
- 540 bp
- 360 bp

- 180 bp

Abb. 27: Nachweis der apoptotischen DNA-Leiter nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
genomischen DNA aus humanem Myokard. Von einer Probe des linken Ventrikels eines Spenders
bzw. eines Herzinsuffizienz-Patienten wurden jeweils 600, 2.400 und 4.800 ng DNA im Agarosegel auf-
getrennt und mit dem DNA-Farbstoff SYBR™ Green angefarbt. DNA-Leiter-Fragmente, die sich in ihrer
Grofle um etwa 180 bp unterscheiden und somit auf apopotische Zellunterginge im Gewebe hindeuten,
sind mit weilen Pfeilspitzen markiert. M = 100 bp-Leiter.
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Abb. 28: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Bestimmung des apoptotischen DNA-
Leiterscores und Vergleich der unterschiedlichen Patientengruppen. Von den Patienten ohne ACE-
Inhibitoren waren 5 an KHK und einer an DCM erkrankt. (*p < 0,05 vs. Spender; *p < 0,05 vs. DCM;
40,1 > p > 0,05 vs. mit ACE-Inhibitor)
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4.4.2 Abnahme des apoptotischen DNA-Leiterscores im insuffizienten linksventrikuliren

Myokard nach himodynamischer Entlastung durch ein VAD

Von 7 der 10 unter 4.1.5 aufgefiihrten VAD-Patienten stand noch geniigend Material des LV vor
und nach Einbau des VAD zur Verfiigung, um die genomische DNA fiir die Bestimmung des
apoptotischen DNA-Leiterscores zu isolieren. Es wurden von jedem Patienten 2.400 ng DNA
gelelektrophoretisch aufgetrennt und der Score wie unter 3.4.1 und Abb. 7 beschrieben bestimmt.
Es zeigte sich in allen prd- und auch post-VAD-Proben eine deutliche DNA-Leiter, wie dies auch
im insuffizienten Myokard beobachtet wurde (vgl. 4.4.1). Der apoptotische DNA-Leiterscore
nahm in den post- im Vergleich zu den prd-VAD-Proben signifikant um durchschnittlich 31% ab
(Tab. 12); war aber in den Patienten nach VAD-Entlastung immer noch deutlich héher als im

Spendermyokard (Abb. 29).

Patient | Diagnose | Dauer des |Leiterscore
VAD (Tage) pre post Ain %

B DCM 42 0,1021 0,0456 -55,3
C HCM 57 0,0656 0,0324 -50,6
D DCM 64 0,0623 0,0524 -15,9
E DCM 116 0,0632 0,0500 -20,8
F DCM 117 0,0743 0,0697 -6,2
G DCM 140 0,0594 0,0427 -28,2
H DCM 169 0,0621 0,0362 -41,6
Mean 0,0697 | 0,0470% -31,2
SEM 0,006 0,005 7,0

Tab. 12: Zusammenfassung der Ergebnisse der Bestimmung des apoptotischen DNA-Leiterscores
im LV von Patienten vor und nach Entlastung durch ein VAD. Die prozentuale Anderung des Wertes
pra- zu post-VAD ist jeweils in der letzten Spalte der Tabelle angegeben. Alle anderen Werte sind in
relativen Einheiten/2.400 ng DNA angegeben. (prd = vor VAD-Entlastung (Implantation); post = nach
VAD-Entlastung (Transplantation); *p < 0,001 im gepaarten t-Test).
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Abb. 29: Graphische Darstellung der Ergebnisses der Bestimmung des apoptotischen DNA-
Leiterscores in den VAD-Patienten. (***p < 0,001 vs. Spender; **p < 0,01 vs. prd-VAD im gepaarten
t-Test)

4.4.3 Nachweis von Apoptose im RA

Von 18 Patienten, bei denen das rechte Atrium (RA) auf die Expression der Fas-mRNA hin un-
tersucht wurde (vgl. 4.1.1), stand auch noch Material zur DNA-Préparation und somit zur Be-
stimmung des apoptotischen DNA-Leiterscores zur Verfligung; 3 Patienten der NYHA 1-Gruppe
und 15 Patienten der NYHA 3,5 - 4-Gruppe.

Insgesamt gesehen war die Apoptosehédufigkeit gemessen am DNA-Leiterscore im RA ebenfalls
wie im LV sehr gering. Das Bild gestaltete sich insgesamt recht heterogen. Von 18 untersuchten
Proben zeigten 3 eine sehr starke DNA-Leiter, wobei ein Patient davon zur NYHA 1-Gruppe
gehorte. Die restlichen Patienten zeigten keine oder nur eine geringe DNA-Leiter (Ergebnis nicht
dargestellt). Der durchschnittliche Wert fiir alle Patienten lag bei 0,0219 * 0,01 relativen Einhei-
ten/2.400 ng DNA. Zwischen den einzelnen Patientengruppen und deren Medikamentation mit
ACE-Inhibitoren konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die Ergebnisse

sind in Tab. 13 zusammengetalt.

NYHA 1 NYHA 3,5-4 mit ACE-L. ohne ACE-L
n=3 n=15 n=7 n=2_8
0,0458 £ 10,0409 0,0171 £0,0081 0,0289 £0,0165 0,0069 £ 0,004

Tab. 13: Ergebnis der Bestimmung des apoptotischen DNA-Leiterscores im RA. Alle Werte sind in
relativen Einheiten/2.400 ng £ SEM angegeben. Es wurde lediglich die NYHA 3,5 - 4-Gruppe nach Me-
dikamentation mit und ohne ACE-Inhibitoren unterschieden.
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4.4.4 Nachweis apoptotischer Zellen auf Gewebeschnitten von humanem Myokard mittels

TUNEL-Methode

Apoptose kann in situ ebenfalls durch den Nachweis des internukleosomalen DNA-Abbaus de-
tektiert werden. Dabei wird die gespaltene DNA enzymatisch markiert und kann dann
immunhistochemisch sichtbar gemacht werden (Gavrieli et al., 1992).

Von 15 Patienten (10 insuffiziente und 5 normale) konnten Gefrierschnitte des LV angefertigt
und das Gewebe auf das Vorkommen apoptotischer Zellen hin untersucht werden. Es konnten
vereinzelt braune Kerne, aufgrund der Farbreaktion der Antikorper gekoppelten Peroxidase, in
den Gewebeschnitten nachgewiesen werden (Abb. 30). Von etwa 3.000 ausgezéhlten Zellen,
hatten durchschnittlich 0 - 3 Zellen einen ,,apoptotischen* Kern, also 0 bis 0,1% der Zellen im
Gewebe des insuffizienten Myokards.

Auf eine genauere Auszdhlung wurde bewult verzichtet, da die Spezifitidt der Methode umstrit-
ten ist (Frankfurt et al, 1996). Zudem erschwerten sekundire Effekte der Gefrierschnitte die
Auswertung. Die Struktur des Gewebes bleibt in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Proben besser erhalten; sie wéren zu diesem Zwecke vorteilhafter als Gefrierschnitte gewesen.
Solche Proben der untersuchten Patienten standen jedoch nicht zur Verfligung.

Daher wurde groerer Wert auf die Auswertung des apoptotischen DNA-Leiterscores gelegt. Die
préparierte DNA prisentierte zudem mehr Zellen als beispielsweise ein Schnitt. Der Score ist
durch die Verwendung von SYBR™ Green zum Anfarben der DNA ebenfalls sehr sensitiv. Der
Nachweis der DNA-Leiter zeigte sich eindeutiger in der Aussage als die Braunfarbung auf den

Gewebeschnitten. Der Nachteil des Scores liegt allerdings in der fehlenden Zelltypisierung.
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Abb. 30: Nachweis apoptotischer Kardiomyozytenkerne in humanem Myokard durch TUNEL-
Farbung an Gefrierschnitten. In (A) und (B) ist jeweils ein TUNEL-positiver Kern mit einem Pfeil
markiert. Umliegende blaue Kerne sind nicht apoptotisch.

4.4.5 Vergleich der Apoptosehiufigkeit von isolierten Kardiomyozyten der Ratte in Kultur

mit der im Gewebe

Von einer unbehandelten 2 Tage alten Kultur neonataler Rattenkardiomyozyten in Normalmedi-
um und vom LV einer normalen WKY-Ratte wurde die DNA prépariert und in verschiedenen
Konzentrationen parallel gelelektrophoretisch aufgetrennt und der apoptotische DNA-Leiterscore
ermittelt.

Die isolierten Kardiomyozyten in Kultur zeigten bereits ab 500 ng aufgetragener DNA eine deut-
liche DNA-Fragmentierung, wiahrend im Gewebe erst bei 3.000 ng DNA eine sehr leichte und
deutlich schwichere DNA-Leiter zu sehen war (Abb. 31). Die Ermittlung des apoptotischen
DNA-Leiterscores ergab einen um etwa das 5 bis 10fach héheren Wert bei den neonatalen Kar-
diomyozyten im Vergleich zum linksventrikuliren Gewebe. Bereits bei der Auftragung von
3.000 ng DNA zeigten sich bei den neonatalen Kardiomyozyten deutliche Uberladungseffekte,
welche die Auswertung erschwerten und sich in einem abnehmenden Score bei zunehmender
DNA-Menge verdeutlichten. Die einzelnen Werte sind in Tab. 14 dargestellt.

Isolierte Kardiomyozyten in Kultur wiesen deutlich mehr Apoptose auf als Kardiomyozyten im

Gewebeverband des normalen linken Ventrikels.
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Abb. 31: Gelbild zum Nachweis von apoptotischer DNA-Fragmentierung in neonatalen Kardiomyo-
zyten der Ratte in Kultur und im Gewebe des LV. Jeweils 500 bis 5.000 ng der DNA wurden gele-
lektrophoretisch aufgetrennt und mit SYBR™ Green angefiarbt. Neonatale Kardiomyozyten zeigen eine
deutlich erkennbare apoptotische DNA-Leiter. M = 100 bp-Leiter.

neonatale Rattenkardiomyozyten linksventrikuldres Gewebe
ng DNA 500 {1.000{1.500(2.000]3.000(|4.000(5.000| 500 |1.000|1.500{2.000{3.000{4.000{5.000
Score 0,43210,416]0,32210,264|0,300{0,212{0,233]0,000{0,043(0,029{0,047(0,044|0,040(0,046

Tab. 14: Apoptotischer DNA-Leiterscore von Kardiomyozyten in Kultur und im Gewebe. Der Sco-
re ist jeweils in relativen Einheiten pro aufgetragener Menge DNA angegeben.

4.5 Untersuchungen zur Apoptose im System der Langzeitkultur von rechts-

ventrikularen Kaninchentrabekeln

Eine Alternative zu Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten bietet die Kultivierung multi-
zelluldrer Muskelpriparate (ex vivo-Herzmuskel-Kultursystem), wie sie in Abb. 3 dargestellt ist.
Diese Methode ermoéglicht eine Beobachtung der Zellen in ihrem urspriinglichen Gewebever-
band. Durch eine Zusammenarbeit mit der Georg-August-Universitdt Gottingen stand Material
fiir Untersuchungen zur Apoptose in diesem System zur Verfiigung.

In ersten Versuchen der Gottinger Arbeitsgruppe konnten Trabekel des rechten Ventrikels von
normalen weiblichen New Zeeland White Star-Kaninchen tiber 48 h bei 37 °C in einem modifi-
zierten Zellkulturmedium kultiviert werden. Dabei blieben muskelphysiologische Parameter der

Trabekel liber den Kultivierungszeitraum stabil (Janssen et al., 1998).
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4.5.1 Muskelphysiologische Parameter der Trabekel iiber 48h

Die leicht gedehnten Trabekel (Zustand 2, vgl. 2.3) zeigten zu Beginn des Versuches eine aktiv
entwickelte Kraft (Faey) von 1,4 £ 0,3 mN/mm? (n = 16), die iiber den Kultivierungszeitraum
konstant blieb und nach 48 h 1,3 £ 0,4 mN/mm? betrug. Eine diastolische Kraft war in diesem
Zustand nicht meBbar. Die gedehnten Trabekel (Zustand 3, vgl. 2.3) hatten eine anfangliche Fgey
von 9,1 £ 1,2 mN/mm? (n = 20), die aufgrund des Frank Starling Mechanismus wesentlich hoher
war im Vergleich zu den leicht gedehnten Trabekeln. Fg., stieg iiber 8 - 10 h an und erreichte
nach etwa 25 h ein Maximum von 29,6 £ 2,9 mN/mm?>. Danach sank F4evy wieder ab und erreichte
mit 10,2 + 1,5 mN/mm? nach 48 h in etwa wieder den Ausgangswert (Abb. 32 A). Die diastoli-
sche Kraft (Fgi,) war iiber den gesamten Zeitraum in den gedehnten Muskeln unveréndert (Abb.
32 A). Die Trabekel kontrahierten am Ende des Kultivierungszeitraumes deutlich langsamer als
zu Beginn des Versuches; dies zeigte sich in einem Anstieg der Zeit bis zur maximalen Span-
nungsentwicklung (time to peak = TTP) und der Zeit bis zur 50%igen Relaxation (RTsqe,) liber
48 h (Abb. 32 B).
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Abb. 32: Muskelphysiologische Parameter der auf L., gedehnten Trabekel iiber einen Kultivie-
rungszeitraum von 48 h. (A) Zeitverlauf der aktiv entwickelten Kraft (Fq., oben in blau) und der diasto-
lischen Kraft (Fg, unten in rot). (B) Zeitverlauf der jeweiligen Zeiten bis zur maximalen Kontraktion
(TTP oben in blau) und bis zur 50%igen Relaxation (RTs¢y, unten in rot). Es sind jeweils Mittelwerte +
SEM angegeben.

4.5.2 Apoptose in isolierten, gedehnten Trabekeln in Kultur iiber 48 h
Zur Bestimmung der Apoptosehdufigkeit in den rechtsventrikuldren, kultivierten Kaninchentra-
bekeln wurden nach verschiedenen Zeitpunkten (t = 0, 2, 6, 24 und 48 h) die Proben aus der Ap-

paratur entnommen, die DNA prépariert und der apoptotische DNA-Leiterscore bestimmt (vgl.
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3.4.1). Die Proben einer Versuchsreihe stammten jeweils vom selben Kaninchen und konnten
parallel kultiviert werden. Die Trabekel wurden dabei flir den gesamten Kulturzeitraum auf Ly,
gedehnt (Zustand 3, vgl. 2.3).

Fiir die Bestimmung des apoptotischen DNA-Leiterscores erwies sich die Auftrennung von 400
ng DNA als optimal, bei groBeren Mengen erschwerten Uberladungseffekte die Auswertung.
Zudem lieB die GroBe der Proben kaum wesentlich hohere Ausbeuten zu.

