Wirkung und Interaktion der
Wachstumsfaktoren Myostatin
und IGF-1 im murinen Herzen

Max-Planck-Institute
JG | U ’ ’ for Heart and Lung Research
W.G. Kerckhoff-Institute
Jonannes GUTENBERG (58

UNIVERSITAT MAINZ e

Dissertation
zur Erlangung des Grades
,Doktor der Naturwissenschaften”
im Promotionsfach Chemie

am Fachbereich Chemie, Pharmazie und Geowissenschaften
der Johannes-Gutenberg Universitat
in Mainz

Nadine Biesemann

Geboren in St. Wendel

Mainz 2013






Dekan:

1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der miindlichen Prifung: 01.07.2013






Die vorliegende Arbeit wurde am Max-Planck-Institut fiir Herz- und Lungenforschung, W.G.
Kerckhoff-Institut in Bad Nauheim angefertigt.






Inhaltsverzeichnis _

Inhaltsverzeichnis
AN LY [0 0] 0 a1l 0 = T T o =PSRN 1
D2 =T o U= U o = PSPPI 2
2.1 Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie des Herzens ........ccccovcveeeieciieeieciiee e eeieee s 2
2.1.1 Anatomie und Physiologie des HEIZENS ........ccccueiiiiciiii ettt e 2
2.1.2 Pathophysiologie dES HEIZENS......ccccuiieiecieee ettt e e e e earae e e e erae e e e aeeeas 5
2.2 Die Rolle von Wachstumsfaktoren im HErzen...........coooeeieeiienieniceieeeeeesee e 8
2.3 Myostatin — ein Repressor des MuskelwachstUms ..........cccvviiiiiiiiiiiiiee e 10
2.3.1 Aufbau, proteolytische Prozessierung und Regulation von Myostatin..........ccccceevvciieenanns 11
2.3.2 Signaltransduktion VON MYyOStatin ........cocciiiiiiiiiei e 13
2.3.3 Inhibierung von Myostatin zu therapeutischen Zwecken...........cccoecvveeieciieeicciiee e 15
2.3.4 Die gewebsspezfische Funktion von Myostatin im Herzen.........cccoccveeeeecieeecccieee e 16
2.4 IGF-1 — ein wichtiger Wachstumsfaktor im Skelett- und Herzmuskel...........cccocoveeeeiiiieeeccnnnnn. 17
2.4.1 Signaltransduktion VON IGF-1 .......ccccciuiiiiiiiiee ettt e st e e et e e s svae e e s srraeeeennes 20
2.4.2 Die gewebsspezifische Funktion von IGF-1 im Herzen ........ccoccvvviveiieeiiieinieenieceeeeeieeee 23
2.5 Bekannte Interaktionen von Myostatin Und IGF-1..........cccccueiiiiiiiieeciiiee e e e 25
3. Material Und MELROTEN ...ttt ettt e b e st st s be e b e b e nnes 27
BLL IMALEITAL et h e bt e sh et et e e bt e bt e bt e sae e et e e abe e beenes 27
70 A 60 T= 4011 1= PP USRS PRR PRSP 27
3.1.2 GebrauChsmMaterial ......cc.coiiiiieriee e e 28
I R R I o To T =T - IR PPRPPPRN 29
I Q) B YLy €= o 1=t 30
3.1.5 Zellkulturmedien UNd ZUSSTZE .......coccueeiiriieiiieeee e 30
3.1.6 Puffer, Medien UNd LOSUNEEN ......cccccuiieeeeiiiee ettt e e ettt e e ettt e e e etteeeeettaeeeesteeeeesseeaeessseaeannes 31
3.1.7 Inhibitoren, Aktivatoren und rekombinante Proteine .......ccccccvvvvveveieviieiiieieiiiieeeeeeeeeeeeeeeenns 33
3.1.8 OliGONUKIEOTIAR ..eeeeeeiriee ettt ettt e e e st e e e st e e e e sbteeeesnteeeesanraeeesnnes 33
I e I 1 e T 1= PSR PURPPN 34
3.0.10 MAUSHINIEN ettt ettt e s e b e e s b e e s be e e s meeesabeeesaneesaseesneeesareesane 36
0 0 0 TR =1V Y o G TRt 36
3.1.10.2 AMYHC-IMCIM ..ttt ettt e e e ettt e e e e e s s bbbt e e e e e e s e s aanbebeeeeeeeessaansrneeaaeeeaanan 36

BUL 103 MISENIN et ettt ettt et e e e e ettt et ee e et et ea e et ettt et eaeanan 37



” Inhaltsverzeichnis

N 0 KO R @7 X C1 C R LY L PPNt 37
R e 0 T 1 725 AL 38
0 I Yo 1 1Y TP P U PRSP 38
3.2 IMBENOAEN ...ttt ettt b e s h e sttt e b e b e et sab e e b e b nes 39
3.2.1 tierexperimentelle MethOdEN ......oii i 39
3.2.1.1 HaltuNg VON MaUSIINIEN....cciiiiiiie ittt sttt st e e st e e e sate e e s sbteeessbeeeessseaeessanes 39
3.2.1.2 Induktion der Cre Rekombination ........ccceevieiiiiiiiieeeee e 39
3.2.1.3 Behandlung von Versuchstieren mit pharmakologischen Inhibitoren..........cccccccecveeen. 39
3.2.1.4 physiologisSChe IMESSUNZEN.......cociciiieeceiieee ettt e e et e e e et e e e ette e e s ebteeeeebteeeeesaaeeeennes 40
N R 3 R \V/ | 2 I Y [T U F=0= o DO PPPPPTPPPPPRE 40
3.2.1.4.2 EKG MiItLels TEIEMELIIE . ccueiiiiiieeiee ettt ettt ettt e e sbe e e sbee e 41
3.2.1.5 TOtUNG VON VErSUCNHSTIErEN ....vviiiiiiiee ettt et s vt e e s sbte e e e sreeeeesanes 41
3.2.1.6 Praparation VON MaUSHEIZEN ......cccuuieiieiieee et ettt ettt e e e ectte e e e e tte e e e ette e e e ebeeeeeestaeeeennes 41
3.2.1.7 Isolierung und Kultivierung von Kardiomyozyten .........cccceeeeciieeieciieeeecieee e eevveee s 42
3.2.2 Molekularbiologische Methoden ...........cccuuiiiiiiiii et 42
3.2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien ..........ccccccveeieieciiiieeeeeeeen. 42
3.2.2.2 Isolierung von RNA aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozyten.................. 43
3.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion .........ccueeiiiiiie ettt e e e s srre e e e 43
3.2.2.3.1 Reverse Transkription zur Generierung komplementédrer DNA (cDNA)........ccccccveeeenees 44
3.2.2.3.2 quantitative Real-Time-PCR (QRT-PCR) .....ccuiiieeieee ettt ettt eetee e et e e e ee e 44
3.2.2.4 Genexpressionsanalyse mittels MICrOAITAY ........cccveeiieciieeeciieee et et e et e e e eerre e e e 46
3.2.3 Biochemische MethOoden........cccuiiiiiiiiiiiiiieeee et e e 46
3.2.3.1 Isolierung von Proteinen aus murinen Herzventrikeln und Kardiomyozyten................... 46
3.2.3.2 Proteinbestimmung NACh LOWIY ......coiiiiiei ittt st e e 46
3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-GelelektrophOrese.....coouiiiiieee e 47
3.2.3.4 Western Blot-Verfahren ......co ettt 47
3.2.3.5 Inkubation des Western Blots mit Erst- und Zweitantikdrpern .........ccccceeeeeeeeciiiiieeeeeeenne 48
3.2.4 Histologische MethOden .........ccuueiiiiiiii et e e e e e 48
3.2.4.1 Anfertigen von Gefrierschnitten von Mausherzen...........cccoccvveeiiciiieicciee e 48
3.2.4.2 Hamatoxylin- und EOSIN-FArbUNE .........ovviiiiieeeee et e e e 48
3.2.4.3 MassoN-TrichromM-FArDUNG .......ccoo i e e e e e e e e 49
3.2.4.4 B-Galaktosidase-FArbUNG.......c.ueii ittt tee e e et e e e e e tt e e e e eerreeaeeanes 49
3.2.4.5 Lektin-Farbung (WGA) und Analyse der Kardiomyozyten-Flache........cccceeoecvveiiicinnennns 50
3.2.4.6 KOHAgEN-1-FArDUNG ...eeeitiiee ettt ettt ettt e e e et e e e s tta e e s ebtaeessbaeeeeensraeeesnnes 50

3.2.5 StatiStiSChE AUSWEITUNE .....vviiiiiiiee ettt ettt e et e e e et e e e e s bta e e e sbtaeesebaeeeeebeaeeesanes 51



Inhaltsverzeichnis _

=TT o T o 1YY USRI 52
4.1 Die gewebsautonome Funktion von Myostatin in murinen Kardiomyozyten ............ccccveeenneee. 52
4.1.1 Evaluierung der MausmMOdEE........coocuiiii it e e s e e e e aaeeeeas 52

4.1.1.1 Das Mstn"" Modell erméglicht eine effiziente Ausschaltung der Myostatin Expression im
[ (=] 4= o P U U PO TP U PP UT PP 52

4.1.1.2 Effiziente Uberexpression von Myostatin mit Hilfe des CAGG-Mstn Modells.................. 53

4.1.2 Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten fihrt zu Herzinsuffizienz, Hypertrophie
und einer gesteigerten Lethalitat......cccoovcieii i 55

4.1.3 Kardiomyozyten-spezifische Deletion von Myostatin von der Entwicklung an verschlechtert

die Herzkontraktilitdt in adulten IMEUSEN ........oovuiiiiiiiieeeee e 59
4.1.4 Deletion von Myostatin aktiviert das hypertrophe Genprogramm ...........cccceeeevcvieeeecvnnenn. 61
4.1.5 ldentifikation von AMPK als neues Zielmolekil von Myostatin..........cccceeeeeiveeeciieeecccneeenn. 63
4.1.6 Die antihypertrophe Wirkung von Myostatin im Herzen wird Giber AMPK vermittelt ........ 67
4.1.7 Herzinsuffizienz nach akuter Myostatin Deletion ist mit einer Runterregulation von Rgs2

T e ¥4 1 =1 o PP PSP P PR OPPPTOPPPRO 69
4.1.7.1 Myostatin hemmt den B-adrenergen und Ggq Signalweg im Herz........ccceevveveecceennnnenn. 69
4.1.7.2 Myostatin beeinflusst den B-adrenergen Signalweg nicht direkt...........cccoeeeiiieiiinnnnn. 71
4.1.7.3 Akute Deletion von Myostatin fiihrt zu einer Herabregulierung des Regulator of G protein
Ry 1o Lo LT I 2= ) RS 73
4.1.8 Myostatin Uberexpression verursacht interstitielle FIbrose...........ccoveeveeiveereeiseisenas 76
4.1.8.1 Myostatin Uberkompensation fiihrt zu interstitieller Fibrose .........ccooveevveiveiseeiieenns 76

4.1.8.2 Langzeit-Uberexpression von Myostatin induziert interstitielle Fibrose und verschlechtert

dadurch die Kontraktilitdt des HErzens..........ccoeeerieiiiniieiieeeeee e 78
4.1.9 Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird tGber p38 vermittelt .......ccccccevvveerieeenneen. 80

4.2 Wirkung und Interaktion der Wachstumsfaktoren Myostatin und IGF-1 in murinen

(NG e [0 0 1V70 747 (= o TSR 83
4.2.1 Evaluierung der MausmMOdellE........coociiiiiiiiie ettt e e s e e e e aaeeeeas 84
4.2.1.1 Effiziente Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten.........ccccccvveieeiiieiiciiiee e 84
4.2.1.2 Erfolgreiche Deletion von Myostatin und Igf-1 in Kardiomyozyten.........c.cccceecvveeeennennn. 86
4.2.2 Hohe Lethalitat nach Deletion von Myostatin und /gf-1 in adulten Kardiomyozyten ......... 88

4.2.3 Deletion von Igf-1 verhindert die Entstehung einer Hypertrophie nach akuter Deletion von
IMIYOSTALIN e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaeaeeas 91

4.2.4 Die Deletion von Myostatin und Igf-1 von der Entwicklung an verursacht eine
L =TT o E U A =T 2SS 91

4.2.5 Die kanonische IGF-1 Signaltransduktion ist nicht fiir die Inhibierung der Hypertrophie im
induzierbaren Doppelknockout verantwortlich ...........cccvveiiiiii e, 93



Inhaltsverzeichnis

4.2.6 AMPK Aktivierung als potentielle Ursache der Akt Phosphorylierung in aMyHC-

MCM/MSEN A IGE-TIH HEIZEN ottt 94
4.2.7 Induzierbare Doppel-knockouts entwickeln eine schwere Ersatzfibrose........cccccvvveeunnnnnn. 96
D DSKUSSION ..ttt ettt ettt et st e e bt e e st e e bt e e s ab e e s beeesabeesabe e e anseesabeeesabeesabeeeneeesabeeennres 99
5.1 Die gewebsautonome Funktion von Myostatin im adulten Herzen ........cccoccevvvvieeiiviieen e, 99
5.1.1 AMPK als Vermittler der Hypertrophie nach Myostatin Deletion.........ccccccevvvcviveeiicieennnns 99
5.1.2 Herabregulation von Rgs2 als Ursache der Herzinsuffizienz.........cccccoeeeeeeveeenicieeecccnenenn. 100
5.1.3 Einordnung des Herzinsuffizienz-Phdanotyps in die Literatur ........ccccoveeeeviieeeeccieee e, 101
5.1.4 Ist Myostatin ein Uberlebensfaktor des HErzens? ..........ccceveveeveveevereeeeeereieeeeereeeeeeseenns 102
5.1.5 Myostatin verursacht interstitielle FIDrose ......cccuvvvciiiiiiciiiiccecceec e 103
5.1.6 ZUSAMMENTASSUNG ... uviiiiiiiiiieeciiete ettt e ettt e e e e e st e e e e sere e e e sabaeeeestaeeeesseeeesssaeeesansseeeann 104
507 AUSDIICK. ottt sttt et b e she e saee e 105
5.2 Wirkung und Interaktion der Wachstumsfaktoren Myostatin und IGF-1 im Herzen................ 106
5.2.1 Die Regulation der Hypertrophie des Herzens durch Myostatin und IGF-1....................... 107
5.2.2 Deletion von Myostatin und IGF-1 verursacht schwere Herzinsuffizienz...........cccccceeee.... 108
5.2.3 Schwere interstitielle und Ersatzfibrose in aMyHC-MCM/Mstn™/Igf-17 Ma3usen.......... 110
5.2.4 ZUSAMMENTASSUNG ... .tiiiiiiiiiieeccieee ettt ee e e e et e e e st e e e e e abaeeesantaeeesnsaeeesansaeeeennsseeeann 111
(oY1 1 =1 o= SRS 112
6.1 LiteraturVerzeiChniS .. .c.co ettt ettt sttt esbeesaeesane e 112
6.2 ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ..eeiiiitiie ettt et e e etee e et e e e e e be e e e e abee e e eeabaeeeesnbaeaeennsenas 135
6.2 AbbildUNGSVEIZEICHNIS ....ciiieiiie e e e e ee e e e rae e e e eareeas 140
6.3 TabelleNVEIZEICHNIS ..cc.eeiiiiiiee et 142
6.4 LEDENSIAUT ... e e e e e e e e e ens 143

(SRR D101 =Y ={U] o = SRR 144



Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Myostatin, ein Mitglied der TGF-B Familie von Wachstumsfaktoren, ist ein potenter negativer
Regulator des Skelettmuskelwachstums. Dadurch stellt die Hemmung von Myostatin einen
attraktiven therapeutischen Ansatz zur Behandlung von Muskelschwund und Sarkopenie dar. Die
physiologische und pathophysiologische Funktion von Myostatin im Herzen ist jedoch kaum
verstanden. Dies ist umso erstaunlicher, da Myostatin nach einer Vielzahl pathologischer Zustdnde
wie Herzinfarkten, Herzinsuffizienz oder Kardiomyopathie massiv hochreguliert ist.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Funktion von Myostatin im adulten Herzen untersucht.
Dazu wurden Mausmodelle, in denen Myostatin in Kardiomyozyten deletiert und Uberexprimiert
wird, verwendet. Dabei sollte sowohl die Auswirkung einer Deletion bzw. Uberexpression im adulten
Tier mit Hilfe einer MerCreMer Rekombinase, als auch die Langzeitwirkung von der Entwicklung an,
evaluiert werden. Dies sollte unter anderem die Frage beantworten, ob Myostatin im Herzen eine
dhnlich konservierte Funktion wie in der Skelettmuskulatur besitzt und somit das Herzwachstum
beeinflusst.

Ich konnte zeigen, dass die akute Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten zu einer erhohten
Lethalitat, Herzinsuffizienz und Hypertrophie fiihrt. Dabei konnte ich eine Aktivierung der AMP-
aktivierten Kinase (AMPK) als Ursache der Hypertrophie identifizieren und mit Hilfe eines AMPK
Inhibitors die Entstehung der Hypertrophie nach akuter Deletion von Myostatin in vivo verhindern.
Desweiteren konnte ich in vivo und in vitro zeigen, dass Myostatin AMPK Uber die TGF-B-aktivierte
Kinase 1 (TAK1) und seinen kanonischen Rezeptor inhibiert. MicroArray Daten zeigten eine
Unterdriickung der Expression von Rgs2, einem Inhibitor der G4 Signalkaskade, nach akuter Deletion
von Myostatin. Eine Hochregulation des G, Signalweges ist eine der Hauptursachen zur Entstehung
von Herzinsuffizienz und konnte auch in vivo nach akuter Deletion von Myostatin bestatigt werden.

Desweiteren konnte ich im Rahmen dieser Dissertation zeigen, dass die kurzfristige adulte
Uberexpression von Myostatin, wie sie unter pathologischen Zustianden vorkommt, die Kontraktilitat
des Herzens leicht verbessert, wihrend eine langfristige Uberexpression zu einer interstitiellen
Fibrose fihrt. Dabei verursacht Myostatin die interstitielle Fibrose tGiber TAK1 und p38 in vivo und in
vitro.

Im zweiten Teil der Dissertation sollte die Interaktion von Myostatin und IGF-1 im Herzen analysiert
werden. Myostatin und IGF-1 sind zwei der wichtigsten gegensatzlichen Regulatoren des
Muskelwachstums. Die Interaktion zwischen diesen beiden Wachstumsfaktoren in vivo wurde jedoch
noch nicht untersucht. Mit Hilfe einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion von Myostatin und /gf-1
im Herzen sollte untersucht werden, ob eine Deletion von Igf-1 die Hypertrophie nach akuter
Deletion von Myostatin verhindern kann. Desweiteren sollte dieses Mausmodell zur Identifizierung
neuer Interaktionen und Regulationsmechanismen zwischen diesen beiden Wachstumsfaktoren
dienen.
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2. Einleitung

2.1 Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie des Herzens

2.1.1 Anatomie und Physiologie des Herzens

Das murine Herz schlagt im Durchschnitt mit einer Herzrate von 500 Schlagen/min lber eine halbe
Billion mal. Dabei versorgt es den Korper mit sauerstoff- und nahrstoffreichem Blut und transportiert
Stoffwechsel-Endprodukte und Kohlenstoffdioxid wieder ab. Diese enorme Leistung wird durch einen
komplexen Aufbau und Regulationsmechanismus ermdglicht.