Die Kontrolltrabekel zeigten keinerlei Anzeichen einer DNA-Leiter, auch nach 2 und 6 h Deh-
nung in der Apparatur war keine apoptotische DNA-Fragmentierung sichtbar; auch nicht in den
Blocken (Endstiicke der Trabekel, die der Befestigung dienten). Nach 24 h Dehnung stieg die
Apoptosehéufigkeit deutlich an und blieb innerhalb weiterer 24 h konstant. Die Unterteilung in
Muskel und Blocke (vgl. 2.3) erwies sich als sinnvoll, da die Blocke eine deutliche Tendenz zu

mehr Apoptose im Vergleich zu den Muskeln zeigten (Abb. 33).

0 2 6 24 48  Zeit[h]

m K K K MBMBMBM B

- 540 bp
- 360 bp

- 180 bp

Abb. 33: Nachweis der apoptotischen DNA-Fragmentierung in auf L,,,, gedehnten Trabekeln iiber
einen Zeitraum von 48 h. Die Fiarbung der genomischen DNA (400 ng) nach gelelektrophoretischer
Auftrennung erfolgte mit SYBR™ Green. Die Kontrollen und die Proben nach einer Kulturdauer bis zu 6
h waren frei von DNA-Leitern. Nach 24 h Inkubation zeigte sich deutlich eine DNA-Leiter im Muskel
(M), die iiber weitere 24 h unverdndert blieb. Die Blocke (B) zeigten eine stirkere apoptotische DNA-
Leiter im Vergleich zu den Muskeln bei Auftragung gleicher Mengen DNA. m = 100 bp-Leiter.

Auf Paraffinschnitten einzelner Trabekel konnte durch TUNEL-Farbung der Zeitverlauf des Ein-
setzens apoptotischer Kernverdnderungen in den Kardiomyozyten bestitigt werden (Abb. 34). In
den Kontrolltrabekeln wurden vereinzelt im Randbereich braune Kerne gefunden, die mogli-
cherweise eine unspezifische Reaktion darstellten, oder auf Praparationsartefakte im Randbereich
(Druck mit Pinzette) zuriickzufiihren sind (Ergebnis nicht dargestellt). Nach 2 und 6 h Inkubation

konnten nur selten und vereinzelt im Randbereich braune Kerne nachgewiesen werden (Abb. 34
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C). Nach 24 h Dehnung in der Muskelkammer konnten deutlich positive Kerne von Kardiomyo-
zyten im gesamten Priparat beobachtet werden (Abb. 34 F), jedoch bevorzugt in den Randberei-
chen des Trabekels. Auch nach 48 h zeigte sich ein dhnliches Bild (Abb. 34 G-H). Fiir jede Probe
wurden eine Negativ- und Positivkontrolle (vgl. 3.4.2.3) mitgefiihrt (Abb. 34 A, B und D, E). Die
Zahl apoptotischer Kardiomyozytenkerne nach 24 bzw. 48 h kann auf etwa 1/4 bis 1/3 der Ge-
samtzellen auf dem Schnitt abgeschitzt werden. TUNEL-positive Kardiomyozyten zeigten je-
doch keine lichtmikroskopisch erkennbaren, morphologischen Verdanderungen (Abb. 34 G-H).

Innerhalb von 6 bis 24 h fiihrte die chronische Uberlast eines Herzmuskelpriparates in der Mus-
kelkammer zu deutlichen Zeichen des internukleosomalen, apoptotischen DNA-Abbaus, dessen

Starke sich jedoch iiber weitere 24 h nicht dnderte.

(Abbildung auf der folgenden Seite)

Abb. 34: Nachweis apoptotischer DNA-Verinderungen auf Gewebeschnitten in den Kardiomyozy-
ten gedehnter Trabekel (L,.,) durch die TUNEL-Methode. (A) und (D) zeigen jeweils Negativkon-
trollen (ohne TdT), in der alle Kerne blau sind (Gegenfarbung mit Haemalaun) und (B) und (E) zugeho-
rige Positivkontrollen der Farbung, bei der fast alle Kerne nach DNase-Verdau durch TUNEL markiert
sind (braun durch Farbreaktion der Peroxidase). Nach 2 h Dehnung waren kaum markierte Kerne im
Trabekel zu finden (C), wihrend nach 24 h zahlreiche Kerne die charakteristische Braunfdrbung zeigten
(F). In (G) und (H) sind jeweils typische TUNEL-positive Zellkerne (nach 48 h Dehnung) mit einem
Pfeil markiert.
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Abbildung 34
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4.5.3 Variable Dehnung und Apoptose in den kultivierten Trabekeln

Zur Uberpriifung der Abhiingigkeit des AusmaBes der Apoptose von der Stirke der chronischen
Uberlast des Muskels wurden verschiedene Dehnungszustiinde (vgl. 2.3) iiber 48 h betrachtet.
Die Trabekel wurden wiederum nach dem Versuch in Blocke und Muskel unterteilt.

Es zeigte sich eindeutig, daBl die Apoptosehdufigkeit, gemessen am apoptotischen DNA-
Leiterscore (Abb. 35), der auf L,,x gedehnten Muskeln (Zustand 3, vgl. 2.3) durchschnittlich um
das 2- bis 3fache signifikant erhoht war im Vergleich zu den ungedehnten Muskeln (Zustand 1,
vgl. 2.3). Es wurden dabei ungedehnte Trabekel mit kaum nachweisbarer, aber auch mit deutlich
erkennbarer apoptotischer DNA-Leiter beobachtet. Eine geringe Belastung des Muskels (Zustand
2, vgl. 2.3) fiihrte ebenfalls zu einer im Vergleich zu den ohne Last kontrahierenden Muskeln zu
einer erhohten Apoptosehdufigkeit, die jedoch durchschnittlich niedriger war als in den auf Lyax
gedehnten Muskeln. Die Ergebnisse sind in Abb. 36 zusammengefalit. Kontrolltrabekel zeigten
keine apoptotische DNA-Leiter, die Blocke der gedehnten Trabekel zeigten eine starkere DNA-
Leiter als die Blocke der ungedehnten Trabekel (Abb. 35).
In einem zusétzlichen Versuch wurden ungedehnte Trabekel mit Hydroxylradikalen (Janssen et
al., 1999) behandelt. Dies fiihrte ebenfalls zu einer deutlich erhdhten Apoptosehdufigkeit (Abb.
35). Hingegen zeigten Hydroxylradikale keine zusétzlichen Auswirkungen auf die Apoptose ge-
dehnter Trabekel (Ergebnis nicht dargestellt).
Die Kultivierung von Trabekeln ohne Last {iber einen Zeitraum von 48 h fiihrte zu einer sichtba-
ren apoptotischen DNA-Fragmentierung im Gesamtpréiparat. Dehnung unterschiedlicher Stirke
sowie die Gabe von Radikalen im Kulturmedium induzierte deutlich eine zusitzliche Apoptose
im Muskelpréparat.

A B C D
M B MBMBMBK m

Abb. 35: Nachweis von apoptotischen DNA-Leitern in unterschiedlich stark gedehnten Trabekeln
nach 48 h Kulturdauer. 4. ungedehnter; B. leicht gedehnter; C. auf L.x gedehnter Trabekel; D. unge-
dehnter Trabekel nach Applikation von Hydroxylradikalen. M: Muskel; B: Blocke K: Kontrolle; m = 100
bp-Leiter.
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Abb. 36: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Bestimmung des apoptotischen DNA-
Leiterscores in rechtsventrikuliren Trabekeln unter verschiedenen Dehnungszustinden. Die Kon-
trolltrabekel zeigten keinerlei DNA-Leiter. (*p < 0,05 vs. ungedehnt).

4.5.4 Verminderte mRNA-Expression von bcl-x;, in den Kaninchentrabekeln nach Deh-

nung

In den iiber 48 h kultivierten Trabekeln sollte zundchst die mRNA des ANP (atriales natiureti-
sches Peptid) als ein Marker fiir Uberlast oder Uberdehnung des Myokards (Knowlton, 1992),
die des Apoptose auslosende Fas-Rezeptors und des antiapoptotischen Mitgliedes der Bcl-2-
Familie bcl-x;, das bei Herzinsuffizienz herabreguliert ist (Bartling et al., 1999), untersucht wer-
den.

Aufgrund der Grofle der Kaninchentrabekel (vgl. 2.3) stand fiir die Untersuchungen zur mRNA-
Expression nur sehr wenig Material zur Verfiigung, so dal keine Standard kalibrierte, kompetiti-
ve RT-PCR angewendet werden konnte. Daher sollte die Quantifizierung in einer semiquantitati-
ven RT-PCR unter Normalisierung auf GAP-DH erfolgen. Die Sequenzen der GAP-DH und des
ANP von Kaninchen waren aus der Datenbank bekannt, und es konnten spezifische Primer be-
stimmt werden, bzw. die der humanen GAP-DH verwendet werden (Tab. 1). Die Spezifitit konn-

te durch Sequenzierung der PCR-Fragmente bestétigt werden.

Die Sequenzen fiir Fas und bcl-x; waren vom Kaninchen nicht bekannt. Daher wurden die vor-
handenen humanen Primer auf ihre Spezifitét fiir Kaninchen getestet (vgl. Tab. 1).

Aus cDNA des LV eines normalen Tieres konnte jeweils fiir Fas und bcl-x. ein Fragment ampli-



Ergebnisse 72

fiziert werden, dall der GroBe des entsprechenden humanen Fragmentes genau entsprach (Abb.
37). Durch Sequenzierung konnten die DNA-Fragmente genauer analysiert werden. Das ver-
meintliche ca. 550 bp grofe ,,Kaninchenfragment™ fiir bel-x; zeigte tiber 90% Homologie und
das ca. 500 bp grofle Kaninchen-Fragment fiir Fas iiber 80% Homologie im sequenzierten Be-
reich zur entsprechenden humanen Sequenz. Beide konnten somit als spezifisches Kaninchen-
bel-xp, und -Fas bestdtigt werden. Fiir Fas wurden wegen der geringeren Homologie zusétzlich
aus dem sequenzierten Bereich spezifische Primer abgeleitet, die ein ca. 350 bp grofles Fragment
ergaben (Tab. 1).

Auch hier war es wiederum wichtig, die optimale Zyklenzahl jedes einzelnen PCR-Produktes zu
bestimmen, um nicht die Plateauphase der PCR-Amplifizierung zu erreichen. Die getesteten Zy-

klenzahlen sind in Tab. 15 zusammengefalt.

PCR-Produkt Zyklenzahl
GAP-DH 25
ANP 36
bel-xp. 32
Fas 35

Tab. 15: Anzahl der Zyklen zur quantitativen PCR-Amplifizierung aus Kaninchenmyokard. Die
Zyklenzahlen beziehen sich auf 1/5 der cDNA aus Gesamt-RNA des Trabekels (Muskel ohne Blocke).

bel-x . Fas

r h r h M

- 600 bp
- 400 bp

Abb. 37: Amplifizierung spezifischer PCR-Fragmente aus cDNA aus Kaninchenmyokard mit hu-
manen Primern. Mit Hilfe der spezifischen humanen Primer fiir bel-x; und Fas (Fas S2 und AS) wurde
jeweils ein Fragment derselben Grofle aus Kaninchen-cDNA und humaner cDNA (jeweils Myokard)
amplifiziert. Im Kaninchen konnten wiederum keine 16slichen Isoformen von Fas detektiert werden, die
Bande fiir humanes FasExo6Del ist durch einen wei3en Pfeil markiert. h = human; r = rabbit; M = Mar-
ker.
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Zur Analyse der Expression der mRNA in den Kaninchentrabekeln wurden die Dehnungszu-
stinde mit den groflten Differenzen in der Apoptosehédufigkeit gewéhlt: ungedehnt (n = 4) und
auf L.« gedehnt (n = 5) (Zustand 1 und 3, vgl. 2.3). Die Kultivierung bzw. Dehnung erfolgte in
allen Proben iiber 48 h, die Trabekel wurden wiederum in Muskel und Blocke unterteilt, wobei
die Blocke verworfen wurden. Als Kontrollen (n = 6) dienten Trabekel, die sofort nach der Pra-
paration eingefroren wurden.

In allen Proben konnte die mRNA fiir ANP, Fas und bcl-x;, mittels RT-PCR detektiert werden.
ANP, der als Marker fiir Dehnung des Myokards ausgewéhlt wurde, war unveréndert in den un-
gedehnten und gedehnten Muskeln im Vergleich zu den Kontrolltrabekeln (Abb. 38 A). Nur zwei
der Kontrolltrabekel zeigten eine sehr schwache ANP-Expression, wiahrend die iibrigen eine
ebenso starke Expression wie die Proben nach Dehnung zeigten (Ergebnis nicht dargestellt).
Auch die mRNA des Apoptose auslosenden Fas-Rezeptors zeigte keinerlei Verdnderungen in
den einzelnen Proben (Abb. 38 B). Hingegen war die mRNA des antiapoptotischen bcl-x;. in den
auf L.« gedehnten Trabekeln signifikant auf die Hélfte im Vergleich zu den Kontrolltrabekeln
reduziert (Abb. 38 C). In den ungedehnten Trabekeln verringerte sich die Expression von bel-xp
geringfiigig.

Die Analyse von ANP eignet sich in diesem System nicht als Marker fiir Dehnung, moglicher-
weise bedingen priparative Einfliisse dieses Ergebnis. Die verringerte Expression von bcl-xp
steht moglicherweise im Zusammenhang mit einer erhdhten Apoptosehdufigkeit in den Tra-

bekeln nach Dehnung, wihrend die Expression von Fas unveridndert bleibt.
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Abb. 38: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Quantifizierung der mRNA-Expression von
ANP (A), Fas (B) und bcl-x;, (C) durch semiquantitative RT-PCR in Kaninchentrabekeln unter
verschiedenen Dehnungszustinden. K = Kontrolltrabekel; gedehnt = auf L,.x gedehnt. (**p < 0,005

vs. K)
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S DISKUSSION

Bisher galten Herzmuskelzellen, wie auch Nervenzellen, als terminal differenzierte Zellen, wel-
che ihre Funktionen iiber das gesamte Leben des Organismus erfiillen. Seit der Beobachtung ein-
zelner mitotischer Zellstadien im insuffizienten Myokard wird dieses Dogma in Frage gestellt
(Liu et al., 1995; Quiani et al., 1994). Dennoch ist unumstritten, dal Herzmuskelzellen nur eine
extrem geringe Kapazitit zur Proliferation besitzen und es ist leicht vorstellbar, daB3 ihr Verlust
durch Nekrose oder Apoptose nach einem Herzinfarkt oder im Endstadium der Herzinsuffizienz
folgenschwere Verdnderungen fiir die Funktion des gesamten Myokards und damit fiir das Herz-
Kreislaufsystem mit sich bringt. Es ist deshalb von Bedeutung, molekulare Veréinderungen und
Mechanismen aufzukldren und zu verstehen, die zu Apoptose im Myokard fiihren.

Daher lag ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit darin, mit Hilfe von Expressionsanaly-
sen insuffizientes humanes Myokard, in dem Apoptose nachgewiesen werden kann, gezielt nach
Verdnderungen zu untersuchen, die auf einen verdnderten Phdnotyp hindeuten, der fiir den
programmierten Zelltod anfalliger ist.

Am Modellsystem der isolierten Kaninchentrabekel, in dem Kardiomyozyten in ihrem urspriing-
lichen Gewebeverband erhalten sind, sollte in vitro iiberpriift werden, ob chronische Uberlast

(Dehnung in einem physiologisch relevanten Bereich) zu vermehrter Apoptose fiihrt.

5.1 Untersuchungen im humanen insuffizienten Myokard

5.1.1 Nachweis von Apoptose in den Myokardproben

In einer Reihe von Untersuchungen konnte der Verlust von Kardiomyozyten durch Apoptose im
Endstadium der Herzinsuffizienz des Menschen eindeutig beobachtet werden (Narula et al.,
1996; Olivetti et al., 1997; Saraste et al., 1999; Guerra et al., 1999). Diese Befunde basieren auf
dem Nachweis nukledrer, fiir Apoptose typischer Verdnderungen der Kardiomyozytenkerne
durch TUNEL oder den Tag Polymerase Assay auf Gewebeschnitten. Bei den genannten Nach-
weismethoden wird die im Verlauf der Apoptose durch aktivierte Endonukleasen gespaltene
DNA am 3°’OH-Ende enzymatisch markiert und immunhistochemisch dargestellt (Didenko und
Hornsby, 1996; Gavrieli et al., 1992). Die Angaben zur genauen Anzahl apoptotischer Kardio-
myozytenkerne im nichtischdmischen insuffizienten Myokard sind recht variabel. Voneinander
unabhingige Arbeitsgruppen bestitigten einen Anteil von etwa 0,2% (Olivetti ef al., 1997; Sa-
raste et al., 1999; Guerra et al., 1999), wihrend ein Wert von 35,5% mit Sicherheit einen Kalku-
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lationsfehler beinhaltet (Narula et al., 1996). Es wurden auch Daten von lediglich 0,01% mitge-
teilt (Schaper et al., 1999). Der Nachweis nukledrer DNA-Veridnderungen der Zellkerne durch
die TUNEL-Methode wird allgemein zur Detektion apoptotischer Zellen genutzt, obwohl es im-
mer wieder Diskussionen iiber die Spezifitit (Apoptose oder Nekrose) und zur Interpretation der
Methode gibt (Frankfurt et al., 1996; Freude et al., 1998; Schaper et al., 1999; Darmer et al.,
2000). Eine neuere Studie behauptet, dal TUNEL-positive Kardiomyozyten lediglich eine erhoh-
te Aktivitit von DNA-Reparaturmechanismen aufweisen (Kanoh et al., 1999). Es sind daher zu-
sdtzliche Kriterien, wie zum Beispiel der Nachweis typischer morphologischer Verdnderungen
der Zelle, zur Bestimmung des Zelltodes notwendig. Auch die Dokumentation der apoptotischen
DNA-Leiter, die durch den internukleosomalen DNA-Abbau entsteht, nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung, gilt als sicheres Indiz fiir Apoptose (Arends et al., 1990; Bursch et al., 1990).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur Abschédtzung des Anteils apoptotischer Kardiozy-
ten ein DNA-Leiterscore entwickelt, der die Quantifizierung von Apoptose in Geweben oder
Zellkulturen erlaubt. Dieser apoptotische DNA-Leiterscore errechnet sich aus der Intensitdt der
apoptotischen DNA-Leiterbanden zu der Menge an DNA, die elektrophoretisch aufgetrennt wur-
de. Diese Methode erwies sich als reproduzierbar fiir die untersuchten Proben. Durch die Ver-
wendung von SYBR™ Green, einem im Vergleich zu Ethidiumbromid deutlich sensitiveren
DNA-Farbstoff, war die Methode zudem auch sehr empfindlich. Da im insuffizienten Myokard
nur eine sehr geringe Anzahl apoptotischer Zellen erwartet wurde, war dies von besonderer Be-
deutung. Fiir den Nachweis einer apoptotischen DNA-Fragmentierung im humanen Myokard
multen etwa 2-3 pg DNA aufgetrennt werden (vgl. Abb. 27).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhohte Apoptosehdufigkeit in den untersuchten Proben
insuffizienten, linksventrikulédren humanen Myokards dokumentiert werden, die im Vergleich zu
den Spendern deutlich erhoht war (vgl. Abb. 28). Dieses Ergebnis steht also im Einklang mit
eingangs erwdhnten Studien. Dabei wurden terminal insuffiziente Patienten mit hoher und nied-
riger Apoptosehdufigkeit beobachtet. Solche Schwankungen wurden auch in der genannten Lite-
ratur beschrieben und geben eine plausible Erklidrung fiir einen kausalen Zusammenhang zwi-
schen dem variablen Auftreten der Apoptose von Kardiomyozyten und dem Verlauf bzw. dem
Fortschreiten der Krankheit (Guerra et al., 1999, Saraste et al., 1999).

Patienten, die an einer Koronaren Herzkrankheit (KHK) erkrankt waren, hatten einen deutlich
hoheren apoptotischen DNA-Leiterscore als Patienten mit einer Dilatativen Kardiomyopathie
(DCM, vgl. Abb. 28). Moglicherweise fiithren bei einer KHK eine Mangelversorgung und damit
verbundener erhohter oxidativer Stre8 in den Zellen neben der mechanischen Belastung zu ver-

mehrter Apoptose.
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Durch Gabe von Inhibitoren des Angiotensin konvertierenden Enzyms (ACE-Inhibitoren), eine
weltweit anerkannte pharmakologische Therapie bei Herzinsuffizienz, war der apoptotische
DNA-Leiterscore signifikant niedriger im Vergleich zu Patienten ohne diese Therapie (vgl. Abb.
28). Wie bereits in der Einleitung (vgl. 1.1) erwdhnt, kommt es bei der Entstehung der Herzinsuf-
fizienz zur einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems. ACE-Inhibitoren hemmen die
Bildung von Angiotensin II (Angll) durch Blockierung des Angiotensin konvertierenden En-
zyms. In groBen Studien konnte eindeutig die protektive Wirkung der ACE-Inhibitoren bewiesen
werden (The Consensus Trial Study Group, 1987; The SOLVD Investigators, 1991; Yusuf et al.,
1992). Angll wurde auch in Zusammenhang mit Apoptose von Kardiomyozyten gebracht: in
adulten Rattenkardiomyozyten in Kultur induziert Angll Apoptose (Kajstura et al., 1997) und
mechanischer Stref3 fiihrt im selben Modell zur Freisetzung von Angll, einhergehend mit veréin-
derter Expression Apoptose relevanter Gene und vermehrter Apoptose, die durch Blockierung
des AT1-Rezeptors, eines Rezeptors fiir Angll, deutlich gesenkt wurde (Leri ef al., 1998). Mogli-
cherweise bewirkt ein therapeutischer Eingriff in den Signalweg des Angiotensin einen Schutz
der Kardiomyozyten vor Apoptose.

Auch 3 der 6 untersuchten Spendermyokardien zeigten eine apoptotische DNA-Leiter (daher
kein apoptotischer DNA-Leiterscore von 0 in den Spendern, vgl. Abb. 28). Die Schwierigkeit bei
solchen Studien besteht stets in der Verfiigbarkeit wirklich gesunder Kontrollherzen. Die Spen-
derherzen, die fiir die Analysen in der vorliegenden Arbeit zur Verfiigung standen, wurden wie
eingangs erwdhnt aus technischen Griinden nicht transplantiert. Mit Sicherheit hatten diese
Spender keine Beschwerden, wegen derer sie in kardiologischer Behandlung vor ihrem Tod wa-
ren. Andererseits ist jedoch unklar, welche Schadigungen das Herz wihrend des Verbleibens des
Patienten auf der Intensivstation bis zur Feststellung des Hirntodes und Entnahme der Organe
genommen hat.

Im rechten Atrium (RA) konnten keine wesentlichen Unterschiede im apoptotischen DNA-
Leiterscore zwischen Patienten mit Herzinsuffizienz der Schweregrade NYHA 1 und NYHA 3,5
bis 4 festgestellt werden (vgl. Tab. 13). Ein mdglicher Grund konnte darin liegen, daB sich eine
Insuffizienz des linken Ventrikels bei heute iiblicher Diuretikatherapie nicht als derart massive
Stauung bis in das rechte Herzohr auswirkt, so dal dort Dehnungs-induzierte Kernapoptose
(DNA-Leiter) mefbar wird.

Der apoptotische DNA-Leiterscore eignet sich zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Apoptose, 148t jedoch die Frage nach dem von der Apoptose betroffenen Zelltyp offen. Daher
wurden auch fiir einige Proben eine TUNEL-Farbung an Gewebeschnitten des Myokards durch-

gefiihrt. Es konnten duBerst selten einzelne positive Kerne, {iberwiegend Kardiomyozyten, ge-
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funden werden (Abb. 30). Auf eine exakte Auszdhlung dieser positiven Kerne wurde aber ver-
zichtet, da die Spezifitdt und Reproduzierbarkeit der Methode, wie eingangs erwéhnt, recht um-
stritten ist.

Aufgrund der aus der Literatur bekannten Apoptosehdufigkeit von etwa 0,2% im insuffizienten
Myokard, konnte dies einem durchschnittlichen apoptotischen DNA-Leiterscore von = 0,04 rela-
tiven Einheiten/2.400 ng DNA gleichsetzt werden. Die Bestimmung der Apoptosehdufigkeit
durch TUNEL oder den apoptotischen DNA-Leiterscore gibt aber nur ein Bild {iber die aktuelle
Situation im Myokard. Unbekannt bleibt, wieviel Zellen bereits apoptotisch untergegangen sind
und wieviel noch sterben werden. Zudem ist nichts iiber die Dauer der Apoptose von Kardio-
myozyten im Gewebe bekannt. Selbst eine konstante Apoptoserate von 0,2% bei einer ange-
nommenen Dauer des Prozesses von 24 h wiirde recht schnell zum Verlust einer hohen Anzahl
Zellen fiihren und damit zur Auflésung des Organs bei einem steten Mif3verhéltnis zwischen
Apoptose und Proliferation von Kardiomyozyten bei der Herzinsuffizienz (Kajstura et al., 1998).
Aus quantitativer Beschreibung apoptotischer Kernverdnderungen im Myokard ist der Beweis fiir
eine kausale Relevanz der Apoptose filir das Fortschreiten der Herzinsuffizienz jedoch nicht zu
fiihren. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit einerseits ein Modell gesucht, in dem in einem
klinisch relevanten AusmafB Uberlast abhiingige Apoptose im Myokard nachweisbar ist, um spi-
ter mittels Gentransfer diese Apoptose zu unterdriicken und dadurch ihre pathologische Relevanz
zu beweisen. Andererseits wurde gezielt nach Phénotypverdnderungen Apoptose relevanter Gene
im insuffizienten Myokard gesucht, die eine erhohte Anfélligkeit der Zellen fiir Apoptose erkla-

ren konnten.

5.1.2 Wie verindert sich die Expression des Apoptose auslosenden Fas-Rezeptors bei der

Herzinsuffizienz?

Der Apoptose auslosende Fas-Rezeptor wird konstitutiv im Myokard exprimiert (Nagata und
Goldstein, 1995). Daher liegt die Vermutung nahe, dal Fas an der Auslésung von Apoptose in
Kardiomyozyten beteiligt ist und eine verdnderte Expression bei Herzinsuftizienz die Anfallig-
keit der Zellen gegeniiber Apoptose regulieren konnte. Zur Klérung dieser Frage wurde zunichst
die mRNA-Expression von Fas im rechten Atrium (RA, Herzohr) mittels Standard kalibrierter,
kompetitiver RT-PCR quantifiziert.

Es konnte eine 2- bis 3fach erhohte Expression von Fas in den Patienten mit NYHA 3,5 bis 4 im
Vergleich zu Patienten mit einem geringeren Schweregrad der Herzinsuffizienz bei NYHA 1

festgestellt werden. Patienten mit NYHA 2 zeigten bereits eine deutlich erhohte Expression (vgl.
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4.1.1). Im diinnwandigen RA spielt eine erhohte mechanische Belastung, beispielsweise durch
maBig erhohten Fiillungsdruck, eine bedeutende Rolle. Eine Dehnungs-induzierte Erhohung des
myokardialen Fas-Proteins konnte experimentell zundchst in Papillarmuskeln der Ratte gezeigt
werden (Cheng et al., 1995), die aber spiter widerrufen wurde. Die hier beobachtete Erh6hung
der Fas-mRNA-Expression im RA von Herzinsuffizienzpatienten kann trotzdem als Dehnungs-
induziert vermutet werden, auch wenn von diesen Patienten keine Daten zu Rechtsherzfiillungs-
drucken vorlagen. Interessant ist, daf3 in diesen rechten Vorhofproben ja noch keine erhohte Ker-
napoptose nachweisbar war (vgl. 4.4.3). Im Vorhof erfolgt die Induktion von Fas anscheinend
durch geringe Dehnung, die zur vollen Aktivierung der Apoptose noch nicht ausreicht.

Den funktionell bedeutenderen Teil des Herzens stellt allerdings der linke Ventrikel (LV) dar,
der durch seine Muskelkraft das Blut gegen den peripheren Gefdwiderstand in den Korper
pumpt. Nach Beginn des Halleschen Transplantationsprogrammes standen auch geniigend links-
ventrikuldre Proben terminal insuffizienten Myokards zur Verfiigung. Erste Untersuchungen
zeigten, dal im LV zusitzlich verkiirzte Formen des Fas-Transkriptes mittels RT-PCR detektiert
werden konnten, die im RA nicht nachweisbar waren (vgl. Abb. 11 und Abb. 13). Dieses Ergeb-
nis spricht zunéchst fiir eine herzkammerspezifische Regulation der Expression von Fas und sei-
nen Isoformen.