Das adulte Sdugetierherz besteht aus vier Kammern und ist vom Herzbeutel oder Perikard umgeben.
Dabei kann man das rechte und das linke Herz jeweils in einen Vorhof oder Atrien und die Ventrikel
einteilen (s. Abb. 1) 2. Die Atrien werden durch das Septum atriorum und die Ventrikel durch das
Septum interventriculare getrennt. Im rechten Herz trennt die Trikuspidalklappe das rechte Atrium
vom rechten Ventrikel, wahrend die Mitralklappe dieselbe Funktion im linken Herz besitzt (s. Abb. 1).
Die Herzwand selbst besteht aus drei Schichten (von aulRen nach innen): Epikard, Myokard,
Endokard. Das Myokard enthilt die Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) und ist demzufolge fir die
Kontraktion des Herzens verantwortlich 2.

linke arteria carotis communis|
linke arteria subclavia

— Frontalebene

Aorta

vena cava superior — linke Pul terie
rechte Pulmonalarterie ————+— .
Pulmonalkiappe '_ ‘?P linke Pulmonalvenen
/27( ] N linkes Atrium
"\
rechte Pulmonalvenen f . ull A
\ Y \
-’ \ Mitralklappe

Offnung der vena cava superior
fossa ovalis
rechtes Atrium

linker Ventrikel

- septum interventriculare
Offnung des Koronarsinus

Offnung der vena cava inferior Papillarmuskel

Trikuspidalklappe trabeculae carneae

rechter Ventrikel

vena cava inferior

Abbildung 1: Innere Anatomie des Herzens (nach Tortora und Derrickson 2)

Schematischer Aufbau des Saugetierherzens. Das Herz besteht aus zwei Atrien und zwei Ventrikeln. Die Trennung zwischen
rechtem Atrium und Ventrikel wird durch die Trikuspidalklappe, die des linken Herzens durch die Mitralklappe
gewahrleistet. Das rechte und linke Herz werden durch das Septum oder die Scheidewand voneinander separiert. Das
deoxygenierte Blut aus dem rechten Ventrikel wird Uber die Pulmonalarterie zur Lunge geleitet, wahrend das
sauerstoffreiche Blut aus der Lunge lber die Pulmonalvenen in das rechte Atrium gelangt. Von dort aus gelangt es iber den
linken Ventrikel und die Aorta in den Kérperkreislauf. Die Herzwand I&sst sich von auBen nach innen in Epikard, Myokard
und Endokard unterteilen.

Funktionell sammelt das rechte Atrium deoxygeniertes Blut aus der Vena cava superior und inferior.
Dieses gelangt tiber die Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel. Das deoxygenierte Blut wird dann
Uber den truncus pulmonalis in die Lunge gepumpt und mit Sauerstoff angereichert. Das
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sauerstoffhaltige Blut gelangt im Anschluss von der Lunge Uber die venae Pulmonales in das rechte
Atrium und wird von dort Uber den linken Ventrikel und die Aorta dem Korperkreislauf wieder
zugefiihrt 2.

Um dies zu ermoglichen, muss das Herz eine gewaltige Pumpleistung vollbringen. Dabei lasst sich der
Herzzyklus in vier Phasen unterteilen (s. Abb. 2). Zu Beginn eines Zykluses sind alle Herzklappen
geschlossen. In der Entspannungsphase (Diastole) stromt Blut aus den Venen in die Vorhofe,
wahrend samtliche Klappen geschlossen sind (Abb. 2 tirkis hinterlegt). Wenn der Vorhofdruck
unterschritten wird, 6ffnen sich die Segelklappen (Trikuspidal- und Mitralklappe) und das Blut flieRt
in die Ventrikel. Diese Phase bezeichnet mal als Fillungsphase und Diastole (Abb. 2 tirkis hinterlegt).
Wahrend der nachfolgenden Systole kontrahiert das Myokard. Dadurch kommt es zu einem steilen
Druckanstieg in den Ventrikeln (s. Abb. 2 lila hinterlegt). Sobald der intraventrikulare Druck den
Druck in den Taschenklappen Ubersteigt, 6ffnen sich die Taschenklappen und das Blut gelangt tGber
die Schlagadern in den Kreislauf. Diese Phase gehort auch noch zur Systole und wird als
Austreibungsphase bezeichnet (s. Abb. 2 lila hinterlegt) 2.

m | Ventricular Relaxation
period
© End-ibstolic volume
1307 -
e A 2
Stroke
volume
Volume in
ventricle (mL) 60+ Y
@ End-systplic volume
O —
Phases of the
cardiac cycle
Ventricular
ejection

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktionsphasen des Herzens (nach Tortora und Derrickson 2)

Schematische Darstellung der Verschiebungen im linksventrikuldren Volumen wahrend der Herzphasen (oben) sowie die
dazugehorigen Herzphasen (unten). In der Entspannungsphase (tlrkis) stromt das Blut aus den Venen in die Vorhofe.
Nachdem sich die Segelklappen ged6ffnet haben, flieRt das Blut in die Ventrikel (Diastole der Kammern, tirkis). In der
nachfolgenden Anspannungsphase (lila) kontrahieren die Ventrikel. Der dadurch entstehende Druckanstieg fihrt zur
Offnung der Taschenklappen. Dadurch gelangt das Blut in den Kreislauf (Austreibungsphase, lila). Jeder ventrikuliren
Systole geht zuerst eine Vorhofsystole voraus.

Morphologisch gesehen stellt das Herz ein komplexes Gebilde aus zelluldren und azelluldren
Komponenten dar. So besteht das adulte murine Herz aus 56% Kardiomyozyten, 27% Fibroblasten,
7% Endothelzellen und 10% vaskuldren glatten Muskelzellen 3. Desweiteren enthilt das Herz auch
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Mast- und Immunsystem-verwandte Zellen *. All diese Zelltypen und ihre Interaktionen
untereinander sind von elementarer Bedeutung zur Erhaltung der elektrischen, chemischen und
biomechanischen Funktion des Herzens >°.

Strukturell sind die Kardiomyozyten in Form von Laminae angeordnet ’. Diese Laminae bestehen aus
2-5 Zellen dicken Kardiomyozyten-Schichten, die von einem Kollagen-Netzwerk umgeben sind 8 (s.
Abb. 3 A, B). Die Herzmuskulatur ist analog zur Skelettmuskulatur quergestreift (s. Abb. 3 D). Jede
Myofibrille wird von einem longitudinalen System des sarkoplasmatischen Retikulums umhiillt.
Desweiteren stllpen sich transverse Tubuli (T-Tubuli) in die Plasmamembran ein, die eine
entscheidende Rolle bei der elektromechanischen Kopplung besitzen. Im Gegensatz zum
Skelettmuskel enthalten die Myofibrillen des Herzens besonders viele Mitochondrien sowie einen
oder mehrere zentral liegende Kerne. Desweiteren sind die einzelnen Kardiomyozyten uber
Glanzstreifen miteinander verbunden.

Fibroblasten bilden den zweiten Hauptbestandteil des Herzens. Bei ihnen handelt es sich um flache
spindelférmige Zellen, die keine Basalmembran besitzen ° (s. Abb. 3 B). lhre Hauptfunktion ist die
Synthese und der Abbau der Extrazellularen Matrix, insbesondere der Kollagene und des Fibronektins
°. Dies flihrt zum Aufbau eines dreidimensionalen Netzwerkes, welches die Form und Funktion des
Herzens gewarleistet.

Schlief3lich besteht das Herz auch noch aus azellularen Komponenten oder der extrazellularen Matrix.
Dazu gehoren interstitielle Kollagene, Proteoglykane, Glykoproteine, Cytokine, Wachstumsfaktoren
und Proteasen >%°. Die extrazelluldre Matrix bildet ein Netzwerk, welches alle zelluldren Strukturen
umgibt und miteinander verbindet.

Smooth muscle cel

Adventia

(A) Schematische Darstellung der Interaktion
von Fibroblasten, extrazellularer Matrix und
Kardiomyozyten im Herzen. Fibroblasten und
Mastzellen sind mit dem vaskuldren System
assoziiert (nach Baudino et al. 5 (B)
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eine Myofibrille (MF), viele Mitochondrien (M)
und einen Zellkern (N). VergroRerung:
10.000fach (nach Kang et al. 11)
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Abbildung 3: Zelltypen des Herzens
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2.1.2 Pathophysiologie des Herzens

Das Herz ist ein dynamisches Organ, welches sich an verschiedene Umweltbedingungen anpassen
kann. Wahrend der Entwicklung oder als Anwort auf physiologische und pathologische Zustinde
wachst das Herz durch Hypertrophie (s. Abb. 4). Hypertrophie ist eine VergroBerung des Herzens

durch GréBenzuwachs der individuellen Kardiomyozyten *2

. Dabei ist hypertrophes Wachstum
zunachst ein positiver kompensatorischer Prozess, der zu einer Reduktion des myokardialen

Wandstresses und einem verbesserten Schlagvolumen fiihrt.

Kardiomyozyten kdnnen sich auf zwei Arten vergroRern. Dabei unterscheidet man zwischen
konzentrischer und exzentrischer Hypertrophie 3. Unter konzentrischer Hypertrophie versteht man
einen Anstieg der relativen Wanddicke und der Herzmasse, wobei es zu keiner oder nur einer
geringen Verdanderung des Kammervolumens kommt. Sie entsteht nach Bluthochdruck und zeichnet
sich durch ein paralleles Anfligen der Sarkomere und laterales Wachstum der einzelnen
Kardiomyozyten aus. Somit werden die Kardiomyozyten durch konzentrische Hypertrophie dicker.
Die Entstehung der Hypertrophie nach einem erhéhten Druck wird auch durch das Laplace-Gesetz
verdeutlicht 4

K_Pr
2d

wobei K: Wandspannung, P: transmuraler Druck, r: Gefaliradius, d: Wanddicke

Unter exzentrischer Hypertrophie versteht man einen Anstieg der Herzmasse mit gleichzeitiger
VergréRerung des Kammervolumens. Dabei kann die relative Wanddicke normal, verkleinert oder
vergroRert sein. Exzentrische Hypertrophie entsteht nach isotonischem Krafttraining oder
Herzinfarkten und ist durch ein Anfiigen der Sarkomere in Serie und longitudinales Zellwachstum
gekennzeichnet °. Dies fiihrt zu einer Elongation der einzelnen Kardiomyozyten. Verallgemeinert
konnte man konzentrische Hypertrophie als Kennzeichen von pathologischem Wachstum und
exzentrische Hypertrophie als Kennzeichen physiologischen Wachstums bezeichnen 2,

Physiologische Hypertrophie wird durch Training, Schwangerschaft und postnatales Wachstum
induziert ! (s. Abb. 4). Sie fiihrt nicht zur Herzinsuffizienz und verschlechtert auch nicht die Funktion
des Herzens >, Deshalb wird eine physiologische Hypertrophie auch nicht von interstitieller Fibrose
oder einer Reaktivierung des fetalen Genprogramms begleitet **7. Sie wird hauptsichlich durch
Insulin und IGF-1 Signaltransduktion Gber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und AKT vermittelt
121418 (5, Abb. 5). Interessanterweise unterscheiden sich die Signhaltransduktionswege zur Induktion
von physiologischer und pathologischer Hypertrophie grundsatzlich (s. Abb. 5).

Pathologische Hypertrophie wird durch neurohumorale Aktivierung, Bluthochdruck, Adipositas und
Verletzungen des Myokards verursacht. Desweiteren konnen auch Mutationen in Genen, die flr
kontraktile Proteine kodieren, zur Entstehung einer pathologischen Hypertrophie fihren. Im
Gegensatz zu physiologischem Wachstum, steigert die pathologische Hypertrophie das Risiko der
Entwicklung von Herzinsuffizienz und Arrythmien * und verursacht einen gesteigerten Zelltod durch
Apoptose und Nekrose ° (s. Abb. 4). Desweiteren wird pathologische Hypertrophie mit einer

Verschiebung zum glykolytischen Metabolismus, der Reaktivierung des fetalen Genprogramms 1214
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Disorganisation der Sarkomere, Veranderungen des Calcium Signalweges, Verlust von
Kardiomyozyten und Ersatz durch Fibroblasten und systolischer Dysfunktion assoziiert 1. Zahlreiche
Signalwege sind in die Entstehung einer pathologischen Hypertrophie involviert, wobei eine
Veranderung der Calcium-Homdostase einen der wichtigsten Ausldser darstellt ° (s. Abb. 5). Dabei
ist die Signaltransduktion liber das Guq heterotrimere G Protein einer der wichtigsten Aktivatoren des
Calcium-Signalweges.

Das Gegenteil einer Hypertrophie ist die Atrophie (s. Abb. 4). Diese entsteht durch lange Bettruhe,

oder einen ausgepragten Gewichtsverlust ! (s. Abb. 4). In sdmtlichen atrophischen Muskeln kommt es

21

zur Aktivierung des Ubiquitin-Proteason-Systems und dem Abbau von Muskelproteinen . Im

Herzmuskel fiihrt die Inhibierung von hypertrophen Signaltransduktionswegen sowie die direkte
Stimulierung des Proteinabbaus zu Atrophie 2224 (s. Abb. 5).

Ererciae Hypertension, Eine pathologische Hypertrophie ist
2 myocardial infarction, and

preguancy Helirohumoral activation mit Dekompensation, ventrikuldrer

Dilatation, systolischer Dysfunktion
und elektrophysiologischen
Verdnderungen assoziiert, die zu
Herzinsuffizienz und ventrikuldrer
Arrythmie fUhren. Durch
Schwangerschaft oder Training kann
sich eine physiologische
Hypertrophie ausbilden. Im
Gegensatz  dazu fihren lange
Heart failure Bettruhe, Krebs und Gewichtsverlust
- zu einer Atrophie des Herzens.

Persistent stress

Abbildung 4: Physiologische und pathophysiologische Bedingungen im Herzen
(nach Hill et al. 1)

Pathologische Hypertrophie ist eine der Ursachen fiir Herzinsuffizienz (s. Abb. 4). Kardiovaskulare
Erkrankungen sind die Haupttodesursache weltweit und Herzinsuffizienz ist die am schnellsten
wachsende Unterklasse im letzten Jahrzehnt 28, So leiden 1-2% der gesamten Bevélkerung unter
Herzinsuffizienz 2° und die 5-Jahres-Mortalitt liegt bei fast 50% 3°. Unter Herzinsuffizienz versteht
man die Unfédhigkeit des Herzens den Kérper mit der bendtigten Blutmenge zu versorgen 21431, Dies
fihrt zu frithzeitiger Erschépfung, Dyspnoe, Odemen und schlieRlich vorzeitigem Tod. Man
unterscheidet zwischen systolischer und diastolischer Herzinsuffizienz. Bei systolischer
Herzinsuffizienz ist die Kontraktilitdit des Herzens verschlechtert, wodurch das Schlagvolumen
abnimmt. Diastolische Herzinsuffizienz wird durch eine normale Kontraktion, aber eine reduzierte
Relaxation durch ,Versteifung” der Ventrikel definiert *. Diastolische Herzinsuffizienz tritt
typischerweise bei dlteren Patienten, die unter Bluthochdruck leiden, auf.
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Herzinsuffizienz wird durch verschiedene Erkrankungen induziert, unter anderem durch
Bluthochdruck, Herzinfarkt, Ischamie, Herzklappeninsuffizienz, Stenose, Myokarditis sowie
hypertrophe, dilatierte und diabetische Kardiomyopathie 2.
beinhalten Diuretika, beta-Blocker, ACE-Hemmer (Angiotensin Converting Enzyme), Aldosteron
Antagonisten, Vasodilatoren und inotrope Medikamente 4. Die bei 50% liegende Sterblichkeitsrate

Die therapeutischen Optionen

zeigt jedoch deutlich, dass die molekularen Mechanismen, die der Herzinsuffizienz zugrunde liegen,
noch besser erforscht werden missen.

Ein wichtiges molekulares Kennzeichen der Herzinsuffizienz und der pathologischen Hypertrophie ist
die Reaktivierung des fetalen Genprogramms 32, Dies schlieRt die Expression von natriuretischen
Peptiden (ANP, BNP) sowie eine Isoform-Verschiebung von sarkomeren und metabolischen Enzymen
ein. Im fetalen Herzen wird der GroRteil der Energie aus Kohlenhydraten gewonnen. Kurz nach der
Geburt verschiebt sich die Energiegewinnung jedoch in Richtung der Fettsduren 3334 Bei
Herzinsuffizienz kommt es zur Reaktivierung der fetalen metabolischen Genexpression, da der
Sauerstoffverbrauch zur Energiegewinnung in der Glykolyse geringer als in der beta-Oxidation ist 3%,
Die Signalwege, die zur Aktivierung der Herzinsuffizienz flihren sind analog denen der pathologischen
Hypertrophie (s. oben, Abb. 5). Dabei nimmt der Calcium-Signalweg eine Schlisselrolle ein. Viele
dieser Signalwege enden bei den transkriptionellen Regulatoren MEF2, NFAT und GATA4 4,
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Abbildung 5: Signalwege, die physiologische und pathologische Verdanderungen des Herzens verursachen (nach Hill et al.

1)

Cell death

Diese intrazelluldren Signalwege aktivieren die Transkription von Genen, die das Wachstum und den Umbau des Herzens
steuern. Trotz der Komplexitdt dieser Signalwege verlauft die Signaltransduktion Uber eine begrenzte Anzahl von
Knotenpunkten — an der Zelloberflache, im Zytoplasma und im Zellkern — und ermdglicht dadurch therapeutische
Interventionen. Dabei flihrt eine Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems zu einer Atrophie, wahrend die Insulin/IGF-1
Signaltransduktion ein prominenter Aktivator des physiologischen Wachstums des Herzens ist. Einer der wichtigsten
Faktoren in der Entstehung der pathologischen Hypertrophie ist der Calcium-Signalweg, der unter anderem durch das
heterotrimere G-Protein G4 vermittelt wird. Ein Kennzeichen fiir pathologisches Wachstum stellt dabei die Reaktivierung
des fetalen Genprogramms dar.
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2.2 Die Rolle von Wachstumsfaktoren im Herzen

Die Aufschliisselung der Mechanismen, denen die Entwicklung, Differenzierung und das Wachstum
des Herzens zugrunde liegen, fihrte zur Identifizierung einer Vielzahl an Wachstumsfaktoren.
Wachstumsfaktoren sind sekretierte Polypeptide, die autokrin und/oder parakrin wirken und eine
Vielzahl an physiologischen Prozessen beeinflussen. Traditionell wurde Wachstumsfaktoren eine
Wirkung auf die Zellproliferation und Differenzierung zugeschrieben.

Wachstumsfaktoren koénnen aufgrund ihrer Rezeptorbindung klassifiziert werden. Dabei
unterscheidet man diejenigen, die an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen binden, wie FGF (fibroblast growth
factor), EGF (epidermal growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), |\GF (insulin-like growth
factor), Insulin oder VEGF (vascular endothelial growth factor) von denjenigen, die an
Serin/Threonin-Rezeptoren binden, wie die Mitglieder der TGF-B Familie 38 (s. Abb. 6). Die Bindung an
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert eine Vielzahl an Signalmolekilen, die mit Hypertrophie assoziiert
sind. Dazu zdhlen die Proteinkinase Akt, die MAPK und ERK Kaskade 8 (s. Abb. 6). Im Gegensatz dazu
aktiviert TGF-B unter anderem die Kollagen Expression tiber TAK1 und Smads 3°. Desweiteren wird
schon anhand der Nomenklatur deutlich, dass die verschiedenen Familien von Wachstumsfaktoren
oft einen spezifischen Zelltyp beeinflussen.

Die TGF-B Superfamilie besteht aus TGF-B, Aktivinen, Inhibinen, GDFs (growth and differentiation
factors) und BMPs (bone morphogenetic proteins). Sie beeinflussen Zellwachstum, Differenzierung,
Proliferation, Migration, Adh&sion, Apoptose und die Produktion der extrazelluliren Matrix %41,
Samtliche Mitglieder der Superfamilie besitzen eine Cystein-Knoten-Struktur aus mindestens 6
Cystein-Resten, die Uber Disulfidbriicken verbunden sind 2, und werden in einer Praproform
synthetisiert, die mehrere Prozessierungsschritte durchlaufen muss. Die, durch die proteolytische
Prozessierung, aktivierten Mitglieder der TGF-B Familie binden dann an einen heteromeren
Serin/Threonin-Rezeptor, wodurch sowohl Smad-abhéngige als auch Smad-unabhingige Signalwege

aktiviert werden #3.