Die mRNA des Fas-Rezeptors zeigte nur eine leichte Tendenz zur erhdhten Expression im termi-
nal insuffizienten Myokard, wahrend die 16sliche, antagonistische Form FasExo6Del im insuffi-
zienten Myokard im Vergleich zum Spendermyokard signifikant herabreguliert war (vgl. Abb.
14). Auch 4 weitere Isoformen: FasExo03,4,6Del, FasExo4Del, FasExo4,6Del und FasExo3,4Del,
die im Spendermyokard sehr schwach exprimiert waren, konnten im insuffizienten Myokard
nicht detektiert werden (vgl. Abb. 11). Dieses Ergebnis zeigt, daB im Myokard das alternative
SpleiBlen des Fas-Transkriptes in Abhingigkeit vom Krankheitsstadium so reguliert wird, daf3 die
Anfilligkeit der Kardiomyozyten gegeniiber Fas-vermittelter Apoptose im insuffizienten Myo-
kard erhoht ist. Die negative Korrelation des Verhiltnisses Fas/FasExo6Del mit der ventrikuldren
Auswurffraktion verdeutlicht eine protektive Wirkung der ldslichen Isoform fiir das Myokard
(Abb. 14 D).

In neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte durch in situ-Hybridisierung eindeutig geklirt wer-
den, daB3 Kardiomyozyten die mRNA fiir Fas konstitutiv exprimieren (Tanaka ef al., 1994). In der
vorliegenden Arbeit war es durch in situ RT-PCR moglich, dieses Ergebnis fiir humanes Myo-
kard (LV und RA) zu bestitigen (vgl. Abb. 17). Die mRNA wurde eindeutig in allen Kardiomyo-
zyten der Gewebeschnitte nachgewiesen.

Durch Western-Blot konnte gezeigt werden, dafl der Fas-Rezeptor im humanen Myokard (RA
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und LV) nur in sehr geringer Menge vorkommt (vgl. Abb. 17). Bei einer Auftragung von 100 ug
Gesamt-Protein konnte lediglich eine sehr schwache, spezifische Proteinbande bei 45 kDa, ent-
sprechend dem Molekulargewicht des Fas-Rezeptors (Itoh et al., 1991) detektiert werden. Diese
Bande erwies sich trotz Verwendung des Chemolumineszenz-Verstirkersystems ECL fiir eine
eindeutige Quantifizierung als zu schwach. Da 100 pug Protein aufgetrennt werden mufiten, er-
schwerten Uberladungseffekte die genaue Reproduzierbarkeit der schwachen aber spezifischen
Bande. Die Verwendung von Membranfraktionen des Myokards in der Analyse fiihrte ebenfalls
zu keinem eindeutigen Nachweis von Fas (Ergebniss nicht dargestellt).

Bisher konnte in einer Vielzahl von Experimenten gezeigt werden, dal sich die Expression des
Fas-Rezeptors in Kardiomyozyten infolge unterschiedlicher Stimuli dndert: Hypoxie in neonata-
len Rattenkardiomyozyten induziert einen deutlichen Anstieg der mRNA (Tanaka et al., 1994),
durch Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion im Rattenmyokard oder nach extremer Uberfiil-
lung erhoht sich die Fas-Expression signifikant (Kajstura et al., 1996; Yue et al., 1998), wihrend
im normalen Myokard Fas nicht oder nur in einem geringen Prozentsatz der Myozyten auf Prote-
inebene detektiert wird. In den Untersuchungen dieser Arbeit gibt es jedoch keinen Hinweis auf
eine mechanosensitive Regulation von Fas im humanen, iiberlasteten linksventrikuldren Myo-
kard. Auch eine durch Hypoxie induzierte Fas-Expression konnte im LV nicht nachgewiesen
werden, die Expression der Patienten mit einer KHK unterschied sich nicht von der in DCM-
Patienten (vgl. Tab. 5).

Bislang bekannte Daten zeigen, dall Kardiomyozyten die Fas-mRNA konstitutiv exprimieren und
auch den Rezeptor an der Zelloberflache présentieren. Doch steht der Beweis, dall Fas an der
Auslosung von Apoptose in Kardiomyozyten tatsdchlich beteiligt ist noch aus. Es gibt Hinweise,
daf} die Aktivierung von Fas zu Dysfunktionen in isolierten Kardiomyozyten fiihrt, die haupt-
sdchlich elektrophysiologische Parameter und die Calcium-Homoostase der Zellen betreffen
(Felzen et al., 1998). Isolierte Herzen von /pr- (=Lymphoproliferation) Médusen ohne funktions-
fahigen Fas-Rezeptor (Watanabe-Fukunaga et al., 1992), zeigen deutlich weniger Apoptose nach
Ischdmie und Reperfusion als die Herzen der Normaltiere (Jeremias et al., 2000). Dieses Expe-
riment konnte indirekt eine Beteiligung des Fas-Systems an der Auslosung von Apoptose in Kar-
diomyozyten beweisen.

Unsere Ergebnisse der Untersuchungen am humanen LV lassen den Schluf3 zu, da3 Kardiomyo-
zyten im Spendermyokard sich vor Fas-vermittelter Apoptose durch die Synthese 16slicher Iso-
formen des Rezeptors schiitzen konnen. Dabei ist FasExo6Del die hiufigste Isoform, die anna-
hernd in gleicher Menge wie der Rezeptor vorkommt. Andere detektierbare Isoformen scheinen

aufgrund ihrer geringen Expression eine unbedeutendere Rolle gegeniiber FasExo6Del zu spie-
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len. Die durch alternatives Spleien entstehenden Isoformen des Fas-Rezeptors gelten als Anta-
gonisten des Rezeptors (Cascino ef al., 1996), sie kompetieren mit dem membranstindigen Re-
zeptor um den Liganden, der von aktivierten T-Zellen prédsentiert wird oder als 16sliche Form
vorliegt. Das Vorkommen l6slicher Fas-Isoformen und deren antiapoptotische Wirkung wurde
erstmals in Kulturiiberstinden von T-Zell-Tumorlinien und aktivierten peripheren mononukleé-
ren Blutzellen beschrieben (Cascino ef al., 1995; Cheng et al., 1995; Liu et al., 1995; Papoff et
al., 1996). Neueste Studien zeigen sogar, dal 10sliche Fas-Isoformen durch direkte Wechselwir-
kung mit der extrazelluldiren Doméne des Fas-Rezeptors die Auslosung von Apoptose inhibieren
(Papoft et al., 1999). Auch Kardiomyozyten sind in der Lage das alternative Spleiflen des primé-
ren Fas-Transkriptes durchzufiihren. Durch in situ RT-PCR mit Hilfe Exon 6 iiberspannender,
spezifischer Primer konnte die mRNA von FasExo6Del in Kardiomyozyten nachgewiesen wer-
den (vgl. Abb. 17 E). Die Verfligbarkeit antagonistischer Rezeptoren, sowohl 16slich als auch
membrandr, stellt somit einen komplexen Regulationsmechanismus der Zellen bei der Ausldsung
der Apoptose, iiber Fas oder auch anderer DD-Rezeptoren dar.

Die Expression 16slicher Isoformen des Fas-Rezeptors im Myokard scheint ein spezifisches Phi-
nomen des Menschen zu sein. Weder im gesunden Myokard von Maus, Ratte, Kaninchen oder
Schwein konnten durch RT-PCR mit spezifischen Primern 16sliche Isoformen des Rezeptors de-
tektiert werden (vgl. Abb. 12 und Abb. 37). Dieser Befund stellte sich bei der Suche nach einem
geeigneten Modellsystem heraus, bei dem das Phidnomen des alternativen Spleilens des Fas-
Transkriptes in Kardiomyozyten untersucht werden konnte. Losliche Isoformen des Fas-
Rezeptors der genannten Spezies sind bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Das
heil3t jedoch nicht, das es keine 16slichen Isoformen in diesen Spezies gibt. Moglicherweise ent-
stehen sie auch posttranslational durch ,,receptor shadding®, wie die 16sliche Isoform des TNF-
Rezeptors (Engelmann et al., 1989).

Die Bildung von 16slichen Isoformen des Fas-Rezeptors im gesunden Herzen des Menschen ist
als ein protektiver Effekt gegeniiber Fas-vermittelter Apoptose zu werten. Dieser Schutz geht bei
terminaler Herzinsuffizienz verloren. Interessanterweise kommt diese mutmafliche Herzprotek-

tion nicht in allen Sdugern vor.

Von der Bildung von Fas und 16slicher Fas-Isoformen im Myokard unabhéngig, sind zirkulieren-
de, 16sliche Fas-Rezeptor-Isoformen (sFas = soluble Fas) auch im Serum oder Plasma von Pati-
enten nachweisbar. In diesen Untersuchungen wurde im ELISA-Test eine um etwa das doppelte
erhohte Konzentration von sFas bei herzinsuffizienten Patienten mit NYHA 4 im Vergleich zu

Normalpatienten ermittelt (Nishigaki et al., 1998; Nishigaki et al., 1997; Okuyama et al., 1997).
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Zirkulierende, nachweisbare 10sliche Isoformen von Fas sind also bei Herzinsuffizienz erhoht,
wenn deren Expression im Myokard herabreguliert ist.

Es scheint also ein direkter Zusammenhang zwischen der Herzinsuffizienz und dem erh6hten
Vorkommen von l6slichen, zirkulierenden DD-Rezeptor-Isoformen zu bestehen, wie dies auch
fiir die 16slichen Formen des verwandten TNF-Rezeptors, sSTNF-R I und II, gezeigt werden konn-
te (Okuyama et al., 1997; Torre-Amione et al., 1996). Dabei wird diskutiert, da3 die 16slichen
Rezeptoren den vermehrt vorkommenden Liganden TNFa binden, um so Zellschiddigungen oder
Apoptose im Myokard oder in anderen Organen vorzubeugen (Okuyama et al., 1997). Die 1-
Jahres-Uberlebens-Prognose der Patienten der Gruppe mit einem besonders hohen sFas-Wert war
deutlich besser, als die mit einem vergleichbar niedrigen, obwohl sFas bei einer Genesung wieder
deutlich absinkt (Nishigaki et al., 1998). Zirkulierendes sFas scheint somit tatsdchlich protektive
Effekte zu induzieren. Ob der Schutz sich auf das Myokard oder andere Organe auswirkt ist al-
lerdings offen.

Die Frage nach der Herkunft sowie dem Ort der Wirkung von zirkulierendem sFas bei Herzinsuf-
fizienzpatienten ist also noch unklar. Durch in situ RT-PCR konnte, wie bereits erwéhnt, geklart
werden, da3 Kardiomyozyten des Spendermyokards die mRNA fiir FasExo6Del bilden. Es wur-
de aber auch gezeigt, dal das Myokard dies im Endstadium der Herzinsuffizienz einstellt. Dies
spricht dafiir, da3 zirkulierendes sFas iiberwiegend aus dem peripheren nicht kardialen Gewebe
stammt. Daten von Nishigaki et al. (1997) belegen diese Vermutung: Blutproben, die Patienten
aus verschiedenen Bereichen des Herzens wihrend einer Herzkatheteruntersuchung entnommen
wurden, zeigten keine nennenswerten Unterschiede im sFas-Niveau. Die Tatsache, dafl sFas im
Blut der Normalpatienten niedrig ist, liegt mdglicherweise darin begriindet, dal3 das Myokard nur
eine unbedeutende Quelle fiir sFas darstellt. Demnach sollten geringe Konzentrationen im inter-

stitiellen Raum fiir eine protektive Wirkung im normalen Myokard ausreichend sein.

Weiterhin wurde auch die mRNA-Expression des zugehorigen spezifischen Apoptose induzie-
renden Fas-Liganden in humanen Myokardproben untersucht. Es wurde urspriinglich vermutet,
daB sich die Expression von FasL auf immunprivilegierte Zellen und Gewebe, wie aktivierte T-
Zellen, natiirliche Killerzellen, Testis oder Endothelzellen der vorderen Kammer des Auges be-
schrinkt (zur Ubersicht: Schulze-Osthoff et al., 1998). In humanen Myokardproben konnte ins-
gesamt nur eine sehr niedrige Expression der mRNA des Fas-Liganden mittels RT-PCR detek-
tiert werden (vgl. Abb. 25). Die Quantifizierung zeigte dennoch eine deutlich erhohte Expression
im insuffizienten Myokard, wahrend in den Spendern die FasL-mRNA kaum nachweisbar war.

Eine besonders erhohte Expression von FasL konnte in Patienten mit einer dilatativen Kardio-
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myopathie beobachtet werden (vgl. Abb. 26). Oftmals geht einer DCM eine bakterielle oder vira-
le Infektion voraus, so dal Entziindungen im Myokard beobachtet werden (Willerson und Cohn,
1995). An Entziindungsreaktionen sind FasL-prédsentierende Zellen der Immunabwehr beteiligt,
die ins Gewebe infiltriert werden und somit zur Expression von FasL im Myokard beitragen
konnten. Moglicherweise sind es auch die Kardiomyozyten selbst, die den FasL als einen Ab-
wehrmechanismus bilden, denn es gibt die Vermutung, da3 Kardiomyozyten selbst im Normal-
zustand oder nach Ischdmie den FasL exprimieren (De Wegner et al., 1999; Jeremias et al.,
2000), dies konnte die gering nachweisbare mRNA im Spendermyokard und in den KHK-
Patienten erkliren. Es gibt aber auch die Uberlegung, daB die Priisentation von FasL auf der
Oberfldche der Kardiomyozyten einen Schutz gegen zytotoxische T-Zellen bei AbstoBungsreak-
tionen nach einer Herztransplantation sein konnte (Hoffen, 1998, De Wegner et al., 1999).
Yamaguchi et al. (1999) beobachteten einen deutlichen Anstieg der 16slichen Form von FasL im
Serum von Patienten mit Herzinsuffizienz im Vergleich zu Normalpatienten. Dabei wird disku-
tiert, da3 die Hohe des Wertes mit dem Schweregrad der Krankheit korreliert. Das Myokard ist
dabei eine Quelle fiir FasL, wie Messungen von Blutproben nach Herzkatheteruntersuchungen
ergaben (Yamaguchi et al., 1999). Diese Daten bestitigen die Ergebnisse einer fritheren Verof-
fentlichung von Toyozaki et al. (1998), stehen aber im Gegensatz zu den Messungen von Nishi-
gaki et al. (1997), die keine Verdnderungen des FasL im Plasma herzinsuffizienter Patienten fin-
den konnten. Fiir das Zytokin TNFa, das in seiner Struktur dem FasL sehr dhnlich ist, konnte
eindeutig geklart werden, dall es vom insuffizienten Myokard sekretiert wird (Torre-Amione et
al., 1996) und zu Funktionsstorungen und Apoptose von Kardiomyozyten fiihrt (Krown et al.,
1996; Bozkurt et al., 1998). Daher liegt aufgrund der aufgefiihrten Daten die Spekulation nahe,
daf} der FasL einer dhnlichen Regulation unterliegen konnte.

Die bekannten Daten belegen eindeutig eine Beteiligung des Fas/FasL-Systems an der Entste-
hung bzw. dem Verlauf der Herzinsuffizienz. Die Regulationsmechanismen sind jedoch sehr
komplex, so dal zum Zeitpunkt noch unklar ist, welche Bedeutung den einzelnen Komponenten

des Systems zukommt.

5.1.3 Myokardiale Apoptose und Expression des Fas-Rezeptors im humanen Myokard

nach mechanischer Entlastung durch ein ventrikuléres Assist-System (VAD, Kunstherz)

Die Transplantation des Herzens ist weltweit als chirurgische Therapie zur Behandlung der Herz-
insuffizienz im Endstadium anerkannt (Stevenson, 1998); die Hiufigkeit der Transplantation

wird jedoch durch die Verfligbarkeit von Spenderherzen begrenzt. Die Implantation eines ventri-
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kuldren Unterstiitzungssystems (ventricular assist device: VAD) wird daher seit einigen Jahren
erfolgreich praktiziert, um den Patienten im Endstadium der Herzinsuffizienz das Uberleben zu
sichern und die Zeit zu tiiberbriicken, bis ein geeignetes Spenderherz zur Verfligung steht
(Goldstein et al., 1998). Dabei wird die urspriingliche Funktion des Ventrikels durch eine me-
chanische Pumpe unterstiitzt und somit die Versorgung des Organismus gewéhrleistet.
Zahlreiche Studien belegen, da3 sich das Myokard durch die Entlastung durch ein VAD erholt
und eine Funktionsverbesserung (recovery) erfahrt, man spricht sogar von einer Umkehr der Kar-
diomyopathie (Levine et al., 1995; Loebe ef al., 1999) oder der Mechanismen, die eine Rolle
beim myokardialen ,,Remodeling* spielen und zum Fortschreiten der Herzinsuffizienz beitragen
(Mann und Willerson, 1998; Zafeiridis et al., 1997). Die Uberbriickung durch das VAD erhoht
zudem auch die Uberlebensrate der Patienten nach einer Transplantation (Frazier et al., 1995).
Einige Patienten wurden schon erfolgreich vom VAD entwohnt, da ihr Herz die urspriingliche
Funktion ohne externe Unterstiitzung wieder aufnehmen konnte (Loebe ef al., 1999; Loebe et al.,
1997; McBride et al., 1999; Miiller et al., 1997); ein Schritt, der als mogliche Alternative zur
Transplantation diskutiert wird.

Molekulare Mechanismen, die zur Erholung des Myokards fiihren, sind jedoch noch unklar. Der
Einsatz eines VAD bedingt eine Verminderung der Insuffizienz bedingten Uberlast des Myo-
kards, so dal3 die Auswirkungen auf die Apoptose und die Reversibilitit von Phénotypverinde-
rungen analysiert werden konnen. Fiir die vorliegende Arbeit standen Myokardproben des linken
Ventrikels von 10 Patienten vor Implantation eines ventrikuldren Unterstiitzungssystems (Zu-
stand der extremen Uberdehnung) und nach Ausbau wihrend der Transplantation (nach mehr-
monatiger Entlastung durch ein VAD) zur Verfiigung. Der paarweise Vergleich dieser Proben
aus dem gleichen Herzen erlaubt die direkte Dokumentation der Wirkung der Entlastung.

Die Ermittlung des apoptotischen DNA-Leiterscores bestitigte ein erhohtes Auftreten von Apop-
tose im Myokard vor Einbau des VAD. In Myokardproben der gleichen Patienten nach VAD-
Entlastung konnte ein deutlicher Riickgang des Verlustes von Zellen durch Apoptose beobachtet
werden (vgl. Tab. 12). Dies entspricht auch den Untersuchungen von Grunstein et al. (1997), die
eine verringerte Anzahl TUNEL-positiver Myozytenkerne in 6 von 7 Myokardproben nach
VAD-Entlastung finden konnten. Diese verminderte Apoptose ist mit der Verringerung der
ventrikuldren Wandspannung und der damit geringeren mechanischen Belastung der Kardiomyo-
zyten durch den Einsatz des VAD erkldrbar. Die Normalisierung der ANP-Expression in den
untersuchten post-VAD-Proben beweist die nachlassende Uberlast des Myokards (Bartling et al.,
1999). Somit stiitzt diese Untersuchung an VAD-Patienten die Hypothese, dal} eine erhohte me-

chanische Belastung zur vermehrten Apoptose von Myozyten im insuffizienten Herzen fiihrt.
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Die Quantifizierung der Expression des Apoptose auslosenden Fas-Rezeptors und seiner 16sli-
chen Isoform FasExo6Del vor Einbau des VAD zeigte einen vergleichbaren Apoptose anfilligen
Phénotyp wie die terminal insuffizienten Herzen: eine geringe, kaum nachweisbare Expression
von FasExo6Del und somit ein erhdhtes proapoptotisches Verhiltnis Fas/FasExo6Del (vgl.
Tab. 6).

Nach VAD konnte eine leicht erhohte Expression von FasExo6Del beobachtet werden, so daf3
sich das Verhéltnis Fas/FasExo6Del verringerte und sich dem ,,Normalzustand* in den Spender-
herzen anniherte. Bei den DCM-Patienten korrelierte die prozentuale Anderung des Verhiltnis-
ses Fas/FasExo6Del mit der Dauer der Unterstiitzung (vgl. Abb. 15A). Eine ,,Normalisierung®
des Phénotypes des Myokards nach VAD-Entlastung wurde auch fiir verschiedene Mitglieder der
Bcl-2-Familie und Molekiilen der Calcium-Homdostase (Na“-Ca”*-Exchanger und SERCA =
sarkoplasmatische Ca®"-ATPase) gezeigt (Bartling et al., 1999).

Das Patientenkollektiv in der vorliegenden Arbeit enthielt auch zwei KHK-Patienten, deren ver-
andertes Verhéltnis Fas/FasExo6Del vor und nach Einbau des VAD aufgrund der Gegensétzlich-
keit beider Werte nicht mit in die zeitabhidngige Korrelation einging. In klinischen Studien wurde
festgestellt, dal DCM-Patienten oft eine bessere Prognose bei der Entwohnung vom VAD haben
als KHK-Patienten (Loebe et al., 1999). Solch eine Entwohnung ist durchaus vom AusmaB irre-
versibler Schidigungen des Myokards abhéngig, die bei KHK-Patienten als Folge groBer Myo-
kardverluste nach Infarkt und damit verbundener Narbenbildung und Fibrosierung als besonders
hoch einzustufen sind.

Durch die Entlastung erfahrt das insuffiziente Myokard also verschiedene Umstrukturierungen,
die sich auf das Ausmal} der Apoptose, sowie die Expression Apoptose relevanter Gene auswir-
ken, es erfolgt eine Anndherung an den ,,Normalzustand®, der jedoch bei weitem nicht erreicht
wird. Es ist wohl auch nicht zu erwarten, dal eine vollstindige Normalisierung eines Herzens,
daf} kurz vor dem kompletten Funktionsverlust stand, innerhalb weniger Wochen erreicht werden
kann. Zudem gibt es auch einen Anteil von Patienten, der durch den Einbau eines VAD keine
Verbesserung erfihrt (Westaby und Coats, 1998). Vielleicht wiiren die Uberlebensraten der Pati-
enten besser, wenn das VAD nicht erst zur Uberbriickung der Zeit bis zur Transplantation, son-
dern als therapeutische Mafinahme wesentlich frither implantiert werden wiirde.

Die Untersuchungen passen in das Konzept, da3} die Herzinsuffizienz zu einem gewissen Mal3e

reversibel ist (Levine et al., 1995; Loebe et al., 1999).
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5.1.4 Spielt alternatives Spleifien bei der Auslosung von Apoptose eine Rolle?

Die Herabregulation alternativ gespleifiter Isoformen des Fas-Rezeptors weist auf ein verdndertes
alternatives Spleiflen des Fas-Transkriptes im erkrankten Myokard hin (vgl. Abb. 11).
Alternatives Spleiflen erhoht die Variabilitit der genetischen Information, so dafl aus einer ge-
nomischen Sequenz posttranskriptional Proteine unterschiedlicher Struktur und Funktion entste-
hen kénnen (Valcarcel und Green, 1996); wie das auch bei Fas der Fall ist. Dies ist zum Beispiel
auch fiir verschiedene Gene bekannt, die kontraktile Proteine kodieren (Breitbart et al., 1987,
Ruiz-Opazo und Nadal-Ginard, 1987). Im iiberlasteten oder insuffizienten Myokard tragen Ande-
rungen des alternativen SpleiBlens der Primartranskripte solcher Proteine, wie zum Beispiel Tro-
ponin T, zur Modifikation des myokardialen Phianotyps bei (Anderson ef al., 1995; Mesnard et
al., 1995).

Wichtige Funktionen beim konstitutiven und alternativen Spleilen iibernehmen SR-Proteine
(Proteine mit C-terminaler Serin/Arginin-Doméne) (Screaton et al., 1995; Zahler et al., 1993).
Ihre Funktion, wie beispielsweise die Selektion alternativer mRNA-Spleifistellen wird durch re-
versible Phosphorylierungen reguliert (Ge und Manley, 1991; Krainer et al., 1990). Apoptose
spezifische Phosphorylierungen von SR-Proteinen und das dadurch verdnderte alternative Splei-
Ben Apoptose modulierender Faktoren wire als ein neuer Mechanismus bei der Regulation von
Apoptose denkbar (Utz et al., 1998). Grundlegende Funktionsverdnderungen durch alternatives
Spleilen der Primértranskripte wichtiger Apoptoseregulatoren sind nicht nur fiir Fas bekannt.
Auch in der Familie der Bcl-Proteine gibt es ein Beispiel: aus dem Transkript des antiapoptoti-
schen Bcl-xp kann die proapoptotische Form Bcl-xg entstehen (Boise et al., 1993). Eine dhnlich
Regulation wurde auch fiir Caspase-2 beobachtet, deren groe SpleiBlvariante proapoptotisch
wirkt, die kiirzere hingegen antiapoptotisch (Shaham und Horvitz, 1996). Auf der Ebene der DD-
Rezeptoren gibt es ebenfalls ein weiteres Beispiel, den fiir Lymphozyten spezifischen Rezeptor
DR3, von dem 11 Spleilprodukte mit unterschiedlichen Funktionen bekannt sind (Screaton et
al., 1997).

Das verminderte Vorkommen antiapoptotischer 16slicher Isoformen des Fas-Rezeptors konnte
auf eine verdnderte Funktion verschiedener Spleiflfaktoren im insuffizienten humanen Myokard

zurickzufiihren sein.
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5.1.5 Wie verindert sich die Expression von Komponenten des TRAIL-Systems bei der

Herzinsuffizienz?

Neben Fas und TNF-RI waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen 3 weitere DD-enthaltende,
Apoptose auslosende Rezeptoren bekannt: DR3, DR4 und DRS5 sowie deren Antagonist DcR1,
der keine funktionelle DD enthdlt. Auch diese Rezeptoren werden konstitutiv im Myokard
exprimiert (Pan et al., 1997; Pan et al., 1997; Sheridan et al., 1997) und konnten durch eine ver-
anderte Expression die Apoptoseanfilligkeit der Kardiomyozyten beeinflussen. Um ein vollstan-
diges Bild der mRNA-Expression von DR4, DR5 und DcR1 bei der Herzinsuffizienz zu erhalten,
wurde diese im humanen Myokard mittels Standard kalibrierter, kompetitiver RT-PCR unter-
sucht. DR3 ist ein Rezeptor, der lediglich von Lymphozyten exprimiert wird (Screaton et al.,
1997). In unserem Labor wurden Untersuchung vorgenommen, DR3 mittels RT-PCR im huma-
nen Myokard nachzuweisen, es konnte jedoch nur eine duflerst geringe Menge seines Transkrip-
tes gefunden werden (unverdffentlichtes Ergebnis).

Wihrend die mRNA-Expression von DR4 und DcR1 keinerlei Verdnderungen im insuffizienten
Myokard im Vergleich zu den Spendern zeigte, konnte eine signifikante Herabregulation von
DR5-mRNA im insuffizienten Myokard beobachtet werden (vgl. Abb. 20). DRS konnte auf Pro-
teinebene im Western nicht quantifiziert werden, da zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch
kein kommerziell erhéltlicher spezifischer Antikorper gegen DRS verfiigbar war.

Auch von DR5 wurden 2 SpleiB-Isoformen beschrieben, die sich in der extrazelluldiren Domine
um 29 Aminosduren unterscheiden, jedoch keine unterschiedliche Funktion bei der Auslosung
von Apoptose besitzen (Screaton et al., 1997). Durch die Wahl der spezifischen PCR-Primer
konnten beide Isoformen in der optimierten RT-PCR unterschieden und im humanen Myokard
detektiert werden. Es konnten jedoch keine Unterschiede im Vorkommen der Isoformen von
DRS im Myokard gefunden werden (vgl. Abb. 19).

Die DD-Rezeptoren DR4 und DRS sind im humanen Organismus ubiquitdr exprimiert (Pan et
al., 1997; Pan et al., 1997; Schneider et al., 1997), ebenso wie ihr endogener Ligand TRAIL
(Wiley et al., 1995). Die Herabregulation von DR5 im insuffizienten Myokard stellt moglicher-
weise eine Schutzfunktion gegen vermehrt auftretende apoptotische Stimuli dar.

Obwohl beide Rezeptoren im Myokard exprimiert werden, gibt es bisher jedoch noch keine Hin-
weise darauf, da3 iiber DR4 oder DR5 Apoptose in Kardiomyozyten ausgeldst werden kann. Die
bislang vorliegenden Untersuchungen beschrankten sich auf andere Zellsysteme. Zudem ist noch
wenig dariiber bekannt, welche intrazelluldren Molekiile das apoptotische Signal ins Zellinnere

leiten, dabei wird die Beteiligung von FADD kontrovers diskutiert (Marsters ef al., 1996; Pan et
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Pan et al., 1997; Walczak et al., 1997), die Aktivierung von Caspasen ist dagegen unumstritten
(Mariani et al., 1997). Walczak et al. (1997) charakterisierten DR4 und DRS5 als biochemisch
und funktionell unterschiedliche Rezeptoren und stellten somit die Moglichkeit in den Raum,
daB3 durch einen Ausloser, den Liganden TRAIL, unterschiedliche apoptotische Signalwege ein-
geschlagen werden konnen. Die unterschiedliche Regulation der mRNA-Expression beider Re-
zeptoren bei Herzinsuffizienz pallt zu funktionellen Unterschieden.