In den letzten Jahrzehnten zeigten viele Publikationen, dass das Herz von einer Vielzahl an
Wachstumsfaktoren, die dessen normales und hypertrophes Wachstum beeinflussen, reguliert wird
4445 50 werden Wachstumsfaktoren durch hypertrophe Stimulierung und Stresszustinde in
verschiedenen Zelltypen des Herzens, u.a. in Kardiomyozyten, Fibroblasten, vaskuldren Zellen und
Vorlduferzellen verstirkt produziert und sekretiert #%¢>°, Sie werden zur Aufrechterhaltung der
normalen Herzfunktion benétigt und kontrollieren den pathologischen Umbau des Herzens nach
Herzschadigung. Dabei modulieren sie unter anderem Apoptose, Aktivierung der Fibroblasten,
Entziindungsantworten und Angiogenese °>°1, In Analogie dazu wurde ihre Aktivierung mit einer
Vielzahl an Herzerkrankungen assoziiert, was auf eine endogene kardioprotektive Funktion hindeutet
3 Dabei beeinflussen Wachstumsfaktoren sowohl die Kontraktilitit des Herzens, als auch die
extrazellulare Matrix. Unter pathologischen Zustanden produzieren Herzzellen beispielsweise TGF-
B1, wodurch das Herz durch Hypertrophie und Fibrose umgebaut wird °2. Desweiteren wurde
mehreren Wachstumsfaktoren, unter anderem IGF, HGF, Endothelin-1, FGF und TGF, eine protektive
Wirkung gegen oxidativen Stress und Apoptose zugeschrieben 3. In Analogie dazu wirkt die exogene
Gabe verschiedener Wachstumsfaktoren kardioprotektiv, z.B  nach akuten Ischdmie-
Reperfusionsschiaden 3. Die Tatsache, dass vielen Wachstumsfaktoren eine kardioprotektive Rolle
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zugewiesen wird ist besonders auch im Hinblick auf therapeutische und diagnostische Zwecke
Grundlage einer Vielzahl an wissenschaftlichen und klinischen Studien.
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Abbildung 6: Kardioprotektive Wachstumsfaktoren und ihre Signalwege (nach Hausenloy und Yellon 38)

Ubersicht iiber die intrazelluldren Signaltransduktionswege der Wachstumsfaktoren TGF-B1, Cardiotrophin-1, FGF, VEGF,
Insulin, IGF und Urocortin. Deren Bindung an ihren spezifischen Rezeptor aktiviert intrazelluldre Signalkaskaden,
einschlieRlich der Raf-Ras-Mek1/2-Erk1/2 und PI3K-Akt Kaskade sowie den RISK und JAK-STAT Signalweg und verschiedene
anti-apoptotische Mechanismen.
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2.3 Myostatin - ein Repressor des Muskelwachstums

Myostatin (oder GDF-8: growth and differentiation factor 8) ist ein Mitglied der TGF-B Superfamilie
von  Wachstumsfaktoren und einer der wichtigsten negativen Regulatoren des
Skelettmuskelwachstums. Sein groRer inhibitorischer Effekt auf Muskelhypertrophie und Hyperplasie
wurde 1997 in der Maus entdeckt ** (s. Abb. 7 C). Diese hochkonservierte Funktion von Myostatin
wurde auch in anderen Spezies wie Kithen >>°7 (s. Abb. 7 A), Hunden %8, Schafen °°, Zebrafisch €,
Rennpferden ®! und sogar Menschen © (s. Abb. 7 F) bestétigt. Desweiteren zeigen Miuse, in denen

die Myostatin Prozessierung ®*% oder Signaltransduktion ® gehemmt wurde ebenfalls eine
vergroRBerte Muskelmasse, wahrend die Uberexpression von Myostatin zu einer dramatischen

Atrophie fihrt ®%7, Dies bestitigt die zentrale Rolle von Myostatin in der Inhibierung des

Skelettmuskelwachstums.

Abbildung 7: Phdnotypen nach Myostatin Mutationen oder knockout (nach Rodgers et al. )

(A) Muskelhypertrophie in Piemonteser Rindern aufgrund einer Punktmutation im 3. Exon des bovinen Myostatin-Gens 55,
(B-C) Vordere Armmuskulatur von Wildtyp (B) und konstitutiven Myostatin knockouts >4. (D-E) Reprasentative Wildtyp (D)
und Follistatin transgene Mause (E) . (F) Beinmuskulatur eines 7 Monate alten Jungen mit einer Myostatin Null-Mutation
innerhalb der SpleiRdonorseite von Exon 1 des Myostatin-Gens 62,

Eine zu Beginn der Forschung an Myostatin durchgefiihrte Northern Blot Analyse von verschiedenen
Mausgeweben zeigte, dass Myostatin hauptsachlich in der Skelettmuskulatur und zu einem deutlich
geringeren Anteil auch in Fettgewebe enthalten ist >*. Dabei ist Myostatin schon im Myotom ab P 9.5
exprimiert >*, Durch spdtere RT-PCR Analysen konnte das Myostatin Transkript jedoch auch im

7% und in Brustdriisen 7%

Herzen detektiert werden. Desweiteren zeigte eine genomweite
Untersuchung des Mausgehirn-Transkriptoms mehrere Regionen, in denen Myostatin exprimiert
wird 7273, Interessanterweise ist das Expressionsmuster in Fischen und Hiihern deutlich weniger

limitiert ©8.

Die biologische Funktion von Myostatin ist nicht auf die Inhibierung des Skelettmuskelwachstums
beschrdankt. Der konstitutive Myostatin knockout zeigt einen geringeren Koérperfettanteil und
entwickelt, auch in Verpaarung mit genetischen Adipositas-Modellen, keine Fettleibigkeit 7475,
Desweiteren zeigen diese Mduse eine verbesserte Insulinsensitivitdt, wodurch die Hemmung von
Myostatin zur Behandlung von Typ |l Diabetes interessant wurde 7>7,



Einleitung

Myostatin ist ein sekretiertes Hormon, das auRergewdhnlich gut konserviert ist >>. Die C-terminalen
Domaéanen der Myostatin Proteinsequenz (das reife und aktive Myostatin Protein) sind in Menschen,
Mausen, Ratten, Schweinen, Hiihnern und Truthdhnen identisch. Ahnliche Sequenzen wurden auch
in verschiedenen Fischen gefunden %. Innerhalb der GDF-Familie (Growth and Differentiation Factor)
bildet Myostatin eine Untergruppe mit GDF-11 (s. Abb. 8). Dabei sind die Aminosduren der
carboxyterminalen Domane von Myostatin und GDF-11 zu 90% identisch 77,
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Abbildung 8: Sequenzvergleich von Mitgliedern der TGF-B Familie (nach Lee 77)

2.3.1 Aufbau, proteolytische Prozessierung und Regulation von Myostatin

Myostatin wurde 1997 in einem Screening nach neuen Mitgliedern der TGF-f3 Superfamilie entdeckt

56,57,79 u nd

>4, Das Myostatin Gen liegt auf Chromosom 2 in Menschen 78, Schimpansen, Kiihen
Schafen & und auf Chromosom 1 in der Maus 8. Myostatin ist ein relativ kleines Gen (7.8 kb),
welches aus drei ungefahr gleich groflen Exons, die durch zwei Introns separiert werden, aufgebaut
ist. Dabei kodiert Exon 3 fiir das reife Myostatinpeptid und die proteolytische Prozessierungsstelle in
sdmtlichen untersuchten Spezies 8. Nach der Translation entsteht ein 376 Aminosdure groRes

Protein.

Die Proteinsequenz enthdlt alle Merkmale, die fiir Mitglieder der TGF-B Familie typisch sind. Dies
schlieBt eine Signalsequenz fiir die Sekretion, proteolytische Prozessierungsstellen und eine
carboxyterminale Region, die ein konserviertes Muster von neun Cysteinresten enthilt, ein 4. Dieses
376 Aminosauren umfassende inaktive Vorlauferprotein besteht aus einer kurzen Signalsequenz,
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einer N-terminale Propeptiddomane und einer carboxyterminale Domane (s. Abb. 9 a) >*%° und wird
als Prapromyostatin bezeichnet. Dabei ist die Signalsequenz fiir die Prozessierung und Sekretion von
Bedeutung, wahrend die Propeptidregion die biologische Aktivitat und vermutlich auch die richtige
Faltung des aktiven Myostatins reguliert 7. Die carboxyterminale Doméine bildet spater das aktive
Myostatin, welches vermutlich analog zu anderen Mitgliedern der TGF-B Familie eine Cystein-
Knoten-Struktur ausbildet 7.

Um das aktive Myostatin zu generieren sind zwei proteolytische Prozessierungen notig. Im ersten
Schritt wird durch Furine das 24-Aminosduren umfassende Signalpeptid abgespalten 77 (s. Abb. 9 a).
Dabei bildet sich das sogenannte Promyostatin. Danach kommt es zur proteolytischen Prozessierung
an der RSRR-Stelle ® (s. Abb. 9 a). Die dafiir verantwortliche Proteinase ist noch nicht identifiziert. Es
koénnte sich jedoch aufgrund der dibasischen Schnittstelle um PACE (paired dibasic amino acid-

7. In vitro wurde gezeigt, dass PACE in der Lage ist das Myostatin

cleaving enzyme) handeln
Vorlduferprotein an der RSRR-Stelle zu spalten %#, Dies fiihrt zur Bildung einer N-terminalen auch
Propeptid genannten (27,6 kDa) und einer C-terminalen Domine (12,4 kDa) 77 (s. Abb. 9b). Nach
dieser Spaltung bilden das Propeptid und das reife Myostatin eine nicht-kovalente Bindung, die das
reife Myostatin inaktiviert 67698283 (s, Abb. 9b). Dabei liegen sowohl das reife Myostatin allein als
auch die Proform als, (iber Disulfid-Briicken verbundene, Dimere vor (s. Abb. 9 b). Zur Aktivierung
von Myostatin muss das Propeptid N-terminal zu Aspartat 76 durch Mitglieder der BMP-1/Tolloid
Metalloproteinasen gespalten werden 8 (s. Abb. 9 c). Dies fiihrt dann zur Dissoziation des latenten
Komplexes und zur Freisetzung des aktiven C-terminalen Dimers, welches im Folgenden als

Myostatin bezeichnet wird (s. Abb. 9 c).

v v °
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Abbildung 9: Proteolytische Prozessierung von Myostatin (nach Lee 77)

Myostatin wird in einer Vorlduferform synthetisiert, die zwei proteolytischen Prozessierungen unterliegt. (A) Im ersten
Schritt wird die N-terminale Signalsequenz (hellblau) abgespalten, danach das C-terminale Fragment, welches die
rezeptorbindende Aktivitat besitzt (gelb). (B) Nach der proteolytischen Prozessierung bleiben das Propeptid (blau) und das
Disulfid-verbundene C-terminale Dimer (gelb) nicht-kovalent in einem latenten Komplex gebunden. (B-D) Die Aktivierung
des latenten Komplexes erfolgt durch Spaltung des Propeptids durch Mitglieder der BMP-1/Tolloid Metalloproteinasen.
Dies fuhrt zur Dissoziation des latenten Komplexes.
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Myostatin wird hauptsachlich als ungespaltenes Promyostatin im Skelettmuskel sekretiert. Im
Anschluss wird es mit Hilfe von LTBP-3 und kovalenter Bindung an die extrazelluldre Matrix im
Skelettmuskel gehalten 8. Im Gegensatz dazu liegt Myostatin im Serum schon in latenter Form durch
Bindung an sein Propeptid vor 8. Es wurde auch gezeigt, dass die Myostatin Prodomine die
Rezeptorbindung und Aktivierung von Myostatin hemmt 69838, Desweiteren fiihrt eine transgene
Uberexpression der Prodame in der Maus zu einer Phianokopie des konstitutiven knockouts 54%°.
Neben dem Propeptid liegt Myostatin im Serum und der Skelettmuskulatur im Komplex mit
mehreren Proteinen vor, die seine Aktivierung, Sekretion oder Rezeptorbindung inhibieren . Zu
diesen Proteinen gehéren Follistatin %, FSTL-3 8, GASP-1 #, T-cap # und hSGT %. Transgene Méiuse,
die humanes Follistatin Uberexprimieren, phanokopieren ebenfalls den konstitutiven Myostatin
knockout ®°, wihrend der Verlust von Follistatin zu perinatalem Tod und einer reduzierten
Muskelmasse bei der Geburt fiihrt 9 (s. Abb. 7 D-E).

Die Regulierung von Myostatin kann auch durch Aktivierung oder Repression des Myostatin
Promoters stattfinden. So wird die Transaktivierung von Mpyostatin durch den aktivierten
Glukokortikoid-Rezeptor °2 und MEF2 % im Menschen und durch MyoD %3¢ und Myf5 in Maus und
Kuh stimuliert. Neuere Studien zeigen, dass auch FOXO1 und Smad2, -3 und -4 die Myostatin
Expression direkt stimulieren kdnnen %. Desweiteren enthilt der Myostatin Promoter eine putative
PPARy und NFkB Bindestelle °2. Eine Unterdriickung der Myostatin Expression wird durch die miRNAs
miR-208a %, miR-27a % und miR-499 %8 ermdglicht.

2.3.2 Signaltransduktion von Myostatin

Samtliche Mitglieder der TGF-B Familie binden an membrangebundene, heteromere Serin-Threonin-
Kinase-Rezeptoren die aus zwei Typ 1 und zwei Typ 2 Rezeptoren bestehen %. Im Falle von Myostatin
bindet das aktive C-terminale Myostatin-Dimer zuerst an den Aktivin Rezeptor Typ Il B (ActRIIB),
welcher dann entweder mit dem Typ | Rezeptor ALK4 oder ALK5 heterodimerisiert 1 (s. Abb. 10).
Das C-terminale Dimer bindet auch, jedoch mit einer niedrigeren Affinitat, an den ActRIIA Rezeptor
%9, Die Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zur Transphosphorylierung des Typ | Rezeptors in der
intracytoplasmatischen Doméane und stimuliert dadurch dessen Serin/Threonin-Kinase Aktivitat .
Neben Myostatin kdnnen auch Aktivin-A und GDF-11 an den ActRIIB binden. Es wurde gezeigt, dass
eine transgene Uberexpression einer dominant-negativen Form des ActRIIB, der die Kinase-Doméane
fehlt, zu einer dem Myostatin knockout dhnlichen Hypermuskularitit fihrt ®°. AuRerdem wurde die
Spezifitdt zum Rezeptor durch Crosslinking Studien mit transient Gberexprimierten Rezeptoren in
Zelllinien, die den Rezeptor nicht exprimieren, und Radiorezeptor Assays bestitigt 19 Der
aktivierte Typ | Rezeptor (im Falle von Myostatin ALK4 oder ALK5) phosphoryliert und aktiviert dann
die regulatorischen Smads Smad2 und 3 %1% (s. Abb. 10). Smads sind Transkriptionsfaktoren, die fir
die Signaltransduktion von TGF-B Liganden in den Zellkern verantwortlich sind. Dabei oligomerisieren
Smad2 und 3 mit dem Co-Smad Smad4, translozieren zum Zellkern und regulieren dort die
Genexpression (s. Abb. 10). Obwohl Smads selbst eine intrinsische DNA-bindende Aktivitat besitzen,
kénnen sie auch mit DNA-bindenden Kofaktoren wie p300, TGIF, c-Ski und Evi-1 assoziieren %2,
Desweiteren konnen inhibitorische SMADs, im Falle von Myostatin Smad7, an den aktivierten

Rezeptor binden und dadurch die Bindung und Aktivierung der regulatorischen SMADs verhindern 19
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105 |-.SMADs konkurrieren auRerdem mit Co-SMADs um die Interaktion mit den regulatorischen

Smads und verhindern dadurch die Ausbildung des zur Signaltransduktion notwendigen Smad-
Komplexes 1%, Die Myostatin Sighaltransduktion wird auRerdem durch Smurfl, eine SMAD-
spezifische E3 Ubiquitin Ligase, gehemmt 1%7 (s. Abb. 10).

Inaktives Myostatin liegt im Serum
oder lokal an FLRG, GASP-1, hSGT,
T-Cap, Follistatin  oder  sein
Propeptid gebunden vor. Das aktive
Myostatin Dimer bindet an den
Aktivin  Rezeptor Il (ActRIIB),
welcher dann den Typ | Rezeptor
Cytoplasm (ALK4 oder ALKS) rekrutiert und
transphosphoryliert. Dies fihrt zur

Aktivierung von Smad2 und Smad3.
Diese oligomerisieren mit Smad4,

| Smad7
Smurf1 translozieren in den Zellkern und

-
regulieren die  Genexpression.

@ /l Dieser Signalweg wird durch Smad7
— > Bmad2P < und Smurfl gehemmt.