Fiir den DR4- und DR5-Liganden TRAIL waren bereits spezifische Antikorper kommerziell ver-
fiigbar, so dal} die membranidre Form des Liganden im Western-Blot durch eine spezifische Ban-
de mit einem Molekulargewicht von ca. 32 kDa detektiert werden konnte (vgl. Abb. 20); 16sli-
ches TRAIL, das durch proteolytische Spaltung von der membrandren Form entsteht (Mariani
und Krammer, 1998), konnte nicht nachgewiesen werden. Die Quantifizierung ergab, dall der
Ligand TRAIL auf Proteinebene im insuffizienten Myokard gegeniiber dem Spendermyokard
etwa auf das Doppelte erhoht ist (vgl. Abb. 23).

TRAIL wurde als ein neues Mitglied der Zytokine der TNF-Familie identifiziert und kann Apop-
tose unabhéngig von Fas oder TNF vermitteln (Pitti ez al., 1996; Wiley et al., 1995). Die biologi-
sche Bedeutung von TRAIL ist jedoch noch unklar. TRAIL wird von vielen Zellen und Geweben
konstitutiv exprimiert, ist aber in vivo nicht immer zytotoxisch (Wiley et al., 1995). Dieses Phi-
nomen kann zum einen damit erklart werden, dal3 viele Korperzellen, wie auch Kardiomyozyten,
sogenannte Koderrezeptoren fiir TRAIL exprimieren (Walczak et al., 1997) und zum anderen
damit, dal zusétzliche Stimuli fiir die Auslosung von Apoptose liber diesen Signalweg notwen-
dig sind. An isolierten Rattenkardiomyozyten konnte zum Beispiel gezeigt werden, daf} sie kon-
stitutiv resistent gegeniiber TRAIL und auch anderen Apoptose auslosenden Liganden sind
(Jeremias et al., 2000). Dies andert sich jedoch nach einer experimentellen Ischdmie mit an-
schlieBender Reperfusion. Die Kardiomyozyten selbst tragen dabei zu einer vermehrten Freiset-
zung dieser Liganden bei, wobei auch eine erhohte mRNA-Expression gemessen wurde. Mogli-
cherweise werden die Kardiomyozyten durch StreBsituationen sensitiver gegeniiber TRAIL-
vermittelter Apoptose (Jeremias et al., 2000).

Die vermehrte Produktion von TRAIL im terminal insuffizienten Myokard (vgl. Abb. 23) konnte
aber auch als Abwehrmechanismus gegen in das Gewebe infiltrierende Zellen, die wiederum
andere toxische Ereignisse hervorrufen, diskutiert werden.

Der sogenannte Kdderrezeptor DcR1, der TRAIL binden kann ohne Apoptose auszuldsen, wird
von normalen Korperzellen exprimiert, nicht jedoch von den meisten Tumorzellen (Gura, 1997,
MacFarlane ef al., 1997). Das Vorhandensein von Kdderrezeptoren bietet somit normalen Zellen

einen Schutz gegeniiber TRAIL-vermittelter Apoptose. Daher scheint es verwunderlich, daf die
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ohnehin im Vergleich zu DR4 oder DR5 schon sehr niedrige mRNA-Expression von DcR1 un-
verdndert bleibt, obwohl TRAIL im insuffizienten Myokard erhdht ist. Die Quantifizierung von
DcR1 beschréinkte sich hier wiederum auf die Transkriptionsebene, da noch kein Antikorper er-
hiltlich war.

Diese Ergebnisse zeigen, da auch das TRAIL-System bei terminaler Herzinsuffizienz des Men-
schen deutlichen Verdnderungen unterliegt, deren Funktionen jedoch noch offen sind.

Der Vollstindigkeit halber wurde auch die mRNA-Expression des TNF-Rezeptors I (TNF-RI) im
humanen Myokard analysiert (vgl. 4.3). Es wurden keine Unterschiede in der Expression zwi-
schen Spender- und insuffizientem Myokard beobachtet. Dieses Ergebnis bestdtigt bereits verof-
fentlichte Daten, da3 der TNF-Rezeptor konstitutiv im Myokard exprimiert wird (Torre-Amione
et al., 1995; Torre-Amione et al., 1996). Posttranslationale Verdnderungen an TNF-Rezeptoren
im insuffizienten Myokard und deren Wirkung sind bereits beschrieben (Torre-Amione et al.,

1996).

5.1.6 Sind die Komponenten des apoptotischen Signalweges der DD-Rezeptoren im Myo-

kard exprimiert?

Neben der Expression der Apoptose auslosenden Rezeptoren oder Liganden konnte auch die
mRNA-Expression einiger bekannter Elemente ihrer apoptotischen Signalkaskade, wie der
Adaptermolekiile FADD und TRADD, Caspase-8 und FLIP, im Myokard eindeutig durch RT-
PCR nachgewiesen werden (vgl. Abb. 25). Das Myokard hat demnach das Potential, diesen Sig-
nalweg zu beschreiten. Die Quantifizierung ergab, dall die Expression der genannten Molekiile
auf mRNA-Ebene keinen Verdnderungen bei terminaler Herzinsuffizienz unterliegt (vgl. Abb.
26). Demnach ist im Myokard zur Auslésung von Apoptose keine erhohte Expression der Mole-
kiile dieses Signalweges notwendig.

Die Regulation der Aktivitdt von Initiator-Caspasen, wie Caspase-8, ist von grofler Bedeutung
bei der Auslosung von Apoptose. Sie kann durch Autoaktivierung nach Komplexbildung mit
Adaptermolekiilen infolge einer Stimulation von DD-Rezeptoren oder durch Blockierung dieser
Komplexierung durch Interaktion mit inhibitorischen Molekiilen, wie zelluldre und virale FLIPs,
erfolgen (Kumar und Colussi, 1999; Thome et al., 1997; Tschopp et al., 1998). Dies zeigt, dal
die Regulation der Caspaseaktivitdt hauptséchlich posttranslational erfolgt und auf Protein-
Protein-Wechselwirkungen beruht. Das scheint sich auch fiir Caspase-8 im Myokard zu bestéti-
gen: bei Herzinsuffizienz ist ihre mRNA-Expression unverindert, andererseits kann ihre Aktivie-

rung aufgrund der vorliegenden Apoptose vermutet werden.
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Anderungen der mRNA-Expression von FLIP, welches die Aktivierung von Caspase-8 verhin-
dert und somit antiapoptotisch wirkt, konnten aber ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Auch
das alternative Spleiflen des Primédrtranskriptes von FLIP in FLIPs und FLIP. unterliegt bei der
Herzinsuffizienz keinen Verdnderungen (vgl. Abb. 26 und Tab. 11). Bisher konnten fiir beide
Isoformen auch keine prinzipiell gegensitzlichen Funktionen nachgewiesen werden. FLIP, der
Name leitet sich urspriinglich von ,,FLICE inhibitory protein* ab, wurde als humanes Homolog
von viralen Apoptoseinhibitoren identifiziert (Irmler et al., 1997). Zum Schutz des Korpers vor
viralen Infektionen werden infizierte Zellen einem apoptotischen Programm unterworfen. Um
diesem ProzeB entgegenzuwirken haben Viren eine Reihe verschiedener Mechanismen ent-
wickelt, die in das apoptotische Programm blockierend eingreifen. Dall auch normale Korperzel-
len tiber solche homologen Proteine verfiigen, beweist deren auBerordentliche Rolle bei der Re-
gulation der Apoptose. Es ist wahrscheinlich, dal} die Verfiigbarkeit von FLIP auch posttranslati-
onal im humanen Myokard erfolgt. /n vivo-Versuche an Ratten zeigten bereits, daB nach Myo-
kardinfarkt in TUNEL-positiven Kardiomyozyten im Vergleich zu normalen Kardiomyozyten
FLIP deutlich herabreguliert ist (Rasper et al., 1998). Im humanen Myokard wurde FLIP bisher

auf Proteinebene noch nicht nachgewiesen.

Durch gezielte Expressionsanalysen konnten auf der Ebene der DD-Rezeptoren und ihrer Ligan-
den deutliche Phanotypverdnderungen bei terminaler Herzinsuffizienz im linken Ventrikel mit
deutlichen Anzeichen von Apoptose beschrieben werden:

e Anstieg des proapoptotischen Verhiltnisses Fas/FasExo6Del, das bei himodynamischer Ent-

lastung wieder leicht absinkt

e crhohte Expression von FasL in DCM-Patienten

e Herabregulation des Apoptose auslésenden DRS

e crhohte Proteinexpression des Liganden TRAIL.

Mit Ausnahme der Herabregulation von DRS5 passen all diese Verdnderungen zu einer erhdhten
Apoptoseanfilligkeit des insuffizienten Herzens. Das Ausmal} dieser Erh6hung kann gegenwiér-
tig noch nicht beurteilt werden. Die vorgestellten Verdnderungen im Apoptose regulierenden
DD-Rezeptor-System sind aber alle in Myokardbiopsien quantifizierbar und konnten als Indika-

toren der Uberlast-induzierten Herzinsuffizienz in Biopsien genutzt werden.

Moglicherweise spielt der Apoptose auslosende Weg liber DD-Rezeptoren aber nur eine unterge-

ordnete Rolle in Zellen, wie den Kardiomyozyten, in denen Mitochondrien etwa 30% des Volu-
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mens einnehmen. Daher konnte die mitochondriale Regulation der Apoptose, die einleitend dar-
gestellt wurde (vgl. 1.7), hier vongroBerer Bedeutung sein (Schellenberger ef al., 2000). Tatsédch-
lich wurde im terminal insuffizienten Myokard vermehrt zytosolisches Cytochrom c, das eine
wesentliche Rolle bei der Bildung eines Apoptosoms und der Aktivierung der Caspase-Kaskade
spielt (Abb. 2), beobachtet, wihrend im gesunden Myokard Cytochrom c vornehmlich in den
Mitochondrien lokalisiert ist (Narula et al., 1999). Einhergehend mit der Translokation von Cy-
tochrom ¢ wird zunehmend aktivierte Caspase-3 beobachtet. Diese Daten zeigen, da3 das apopto-
tische Programm im insuffizienten Myokard in etwa 50% der Kardiomyozyten bereits aktiviert
ist, jedoch nur ein minimaler Teil der Zellen auch TUNEL-positiv ist (Narula et al., 1999). Man
spricht hier von frithen Stadien einer zytosolischen Apoptose der Kardiomyozyten, die mogli-
cherweise zu einem gewissen Grad reversibel sind (Darmer et al., 2000; Schellenberger et al.,
2000), wahrend Kernapoptose erst in einer spéteren Phase stattfindet.

Es scheint auch extrem schwierig, pharmakologische Ansétze zu finden, die Apoptose im Kardio-
myozyten unterbinden. Zum einen ist es nicht sinnvoll geschidigte Zellen zu erhalten, die ihre
Funktion nur noch eingeschrinkt oder gar nicht mehr erfiillen. Sie kénnten dem Organ insgesamt
mehr schaden als nutzen, beispielsweise durch die Auspragung von Arrythmien im Myokard
infolge von Funktionsverlusten bei der Signaliibertragung. Es ist daher von Bedeutung, zusitz-
lich eine Regeneration der Funktion der Zellen zu erzielen, die scheinbar nur durch eine mecha-
nische Entlastung, wie das bei der Unterstiitzung des Myokards durch den Einbau eines VAD der
Fall ist, erreicht werden kann.

Zum anderen miiflte, um den Verlust von kontraktilen Zellen einzuschrénken, eine Apoptosepra-
vention entwickelt werden, die gezielt auf Kardiomyozyten wirkt. Gerade bei Krankheiten wie
Krebs liegt eine Stérung der Apoptose vor, die sich in einer unkontrollierten Proliferation des
Tumors duBert. Die Gabe von allgemein antiapoptotisch wirkenden Stoffen konnte die Entste-

hung und das unkontrollierte Wachstum von Tumoren begiinstigen.

5.2 Apoptose im Modellsystem kultivierter Kaninchentrabekel

Wie einleitend ausfiihrlich dargestellt (vgl. 1.1), sind Kardiomyozyten im insuffizienten Myokard
einer andauernden hohen mechanischen Belastung ausgesetzt, bedingt durch eine pathologische
hdmodynamische Uberlast. Diese erhdhte mechanische Beanspruchung wird als eine mogliche
Ursache fiir ein vermehrtes Auftreten apoptotischer Zellunterginge von Kardiomyozyten im ii-
berlasteten Myokard diskutiert (Bing, 1994). Durch Dehnung ganzer Papillarmuskel (Cheng et
al., 1995) oder adulter Kardiomyozyten auf Membranen (Leri et al., 1998; Leri et al., 1999) wur-
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de diese in vivo-Situation bisher versucht, in vitro nachzuempfinden. Diese artifiziellen Modelle
kénnen jedoch den Zusammenhang zwischen Apoptose und Uberlast nicht eindeutig beweisen.
Die extreme Uberdehnung von Papillarmuskeln der Ratte in vitro fiihrt zwar zu einem auffilligen
Ansieg der Apoptoserate von Kardiomyozyten einhergehend mit einer Neuanordnung der Zellen
(Cheng et al., 1995). Jedoch kommt eine solche starke Uberdehnung von Muskeln in dem hier
angewandten Ausmal} in vivo niemals vor. Adulte Kardiomyozyten der Ratte in Kultur weisen
bereits eine relativ hohe basale Apoptoserate auf (Leri ef al., 1998; Leri et al., 1999). Ein Ver-
gleich des apoptotischen DNA-Leiterscores von Kardiomyozyten aus intaktem Myokard mit iso-
lierten Kardiomyozyten in Kultur in der vorliegenden Arbeit zeigte ebenfalls diese hohe Basala-
poptose der Zellen in Kultur und damit den dramatischen Unterschied zwischen Gewebe und
Zellkultur (vgl. 4.4.5 und Abb. 31). Diese starke Aktivierung des apoptotischen Programms in
isolierten Zellen ohne Applikation eines apoptotischen Stimulus wird in Zusammenhang mit der
Auflosung urspriinglich bestehender Zellkontakte und Zytoskelettverankerungen infolge enzyma-
tischer und mechanischer Vereinzelungsmechanismen bei der Praparation gebracht und als Anoi-
kis (durch Vereinzelung induzierte Apoptose) bezeichnet (Frisch und Rouslahti, 1997; Meredith
und Schwartz, 1997). Extrem iiberdehnte Papillarmuskeln oder gedehnte kultivierte Kardiomyo-
zyten sind daher zur Untersuchung der physiologischen Relevanz von Uberlast-induzierter Apop-
tose weniger geeignet.