Smad4

ActRIIB  ALK4/ALKS

Target gene

Current Opinion in Pharmacology

Abbildung 10: Signaltransduktion von Myostatin (nach Joulia-Ekaza et al. 87)

In den letzten Jahren wurden mehrere neue Zielmolekile von Myostatin entdeckt. Dabei ist jedoch in
der Mehrzahl der Falle der Mechanismus noch nicht identifiziert. So ist Myostatin in vitro in der Lage,
die Proteinkinase B/Akt sowie mTor zu inhibieren %111 Desweiteren scheint der MAPK Signalweg in

die wachstumshemmenden Effekte von Myostatin involviert zu sein 112114,

AulRerdem wurde gezeigt, dass Myostatin die Proliferation von Myoblasten und Satellitenzellen
durch Hochregulation von p21 ¥ und Hemmung von CDK2, Rb und Wnt4 inhibiert 11118, Dijes fiihrt
zu einer Hemmung des Ubergangs von der G1 in die S-Phase des Zellzyklus. Die myogene
Differenzierung wird von Myostatin durch Herunterregulation verschiedener myogener Regulatoren

t 119-121

wie MyoD, Myogenin und Myf5 erreich . Dies konnte die Hyperplasie im konstitutiven

Myostatin knockout erklaren.
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2.3.3 Inhibierung von Myostatin zu therapeutischen Zwecken

Wie zuvor aufgefiihrt verursacht die Deletion von Myostatin eine dramatische Hypertrophie und
Hyperplasie (s. 2.2). Dabei sind individuelle Muskeln des konstitutiven knockouts 200-260% groRer als
in Wildtypen >* (s. Abb. 7 B, C). AuBerdem ist die Regeneration der Skelettmuskulatur im
konstitutiven Myostatin knockout nach Schidigung verbessert 12%123, |m Gegensatz dazu fiihrt eine
Uberexpression bzw. die systemische Gabe von Myostatin direkt zu Muskelschwund 667124, Djese
Ergebnisse fiihrten dazu, dass die pharmakologische Inhibierung von Myostatin fir die Behandlung
von Muskelschwund und Sarkopenie interessant wurde 1%,

Muskelschwund tritt nicht nur in einer Vielzahl von Dystrophien auf, sondern auch nach Immobilitat
und chronischen Erkrankungen wie Niereninsuffizienz, Tumor-Kachexie und AIDS 1%,
Interessanterweise wurde eine Hochregulation von Myostatin in Muskeln von Patienten, die langere
Zeit bettldgerig waren, in AIDS-Patienten mit Muskelschwund, Kachexie-Patienten und nach
Niereninsuffizienz, detektiert #2129, Eine Hemmung von Myostatin inhibiert auch die Entstehung

130 ynd verbessert die

von Muskelatrophie in einem Mausmodell fir Krebs-Kachexie
Muskelregeneration durch Aktivierung von Satellitenzellen 3!, AuBerdem wurde gezeigt, dass die
Inhibierung der Myostatin Signaltransduktion die Skelettmuskelpathologie sowie die funktionelle
Kapazitdit im Diaphragma von mdx Mausen, einem Modell fiir Duchenne Muskeldystrophie,
verbessert 125132136 Dje Hemmung von Myostatin reduziert auch die Fibrose in mdx M&usen. Jedoch
wurden klassische Zeichen einer andauernden Degeneration und Regeneration, wie zentrale
Zellkerne, immer noch gefunden. In konstitutiven 6-Sarkoglykan knockouts, einem Modell fir
Gliedergiirteldystrophie verbesserte der Verlust der Myostatin Aktivitat die Muskelmasse,
Regeneration und Fibrose, jedoch leider nicht in alten Mausen ¥, Momentan wird unter anderem
die Gabe eines |6slichen ActRIIB Fragmentes untersucht. Dieses scheint zumindest die Muskelmasse
in einem Gliedergiirteldystrophie-Modell zu erhdhen 38, Auch verhindert die Hemmung des ActRIIB-

139141 Ein anderer

Weges die Entwicklung von Muskelschwund in verschiedenen Tumormausen
Ansatzpunkt ist die gentherapeutische AAV-vermittelte Gabe eines Myostatin Propeptids 14214 die
Elektroporation mit Myostatin shRNA % und die Gabe von siRNA-haltigen Nanopartikeln %, Die
Verwendung eines neutralisierenden Antikorpers (Myo-029) wurde nach Phase |l eingestellt

(www.clinicaltrials.gov NCT00104078). Im Gegensatz zu den obigen Ergebnissen konnte die

Inhibierung von Myostatin im Mausmodell einer Laminin-defizienten kongenitalen Muskeldystrophie,
einer sehr schweren und lethalen Dystrophie, die Muskelpathologie nicht verbessern und fihrt sogar
zu einer gesteigerten postnatalen Lethalitit 7. Passend dazu zeigten Amthor et al., dass die Muskeln
von konstitutiven Myostatin knockouts zwar gréRer, aber schwicher sind als die der Kontrollen 1%,

Da die Deletion von Myostatin auch zu einer verringerten Fettmasse fiihrt 744 scheint eine
Inhibierung auch im Hinblick auf Adipositas und Typ Il Diabetes interessant. Dabei zeigen erste
Studien, dass eine Hemmung von Myostatin die Entstehung von Adipositas verhindern und die

Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz verbessern kann 74150-153,

Momentan werden 15 klinische Studien zur Inhibierung von Myostatin im Menschen in der NIH
Datenbank (www.clinicaltrials.gov) aufgefihrt.



http://www.clinicaltrials.gov/
http://clinicaltrials.gov/show/NCT00104078
http://www.clinicaltrials.gov/
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2.3.4 Die gewebsspezfische Funktion von Myostatin im Herzen

Myostatin ist hauptsachlich im Skelettmuskel exprimiert, jedoch auch zu einem geringeren Anteil im
Herz 7° und Fettgewebe . Die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von Myostatin
im Herzen sind jedoch, im Gegensatz zur Skelettmuskulatur, noch kaum untersucht.

Myostatin wird im Herzen hauptsachlich in Purkinje-Fasern und Kardiomyozyten und zu einem
geringeren Anteil auch in der glatten Muskulatur der Koronaraterien exprimiert ’°. Dabei exprimieren
fetale Kardiomyozyten (E18) sehr wenig Myostatin. Die Expression steigt jedoch dramatisch bis zum
postnatalen Tag 10 an und fallt danach wieder ab %, Somit ist die Myostatin Expression negativ mit
dem Kardiomyozyten-Proliferationsindex korreliert. Innerhalb des Myokards ist Myostatin im linken
Ventrikel sechsmal hdher exprimiert als im rechten Ventrikel *>®.

Interessanterweise wird Myostatin nach verschiedenen pathologischen Bedingungen im Herzen wie
Herzinfarkten in Schafen 7°, nach verschiedenen Arten der Herzinsuffizienz in Ratten und Patienten
156-159 gder mechanischer Dehnung *° (iber einen Zeitraum von bis zu 30 Tagen hochreguliert.
AulRerdem handelt es sich bei Myostatin um eines der am starksten hochregulierten Gene in Herzen

von herzspezifischen Akt Uberexpressionsmausen, einem Modell fiir physiologische Hypertrophie 6%

6 und

Myostatin wird ebenfalls nach Kardiomyozyten Stress %2, kongenitalen Herzerkrankungen
chronischer alkoholischer Kardiomyopathie % aktiviert. Dies kénnte auf eine Funktion von Myostatin

in der Begrenzung des kompensatorischen Herzwachstums deuten.

Um die physiolgoische und pathophysiologische Funktion von Myostatin im Herzen zu identifizieren,
wurde hauptsichlich der konstitutive Myostatin knockout verwendet. Uberraschenderweise sind die
Ergebnisse sehr unterschiedlich. So beobachteten zwei Studien keinerlei Effekt auf die Hypertrophie

165 und zwei Jahre ¢

oder Herzfunktion in acht Wochen alten konstitutiven knockouts. Im Gegensatz
dazu zeigten zwei andere Publikationen in sieben '*” und 13 Monate 8 alten konstitutiven Myostatin
knockouts eine reduzierte Ejektionsfraktion, die Entwicklung einer exzentrischen Hypertrophie sowie
Anzeichen einer dilatativen Kardiomyopathie. Aufgrund des, wegen der stark gesteigerten
Muskelmasse, erhohten Koérpergewichts bezogen sie das Herzgewicht auf die Schwanzlange utber
einen Zeitraum von 800 Tagen und beschrieben die Entstehung der Hypertrophie nach 100 Tagen.
Artaza et al. '*° berichtete ebenfalls von einem erhéhten Herzgewicht in konstitutiven Myostatin
knockouts, jedoch in sieben Wochen alten Mausen und ohne Beeintrachtigung der Herzfunktion. Die

einzige herzspezifische Deletion wurde von Heineke et al. 10

generiert. Dabei wurde Myostatin in der
frihen Herzentwicklung unter der Kontrolle eines Nkx2.5-Cre Transgens deletiert. Diese Mause

entwickelten keine Hypertrophie und zeigten keine Beeintrachtigung der basalen Herzfunktion.

In M&usen, in denen Myostatin im Herzen ° beziehungsweise im Herzen und Skelettmuskel ©616°
Uberexprimiert wird, ist sowohl die Herzmasse als auch die Kardiomyozyten Proliferation reduziert.
Desweiteren wurde keine funktionelle Beeintrachtigung beobachtet.

Vergleicht man diese gegensatzlichen Ergebnisse, auch im Hinblick auf die Verwendung von
Myostatin Inhibitoren zu therapeutischen Zwecken, wird die Notwendigkeit einer Untersuchung der
postnatalen Deletion und ihrer Auswirkungen auf die Herzfunktion und Hypertrophie deutlich.
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2.4 IGF-1 - ein wichtiger Wachstumsfaktor im Skelett- und Herzmuskel

Im Gegensatz zu Myostatin ist IGF-1 einer der wichtigsten positiven Regulatoren des Muskel- und
Knochenwachstums 1’1, Desweiteren ist IGF-1 fiir die Entwicklung des zentralen Nervensystems und
der Reproduktionsorgane wichtig. Vor Gber 50 Jahren wurde IGF-1 als Zielmolekil und Vermittler der
Wirkung von Wachstumshormon GH (growth hormone) identifiziert und zuerst Sulfatierungsfaktor
172 spater dann Somatomedin C genannt. 5 Jahre spiter wurde ein Serumfaktor mit einer
insulinartigen Aktivitat identifiziert, der spater als insulindhnlicher Wachstumsfaktor IGF-1

klassifiziert wurde und sich als identisch zu Somatomedin C herausstellte 173177,

Die elementare Funktion von IGF-1 wurde anhand verschiedener Mausmodelle untermauert. Dabei
fiihrt die konstitutive Deletion von Igf-1 zu einer 50%igen Reduktion des Geburtsgewichtes (s. Abb.
11 A), wobei einige Mause direkt nach der Geburt sterben. Die iberlebenden adulten Mause sind
70% kleiner, unfruchtbar und zeigen eine deutliche Unterentwicklung der Skelettmuskulatur und der
Lungen (s. Abb. 11 A) 78181 Dijes weist Analogien zum konstitutiven Igf-1r knockout auf. Die Deletion
des Igf-1r flihrt zu einem 55% reduzierten Geburtsgewicht und Hypoplasie der Muskeln. Dadurch ist
die Muskelkraft nicht ausreichend um die Lungen aufzupumpen, wodurch die Mause kurz nach der
Geburt sterben 17818% Der IGF-1 Mangel fuhrt auch in Patienten zu schweren Wachstums- und

Entwicklungsverzogerungen 182

. Entgegen der frilhen Somatomedin-Hypothese verursacht eine
leberspezifische Deletion, die zu einer Reduktion des Serum-/gf-1 um 80% fiihrt, keine Wachstums-
und Entwicklungsdefizite sowie keine perinatale Lethalitat 18, Dies spricht dafiir, dass das hepatische
IGF-1 nicht fir Wachstum und Entwicklung verantwortlich ist. In Analogie zur Hypotrophie und
Hypoplasie nach Deletion von Igf-1 fiihrt dessen Uberexpression zu einem 30%igen Anstieg des

Kérpergewichts und einer Hypertrophie der Skelettmuskulatur 184188,

Wild Type (6 months)  TgMLC/migf-1 (6 months)

Forelimb Forelimb

Hindlimb

Abbildung 11: IGF-1 ein Hauptregulator des Muskel- und Knochenwachstums

(A) Darstellung eines Paares von 6 Tage und 2 Monate alten Geschwistern. w/W: Wildtyp, i/l; konstitutive /gf-1 Mutanten
175 (B) Gehdutete Vorder- und Hinterlauf Muskulatur von 6 Monate alten Wildtypen (B) und muskelspezifischen Mgf
liberexprimierenden Mausen (C) 18,
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Das Igf-1 (insulin-like growth factor) Gen ist relativ groR (gréBer als 70kb) und besteht aus 6 Exons,

%0 In Exon 1 und Exon 2 sind mehrere

die von 5 Introns unterteilt werden (s. Abb. 12)
Transkriptionsstartstellen enthalten. Exon 3 und 4 kodieren fiir das reife IGF-1 Peptid, wahrend Exon
5 und 6 alternativ gespleiRt werden kénnen °1. Dabei entsteht durch SpleiRen von Exon 4 zu Exon 6
systemisches Igf-1 oder Igf-1Ea, welches die Hauptform darstellt und in der Leber und im
Skelettmuskel produziert wird (s. Abb. 12). Desweiteren existieren im Menschen noch die Igf1-EB
und Igf1-EC (oder MGF: mechano growth factor) Isoform. In der Maus exisitieren nur systemisches
Igf-1 und Mgf. Dabei entsteht Mgf durch SpleiRen von Exon 4 zu Exon 5 und Exon 6 (s. Abb. 12). Den
Namen verdankt Mgf seiner Hochregulation nach mechanischem Uberdehnen 2%, Mgf wird
hauptsachlich in der Skelett- und Herzmuskulatur exprimiert und wird um ein Vielfaches geringer
exprimiert im Vergleich zu systemischem Igf-1 %41%, Im Gegensatz zu MGF wird systemisches IGF-1
auBerdem glykolysiert °®. Dies schiitzt vor Proteolyse und erhdht dadurch die Halbwertszeit des
systemischen IGF-1s. Desweiteren wird MGF auch nicht sekretiert und scheint nur lokal zu wirken %7,
Eine skelettmuskelspezifische Uberexpression von Mgf steigert jedoch Muskelwachstum und
Differenzierung, verhindert Muskelatrophie und verbessert die Regeneration nach Verletzungen (s.
Abb. 11 B, C). Dabei ist MGF in die Aktivierung, Mobilisierung und Differenzierung von
Satellitenzellen, welche eine wichtige Rolle in der Muskelregeneration spielen, involviert 1819,

Exons

A,
.f ™

|
. —-
Mechanical HE:E I

signals, MGF (autocrine) T
exercise/cell| reading frame

damage| shift 49-bp
insert

Human IGF-l gene

— BB B EEEE B B

Hormones

(e.g.. GH} IGF-IEa (systemic)

[~ 1+ s

IGF-IEb

Abbildung 12: Alternatives Spleien des Igf-1 Gens (nach Goldspink 1%9)

Das humane IGF-1 Gen besteht aus sechs Exons und kann alternativ gespleit werden. Dabei entstehen systemisches IGF-1
(/IGF-1Ea), IGF-1EB und MGF. In der Maus existieren nur systemisches Igf-1 und Mgf. Systemisches IGF-1 entsteht durch
Spleien von Exon 4 zu Exon 6 und wird durch Hormone, unter anderem das Wachstumshormon GH hochreguliert. MGF
entsteht durch SpleiRen von Exon 4 zu Exon 5 und Exon 6 und wird durch mechanische Dehnung oder Zellschadigung
aktiviert. Die Funktion der IGF-1Eb Isoform ist nicht bekannt.

Die zwei alternativen SpleiRvarienten werden in zwei IGF-1 Vorlduferpeptide translatiert. Diese
produzieren nach posttranslationaler Spaltung dasselbe reife IGF-1 Peptid sowie verschiedene E
Peptide. Das reife IGF-1 ist ein 7,5 kDa groRes Polypeptid und gehort zur Insulinfamilie. Dabei sind die
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Aminosduren von IGF-1 und Proinsulin 50% homolog 2%. Die insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren
(insulin-like growth factor) 1GF-1 und IGF-2 sind einkettige Polypeptide mit einer &hnlichen
Sekundéarstruktur mit drei a-Helices und drei Disulfidbriicken (s. Abb. 13 A, C) %, Das reife IGF-1
Peptid besteht aus A, B, C und D Domanen. Dabei unterscheidet sich die Aminosauresequenz des
reifen Peptids durch eine Retention des C Peptids, eine kurze Verlangerung der A-Kette und das
Vorhandensein von variablen C-terminalen E-Peptiden vom Insulin (s. Abb. 13 A, B) %2 Die
hepatische IGF-1 Synthese wird hauptsachlich durch das Wachstumshormon GH,

aber auch von
Thyroxin, Kortisol, Ostradiol und Testosteron kontrolliert 203204,
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Abbildung 13: Strukturvergleich von IGF-1 und Insulin

(A-B) Aminosduresequenz von IGF-1 (A) und humanem Insulin (B) unter Verwendung eines Ein-Buchstaben-Codes nach
Rinderknecht und Humble 176, Die grau hinterlegten Aminosduren sind in IGF-1 und humanem Insulin identisch.
Unterstrichene Aminosauren zeigen Reste, die in IGF-1 und nicht-humanem Insulin identisch sind. (C-D) Dreidimensionale

Struktur von IGF-1 und IGF-1R (C) sowie Insulin und Insulin-Rezeptor (D) durch Réntgenkristallographie nach Meyts und
Whittaker 205,

IGF-1 wird in verschiedenen Geweben wie Leber, Skelettmuskel, Knochen, Herz, Niere, Ovarien,
Testis, Pankreas, Gehirn und Lunge synthetisiert 2%, Dabei stammen 80% des sekretierten IGF-1 aus
der Leber #, IGF-1 ist ein endokrines Polypeptidhormon, wobei das extrahepatische IGF-1 auch
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autokrin und parakrin wirkt 2. Die Synthese wird nach Verletzungen 2%%2% mechanischer Dehnung

192,210 212214 nd Proliferation

sowie Training 2! verstarkt . Dabei stimuliert IGF-1 die Differenzierung
und verandert die Transkription und Translation von Faktoren, die flir das Wachstum oder die
Differenzierung von Muskeln verantwortlich sind 21526, So hemmt IGF-1 Myogenin und moduliert die
Expression von MyoD, MEF2 und p21 zur Kontrolle der Differenzierung #7218, Desweiteren hemmt
IGF-1 die Expression von Atrogin-1 und MuRF-1, zwei E3-Ubiquitin-Ligasen 2'°, die in die Entstehung

von Atrophie involviert sind.

Die Halbwertszeit von IGF-1 und die Interaktion mit dem IGF-1R wird durch eine Familie von sechs
hochaffinen sekretorischen IGF bindenden Proteinen (IGFBP1-6) sowie mehreren IGFBP verwandten
Proteinen reguliert 22221, 99% des zirkulierenden IGF-1s liegen im Komplex mit IGFBPs vor, wobei 75-
80% an IGFBP3 gebunden sind ?22%, Der IGF-1-IGFBP3 Komplex bindet an ein drittes Protein ALS
(acid labile subunit). Dies verldangert die Halbwertszeit von IGF-1 auf 16 Stunden im Gegensatz zu 15
Minuten bei freiem IGF-1 27224225 AuRerdem ist dieser Komplex nicht membrangingig und kann den
IGF-1R nicht aktivieren 2°2. Die Freisetzung des IGF-1 aus dem ternidren Komplex erfolgt mit Hilfe
einer Protease, wodurch IGF-1 dann an den IGF-1R binden und die Signaltransduktionskette
aktivieren kann (s. 2.3.1).

2.4.1 Signaltransduktion von IGF-1

Die Wirkung von IGF-1 wird hauptsachlich durch Bindung an den Typ | IGF Rezeptor (IGF-1R)
vermittelt 226, IGF-2 und Insulin kénnen auch an den IGF-1 Rezeptor binden, jedoch mit 6- und 100-
fach niedrigerer Affinitat 227. Der IGF-1 Rezeptor ist eine heterotetramere Rezeptor-Tyrosinkinase aus
zwei membrandurchspannenden a-Untereinheiten und zwei intrazelludren B-Untereinheiten. Die a-
Untereinheiten enthalten die cysteinreichen Bindungsstellen fiir IGF-1 und sind durch
Disulfidbricken verbunden. Desweiteren sind zwischen den a- und B-Untereinheiten ebenfalls
Disulfidbindungen vorhanden %%, Die B-Untereinheiten bestehen aus einer Transmembrandomaéne,
einer ATP-Bindestelle und einer Tyrosinkinase-Domane, die fir die Signaltransduktion essentiell ist (s.
Abb. 13 C). In Zellen, in denen sowohl der Insulin- als auch der IGF-1 Rezeptor exprimiert wird,
kénnen die Prorezeptoren Hetero- und Homodimere bilden, wodurch IR-IGF-1R Hybride sowie die

klassischen Rezeptoren entstehen 229231, Diese Hybridrezeptoren binden sowohl Insulin als auch IGF-
1 232.

Die Bindung von IGF-1 fiihrt zu einer konformationellen Anderung des IGF-1 Rezeptors und aktiviert
dessen intrinische Tyrosinkinase. Die dadurch induzierte Autophosphorylierung der intrazellularen
Tyrosinreste fihrt zur Phosphorylierung verschiedener zytoplasmatischer Adaptorproteine, unter
anderem des Insulin Rezeptor Substrates (IRS) sowie der SHC Proteine (Src homolgy 2 domain-
containing protein) %2233, Dabei reguliert IRS-1 hauptsidchlich das somatische Zellwachstum und ist
fir die Wirkung von IGF-1 auf die Skelettmuskulatur und das Fettgewebe verantwortlich 234235,
wahrend IRS-2 hauptsachlich die Insulin Signaltransduktion vermittelt und fir die IGF-1 Aktivitat in

der Leber, im Gehirn und im Pankreas zustandig ist 2°.

Die Mehrzahl der biologischen Effekte von IGF-1 auf das Zellwachstum, die Differenzierung,
Proliferation und das Uberleben wird durch die IGF-1R Signaltransduktionskaskade vermittelt 22°. Die
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IGF-1 Signaltransduktion wird dabei tGber den PI3K-Signalweg sowie den RAS-RAF-MAPK-Signalweg
vermittelt 237238 (s, Abb. 14, 15).

Im PI3K-Signalweg rekrutiert und aktiviert phosphoryliertes IRS die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) Uber die zwei SH2-Doménen der regulatorischen p85 Untereinheit der PI3K, wodurch
membranassoziierte phosphorylierte Inositole synthetisiert werden 2. Diese rekrutieren und
aktivieren die Phosphoinositol-abhdngige Kinase PDK, welche fir die Phosphorylierung und
Aktivierung anderer Kinasen, wie AKT und p70RSK, verantwortlich ist 24241, Die AKT
Phosphorylierung steigert die Proteinsynthese durch Aktivierung von mTOR und p70S6K und
vermittelt die antiapoptoische Wirkung von IGF-1 durch Phosphorylierung und Inaktivierung von
proapoptotischen Initiatioren wie BAD sowie von Effektorproteinen wie Kaspasen 2*. Somit wird
Uber den PI3K-Signalweg eine Vielzahl der Effekte von IGF-1, wie die Stimulierung des
Glukosetransports, die Glykogensynthese, Proteinsynthese, Mitogenese, Hemmung der Apoptose
und Regulierung der Gentranskription vermittelt 2*3. Desweiteren reduziert IGF-1 iiber die PI3K-
Signalkaskade auch die proteasomale Degradation. IGF-1 hemmt iber den PI3K-AKT-FOXO-Weg die
Transkription der E3-Ubiquitin-Ligasen MuRF-1 und Atrogin-1 und verhindert dadurch die Entstehung
einer Muskelatrophie 2*24¢ Dabeij fiihrt die Aktivierung von AKT zu einer Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors FOXO, wodurch FOXO aus dem Zellkern ins Zytoplasma relokalisiert. Dadurch
kann die Genexpression der E3-Ubiquitin-Ligasen MuRF-1 und Atrogen-1 nicht mehr induziert
werden 2%,

Inhibition of Protein
development signals degradation

Synthesis > degradation : Degradation > synthesis :

Hypertrophy Atrophy

Abbildung 14: Regulierung der Muskelmasse durch den IGF-1 Signalweg (nach Hanaoka et al. 247)

Die Bindung von IGF-1 an den IGF-1 Rezeptor aktiviert den PI3K-AKT-Signalweg und fiihrt dadurch zur Phosphorylierung von
mTOR, GSK3B sowie FOXO. Die Proteinsynthese und Muskelmasse steigt durch Aktivierung der Proteinsynthese liber
mTORC1 und Hemmung von GSK3f und FOXO vermittelter proteasomaler Degradation.
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AuBerdem ist der RAS-RAF-MAPK-Weg fiir eine Vielzahl der mitogenen und transkriptionellen Effekte
von IGF-1  verantwortlich. Im  ersten Schritt erfolgt die  Rekrutierung des
Guaninnukleotidaustauschfaktors SOS an IRS-1 (iber die SH2 Doméane des Adatproproteins GRB2 238,
Dies aktiviert das G-Protein RAS, welches daraufhin die Serinkinase RAF und die ERK-Kaskade
aktiviert, wodurch die Zellproliferation aktiviert wird 2*. Die IGF-1R Aktivierung ist auch in die
Stimulierung der Jun Kinasen JNK1 und JNK2 **° sowie der p38 MAP Kinase #%%! involviert.
Zielmolekile des MAPK-Weges sind unter anderem die ribosomale S6 Kinase, MAPKAP,
Phospholipase A2 und verschiedene Transkriptionsfaktoren 2°% (s. Abb. 15).

IGF1 receptor
ligand

IGF1 binding
switches receptor on

RS2

@@
|

Increased levels of
anti-apoptotic factors

1

Cell-death
signals

{ Apoptosis

Nature Reviews | Cancer

Abbildung 15: Schematische Darstellung des IGF-1 Signalweges (nach Bok und Small 253)

Die Bindung von IGF-1 an den IGF-1R aktiviert sowohl dien PI3K-, als auch den RAS-MAPK-Signalweg. Die Aktivierung der
PI3K-AKT-Signaltransduktion fihrt unter anderem zu einem Anstieg der antiapoptotischen Faktoren BCL2 und BCL-X,. Die
Aktivierung des RAS-MAPK-Weges induziert mitogene Transkriptionsfaktoren und verursacht dadurch die Wirkung von IGF-
1 auf die Proliferation.

Nach der Ligandenbindung und Aktivierung wird der IGF-1R durch endozytotische Internalisierung
runterreguliert %, Eine chronische Aktivierung wird desweiteren durch Markierung von IRS-1 zum
proteasomalen Abbau durch die S6K und AKT 2°52%¢ reguliert.
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2.4.2 Die gewebsspezifische Funktion von IGF-1 im Herzen

Physiologische Hypertrophie des Herzens ist mit einer Aktivierung des IGF-1/PI3K-Signalweges
assoziiert (s. Abb. 5). So ist IGF-1 im Herzen von professionellen Athleten 27 und im Serum von
Menschen und Tieren nach Sport erhéht 2°82° AuRBerdem ist die Expression von IGF-1 im Herzen zu
Beginn einer Vielzahl an Erkrankungen wie hypertropher Kardiomyopathie 2%°, hypertensiver
261,262 ynd ischdmischer Kardiomyopathie 25 erhéht. Deshalb wird vermutet, dass
IGF-1 in das Remodeling des Herzens involviert ist. Desweiteren steigern niedrige IGF-1
Konzentrationen in Patienten das Risiko einer Herzerkrankung und korrelieren mit einer hoheren
Mortalitat 26427°, Patienten die unter dem Laron-Syndrom, ein durch GH-Insensitivitit verursachter

IGF-1 Mangel, leiden, sterben friiher, haben kleinere Herzen und eine verschlechterte Kontraktilitat
271,272

Kardiomyopathie

In vitro verursacht IGF-1 durch Aktivierung der Transkription und Translation muskelspezifischer
Gene Hypertrophie 273274, Desweiteren fiihrt die Gabe von IGF-1 in M&usen und Ratten zu einer
Hypertrophie des Herzens sowie einer gesteigerte Proteinsynthese 27527% und verringert die
Entstehung von Apoptose und Nekrose nach einer induzierten Ischimie des Herzens 27727°,
AuBerdem verbessert die IGF-1 Gabe auch den Glukose- und Proteinmetabolismus und verhindert
die Entwicklung einer diabetischen Kardiomyopathie 280282,

NTg IGF1R NTg IGF1R

Abbildung 16: morphologische Analyse von transgenen Igf-1r iiberexprimierenden M&usen (nach McMullen et al. 282)

Morphologische Analyse von non-transgenen Kontrollen (NTg) und Igf-1r iberexprimierenden Mausen (IGF1R) im Alter von
3 Monaten. Maf3stab: Imm.

Der FEinfluss einer Uberexpression von Igf-1 auf die Herzfunktion wurde anhand mehrerer
Mausmodelle untersucht. Reiss et al. generierte transgene Mause, in denen das humane IGF-1 in
Kardiomyozyten unter der Kontrolle des aMyHC-Promoters tiberexprimiert wurde 23, Diese Miuse
hatten groRRere Herzen aufgrund von Hyperplasie und keinerlei Beeintrachtigung der Herzfunktion. In
einem zweiten Modell wurde Igf-1 im Herzen und der Skelettmuskulatur mit Hilfe des Actal
Promoters lberexprimiert 24, Diese Mause zeigten eine physiologische Hypertrophie des Herzens
sowie eine verbesserte systolische Funktion bis zu einem Alter von 10 Wochen. Diese verschlechterte
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sich jedoch im Alter von 52 Wochen und die Mause entwickelten eine pathologische Hypertrophie.
Desweiteren ist eine Kardiomyozyten-spezifische Uberexpression von Igf-1 antiapoptotisch 2%,
wahrend die heterozygote konstitutive Deletion von Igf-1 eine verstarkte Apoptose nach induziertem
Herzinfarkt zeigt 2%, Eine Kardiomyozyten-spezifische Uberexpression des humanen IGF-1 Rezeptors
fihrte ebenfalls zu einer physiologischen Hypertrophie und verbesserten systolischen Funktion,

sogar in alten Maiusen 22,

Der Beweis, dass die physiologische Hypertrophie Uber die
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) vermittelt wird, konnte mit Hilfe von transgenen Mausen mit

einer gesteigerten oder verringerten PI3K Aktivitat erbracht werden 287288,

Somit flhrt die Aktivierung des IGF-1-PI3K-Signalweges unter basalen Bedingungen zu einer
konservierten oder verbesserten Herzfunktion 262283287 Dje Uberexpression von IGF-1 bzw. PI3K
verbessert jedoch auch die Herzfunktion und die Entwicklung einer Apoptose oder Fibrose nach
verschiedenen induzierten Erkrankungen wie dilatativer Kardiomyopathie 2892%, dekompensierter
exzentrischer Hypertrophie 2%, diabetischer Kardiomyopathie 22, Herzinfarkt 2%, linksventrikulirer

294 290

, pathologischer Hypertrophie oder der

295

Hypertonie, Diabetes-induzierter Herzdysfunktion
altersbedingten Verschlechterung der Herzfunktion Dies wird einerseits durch die
antiapoptotische Wirkung von AKT 2929 andererseits durch die Hemmung von Signalmolekiilen, die

290

pathologische Hypertrophie induzieren gewadhrleistet. Desweiteren wirkt IGF-1 positiv inotrop

290299 antifibrotisch und verhindert sogar die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies 3%. Die
Gabe von IGF-1 auf isolierte Kardiomyozyten von Herzinsuffizienz-Tiermodellen oder Patienten

verbessert deren Kontraktilitat 2%

, vermutlich aufgrund einer verbesserten Calcium-Mobilisierung
303305 5o verhindert die Verwendung von L-Typ Calciumkanalblockern oder PKC-Inhibitoren den
positiven inotropen Effekt von IGF-1 3% In Analogie dazu wurde eine Verschlechterung der

Kontraktilitdt des Herzens in leberspezfischen Igf-1 knockouts beobachtet 37,

AulRerdem scheint die MGF Isoform in die Regeneration involviert zu sein. So wird die Mgf Expression
im Herzen direkt nach einer Schiadigung wie beispielsweise Herzinfarkten stark hochreguliert 3%, Die
Behandlung mit MGF verbessert die Ejektionsfraktion und verringert die Narbenbildung nach
Herzinfarkten 3%31°, AuRerdem fiihrt die transgene Uberexpression von Mgf in Kardiomyozyten zu
einer leichten Hypertrophie sowie einer verbesserten Regeneration mit nur minimaler

Narbenbildung und verbesserter Kontraktilitdt nach Herzinfarkt und Cardiotoxin-Injektion 311312,

IGF-1 beeinflusst auBerdem die Vasodilation der KoronargefdaRe. So kann der IGF-1 Signalweg die

Expression von VEGF und Angiopoietin-2 31331 induzieren sowie die Freisetzung von NO verursachen
315

Offensichtlich ist IGF-1 ein wichtiger Uberlebensfaktor mit pleiotropen Funktionen im Herzen. IGF-1
besitzt eine antiapoptotische, antifibrotische, positiv inotrope, vasodilatorische, proangiogene
Wirkung, induziert physiologische Hypertrophie und stimuliert die Regeneration. Trotz dieser
positiven Effekte auf die Herzfunktion fiihrt eine unkontrollierte Aktivierung des IGF-1-PI3K Weges zu
unkontrolliertem Zellwachstum und damit Krebs.
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2.5 Bekannte Interaktionen von Myostatin und IGF-1

Myostatin und IGF-1 sind zwei gegensatzliche Hauptregulatoren des Muskelwachstums. So fihrt die

5468 wohingegen die

Hemmung von Myostatin zu Muskelhypertrophie und Hyperplasie
Uberexpression von Igf-1 Hypertrophie verursacht '#. Dies legte die Vermutung nahe, dass sich die
Signalwege dieser beiden Hauptregulatoren kreuzen. In der Mehrzahl der Publikationen, die dieser

Frage auf den Grund gingen, wurde dies in der Skelettmuskulatur bzw. in Myoblasten untersucht.

So zeigten McFarlane et al., dass Myostatin Kachexie durch Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-
Systems Uber FOXO1 induziert und damit die Wirkung von IGF-1 auf den PI3K-AKT-Signalweg
antagonisiert %%, Eine Stimulierung von C2C12 Zellen mit Myostatin hemmte die Phosphorylierung
der IGF-1 Zielmolekille AKT und FOXO1 (s. Abb. 17) 1?4, Dies filhrte zu einer Hochregulation der
Atrophie-induzierenden Gene Murf-1 und Atrogin-1 (s. Abb. 17). Desweiteren wurde von
Trendelenburg et al. ebenfalls in C2C12 Zellen der Beweis erbracht, dass die Inhibierung von AKT
durch Myostatin auch die Proteinsynthese Gber mTOR und die p70S6 Kinase inhibiert und durch
Zugabe von IGF-1 reversibel ist (s. Abb. 17) . Jedoch wurde die von McFarlane beobachtete
Hochreguluation von Murf-1 und Atrogin-1 in dieser Studie nicht beobachtet. In Ubereinstimmung
mit den in vitro Daten wurde auch eine verstarkte AKT Phosphorylierung in Muskeln von
konstitutiven Myostatin knockouts sowie eine Dephosphorylierung von AKT und Inhibierung des
mTOR-p70S6K-Proteinsyntheseweges in  Muskeln von Myostatin-lberexprimierenden Ratten
beobachtet 108316317 Bejde Studien widerlegten jedoch auch die von McFarlane beschriebene
Wirkung auf Murf-1 und Atrogin-1. Desweiteren hemmt Myostatin den Zellzyklus in vitro in der G1-
Phase Uber AKT, GSK-3B und die dadurch aktivierte Degradation von Cyclin D1 3, Dies ist
unabhangig von SMAD3 und wird durch Zugabe von IGF-1 oder Aktivierung von AKT verhindert.

Aber auch IGF-1 selbst induziert die Expression von Myostatin 31831°, Ebenso steigert die Expression
einer konstitutiv aktiven Form von FOXO1 die Myostatin Expression und Aktivitat in differenzierten
C2C12 Myotuben %°. Desweiteren ist bekannt, dass SMAD3 und SMAD4 in der Skelettmuskulatur mit
FOXO Proteinen interagieren kdnnen. Vor kurzem wurde gezeigt, dass IGF-1 die Transkription von
Myostatin UGber den NFAT Transkriptionsfaktor und einen IP3/Calcium-abhangigen Mechanismus
reguliert 3%

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Myostatin und IGF-1 im Herzen lieferte Cook et

al. 1%,

Sie zeigten, dass Myostatin eines der am starksten hochregulierten Gene in Akt
Uberexprimierenden Herzen darstellte. In Herzen von konstitutiven Myostatin knockouts wurde keine
Veranderung in der IGF-1 Genexpression oder Serumkonzentration 32! festgestellt, jedoch eine
Herunterregulation des IGF-1 Rezeptors 32232, Die bisher einzige Studie, die einen mechanistischen
Zusammenhang von Myostatin und IGF-1 im Herzen untersuchte, wurde von Shyu et al. in
neonatalen Rattenkardiomyozyten durchgefiihrt %, Die Autoren zeigten, dass der IGF-1 Signalweg

direkt die Expression von Myostatin iber p38 und MEF2 reguliert.

Diese Daten sprechen dafiir, dass Myostatin und IGF-1 sowohl auf der Signaltransduktionsebene als
auch transkriptionell wechselwirken. Desweiteren wird offensichtlich, dass zwar einzelne
Knotenpunkte wie die Proteinkinase AKT bekannt sind, die genauen Signalwege und
Wechselwirkungen jedoch noch weiterer Studien bedirfen.
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Abbildung 17: Interaktionen von Myostatin und IGF-1 in der Skelettmuskulatur (nach Braun und Gautel 32%)

Die anabole Regulation der Proteinsynthese iber IGF-1 und die PI3K-AKT-Signalkaskade unterdriickt die Degradation durch
FOXO Proteine. FOXOs sind katabole Transkriptionsfaktoren, die die Transkription von Atrogenen (orange) wie Atrogin-1,
Murf-1 und anderen regulieren. Dieser Signalweg wird unter anderem durch eine FOXO-vermittelte Expression von miR-1,
die IGF-1 unter atrophischen Bedingungen unterdriickt, noch verstarkt. Myostatin zdhlt zu den katabolen Regulatoren. Der
Myostatin und IGF-1 Signalweg interagiert hauptsachlich am Nexus AKT, wodurch auch der mTOR-Proteinsyntheseweg
sowie die Degradation durch FOXOs reguliert werden.



3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

‘ Chemikalie

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)

Material und Methoden

Hersteller
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Agarose

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Aprotinin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BenchMark™ Proteinstandard

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Benzamidin Hydrochlorid

Calbiochem GmbH, Bad Soden

Bis(2-hydroxyethyl)amino

tris(hydroxymethyl)methan (Bis-Tris)

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Bovines Serum-Albumin (BSA)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylformamid (DMF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

1,4-Dithiothreitol (DTT)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

dNTPs

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Entelan® Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Glyzerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Hamatoxylin Gill Nr. 3 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Heparin B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Isotonische NaCl-Lésung 0,9%

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Ketamin 10%

CEVA Sante Animale, Dusseldorf

Leupeptin

Calbiochem GmbH, Bad Soden

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Miglyol® 812 Caesar&Loretz GmbH, Hilden
Mowiol 4-88 Fluka Chemie GmbH, Buchs

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumdesoxycholat

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Natriumfluorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumvanadat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin (Bicin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

NP-40

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Paraformaldehyd (PFA)

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ponceau S

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Rimadyl® Pfizer Inc. (geliefert aus Apotheke)
RNAsin® Plus RNAse Inhibitor Promega Corporation, Fitchburg, USA
Tamoxifen Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tissue-Tek® OCT™ Compound (Einfriermedium)

Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Tricin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

TRIZOL Reagenz® Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tween-20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe

X-Gal Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Xylazin 2 % CEVA Sante Animale, Diisseldorf

3.1.2 Gebrauchsmaterial

Tabelle 2: Verwendete Gebrauchsmaterialien

‘ Material Hersteller
96-Loch-Platten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Deckglaser Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Einbettformchen

Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Filter (Whatman-)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Gestopfte Pipettenspitzen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Glasgerite

Schott AG, Mainz

Petrischalen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipettenspitzen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Proteinmembran
(Protran Nitrozellulose Membran, BA85)

Whatman Inc., New Jersey, USA

Reaktionsgefifle (0,2ml, 1,5ml, 2ml)

Sarstedt AG & Co., Nirmbrecht

Reaktionsgefidfle (15ml und 50ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

SDS Gele (NuUPAGE® Novex®)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Stahlkiigelchen

RETSCH GmbH, Haan

Spritze mit Kaniile

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Super Frost Ultra Plus

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Super Signal West™ Femto

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Zellkulturschalen (3cm, 6¢cm)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellschaber

Sarstedt AG & Co., Niirmbrecht




3.1.3 Laborgerate

Tabelle 3: Verwendete Laborgerate

\ Gerat
Analysenwaage

Typ
Ohaus Pioneer™ PA214C

Material und Methoden

Hersteller
Ohaus Corporation, Pine Brook,
USA

Brutschrank fiir Zellkultur HERAcell® 150

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA

Gelapparatur (fiir Agarosegele) PerfectBlue Gelsystem

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Gelapparatur (fiir SDS-Gele) XCell SureLock® Mini-Cell

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Heiz-Thermomixer HLC HTMR-133

HLC by DITABIS AG, Pforzheim

Kryotom Leica CM3050

Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH,Bensheim

Kiihlzentrifugen Eppendorf 5417R Eppendorf AG, Hamburg

Mehrfachdispenser HandyStep® BRAND GmbH + Co KG,
Wertheim

Mikroplatten-Reader FLUOstar® BMG Labtech GmbH, Ortenberg

MRT 7.0 T Bruker Pharmascan 70/16  Bruker, Ettlingen

Mikroskope Axiophot 2 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Konfokales Mikroskop (TCS SP2)

Z1 Fluoreszenzmikroskop

Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH,Bensheim

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

PCR-Maschinen Thermocycler

Eppendorf Mastercycler EP
Gradient S
DNA Engine Tetrad® 2

iCycler iQ Multicolor Real Time
PCR Maschine

SensoQuest Biomedizinische
Elektronik GmbH, Goéttingen

Eppendorf AG, Hamburg
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Perfusionssystem fiir Isolierung
von Kardiomyozyten

Eigenbau

pH-Meter Five Easy™ pH Mettler-Toledo GmbH,GieRen

Pipet-Boy Pipet-Aid XP Drummond Scientific Company,
Broomall, USA

Pipetten Gilson Pipetman® Gilson Inc., Middleton, USA

Power-Supply Consort E802

Consort bvba, Turnhout,
Belgien

Schiittler GFL-3006

GFL —Gesellschaft fir
Labortechnik mbH, Burgwedel

Schwingmiihle RETSCH Schwingmiihle MM 301

RETSCH GmbH, Haan

Thermo Fisher Scientific,
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Spektralphotometer Nanodrop 2000/2000c Rockford,USA
Sterilbank HERAsafe® Heraeus Instruments, Hanau
Telemetrische Transmitter TA10EA-F20 Data Sciences International

(DSI), St. Paul, USA

Tankblotapparatur

XCell II™ Western Blot Module

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Ultraschall-Homogenisator

SONOPULS HD 2070/2200

Bandelin electronic GmbH & Co.
KG, Berlin

VersaDoc™ Image System

VersaDoc™ 3000

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Vortexer

VF2

Janke & Kunkel, Staufen

Waage

Sartorius LC 4800P

Sartorius AG, Gottingen

Wasser-Aufbereitungsanlage

MilliQ Plus Water System

Millipore GmbH, Schwalbach/Ts

Zentrifugen Eppendorf 5417C Eppendorf AG, Hamburg
3.1.4 Kit-Systeme
Tabelle 4: Verwendete Kit-Systeme

\ Kit-System Hersteller

Absolut™ SYBR® Green Fluorescein Mix

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

DC™ Protein Kit

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Masson-Trichrom

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Superscript® Il Reverse Transcriptase

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.1.5 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 5: Verwendete Zellkulturmedien und Zusétze

Zellkulturmedien und Zusatze
Fotales Kalberserum (FCS)

Hersteller

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Gibco Medium 199 mit Earle’s Salzen und wenig

Natriumbicarbonat

Life technologies Corporation, Darmstadt

HEPES

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Insulin, Transferrin, Natriumselenit

Mediumzusatz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Kreatinin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

L-Carnitin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Taurin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim




3.1.6 Puffer, Medien und Lésungen

Material und Methoden

Samtliche Loésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit aufgereinigtem Wasser der

Qualitatsstufe ,,aqua bidest” angesetzt.