Im Modellsystem der kultivierten, multizelluldren Kaninchentrabekel (Abb. 3) 148t sich die me-
chanische Belastung (Dehnung) von Kardiomyozyten eines Herzmuskelprdparates im physiolo-
gisch relevanten Bereich und ohne jeglichen hormonellen Einfliisse experimentell durchfiihren
(Janssen et al., 1998). Dieses System betrachtet Kardiomyozyten in ihrem urspriinglichen Gewe-
beverband, mit der Verwendung intakter Muskelstreifen (Trabekel) wird das Problem der Ver-
einzelung umgangen. Die Versorgung der Zellen im inneren Bereich des Praparates wird wih-
rend der Kultivierung im Organbad aufgrund des geringen Durchmessers der Trabekel durch
Diffusion gewéhrleistet, so dal keine anoxischen Kerne entstehen. In ersten Versuchen konnte
geklart werden, daB3 die Trabekel hinsichtlich ihrer muskelphysiologischen Parameter und Prote-
insyntheserate iiber 48 h stabil sind. Die kontraktile Reserve des Muskels bei Anstieg der Ca*'-
Konzentration oder bei B-adrenerger Stimulation bleibt iiber diesen Zeitraum erhalten (Janssen et
al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit konnte mit diesem Trabekelmodell zum ersten mal gezeigt werden,
daB chronische Uberlast (Dehnung) von intaktem, kontrahierenden Myokard zur Auslésung von
Apoptose in Kardiomyozyten fiihrt. Fiir diese Untersuchungen wurden unterschiedliche Deh-

nungszustinde, die im klinisch relevanten Bereich liegen (Ly.x wurde dabei nicht {iberschritten)
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betrachtet (vgl. 2.3). Eine chronische Dehnung der Trabekel iiber 48 h auf die maximale Muskel-
lange (Limax; Vor- und Nachlast) fiihrte zu einer massiven Apoptose im kontrahierenden Muskel,
die durch den Nachweis der apoptotischen DNA-Fragmentierung identifiziert wurde. Eine
TUNEL-Firbung auf Gewebeschnitten gedehnter Trabekel zeigte, daB3 Kardiomyozyten von a-
poptotischen DNA-Verdnderungen betroffen waren. Dabei scheinen TUNEL-positive Zellen
meist intakt, d.h. sie wiesen noch keine typischen morphologischen Veridnderungen auf, die
durch ein Lichtmikroskop erkennbar wéren. Die deutlich langsamere Kontraktion der gedehnten
Trabekel innerhalb des Kultivierungszeitraumes zeigt moglicherweise erste Effekte der einset-
zenden Apoptose im Priparat auf die Muskelphysiologie.

In einer Zeitkurve konnte in den gedehnten Trabekeln erst innerhalb von 6 bis 24 h eine erhohte
Apoptosehéufigkeit gefunden werden, die binnen weiterer 24 h nicht weiter anstieg (vgl. 4.5.2).
Dieses Ergebnis spricht fiir eine langsamere Auslosung von Apoptose in Kardiomyozyten unter
physiologisch relevanten Bedingungen. Die extrem iiberdehnten Papillarmuskel zeigten bereits
nach 3 h einen Anstieg der Apoptoserate und isolierte Kardiomyozyten nach etwa 4 h (Cheng et
al., 1995; Leri et al., 1998; Leri et al., 1999).

Ein Vergleich unterschiedlicher Dehnungszustéinde zeigte, dal bereits eine leichte Dehnung zu
Apoptose im Muskel fiihrte, die jedoch gemessen am apoptotischen DNA-Leiterscore ein gerin-
geres Ausmal} hatte als eine chronische Dehnung auf L.,,x. Trabekel ohne mechanische Bean-
spruchung wiesen hingegen kaum Zeichen einer apoptotischen DNA-Fragmentierung auf (vgl.
Abb. 36).

Aus diesen Ergebnissen 148t sich schlulfolgern, dafl eine erhdhte mechanische Belastung ohne
hormonelle Einfliisse Apoptose im kontrahierenden, intakten Myokard induzieren kann. Es wird
damit erstmals gezeigt, daB8 eine erhohte Uberlast, wie sie bei der Herzinsuffizienz vorkommt,
und die damit verbundene mechanische Beanspruchung der Kardiomyozyten als ein Ausldser fiir
myokardiale Apoptose in Frage kommt. Unklar bleibt jedoch, ob der Stimulus zur nachweisbaren
Apoptose in den ungedehnten Trabekeln, die in ihrem Ausmal recht variabel war und die breite
Streuung der Werte verursachte, durch die Priparation oder durch die Kultivierung iiber 48 h

gegeben wurde.

Eine bedeutende Rolle bei der Auslosung von Apoptose spielen Proteine der Bcl-2-Familie
(Adams und Cory, 1998). In den Kaninchentrabekeln in der vorliegenden Arbeit konnte eine
deutliche Reduktion der mRNA-Expression des antiapoptotischen bcl-x; durch Dehnung be-
obachtet werden (vgl. Abb. 38 C). Auch bei der terminalen Herzinsuffizienz ist bel-x;, im huma-

nen Myokard deutlich herabreguliert und normalisiert sich wieder unter himodynamischer Ent-
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lastung (Bartling et al., 1999). Eine mechanische Belastung von isolierten Kardiomyozyten be-
wirkt eine Anderung des Verhiltnisses zwischen pro- und antiapoptotischen Mitgliedern dieser
Familie zugunsten der Apoptoseauslosung (Leri ef al., 1998). Bel-x, wird demnach mechanosen-
sitiv im Myokard reguliert und ist somit an der Auslosung von Apoptose durch Dehnung betei-
ligt.

Untersuchungen zur mRNA-Expression des Apoptose auslosenden Fas-Rezeptors in den Kanin-
chentrabekeln zeigten keine Verdnderungen (vgl. Abb. 38 B), so daB eine Induktion von Fas bei
der Auslosung von Apoptose in diesen gedehnten Trabekeln keine Rolle spielt. Im Gegensatz
dazu wurde bei der extremen Uberdehnung von Papillarmuskeln der Ratte eine verstirkte Ex-
pression von Fas in den Kardiomyozyten beobachtet (Cheng et al., 1995), die allerdings spéter

vom Seniorautor miindlich widerrufen wurde.

Das Modell multizellulirer Myokardtrabekel ist also zur Analyse einer Uberlast-induzierbaren
Myokardapopotose geeignet. Der entscheidende Vorteil des Trabekelsystems gegeniiber Zellkul-
turen ist, daB die Kardiomyozyten keinen aufwendigen Vereinzelungsmechanismen ausgesetzt
werden miissen und somit urspriingliche Kontakte und Verankerungen der Zellen im Gewebe
erhalten bleiben. In solch einem Herzmuskelpréiparat konnte zum ersten mal gezeigt werden, dal3
durch chronische Uberlast (Dehnung) in einem klinisch relevanten Bereich Apoptose von Kardio-
myozyten induziert werden kann. Eine Limitierung des Modells ist jedoch das extrem geringe
Probenvolumen, das die Analyse nur weniger Komponenten erlaubt. Daher wurde auch bei den
Expressionsuntersuchungen von ANP, Fas und bcl-x eine semiquantitative RT-PCR mit Norma-
lisierung aut GAP-DH bevorzugt. Die Grof3e der Trabekel ist aber auch ein bedeutender Faktor,
denn durch die Verwendung wesentlich gro3erer Muskelstreifen (Papillarmuskeln), wiren Schi-
digungen der inneren Zellen durch Mangelversorgung oder Hypoxie nicht auszuschlief3en.

Der entscheidende Vorteil des Systems aber ist die physiologische und biochemische Stabilitét
der Trabekel iiber 48 h, die Experimente zur Manipulationen bestimmter Zielgene erlaubt. Die
Priparate konnen nach Entnahme des Herzens mit hoher Effizienz mit rekombinanten Adenovi-
ren durch Langendorff-Perfussion transfiziert werden (Lehnart ez al., 2000). Als nidchster Schritt
sind daher Experimente geplant, die eine dehnungsabhénige Apoptose in den Trabekeln verhin-
dern, wie beispielsweise die Uberexpression des antiapoptotischen bel-x;..

Als Kritikpunkt muB3 jedoch angemerkt werden, dafl das Trabekelmodell auch eine gewisse Vari-
abilitdt in der Apoptosehdufigkeit in sich birgt und auch in der ANP-Expression einige Unklar-
heiten erkennen laft. Kardiomyozyten reagieren auf Dehnung mit der schnellen Induktion bzw.

Freisetzung von ANP (Knowlton, 1992). Dabei wiesen jedoch die Kontrolltrabekel bereits eine
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erhohte ANP-Expression auf. Moglicherweise fithrten schon eine geringfiigige mechanische Be-
anspruchung der Trabekel bei der Préparation zu einer Erhéhung der ANP-Expression, die durch
Dehnung iiber 48 h im Muskelbad nicht weiter anstieg. Zum anderen kdnnten aber auch durch
das Befestigen in der Apparatur oder beim Herausnehmen der Trabekel die Expression induziert
werden und somit die erhohte ANP-Expression in den ungedehnten Trabekeln (Abb. 38 A) erkla-
ren.

Mit dem System kultivierter Kaninchentrabekel konnte erfolgreich Apoptose in Kardiomyozyten
in Abhingigkeit von mechanischer Uberlast-induziert werden. Ein Unterschied dieses Systems
zur Situation in vivo besteht jedoch darin, daB3 sich bei der Kontraktion wihrend der Auswurf-
phase die Sarkomeren des Muskels verkiirzen. In unserem Modell hingegen ist nur eine isometri-
sche Kontraktion moglich, bei der die Lange der Sarkomeren gleichbleibt und die zu einem An-
stieg der Nachlast fiihrt. Leider ist es derzeit technisch nicht moglich Muskelpriparate so wie im

in vivo schlagenden Herzen wihrend der Auswurfphase zu ,,entlasten®.

Durch gezielte Expressionsanalysen wurden im humanen Myokard mit terminaler Herzinsuffi-
zienz Phéanotypverdanderungen im Vergleich zum Spendermyokard gefunden, die moglicherweise
zu einer erhohten Anfilligkeit der iiberlasteten Kardiomyozyten gegen Apoptose im Verlauf der
Krankheit beitragen. Die dargestellten Verdnderungen im Bereich der Apoptose ausldsenden
»death domain“-Rezeptoren konnten als diagnostische Indikatoren in Myokardbiopsien Anwen-
dung finden, ebenso der leicht durchzufiihrende apoptotische DNA-Leiterscore zur Abschédtzung
der Apoptosehdufigkeit. Vergleichende Untersuchungen am tiiberlasteten und entlasteten Myo-
kard zeigten eine deutliche Tendenz zur teilweisen Reversibilitidt der Insuffizienz, so dal3 der
Einsatz von ventrikuldren Uberbriickungssystemen und die damit verbundene mechanische
Entlastung des Herzens schon als frithere therapeutische MaBBnahme begriindet werden kann.
Diese Reversibilitit der proapoptotischen Myokardverdnderungen durch mechanische
Herzentlastung ist eine wesentliche Stiitze fiir die Hypothese, daBl es im Myokard eine
mechanosensitive Apoptoseregulation gibt. Dies wird weiterhin durch Befunde an dem der in
vivo-Situation recht dhnlichen Modell der in vitro-Kultivierung und Dehnung ganzer
Muskelstreifen deutlich. Mechanische Dehnung wurde als ein entscheidender Stimulus bei der
Auslosung von Apoptose in Kardiomyozyten identifiziert. Es bieten sich nun Experimente in
diesem Trabekelsystem an, die durch gezielte Genmanipulation in die Apoptoseauslosung

protektiv eingreifen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund des histologischen Nachweises von Kernapoptose in Kardiomyozyten in insuffizien-
ten, explantierten Patientenherzen wird vermutet, dafl vermehrt auftretende apoptotische Myozy-
tenverluste im Spétstadium der Herzinsuffizienz eine Ursache fiir den progredienten Verlauf der
Erkrankung sein konnte. Bisher sind aber Mechanismen der Apoptoseinduktion im iiberlasteten
Herzen noch ungeklart. Dies erschwert die Entwicklung von Pridventionsstrategien gegen die
Progression von Herzinsuffizienz.

Es wurde deshalb untersucht, ob krankheitsbedingte Uberdehnung des Herzens in Patienten zu
Phénotypverdnderungen des Myokards im Sinne einer erhohten Apoptoseanfilligkeit fithren
kann und ob diese Verdnderungen reversibel sind. Diese Untersuchungen erfolgten in humanen
Myokardproben, die bei Herzoperationen, bei Herztransplantationen sowie nach chirurgischer
Entlastung iiberdehnter Herzen entnommen worden waren. In diesen Proben wurde eine quantita-
tive Charakterisierung von Komponenten der apoptotischen Signalwege vorgenommen, die von
sogenannten ,,Todes”’-Rezeptoren aktiviert werden konnen.

Zudem wurde ein in vitro-Modell entwickelt, in dem {iberpriift werden sollte, ob Dehnung in
einem klinisch relevanten Ausmal tatsdchlich zu Apoptose im kontrahierenden Myokard fiihrt.
Dieses Modell wies nach mehrtagiger Kultivierung noch geniigend mechanische und biochemi-
sche Stabilitdt auf, so dall damit Transfektionsexperimente zur funktionellen Kennzeichnung der
Signalwege der mechanosensitiven Apoptose geplant werden konnen. Da kultivierte Kardiomyo-
zyten wegen der Auflosung urspriinglicher Zellkontakte und Verankerungen eine erheblich ver-
anderte Regulation der Apoptose aufweisen, wurde dazu ein Kultivierungsmodell von Mikro-

trabekeln aus intaktem Myokardgewebe des Kaninchens genutzt.

Eine erhohte Apoptosehdufigkeit in den untersuchten Proben terminal insuffizienten Myokards
konnte durch die Quantifizierung der apoptotischen DNA-Fragmentierung in einem apoptoti-
schen DNA-Leiterscore bestétigt werden.

Im insuffizienten humanen Myokard wurden Phénotypverdnderungen, die zu einer erhéhten
Apoptoseanfilligkeit der Kardiomyozyten beitragen konnen, im System der Apoptose induzie-
renden ,,Todes“-Rezeptoren und ihrer Liganden Fas und TRAIL gefunden.

Der Fas-Ligand war im terminal insuffizienten Myokard deutlich gegeniiber dem Spendermyo-
kard erhoht. Bei der Expression seines Rezeptors Fas wurden herzkammerspezifische Verénde-

rungen beobachtet. Wahrend die mRNA von Fas im rechten Atrium von Patienten mit hoherem
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Schweregrad der Herzinsuffizienz auf das 2 - 3fache im Vergleich zu Patienten mit einem gerin-
geren Schweregrad erhoht war, konnten im linken Ventrikel keine Unterschiede in der mRNA-
Expression von Fas zwischen Spender- und terminal insuffizientem Myokard gefunden werden.
Jedoch wurde eine erhohte Expression alternativ gespleiBiter Fas-Transkripte fiir antiapoptoti-
sche, 16sliche Fas-Isoformen im Spendermyokard nachgewiesen, die im terminal insuffizienten
linken Ventrikel signifikant herabreguliert waren.