Tabelle 6: Verwendete Puffer, Medien und Lésungen

Puffer, Losungen und Medien
5x SDS-Probenpuffer

Zusammensetzung
66mM Tris-HCI (pH 6,8)
2%  SDS

27% Glyzerin

Kulturmedium fiir Kardiomyozyten

Medium 199 Earle’s Salze mit wenig

Natriumbicarbonat
5mM Kreatinin
2mM L-Carnitin
5mM Taurin
25mM Hepes

1%  Penicillin/Streptomyocin

10% FCS

1% Insulin, Transferrin, Natriumselenit Zusatz

Kardiomyozyten-Waschpuffer

20ml 1M Tris HCI pH 7,5
iml 0,5M EDTA

15ml 5M NaCl

pH 7,4 einstellen

Losungen fiir B-Galaktosidase-Farbung

Fixierlosung

SPP Puffer

Waschl6sung

2% X-Gal-Lésung

X-Gal Farbel6sung

0,2% Glutaraldehyd
2mM MgCl,

5mM EGTA (pH 7,5)
In SPP Puffer

77,4ml 1M Na;HPO,
22,6ml 1M NaH,PO,
In 1I Milli-Q-Wasser, pH

2mM MgCl,

0,01% Natriumdesoxycholat

0,02% NP-40
In SPP-Puffer

20mg/ml X-Gal in Dimethylformamid

5mM KsFeCNg
5mM KsFeCNg
0,1% X-Gal

In Waschlosung

7,4

Ketamin/Xylazin

625ul 2% Xylazin
125ul 10% Ketamin
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Auf 10ml mit isotonischer NaCl-Losung (0,9%)
verdiinnen

MES SDS Laufpuffer

50mM MES
50mM Tris-HCl
0,1% SDS
1mM EDTA
pH 7,3

Mowiol

2,4g Mowiol 4-88

6g Glyzerin

6eml Milli-Q-Wasser
12ml Tris-HCI (pH 8,5)

Paraformaldehyd in PBS (4% PFA)

40mg/ml Paraformaldehyd in 1x PBS

Phosphate-Buffered Saline (PBS 1x)

137 mM Nacl

2,7 mMKCl

4,3 mM Na;HPO4*2H,0
1,4 mM KH;POq

Protein Extraktionspuffer

0,1M Tris-HCI (pH 8,0)
10% SDS
1M EDTA

Proteinase-/Phosphatase-Inhibitoren Mischung

4pug/ml  Aprotinin
500ug/ml Benzamidin
4ug/ml  Leupeptin
1mM Natriumvanadat
20mM  Natriumfluorid
2mM PMSF

Tamoxifen

40mg/ml in Miglyol® 812

TBS/T

20mM Tris
140mM NacCl
0,1% Tween-20

TENS Lyse-Puffer

50mM Tris-HCI (pH 8,0)
100mM EDTA

100mM Nacl

1% SDS

Transferpuffer fiir Western Blot

12,5mM Bicin
12,5mM Bis-Tris
0,8mM EDTA
20% Methanol

Tris-Acetat-Puffer (TAE-Puffer)

50mM Tricin
50mM Tris
0,1% SDS
pH 8,24
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3.1.7 Inhibitoren, Aktivatoren und rekombinante Proteine

Tabelle 7: Verwendete Inhibitoren, Aktivatoren und rekombinante Proteine

Inhibitoren und Aktivatoren Substrat Hersteller

(52)-7-Oxozeanol TGF-B-aktivierte Kinase 1 (TAK1)  Tocris Bioscience, Bristol, UK

Atenolol B1-Adrenorezeptor Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Compound C Dihydrochlorid AMP-aktivierte Kinase (AMPK) Tocris Bioscience, Bristol, UK

Isoprenalin B1- und B2-Adrenorezeptor Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Myostatin (rekombinant,

R&D Systemes, Inc.,

Maus/Mensch/Ratte) Minneapolis, USA
SB203580 p38 Merck, Darmstadt
SB505124 TGF-B Typ | Rezeptoren ALK4,5,7 Tocris Bioscience, Bristol, UK

3.1.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen GmbH (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Steinheim) bezogen. Fiir quantitative Real-time PCR wurden Exon-liberspannende Primer

ausgewahlt.

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide fiir Genotypisierungen

Gen Primer-Name Sequenz 5‘>3° Annealing
Temperatur
MCM MCM int 784s CAACATGAAATGCAAGAACG 55°C
MCM int 1200as GGAAACCATTTCCGGTTATTC
aMyHC-Cre MHC Prom s CAGGCACTTTACATGGAGTCCTG 55°C
MHC63-Cre AGGCTAAGTGCCTTCTCTACAC
Igf-1 Igf-Neo s AAACCACACTGCTCGACATTG 56°C
Igf Exo s AGTGATAGGTCACAAAGTTCC
Igf-1 intro 4s CACTAAGGAGTCTGTAATTTGGACC
LacZ LacZs TTACGATGCGCCCATCTACAC 55°C
LacZ as TTACCCGTAGGTAGTCACGCA
Myostatin 8 Intro s AGTGAGTCAGTCATAGGACAAGAC 54°C
8 Intro as CCAGACTGTATATCCCAAGTTC
Myostatin 8 Intro as CCAGACTGTATATCCCAAGTTC 54°C
8 Prom sl GGTGAAACTTTGATCTTGC
Myostatin Gdf8 Ex1 359s AAGACAACTTCTGCCAAGAGC 55°C
(Transgen) Gdf8 Ex2 166as ATGGTTTGATGAGTCTAGG
Rosa26 ROSA-FA AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 57°C
ROSA-RF GGAGCGGAGAAATGGATATG
Rosa-SpliAC CATCAAGGAAACCCTGGACTACTG
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Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide fiir quantitative Real-time PCR

Actal Actal for CCGACCCCGTCACCAGGGTG 60°C
Actal rev ATCCAACACGAT GCCGGTG

Anp Anp for GGATTTCAAGAACCTGCTAG 57°C
Anp rev TGCTTTTCAAGAGGGCAGAT

aMyhc aMyhc for GCCCAGTACCTCCGAAAGTC 60°C
aMyhc rev GCCTTAACATACTCCTCCTTGTC

Arp Arp for AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT 55°C
Arp rev CCGCAGGGGCAGCAGTGGT

Bnp Bnp for GCAATTCAAGATGCAGAAGC 57°C
Bnp rev AAGAGACCCAGGCAGAGTCA

bMyHC bMyhc for GCCAACACCAACCTGTCCAAGTTC 57°C
bMyhc rev TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC

Collal Collal for ACATGTTCAGCTTTGTGGACC 55°C
Collal rev TAGGCCATTGTGTATGCAGC

Igf-1 New Pan Igf-1 Ex3 +116s ATGCTCTTCAGTTCGTGTGTG 55°C

(Pan-igf-1) New Pan Igf-1 Ex4+158 as GAGTCTTGGGCATGTCAGTG

Igf-1 (Mgf) Mgf Ex5a +12s CGACAAACAAGAAAACGAAGC 55°C
New lgf-1 Ex6 +236as TCCTAAAGACGATGTTGGAATG

Igf-1 New lgf-1 systemic -10+15s GACTCAGAAGGAAGTACATTTGAAG 55°C

(systemisch) New Igf-1 Ex6 +236as TCCTAAAGACGATGTTGGAATG

Myostatin Gdf8 Ex1 359s AAGACAACTTCTGCCAAGAGC 55°C
Gdf8 Ex2 166as ATGGGTTTGATGAGTCTCAGG

Pecam Pecam for AGGGGACCAGCTGCACATAGG 55°C
Pecam rev AGGCCGCTTCTCTTGAGCTCTT

Rgs2 New Rgs2 for AGGATTGGAAGACCCGTTTGAGC 55°C
New Rgs2 rev CATCAAATGCTTCTGCCCAGAGC

Fir die reverse Transkription wurden Oligo(dT)1s Primer der Promega Corporation (Fitchburg, USA)

verwendet.

3.1.9 Antikérper

Tabelle 10: Verwendete Erstantikérper

Antigen Spezies, Verdiinnung Hersteller

Eigenschaften

p-Acetyl-CoA Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,

Carboxylase (Ser79) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-AKT (Ser4d73) Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

ANP Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in EMD Millipore Corporation,
polyklonal TBS/T Billerica, USA

p-AMPK-a (Thr182) Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA
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AMPK-a Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

a-Tubulin Maus, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
monoklonal TBS/T Steinheim

Calcineurin A Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-CAMKII (Thr286) Kaninchen, WB: 1:500 in 5% BSAin  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

Collagen-I Kaninchen, IF: 1:100 in PBS Uber Rockland Immunochemicals
polyklonal, Biotin- Nacht Inc., Gilbertsville, USA
konjugiert

DAPI IF: 1:1000 in PBS 3min Invitrogen GmbH, Karlsruhe

p-FOX01/3 Kaninchen, WB: 1:500 in 5% BSAin  Cell Signaling Technology,

(Thr24/32) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-Glykogen Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,

Synthase (Ser641) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-HSP27 (Ser82) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-IRS-1 (Ser302) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

Lektin von Triticum

TRITC-konjugiert

IF: 1:100 Gber Nacht

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

vulgaris (WGA) Steinheim

MEF2A Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-MKK3/6 Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in Cell Signaling Technology,

(Ser189/207) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-mTOR (Ser2448) Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p38 Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-p38 Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,

(Thr180/Tyr182) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

Phalloidin TRITC-konjugiert  IF: 1:1000 in PBS 1h Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

p-Phospholamban

Ziege, polyklonal

WB: 1:1000 in 5% BSA in

Santa Cruz Biotechnology

(Ser16) TBS/T Inc., Santa Cruz, USA

p-PKA C (Thr197) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-PKC-a/B2 Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,

(Thr638/641) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

p-PKD/PKC-p Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,

(Ser744/748) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

RALA Maus, WB: 1:1000 in 5% BSA in BD Medical-Pharmaceutical
monoklonal TBS/T Systems, Franklin Lakes, USA

RGS2 Kaninchen, WB: 1:100 in 5% BSAin  Abcam, Cambridge, UK
polyklonal TBS/T

p-SMAD3 Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% Cell Signaling Technology,

(Ser423/425) monoklonal Milchpulver in TBS/T Inc., Danvers, USA

p-S6 (Ser235/236) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% Cell Signaling Technology,
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monoklonal Milchpulver in TBS/T Inc., Danvers, USA
p-TAK1 (Thri87) Kaninchen, 1:250 in 5% Milchpulver Cell Signaling Technology,

polyklonal in TBS/T Inc., Danvers, USA
p-Troponin | (Herz)  Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA in  Cell Signaling Technology,
(Ser23/24) polyklonal TBS/T Inc., Danvers, USA

WB: Western Blot; IF: Immunfluoreszenz

Tabelle 11: Verwendete Sekundarantikérper

\ Sekundarantikorper Spezies, Eigenschaften  Verdiinnung Hersteller

HRP Kaninchen, Meerretich- WAB: 1:1000 in 3% Thermo Fisher Scientific,
Peroxidase-gekoppelt Milchpulver in TBS/T Rockford, USA

HRP Maus, Meerretich- WB: 1:1000 in 3% Thermo Fisher Scientific,
Peroxidase-gekoppelt Milchpulver in TBS/T Rockford, USA

HRP Ziege, Meerretich- WB: 1:1000 in 3% Thermo Fisher Scientific,
Peroxidase-gekoppelt Milchpulver in TBS/T Rockford, USA

Streptavidin Cy2-gekoppelt IF: 1:100 in PBS 1h BIOTREND Chemikalien

GmbH, Koln

3.1.10 Mauslinien

3.1.10.1 aMyHC-Cre

Die aMyHC-Cre Mauslinie exprimiert das Cre Rekombinase Gen unter der Kontrolle des endogenen
Kardiomyozyten-spezifischen aMyHC-Promoters 32°, Durch Verpaarung der aMyHC-Cre Mauslinie mit
Mauslinien, in denen Gene oder Gensequenzen duch loxP-Elemente flankiert sind, wird ein
Kardiomyozyten-spezifisches Ausschalten dieser Gene erreicht.

3.1.10.2 aMyHC-MCM

Diese transgene Mauslinie exprimiert eine Tamoxifen-induzierbare Cre Rekombinase, die von zwei
mutierten Ostrogenrezeptor-Ligand-Bindungsstellen flankiert wird (MerCreMer, Mer= mutated
estrogen receptor binding domain) 3%, Die Cre Rekombinase befindet sich unter der Kontrolle des
Kardiomyozyten-spezifischen aMyHC-Promoters. Die Mutation an Aminosdure 525 des
Ostrogenrezeptors fiihrt zu einer Insensitivit gegeniiber des natiirlichen Liganden 17B-Ostradiol und
erlaubt eine Aktivierung durch den Ostrogen-Antagonisten Tamoxifen. Die M®dglichkeit der
tempordren Deletion eines Genes mit Hilfe der MCM-Mauslinie basiert darauf, dass der
Ostrogenrezeptor in Abwesenheit eines Liganden von Hitzeschockproteinen gebunden ist, die seine
Translokation in den Zellkern verhindern. Durch Tamoxifengabe wird das MCM Konstrukt freigesetzt
und transloziert in den Zellkern. Dies fiihrt zur Exzision der gefloxten Gensequenz. Die Verpaarung
einer Mauslinie, in der Gene oder Gensequenzen gefloxt sind, mit der aMyHC-MCM Mauslinie,
ermoglicht demnach eine Tamoxifen-induzierbare Kardiomyozyten-spezifische Deletion des
gewlinschten Gens.
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3.1.10.3 Mstnfi/fl

Die Mstn™" Mauslinie wurde von .........vvevvreennne. generiert. Dabei wurden Exonl und 2 des
murinen Myostatin Gens durch loxP-Elemente flankiert. Zwischen Exon 2 und 3 wurde eine
Neomyocin-Phosphotransferase cDNA unter der Kontrolle eines PGK Promoterelements (PGK-Neo),
flankiert von FRT Elementen, inseriert (s. Abb. 18). Dies ermoglichte eine G418-Selektion der
positiven ES-Zellklone. Die homologe Rekombination in ES Zellen wurde durch Southern Blotting
bestatigt. Im Anschluss wurden die positiven ES-Zellklone zur Generierung chimarer Mause durch
Blastozysten-Injektion verwendet. Die heterozygoten Nachkommen wurden mit einer Mauslinie, die

t 327

die Flp Rekombinase exprimier verpaart. Dies filihrte zur Exzision der Selektionskassette. Zur

Auskreuzung des Flp-Rekombinase Transgens wurde die resultierende Mauslinie mit C57BIl6/J

Ma&usen verpaart, wodurch Nachkommen generiert wurden, die nur das Mstn"/"

-Allel tragen. Diese
Mauslinie wurde im C57BI6/J-Hintergrund gehalten. Zur Generierung von Kardiomyozyten-
spezifischen und Tamoxifen-abhingigen knockouts, wurden Mstn™® Mause mit aMyHC-Cre (aMyHC-

Cre/Mstn™) und aMyHC-MCM (aMyHC-MCM/Mstn™) Mausen verpaart.

Prom s1 Prom as1 Intro s1 Intro as1
- — FRT FRT =
—| >—E1 E2 { }PGK-Neo E3
\4
lox P lox P

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Mstnf/f Konstrukts

3.1.10.4 CAGG-Mstn

Die CAGG-Mstn Mauslinie wurde von ..., zur konditionalen Uberexpression von
Myostatin generiert. Dazu wurde eine IRES2-EGFP-Kassette (Clontech) mit 5’Xhol-3’Notl
ausgeschnitten und in pBluescript kloniert. Im Anschluss wurde die gesamte cDNA-Sequenz des
murinen Myostatin Gens, flankiert von einer 5’Bglll und einer 3’Sall Schnittstelle, stromaufwarts von
der IRES-EGFP-Kassette kloniert. Das Mstn-IRES2-EGFP-Fragment wurde unter Verwendung der Bglll
und Notl Schnittstellen in den pCALL Vektor 32 kloniert. Dieser enthilt ein Bgeo (lacZ/neoR Fusion)
Gen, welches von loxP-Elementen flankiert ist, unter der Kontrolle des CAGG-Promoters.
Stromabwarts des BGeo befindet sich eine dreifache SV40 Poly-A-Sequenz (s. Abb. 19). Das Mstn-
IRES2-EGFP Konstrukt wird nur transkribiert, wenn die Cre Rekombinase aktiv ist. Das finale
Konstrukt wurde in ES-Zellen elektroporiert und mit G418 selektioniert. Nach einer B-Galaktosidase-
Farbung wurden positive Klone expandiert, mit einem Plasmid, das eine Cre Rekombinase exprimiert,
elektroporiert und die EGFP Expression Giberpriift. Zur Selektionierung von ES-Zellklonen, die nur eine
einfache Integration des Transgens ins Genom besitzen, wurden die vorher doppelt positiven ES-
Zellklone einem Southern Blot unterzogen. Ein stark und ein moderat exprimierender Klon wurden in
Blastozysten injiziert um chimare Mause zu generieren. Die heterozygoten Nachkommen wurden zur
Erhaltung in C57Bl6/J zuriickgekreuzt. Zur Generierung von Kardiomyozyten-spezifischen und
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Tamoxifen-abhangigen Transgenen, wurden CAGG-Mstn Mause mit aMyHC-Cre (aMyHC-Cre/CAGG-
Mstn) und aMyHC-MCM (aMyHC-MCM/CAGG-Mstn) Mausen verpaart.

cmy  Chicken B-actin promier
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des CAGG-Mstn Konstrukts

3.1.10.5 Igf-17/n

Zur Generierung der Igf-1"f Mauslinie wurden loxP-Elemente in Exon 3 und hinter Exon 4 des
murinen Igf-1 Genlokus inseriert 3%°. Durch Verpaarung der Igf-1"" Mauslinie mit aMyHC-Cre
(aMyHC-Cre/Igf-1"™) und aMyHC-MCM (aMyHC-MCM/Igf-17/7) wird eine Deletion von Igf-1 in
Kardiomyozyten erreicht. Desweiteren wurden aMyHC-Cre/Igf-1"" und aMyHC-MCM/Igf-17/f Mause
mit Mstn™f M3usen zur Generierung eines Kardiomyozyten-spezifischen Doppel-knockouts (aMyHC-
Cre/Mstn™/1gf-1"" bzw. aMyHC-MCM/Mstnf/igf-1%7) verpaart.

3.1.11 Software

Tabelle 12: Verwendete Software

\ Software Hersteller
ADInstruments Labchart 7.02 ADInstruments, Sydney, Australia
Arraystar 5.0 DNASTAR, Inc., Madison, USA
AxioVision® 4.8 Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH, Jena
Bruker Paravision 5.1 Bruker, Ettlingen
Dataquest A.R.T.™ Systems Data Sciences International (DSI), St. Paul, USA
GraphPad Prism® GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Adobe® Illustrator® CS5 Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA
Imagel National Institutes of Health, Bethesda, USA
Imaris 5 Bitplane AG, Ziirich, Schweiz
Office 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA
QMassMR Medis medical imaging systems, Leiden,

Niederlande

Quantity One BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
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3.2 Methoden

3.2.1 tierexperimentelle Methoden

3.2.1.1 Haltung von Mauslinien

Die verwendeten Mauslinien wurden in Plastikkafigen auf Streu gehalten. Sie erhielten Trockenfutter
und Wasser nach Belieben. Es wurde ein strikter Tag- und Nachtzyklus von jeweils 12 Stunden
eingehalten. Die Maduse wurden im Alter von zwei bis drei Wochen mit einer Ohrmarkierung
gekennzeichnet. In diesem Alter wurde auch eine Schwanzbiopsie zur Gewinnung von genomischer
DNA durchgefiihrt. Alle Arbeiten mit den Versuchstieren hielten sich an die geltenden Richtlinien der
Tierschutzkommision.

3.2.1.2 Induktion der Cre Rekombination

Die Cre Rekombination in samtlichen gefloxten Mauslinien, die mit aMyHC-MCM verpaart wurden,
wurde durch intraperitoneale Injektion von Tamoxifen (100ul/40g Maus, Konzentration 40mg/ml)
liber einen Zeitraum von fiinf Tagen erreicht. Diese Menge ist ausreichend, um die gefloxten Gene
bzw. Gensequenzen in adulten Kardiomyozyten zu deletieren. Um Seiteneffekte von Tamoxifen
auszuschliefen wurde aMyHC-MCM Versuchstieren als Kontrollgruppe ebenfalls Tamoxifen injiziert.
Es wurden jeweils Mannchen im Alter von 3 Monaten verwendet.

3.2.1.3 Behandlung von Versuchstieren mit pharmakologischen Inhibitoren

Zur Uberpriifung ob biochemisch veranderte Signalwege verantwortlich fiir den Phianotyp in aMyHC-
MCM/Mstn™/f Mausen sind, wurden pharmakologische Inhibitoren verwendet.

Atenolol, ein selektiver P1-Adrenorezeptorblocker, wurde in einer Konzentration von 0.1g/l im
Trinkwasser Uber einen Zeitraum von 10 Tagen verabreicht. Die Konzentration wurde anhand von
Literaturangaben angelehnt 3%, In den ersten funf Tagen wurden aMyHC-MCM Kontrolltiere und
aMyHC-MCM/Mstn™® M3use mit Tamoxifen behandelt, um die Deletion von Myostatin in adulten
Kardiomyozyten zu induzieren (s. 3.2.1.2). Sowohl die Herzfunktion von aMyHC-MCM Kontrolltieren
als auch von aMyHC-MCM/Mstn™ Mausen wurde vor und nach Behandlung mit Atenolol durch
MRT-Messung Gberpriift (s. 3.2.1.4.1).

Compound C, ein selektiver, reversibler und ATP-kompetitiver Inhibitor der AMP-aktivierten Kinase
(AMPK) wurde als Hydrochlorid in einer Konzentration von 20mg/kg in isotonischer Natriumchlorid-
Losung intraperitoneal injiziert. Dies wurde jeden zweiten Tag Uber einen Zeitraum von zehn Tagen
durchgefiihrt. Diese Verabreichungsform wurde an Literaturangaben angelehnt 33!, Parallel zur
Verabreichung von Compound C, wurde aMyHC-MCM Kontrolltieren und aMyHC-MCM/Mstn®/f
Mausen in den ersten fiinf Tagen Tamoxifen injiziert (s. 3.2.1.2). Die Herzfunktion der Versuchstiere
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wurden ebenfalls vor und nach Compound C Gabe und Induktion der Myostatin Deletion durch MRT-
Messung untersucht (s. 3.2.1.4.1).

3.2.1.4 physiologische Messungen

3.2.1.4.1 MRT-Messungen

Die Magnetresonanztomographie ist ein hochentwickeltes nicht-invasives Bildgebungsverfahren. Es
beruht auf dem Kernspin der Protonen im Wasser verschiedener Gewebe. Durch Induktion eines
Magnetfelds wird eine longitudinale Magnetisierung der Kernspins erreicht. Das kurzzeitige Anlegen
von Radiowellen einer bestimmten Resonanzfrequenz mit Hilfe dreier Gradienten fihrt zur
Auslenkung des Kernspins, der daraufhin um die Feldrichtung des statischen Magnetfeldes
prazediert. Nach dem Abschalten der Radiowellen richten sich die Kernspins zur Wiederherstellung
ihres thermodynamischen Gleichgewichts wieder zum Magnetfeld aus. Diese Relaxation ist abhdngig
von der Protonendichte, der longitudinalen (T1) und transversalen (T2) Relaxationszeit und somit in
verschiedenen Geweben unterschiedlich. Wahrend der Relaxation wird ein Radiofrequenzsignal
generiert, welches mit einer Spule gemessen wird. Mit Hilfe der Fourier-Transformation wird danach
ein 2-dimensionales Bild generiert.

MRT-Messungen wurden mit einem 7.0T (300MHz fur 1H) Kernspintomographen (Bruker
Pharmascan 70/16, Bruker, Ettlingen) mit einem 300mT/m Gradientensystem mit einer Offnung von
9cm durchgefiihrt. Wahrend der Messung wurde die Maus auf einer speziellen Haltevorrichtung
fixiert und die Anasthesie mit 1,5 bis 2,0 % Isofluoran in 0,5 |/min Luft und 0,5 |/min Sauerstoff tiber
eine Inhalationsmaske aufrechterhalten. Die Koérpertemperatur wurde mit einem thermostatisch
regulierten Wasserflusssystem bei 37°C gehalten. Als Sende- und Empfangsspule kam ein zirkular
polarisierter birdcage-Resonator (Eigenbau) mit einem Innendurchmesser von 2,5cm zum Einsatz.
Zur Lokalisation und Bildgebung wurde eine FLASH (Fast Low Angle Shot)-Sequenz (Repetitionszeit
TR=6,02ms; Echozeit TE=1,6ms; Messfeld=2,20x2,20cm; Schichtdicke=1,0mm; Matrix=128x128;
Repetitionen=100) verwendet. Anstelle der klassischen Methoden der Triggerung des EKG- und
Atemsignals, wurde die sogenannte self-gating Methode Intragate™ (Bruker, Ettlingen) verwendet
332 Diese bestimmt aus einem jeder Bildzeile im k-Raum vorgeschalteten Navigatorecho die
Herzphase. Die Bildebene wurde unter Verwendung von scout images, die den Zwei- und
Vierkammerblick des Herzes zeigen festgelegt. Im Anschluss erfolgte eine Akquisition im
Kurzachsenschnitt, orthogonal zum Septum in beiden scouts. Mehrere benachbarte
Kurzachsenschnitte, bestehend aus mindestens 6 Schichten zur Abdeckung des linken Ventrikels und
10 Schichten zur Abdeckung des rechten und linken Ventrikels wurden gemessen und ausgewertet.
Die Auswertung der Herzfunktion wurde mit Hilfe der Software QmassMR (Medis medical imaging
systems, Leiden, Niederlande) durchgefiihrt. Dabei wurde in jeder Schicht der Kurzachsenschnitt der
Endsystole und Enddiastole verwendet.



Material und Methoden
3.2.1.4.2 EKG mittels Telemetrie

Zur Analyse der elektrischen Aktivitditen des Herzens mittels EKG im Zeitraum vor und nach der
Induktion der Myostatin Deletion im adulten Herzen, wurden EKG-Transmitter in aMyHC-MCM und
aMyHC-MCM/Mstn™®  Mause durch ... implantiert. Dies erlaubt die Analyse der
Versuchstiere (iber einen langeren Zeitraum ohne Beeintrachtigung der Tiere durch Fixierung oder
Narkose. Den Versuchstieren wurden dazu unter Ketamin/Xylazin-Andsthesie telemetrische
Transmitter TA10EA-F20 (Data Sciences International (DSI), St. Paul, USA) nach Protokoll der
zugehorigen Firma (DSI) implantiert. Dabei wurde der Bauchraum des Tieres gedffnet und der
Transmitter zunachst lose auf den Darm gelegt. Die Elektroden wurden durch die Bauchdecke gefiihrt
und zwischen Haut und Korperwand in Richtung des Kopfes gefiihrt. Die positive Elektrode wurde
linkslateral des processus xiphoideus unter der Haut befestigt. Die negative Elektrode wurde am
musculus pectoralis major fixiert. Der Transmitter wurde an der Bauchdecke vernaht. 8 Tage nach der
Operation wurde mit der Aufnahme der EKG-Daten begonnen. Die Daten wurden alle 30min fir 5min
bei einer Aufnahmerate von 1kHz mit Hilfe der Software Dataquest A.R.T Acquisition 4.0
aufgenommen. Ab Tag 4 der EKG-Messung wurden die Versuchstiere mit Tamoxifen Uber einen
Zeitraum von flnf aufeinanderfolgenden Tagen behandelt. Die EKG-Daten wurden mit Hilfe der
Software ADInstruments Labchart 7.02 ausgewertet. Dabei wurden jeweils 2 Messpunkte tagsiiber
und zwei Messpunkte nachts ausgewertet und gemittelt.

3.2.1.5 Totung von Versuchstieren

Zur Entnahme des Herzens wurde den Versuchstieren 150ul Heparin intraperitoneal injiziert. Nach
Totung durch zervikale Dislokation mit anschlieRender Durchtrennung des Diaphragmas erfolgte die
Entnahme des Herzens.

3.2.1.6 Praparation von Mausherzen

Die Versuchstiere wurden wie in 3.2.1.5 beschrieben getttet. Dabei wurde das gesamte Herz aus der
Maus entfernt. Nach Waschen des Herzens in eiskaltem PBS wurden die Atrien entfernt. Ein etwa
2mm grofRer Bereich in der Mitte der Ventrikel wurde mit einem Skalpell entfernt und fir
Gefrierschnitte (s. 3.2.4.1) in Tissue-Tek® OCT™ Einfriermedium ohne vorherige Fixierung
eingebettet. Im Anschluss wurde der eingebettete Teil in, mit FlUssig-Stickstoff gekiihlten, Isopentan
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Der Apex und die Basis wurden
vermischt, mit Skalpellen zerkleinert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Im Anschluss
erfolgte die Lagerung bei -80°C, bis sie flir RNA- oder Proteinisolation verwendet wurden (s. 3.2.2.2
und 3.2.3.1).
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3.2.1.7 Isolierung und Kultivierung von Kardiomyozyten

Die Isolierung von Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten wurde von Marion Wiesnet nach
einem Protokoll von O’Connell 332 mit kleineren Abweichungen durchgefiihrt. Dabei wurde das Herz
wie in 3.2.1.6 beschrieben aus dem Versuchstier entnommen. Im Anschluss wurde die Aorta mit
einem Perfusionssystem unter Verwendung von Calcium-freiem Puffer kandiliert. Die Kardiomyozyten
wurden durch eine Kollagenase-basierende enzymatische Losung dissoziiert. Nach dem
enzymatischen Verdau wurden die Atrien und die Aorta entfernt und die Ventrikel dissoziiert.
Nachdem die Kardiomyozyten sich abgesetzt hatten, wurde der Uberstand entfernt und bei 300rpm
Imin zentrifugiert. Das entstandene Pellet enthdlt Kardiomyozyten und wurde mit der
Kardiomyozytenfraktion vereinigt. Der Kardiomyozytenfraktion wurde wieder Calcium zugefiihrt.
Nach einer erneuten Zentrifugation bei 300rpm fiir 1min, wurde der Uberstand wiederum entfernt
und mit dem vorherigen Uberstand vereinigt. Die Uberstandsfraktion wurde bei 1200rpm fiir 3min
zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet enthdlt Nicht-Kardiomyozyten. Beide Pellets wurden
entweder direkt flr die Isolierung von RNA (s. 3.2.2.2) verwendet, oder bei -80°C gelagert.

Um Stimulierungsexperimente in vitro in Kardiomyozyten durchzufiihren, wurde Wildtyp-
Kardiomyozyten, nach deren Isolierung, wieder Calcium zugefiihrt um isolierte, ruhende,
stdbchenférmige Kardiomyozyten zu erhalten. Sie wurden im Kardiomyozyten-Kulturmedium (s.
3.1.6) Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Stimulierung mit verschiedenen
rekombinanten Proteinen, pharmakologischen Aktivatoren und Inhibitoren (s. 3.1.7). Dazu wurde die
jeweilige Substanz fir den angegebenen Zeitraum in das Kardiomyozyten-Kulturmedium gegeben
und die Inkubation der Kardiomyozyten bei 37°C fortgesetzt. Es wurden immer Kardiomyozyten aus
einem Wildtyp-Herz fiir alle verschiedenen Stimulierungsbedingungen verwendet, um eine moglichst
hohe Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Jeder Stimulierungsversuch wurde mindestens dreimal mit
verschiedenen Wildtypen wiederholt. Im Anschluss an die Stimulierung wurde das Medium entfernt
und die Zellen wurden mit Kardiomyozyten-Waschpuffer (s. 3.1.6) gewaschen. Sollten die
Kardiomyozyten zur Proteingewinnung dienen, wurden sie mit Protein Extraktionspuffer inklusive
Proteinase/Phosphatase-Inhibitoren (s. 3.1.6) lysiert und im Anschluss mit der Proteinisolation
fortgefahren (s. 3.2.3.1). Fiir die Gewinnung von RNA wurden die Kardiomyozyten in 1ml Trizol
aufgenommen und mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale gel6st. Danach wurde entweder
mit der RNA-Isolierung fortgefahren (s. 3.2.2.2) oder die Proben wurden bei -80°C gelagert.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien

Zur Isolierung von genomischer DNA aus murinen Schwanzbiopsien wurden etwa 0,5cm grofe
murine Schwanzbiopsien tber Nacht in 500ul TENS-Puffer inklusive 10ul Proteinase K bei 55°C unter
Schitteln lysiert. Nach Fallung der genomischen DNA mit Hilfe von Isopropanol und einem
Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurde die DNA getrocknet. Das erhaltene DNA-Pellet wurde in
300ul MilliQ-Wasser unter Schiitteln bei 55°C geldst. Flir nachfolgende Genotypisierungs-PCRs wurde
jeweils ein pl dieser DNA-L6sung eingesetzt.
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3.2.2.2 Isolierung von RNA aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozyten

Die RNA-Isolierung aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozyten wurde mit Hilfe des
Trizol®Reagenz nach Protokoll von Invitrogen durchgefiihrt. Dies ist eine Modifikation des Protokolls
der sauren Guanidiniumthiocyanat-Phenol/Chloroform Extraktion von Chomczyinski und Sacchi 334,
Guanidiniumthiocyanat, ein chaotropes Salz, lysiert hierbei die Zellen und inaktiviert RNAsen. Durch
den niedrigen pH-Wert des gepufferten Phenols (pH um 4) |6st sich die RNA im Wassrigen, wahrend

die DNA nicht mehr |6slich ist.

Murines Gewebe wurde nach Zugabe von 1ml Trizol und einem Stahlkligelchen 5min bei 30Hz in der
Schwingmihle (Schwingmiihle MM 301, Retsch GmbH) homogenisiert und im Anschluss nach
Protokoll weiterverarbeitet. Kardiomyozyten wurden direkt nach der Stimulierung in 1ml Trizol
aufgenommen (s. 3.2.1.7) und ebenfalls nach Protokoll verarbeitet. Das entstandene RNA-Pellet
wurde in 20ul DEPC-Wasser aufgenommen. Im Anschluss wurde die Konzentration und Qualitat der
RNA mittels NanoDrop 2000/2000c Spektralphotometer bestimmt. Der Absorptionsquotient von
260/280nm diente dabei der Qualitatskontrolle der RNA und sollte bei 2,0 liegen.

3.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR =Polymerase Chain Reaction) konnen DNA-Fragmente

exponentiell amplifiziert werden. Zur Genotypisierung von Versuchstieren wurde eine hitzestabile

335

Taq DNA-Polymerase *> in folgendem Ansatz verwendet:

Tabelle 13: Reaktionsansatz fiir eine Genotypisierungs-PCR

0,5ul Taq DNA Polymerase

2,5ul 10x Tag-Puffer

1l Magnesiumchlorid (50mM)

0,5ul dNTP Mix (10mM, aus 10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,5ul (jeweils) Vorwarts- und Riickwarts-Oligonukleotid (10uM)
18,5ul Wasser

1ul Genomische DNA

25ul Gesamtvolumen

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert. Die PCR-Reaktionen wurden in den PCR-Maschinen der
Firmen Sensoquest, Eppendorf und Bio-Rad (s. 3.1.3) durchgefiihrt. In Abhangigkeit von der Linge
des gewiinschten DNA-Fragments und der Schmelztemperatur der Oligonukleotide, wurde folgendes
Programm verwendet:
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5min 95°C Denaturierung

0,5-Imin  95°C Denaturierung

0,5-1min  x°C Hybridisierung 25-35x
0,5-1min  72°C Elongation

5min 72°C Elongation

Abbildung 20: Reprasentatives Programm einer Genotypisierungs-PCR

Da die Schmelztemperatur der Oligonukleotide von der Lange des gewlinschten DNA-Fragments und
dessen GC-Gehalt abhangt, lasst sich die Hybridisierungstemperatur anndhernd nach folgender
Formel bestimmen:

Hybridisierungstemperatur = 4x(G+C) + 2x(A+T) -5°C

Hierbei stehen G, C, A und T fir die Nukleinbasen. Die fiir Genotypisierungen verwendeten
Oligonukleotide und Hybridisierungstemperaturen sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

3.2.2.3.1 Reverse Transkription zur Generierung komplementirer DNA (cDNA)

Nach lIsolierung der RNA aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozyten, wurde mit der
cDNA-Synthese fortgefahren. Dazu wurde 1ug RNA mit Hilfe von SuperScriptll® Reverser
Transkriptase (Invitrogen), Oligo(dt);s Primern und RNAsin® Plus (RNAse Inhibitor, Promega)
entsprechend des Protokolls von Invitrogen revers transkribiert. Das Gesamtvolumen wurde im
Anschluss der reversen Transkription mit DEPC-Wasser auf 40ul erhoht. Die erhaltene cDNA wurde
danach fir quantitative Real-Time-PCRs (qQRT-PCR, s. 3.2.2.3.2) verwendet.