Die Proteinexpression des Apoptose induzierenden Liganden TRAIL war bei Herzinsuffizienz
signifikant auf etwa das Doppelte erhoht, wihrend die mRNA-Expression der TRAIL-
Rezeptoren keinen Verdnderungen hinsichtlich einer erhdhten Apoptoseantilligkeit unterlag.

In nachgeschalteten Molekiilen des Signalweges der ,,Todes*“-Rezeptoren wurden keine Verdnde-
rungen beobachtet.

Die chirurgische chronische Entlastung von liberdehnten Herzen durch ein implantiertes Kunst-
herz (ventricular assist device, VAD) bewirkte eine leichte Renormalisierung des Phénotyps hin-

sichtlich der mRNA-Expression der Fas-Isoform FasExo6Del und auch der Apoptosehdufigkeit.

Im Modell der Kultivierung intakter Kaninchentrabekel konnte gezeigt werden, dal Apoptose
durch graduierte Belastung im physiologisch relevanten Bereich ohne hormonelle Einfliisse in
Kardiomyozyten induzierbar ist. Einhergehend mit der erhohten Apoptose wurde eine signifikan-

te Herabregulation des antiapoptotischen bcl-x; beobachtet.

Die Untersuchungen ergaben, dafl chronische Myokardiiberdehnung im erkrankten Patientenher-
zen zu Phénotypverdanderungen in Richtung auf eine erh6hte Apoptoseanfalligkeit fiihrt und dies
durch Herzentlastung teilweise reversibel ist. Experimente am isolierten Myokard zeigten, daf3
mechanische Dehnung der entscheidende Apoptoseinduktor ist. Dies konnte bedeuten, dal3 die
Entlastung des insuffizienten Myokards von Patienten durch VAD, welches urspriinglich zur
Uberbriickung bis zur Transplantation entwickelt wurde, als therapeutische MaBnahme zur Be-

handlung von Herzinsuffizienz eingesetzt werden konnte.
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ANHANG

Patient | NYHA [ Diastole | Systole | Alter | m/w Operation | ACE-IL. Fas DNA-LS
[amol/ug RNA] | [rel. Units/ug DNA]

RA1 1 KA. KA. 1 w SD - 2.020 nd.
RA 2 1 KA. KA. 62 w ACVB - 0.753 0.000
RA3 1 KA. KA. 40 m VvC - 0.886 0.010
RA 4 1 120 63 16 w SD - 1.291 0.128
RAS 1 150 91 74 m ACVB + 0.265 nd.
RA 6 1 KA. KA. 29 w SD - 0.692 nd.
RA 7 1 122 60 17 w SD - 1.426 nd.
RA 8 1 KA. KA. 40 m Spender - 0.798 nd.
RA 8 1 86 50 66 w VvC - 0.942 nd.
RA9 1 108 67 16 m SD - 0.792 nd.
RA 10 1 kA. kA. 44 w Myxom - 1.585 nd.
RA 11 2 125 80 51 m ACVB - 1.906 nd.
RA 12 2 KA. KA. 68 m ACVB + 1.906 nd.
RA 13 2 140 80 75 m ACVB - 1.446 nd.
RA 14 2 115 60 56 m VC - 1.318 nd.
RA 15 2 150 80 59 m ACVB + 1.200 0.000
RA 16 2 140 70 59 w ACVB + 0.764 nd.
RA 17 2 110 60 66 m vC - 1.446 nd.
RA 18 2 100 58 59 m VvC - 3.312 nd.
RA 19 3.5 120 70 59 w VC, KE - 2.755 nd.
RA 20 3.5 140 80 51 m VC, KE - 3.021 nd.
RA 21 3.5 150 80 67 m ACVB + 3.021 nd.
RA 22 3.5 160 90 65 w ACVB - 3.021 nd.
RA 23 35 125 85 73 w vC - 1.446 0.000
RA 24 3.5 110 70 36 w ACVB - 2.090 0.000
RA 25 35 150 85 63 m ACVB - 2.755 0.000
RA 26 3.5 120 75 55 w ACVB, VC + 1.906 0.049
RA 27 3.5 90 60 61 m ACVB + 1.000 0.000
RA 28 3.5 140 90 56 m ACVB + 0.638 0.015
RA 29 3.5 120 70 46 m ACVB + 1.318 nd.
RA 30 3.5 140 70 55 m ACVB - 2.499 nd.
RA 31 3.5 126 58 68 m ACVB + 1.740 nd.
RA 32 3.5 130 80 51 m ACVB + 1.000 0.019
RA 33 3.5 122 70 73 m ACVB + 0.912 0.000




RA 34 3.5 130 70 64 w ACVB - 0.576 0.025
RA 35 3.5 120 80 76 w VvC - 0.521 nd.
RA 36 3.5 130 80 66 m ACVB - 0.759 0.021
RA 37 3.5 140 70 75 w ACVB - 0.838 nd.
RA 38 3.5 130 75 59 m ACVB + 1.325 nd.
RA 39 3.5 KA. kA 63 m ACVB - 1.318 nd.
RA 40 3.5 100 65 48 m ACVB - 1.086 0.009
RA 41 3.5 118 63 59 m ACVB, VC - 0.916 nd.
RA 42 3.5 92 46 74 m ACVB, VC - 1.768 nd.
RA 43 3.5 162 67 71 m ACVB + 3.223 nd.
RA 44 3.5 130 61 68 m vC - 1.200 nd.
RA 45 4 110 70 63 m ACVB + 1.296 nd.
RA 46 4 130 90 63 m ACVB - 1.097 0.000
RA 48 4 120 90 63 m ACVB - 1.920 nd.
RA 49 4 140 50 71 m ACVB, VC + 3.021 0.120
RA 50 4 180 70 77 m ACVB + 1.584 0.000
RA 51 4 110 56 63 m vC + 2.601 nd.
RA 52 4 80 50 59 m ACVB - 2.078 0.000
RA 53 4 92 53 52 m ACVB + 1.318 nd.
RA 54 4 140 62 73 m ACVB + 1.318 nd.
RA 55 4 97 65 65 m ACVB - 3.619 nd.
RA 56 4 146 88 76 w ACVB + 3.515 nd.
RA 57 4 109 47 72 m ACVB - 2.505 nd.

Tab. A 1: Zusammenfassung der Daten der Patienten, bei denen Untersuchungen am rechten
Herzohr (RA) durchgefiihrt wurden. m = ménnlich, w = weiblich, DNA-LS = apoptotischer DNA-
Leiterscore, kA. = keine Angaben, nd. = nicht definiert, ACVB = Aortokoronarer Vendser Bypass, SD =
Septumdefekt, KE = Klappenersatz, VC = Klappenkorrektur.



Patient NYHA [ Diagnose | EF [ACE| Alter | m/w [ DNA-LS Fas sFas Ratio DR4 DR5S DcR1 | TRAIL | TRAIL- FasL | TNF-RI [ TRADD | FADD (Caspase-8| FLIPL FLIPg
-L Protein
[%] [rel. Ein- | [amol/ug | [amol/pg [amol/pg | [amol/ug | [amol/pg | [amol/ug [rel. [rel. [rel. [rel. [rel. [rel. [rel. [rel.
heiten/pg | gesamt [ gesamt gesamt | gesamt | gesamt | gesamt | Einheiten] | Einheiten] | Einheiten]|Einheiten]| Einheiten] | Einheiten] [ Einheiten] [ Einheiten]
DNA] RNA] | RNA]J RNA] | RNA] | RNA] | RNA]J

D1 - 45 m 0.0000 0.46 0.46 1.00 0.5 3.6 0.1 493.0 4.59 0.292 0.713 0.679 0.793 0.867 0.620 0.474
D2 - 23 m 0.0000 0.66 0.28 2.37 0.59 53 0.1 339.5 3.51 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
D3 - 29 w 0.0090 1.10 1.56 0.70 nd. nd. nd. nd. 3.66 0.369 0.747 1.018 0.602 0.889 0.723 0.559
D4 - 36 m 0.0110 nd. nd. nd. 1.1 21.14 0.16 376 12.49 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
D5 - 44 | m 0.0140 nd. nd. nd. 0.52 6.8 0.08 528.5 5.36 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
D6 - 26 w 0.0140 0.70 0.32 2.17 nd. nd. nd. nd. 3.86 0.350 0.569 0.949 0.617 0.781 0.714 0.592
D7 - 43 m 0.0259 nd. nd. nd. 1.34 5.3 0.15 771.2 5.97 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
D38 - 10 w 0.0336 1.36 0.67 2.02 1.78 142.4 0.51 431.0 8.17 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
D9 - 30 m 0.0531 1.26 0.80 1.58 0.83 133 0.09 349.4 4.49 0.301 0.633 0.950 0.608 0.846 0.780 0.602
D10 - 52 m nd. 0.87 0.80 1.10 0.62 18.33 0.11 531.0 9.67 0.307 0.593 0.746 0.607 0.783 0.641 0.492
D11 - 56 m nd. 0.66 0.96 0.69 0.5 7.46 0.15 428.2 nd. 0.227 0.569 0.801 0.658 0.731 0.651 0.471
D12 - 30 m nd. nd. nd. nd. 2.18 11.67 0.16 742.0 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV1 4 DCM |27 - 43 w | 0.0504 nd nd nd 0.52 2.4 0.45 118.3 5.54 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
Lv2 kA. DCM |38 + 58 w 0.0000 nd nd nd 0.6 4.8 0.84 103.3 14.93 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LvV3 KA. DCM (30| + 53 m 0.0120 0.80 0.19 4.27 0.48 3.1 0.3 48.0 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
Lv4 kA. DCM 36| + 58 m 0.0175 1.26 0.27 4.74 0.9 0.8 0.2 218.0 15.34 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV5S 3 DCM 17 + 63 m 0.0175 1.38 0.35 3.92 0.76 2 0.24 118.3 8.15 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV6 4 DCM |kA.| + 53 m 0.0245 0.66 0.13 4.98 1.1 6 0.25 376.2 nd. 0.681 0.604 0.727 0.755 0.950 0.689 0.490
LvV7 4 DCM | 15| + 56 | m 0.0290 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LVS8 4 DCM |kA.| + 57 m 0.0290 1.52 0.31 4.98 0.48 4.2 0.34 135.3 9.56 0.740 0.634 0.962 0.659 0.867 0.613 0.419
LV9 4 DCM |22 | + 32 m 0.0290 0.60 0.12 5.03 0.48 33 0.39 90.1 7.39 0.514 0.527 0.887 0.540 0.792 0.554 0.420
LV 10 4 DCM |20 + 35 w 0.0303 0.96 0.23 4.12 0.96 7.2 0.22 306.6 nd. 0.579 0.587 0.700 0.657 0.884 0.672 0.540
LV 11 4 DCM |27 | + 64 | m 0.0320 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 12 4 DCM |37 | + 64 m 0.0440 2.00 0.72 2.77 1.53 5.52 0.55 998.5 6.69 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 13 2.5 DCM |28 | + 58 w 0.0460 0.73 0.13 5.75 0.46 7.95 0.18 913 nd. 0.233 0.560 0.805 0.596 0.805 0.607 0.526
LV 14 4 DCM |30 + 58 0.0473 0.60 0.17 3.55 1.26 6 0.11 375.9 nd. 0.438 0.570 0.887 0.630 0.888 0.692 0.565




LV 15 3.5 DCM |kA.| + 50 | m | 0.0590 nd nd nd 0.23 1.18 0.22 188.4 17.54 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 16 KA. DCM |kA.| + 55 m nd. 1.82 0.47 3.84 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 17 4 DCM |kA.[ + 55 m nd. 0.73 0.25 2.88 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 18 4 DCM | 11| + 38 | m nd nd nd nd 0.48 4.8 0.11 103.3 11.25 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 19 3 KHK |39( - 54 [ m | 0.0145 1.82 0.45 4.07 1.78 10.8 0.06 | 2183 17.94 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 20 3.5 KHK | 18| - 49 [ m | 0.0410 1.05 0.15 6.86 0.52 8.6 024 | 402.7 13.20 0.563 0.547 | 0.803 0.576 0.888 0.669 0.533
LV 21 4 KHK 18] - 56 | m [ 0.0550 1.15 0.32 3.61 1.35 11.6 0.63 135.0 14.03 0.353 0.571 0.881 0.789 0.826 0.677 0.569
LV 22 3 KHK 30| - 54 m 0.0810 1.66 0.47 3.55 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 23 4 KHK |kA.| - 62 | m [ 0.0880 0.96 0.31 3.06 0.56 4.7 0.19 88.3 19.23 0.249 0.546 | 0.794 0.592 0.745 0.704 0.416
Lv 24 3.5 KHK 20| - 53 m nd. 0.55 0.33 1.69 0.88 1.32 0.13 203.9 5.75 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 25 2.5 KHK |35( - 62 | m nd. 0.66 0.15 4.53 0.74 12.7 0.11 203.9 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 26 2.5 KHK |25 - 52 | m nd. 0.60 0.12 5.03 0.56 32 0.11 87.1 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 27 3.5 KHK |kA.| + 60 [ m [ 0.0380 2.00 0.50 3.99 1.31 21.8 0.25 207.1 19.15 0.299 0.613 | 0.925 0.528 0.829 0.675 0.585
LV 28 3 KHK |40 + 52 | m | 0.0440 2.00 0.55 3.66 1.52 24 0.27 103.3 10.58 0.283 0.575 | 0.978 0.600 0.829 0.681 0.449
LV 29 KA. KHK |kA.[ + 50 m 0.0450 nd. nd. nd. 2.04 10 0.14 306.8 10.01 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 30 3.5 KHK |16 + 66 | m | 0.0615 1.15 0.15 7.52 0.5 2.8 034 | 267.8 8.87 0376 | 0.623 | 0.928 0.639 0.863 0.700 0.462
LV 31 4 KHK |20 + 54 m 0.3210 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
LV 32 2.5 KHK |14 + | 47 | m nd. 1.82 0.26 7.00 1.45 6.8 0.1 178.0 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.

Tab. A 2: Zusammenfassung der Daten der Patienten, bei denen Untersuchungen am linken Ventrikel (LV) durchgefiihrt wurden. sFas = FasExo6Del,
Ratio = Verhiéltnis Fas/FasExo6Del, DNA-LS = apoptotischer DNA-Leiterscore, m = ménnlich, w = weiblich, kA. = keine Angaben, nd. = nicht definiert.
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