3.2.2.3.2 quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Im Anschluss an die erfolgreiche cDNA-Synthese, wurde die mRNA-Expression verschiedener Gene
mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) untersucht. Dabei wurde der Absolut™ SYBR®
Green Fluoreszein Mix (Thermo Scientific) verwendet. Bei Sybr Green handelt es sich um einen
Cyanin-Farbstoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert. Sybr Green selbst besitzt nur eine sehr
geringe intrinsische Fluoreszenz. Die Interkalation von SybrGreen in doppelstrangige DNA erhoht die
Fluoreszenz des Chromophors um das Uber 1000-fache. Nach Anregung mit ultraviolettem Licht
erfolgt eine Emission bei einer Wellenlange von 521nm. Da mit zunehmender Menge an
doppelstrangiger DNA proportional mehr SybrGreen interkalieren kann, korreliert die Fluoreszenz-
Intensitat direkt mit der Menge an doppelstrangiger DNA. Die gRT-PCR wurde mit der iCycler iQ
Multicolor Real Time PCR Maschine (Bio-Rad, Minchen) in Triplikaten durchgefihrt. Arp (acidic
ribosomal protein) diente dabei als interner Standard. Im Anschluss an die qRT-PCR wurde eine
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Schmelzkurvenanalyse zur Analyse der Reinheit des PCR-Produktes durchgefiihrt. Da die
Schmelztemperatur von DNA von ihrer Lange und ihrem GC-Gehalt abhangt, ermoglicht die
Schmelzkurvenanalyse die Detektion unspezifischer PCR-Produkte, wie beispielsweise
Oligonukleotid-Dimere. Die Differenzierung zwischen unspezifischen Produkten und dem
gewiinschten Produkt ist dadurch moglich, dass durch das Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA
SYBR® Green wieder freigesetzt wird, wodurch die Fluoreszenzemission abnimmt. Der grofte
Nachteil dieser Methode ist, dass im Falle der Bildung unspezifischer Produkte, keine quantitative
Auswertung mehr moglich ist. Es wurden — in Abhdngigkeit der Schmelztemperaturen der gewahlten
Oligonukleotide (s. Tabelle 9) — folgende Ansatze und PCR-Programme durchgefihrt:

Tabelle 14: Reaktionsansatz fiir eine qRT-PCR

12,5ul Sybr®Green Mix

1ul (jeweils)  Vorwarts- und Riickwarts-Oligonukleotid (2,5uM)
8,5ul Wasser

10ul cDNA (1:100 verdiinnt)

25ul Gesamtvolumen

15min 95°C Denaturierung

30s 95°C Denaturierung

30s x°C Hybridisierung 50x

30s 72°C Elongation

10s  50°C Schmelzkurvenanalyse (100 Zyklen)
(Erhéhung um 0,5°C je Zyklus)

Abbildung 21: Reprasentatives Programm fiir eine qRT-PCR

Die qRT-PCR-Schritte, in denen die Fluoreszenzemission detektiert wurde, sind in Abbildung 21 griin
hinterlegt. Die Auswertung erfolgte mit der AACr-Methode. Der Cr-Wert wurde als Zyklenzahl, bei der
die PCR-Amplifizierung einen Schwellenwert Ubersteigt, definiert. Der Cr-Wert des zu
untersuchenden Gens wurde auf den Cr-Wert der endogenen Referenz (Arp) normiert. Dies geschah
unter der Annahme, dass die endogene Referenz in verschiedenen Proben identisch ist. Die relative
Menge an der zu untersuchenden mRNA wurde mit Hilfe der folgenden Formel bestimmt:

Z-AACt WObei AACt = [Ct, GenX — Ct, Arp]Mutante - [Ct, Genx — Ct, Arp]KontroIIe

Fiir Kontrolltiere ist AAC=0 und 2°2% =1 Fiir Mutanten gibt der Wert von 2% die x-fache Anderung
der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle an.
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3.2.2.4 Genexpressionsanalyse mittels MicroArray

Zur Analyse von Verianderungen der mRNA-Expression in Herzventrikeln von aMyHC-MCM/Mstn™/f
Mausen 10 Tage nach Induktion des knockouts, wurden Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Arrays von
der hausinternen Servicegruppe um ............coeee.. durchgefihrt. Als Kontrolltiere dienten
ebenfalls 10 Tage vorher mit Tamoxifen behandelte aMyHC-MCM Mause. Nach Extraktion der RNA
(s. 3.2.2.2), wurde deren Qualitdt mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer mit Hilfe des RNA 6000 Nano-Kits
Uberprift. Die Proben wurden anhand des Protokolls ,, WT terminal labeling and hybridization for use
with Ambion WT expression kit“ behandelt und mit den Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Arrays
hybridisiert. Die Rohdaten wurden mit der Affymetrix Expressionskonsole unter Verwendung des
RMA Analyse-Algorithmus analysiert. Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Arraystar 5.0.
Software durchgefiihrt. Die Array-Daten wurden unter ArrayExpress (Zugangsnummer: E-MEXP-
3744) hinterlegt.

3.2.3 Biochemische Methoden

3.2.3.1 Isolierung von Proteinen aus murinen Herzventrikeln und Kardiomyozyten

Zur lIsolierung von Proteinen aus murinen Herzventrikeln wurden die bei -80°C gelagerten
Herzventrikel (s. 3.2.1.6) in einen auf Trockeneis vorgekiihlten Mérser Gberfihrt. Im Anschluss wurde
unter Verwendung von Flussig-Stickstoff das Herzgewebe mit einem Pistill zu einem feinen Pulver
verarbeitet. Dieses wurde in ein 1,5ml ReaktionsgefdB uberfihrt und mit 100ul Protein
Extraktionspuffer inklusive Protease/Phosphatase-Inhibitoren (s. 3.1.6) Gberschichtet. Bei kultivierten
Kardiomyozyten wurde nach der jeweiligen Stimulation das Kulturmedium abgesaugt. Im Anschluss
erfolgte ein Waschschritt mit Kardiomyozyten-Waschpuffer (s. 3.1.6). Die Kardiomyozyten wurden
ebenfalls mit 100ul Protein Extraktionspuffer inklusive Protease/Phophatase-Inhibitoren lysiert und
von der Zellkulturschale abgelost. Die weitere Vorgehensweise ist fir murines Gewebe und
kultivierte Kardiomyozyten identisch. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit Hilfe eines Ultraschall-
Homogenisators (Amplitude 20% fir 10s), wobei durch kurze Inkubationszeiten auf Eis ein
Uberhitzen der Lysate vermieden wurde. Nach einer Zentrifugation des Lysats bei 14000g iiber 5min
und 4°C, wurde der Uberstand abgenommen und in ein neues ReaktionsgefiR Uberfiihrt. Im
Anschluss wurde der Proteingehalt mit Hilfe der Lowry-Methode (s. 3.2.3.2) bestimmt.

3.2.3.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung des Proteingehalts der aus Herzventrikeln und Kardiomyozyten isolierten Proteine,
wurde das DC™ Protein Kit (Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Dies basiert auf der Lowry Methode 33¢,
Dabei wird im ersten Schritt, einer Biuret-Reaktion, eine basische Kupferldsung zum Protein
zugegeben. Das Kupfer bildet mit den Stickstoffatomen der Peptidbindung einen Komplex und wird
dadurch zu Cu* reduziert. Durch Zugabe des gelben Folin-Ciocalteau-Reagenz (Phosphomolybdat und
Phophowolframat-Mischung) wird Cu* zu Cu®* oxidiert, wihrend das Folin-Reagenz zu Molybdinblau
reduziert wird. Die Extinktion des gebildeten Molybdanblau kann bei einer Wellenldange von 750nm
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detektiert werden. Zur Proteinbestimmung wurde eine Standardreihe mit einem Protein bekannter
Konzentration (Rinderserumalbin, BSA, s. Tabelle 15) durchgefihrt.

Tabelle 15: Standardreihe zur Proteinbestimmung nach Lowry

BSA Standard (20mg/ml) Extraktionspuffer  Milli-Q Wasser Konzentration

inpl in pl in pg/pl
0 2 10 0
1 2 9 2
2 2 8 4
5 2 5 10
10 2 0 20

Die Standardreihe sowie die zu bestimmenden Lysate wurden in Duplikaten in einer 96-Loch-Platte
angesetzt. Dabei wurden im Allgemeinen 2ul Proteinlysat eingesetzt. Die Extinktion wurde mit Hilfe
des FluoStar® Mikroplatten-Readers (BMG) detektiert und ausgewertet. Im Anschluss wurde mit Hilfe
von 5x SDS-Probenpuffer (s. 3.1.6), 4ul 1M DTT und 2ul Bromphenolblau eine Konzentration von
2ug/ul eingestellt (Gesamtvolumen 100ul). Dabei diente DTT der Reduktion der Disulfidbriicken. SDS
im 5x SDS-Probenpuffer zerstort die hydrophoben Wechselwirkungen der Proteine und Ubertragt
durch seine Bindung an diese seine hohe negative Ladung auf sie. Im Anschluss wurden die Lysate bei
95°C fur 5min denaturiert und bis zur weiteren Verwendung in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (s. 3.2.3.3) bei -20°C gelagert.

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekiilmasse erfolgte mit Hilfe von
NuPAGE Novex Bis-Tris Gelen (4-12%, Invitrogen). Diese wurden in einer XCell Surelock’
Gelelektrophoresekammer (Invitrogen) fixiert und 1x MES-Puffer (s. 3.1.6) zugegeben. Es wurden in
der Regel 10-20ug Proteinlysat (s. 3.2.3.2) sowie der BenchMark™ Proteinstandard (Invitrogen)
aufgetragen. Die Auftrennung der Proben wurde bei 120-200 V durchgefiihrt. Im Anschluss wurden
die Proteine per Tankblot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (s. 3.2.3.4) Gibertragen.

3.2.3.4 Western Blot-Verfahren

Zur Ubertragung der durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine (s.
3.2.3.3) auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Dabei wurde das SDS-
Polyacrylamidgel inklusive einer Nitrozellulosemembran in die XCell II™ Tankblot-Apparatur
(Invitrogen) mit Transferpuffer gesetzt. Dabei muss die Nitrozellulosemembran auf der Seite der
Anode liegen. Zur Transferierung der Proteine wurde zwei Stunden eine Spannung von 30V angelegt.
Die Proteine binden dabei durch hydrophobe Wechselwirkungen an die Nitrozellulosemembran. Der



Material und Methoden

erfolgreiche Proteintransfer wurde mit einer Ponceau S Farbung Uberpriift. Bei Ponceau S handelt es
sich um einen roten Azofarbstoff, der reversibel an Proteine binden kann.

3.2.3.5 Inkubation des Western Blots mit Erst- und Zweitantikérpern

Im Anschluss an den Proteintransfer (s. 3.2.3.4) wurde die Nitrozellulosemembran eine Stunde mit
5% Milchpulver in TBS/T (s. 3.1.6) geblockt. Dadurch wurde verhindert, dass unspezifische Bindungen
des Erst- und Zweitantikérpers an die Membran entstehen. Nach dem einstlindigen Blocken der
Nitrozellulosemembran wurde diese dreimal je 5min mit TBS/T gewaschen. Im Anschluss wurde der
Erstantikorper in der entsprechenden Verdiinnung (s. Tabelle 10) zugegeben und der Blot tiber Nacht
bei 4°C in der Antikorper-Losung auf dem Kipp-Schiittler inkubiert. Am folgenden Tag wurde der
Erstantikorper abgenommen und die Membran dreimal 5min mit TBS/T gewaschen um
ungebundenen Erstantikdrper zu entfernen. Im Anschluss wurde die Membran mit dem zugehdrigen
Zweitantikoérper in der jeweiligen Verdinnung (s. Tabelle 11) eine Stunde inkubiert. Nach einem
erneuten dreimaligen Waschschritt wurde die Membran mit dem Super Signal West Femto™
Substrat (Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Die an den Zweitantikdrper gekoppelte Meerettich-
Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (beides ist im
Super Signal West Femto™ Substrat enthalten). Die emittierte Chemilumineszenz wurde mit Hilfe
einer CCD-Kamera (VersaDoc™ 3000, Bio-Rad, s. 3.1.3) detektiert. Die Proteinbanden wurden mit
Hilfe der Software Quantity One (Bio-Rad) ausgewertet.

3.2.4 Histologische Methoden

3.2.4.1 Anfertigen von Gefrierschnitten von Mausherzen

Nach Einbetten des mittleren Bereichs der murinen Ventrikel in Tissue-Tek® OCT™ Medium (s.
3.2.1.6) wurden diese bis zur Anfertigung von Gefrierschnitten bei -80°C gelagert. Gefrierschnitte
wurden mit Hilfe des Leica CM3050 Kryotoms (s. 3.1.3) angefertigt. Dabei wurde fir Gefrierschnitte
von Mausherzen eine Blocktemperatur von -20 bis -22°C verwendet. Die 10um dicken Gefrierschnitte
wurden auf SuperFrost Plus Adhasions-Objekttrager (s. 3.1.2) aufgenommen und kurz bei
Raumtemperatur getrocknet. Im Anschluss wurden sie feuchtigkeitsgeschiitzt bei -20°C oder -80°C,
bis zur weiteren Verwendung fir histologische oder immunologische Farbungen, aufbewahrt.

3.2.4.2 Himatoxylin- und Eosin-Farbung

Bei der HE-Farbung (Hdmatoxylin- und Eosin-Farbung) handelt es sich um die Standardfarbung in der
Histologie. Dabei wurde Hamatoxylin Gill Nr. 3 (Sigma-Aldrich, Steinheim) fir die blaue Kernfarbung
verwendet. Hierbei handelt es sich um einen positiv geladenen Aluminium-Hamatein-Komplex, der
die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA im Zellkern bindet. Mit Eosin, einem sauren
Xanthenfarbstoff, wird das Zytoplasma rot gefarbt. Fir die HE-Farbung wurden die bei -20°C oder
-80°C gelagerten Herz-Gefrierschnitte aufgetaut und direkt in eiskaltem Aceton 5min fixiert. Im
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Anschluss wurden die Gefrierschnitte 30min bei Raumtemperatur getrocknet. Alle folgenden Schritte
fanden bei Raumtemperatur statt. Zuerst wurden die Gefrierschnitte dreimal in Milli-Q Wasser
getaucht. Im Anschluss erfolgte eine zehnminitige Farbung der Kerne mit Hamatoxylin Gill Nr. 3.
Durch Erhéhen des pH-Wertes mit Hilfe von flieRendem Leitungswasser (10min) farben sich die
Zellkerne blau-violett. Nach einem dreimaligen Eintauchen der Gefrierschnitte in Milli-Q-Wasser,
wurden sie 2-5min in Eosin gefarbt. Um die Eosinfarbung zu fixieren und die Gefrierschnitte zu
entwadssern, wurden sie zweimal kurz in 96% Ethanol getaucht. Danach erfolgten zwei zweiminiitige
Waschschritte in 100% Ethanol, gefolgt von zwei zehnminitigen Klarschritten in Xylol. Die HE-
gefarbten Herzschnitte wurden mit Entelan® eingedeckelt und mit dem Axiophot 2 Mikroskop (Carl
Zeiss, s.3.1.3) mikroskopiert.

3.2.4.3 Masson-Trichrom-Farbung

Die Trichrom-Farbung dient zur Untersuchung von Fibrosen im Herz oder Muskel. Dabei werden
Kollagene in der extrazellularen Matrix mit Anilinblau angefarbt. Desweiteren werden die Zellkerne
mit Hamatoxylin schwarz und in Herz-Gefrierschnitten die Kardiomyozyten durch Biebrich Scarlet-
Saurefuchsin rot gefarbt. Dabei farbt Biebrich Scarlet-Sdurefuchsin zuerst auch die extrazellulare
Matrix rot. Die anschlieBende Verwendung von Phosphowolframsédure und Phosphomolybdansaure
fihrt zur Diffusion des roten Farbstoffs aus den Kollagenfasern und damit zur Entfarbung. Im
Anschluss kénnen die Kollagenfasern mit Anilinblau gefarbt werden. Zu Beginn der Trichromfarbung
wurden die Herzgefrierschnitte unfixiert 30min bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach einem
zweiminlitigen Waschschritt in Milli-Q-Wasser, wurde analog Protokoll des Herstellers fortgefahren
(Sigma-Aldrich). Die gefarbten Herzschnitte wurden mit Entelan® eingedeckelt und mit dem Axiophot
2 Mikroskop (Carl Zeiss, s. 3.1.3) mikroskopiert.

3.2.4.4 B-Galaktosidase-Fiarbung

Mit Hilfe der B-Galaktosidase-Farbung kann die Rekombination in lacZ transgenen Geweben
Uberprift werden. Das lacZ-Gen kodiert fiir das Enzym B-Galaktosidase. Dieses hydrolysiert 5-Bromo-
4-chloro-3-indoxyl-B-D-galactosid oder X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-Chloro-3-indoxyl. 5-Bromo-
4-Chloro-3-indoxyl wird dann vom Luftsauerstoff zu tiefblauem 5,5 -Dibrom-4,4’-Dichlor-indigo
oxidiert (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Mechanismus der B-Galaktosidase-Farbung
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Zur B-Galaktosidase-Farbung von Gefrierschnitten wurden diese kurz bei Raumtemperatur
getrocknet und 5min in PBS gewaschen. Nach einer zehnminitigen Fixierung in X-Gal-Fixierlosung (s.
3.1.6) wurden sie dreimal mit LacZ-Waschldsung (s. 3.1.6) gewaschen. Im Anschluss wurden sie Gber
Nacht bei 37°C in X-Gal Farbelosung (s. 3.1.6) unter Lichtausschluss inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen mit PBS, wurden die Gefrierschnitte mit Mowiol (s. 3.1.6) eingedeckelt und mit dem
Axiophot 2 Mikroskop (Carl Zeiss, s. 3.1.3) mikroskopiert.

3.2.4.5 Lektin-Farbung (WGA) und Analyse der Kardiomyozyten-Fliche

Zur Bestimmung der Kardiomyozyten-Grofle wurde eine Lektin-Farbung durchgefiihrt. Dazu wurde
ein TRITC-markiertes Lektin aus Triticum vulgaris (Sigma-Aldrich) verwendet. Dieses bindet an
Sialinsdure und N-Acetylglucosamin, welche u.a. in der Zellmembran bzw. der extrazellularen Matrix
lokalisiert sind. Zur WGA-Farbung wurden Gefrierschnitte kurz bei Raumtemperatur getrocknet und
im Anschluss mit 4% PFA 5min fixiert. Danach wurden sie dreimal drei Minuten mit PBS gewaschen.
Die Immunfarbung mit TRITC-markiertem Lektin erfolgte bei 4°C Uber Nacht in einer 1:100-
Verdiinnung. Nach einem erneuten dreimaligen Waschschritt, wurden die Herzschnitte mit Mowiol
eingedeckelt. Zur Mikroskopie wurde das Z1 Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss, s. 3.1.3) verwendet.

Um die Kardiomyozyten-Flache auszuwerten wurden vier verschiedene Bereiche (20x Bilder) je
Versuchstier mikroskopiert (n=3 je Genotyp und Zeitpunkt). Zur Auswertung wurde die ,analyze
particles” Funktion der Software ImageJ (NIH) verwendet.

3.2.4.6 Kollagen-I-Farbung

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Trichrom-Farbung wurde eine Kollagen-I-Farbung durchgefihrt.
Dazu wurden frische Gefrierschnitte 10min in einer Mischung aus 80% Aceton und 20% Methanol
fixiert und anschlieBend getrocknet. Nach dreimaligem dreiminiitigen Waschen in PBS, wurden sie
Uber Nacht mit einem Biotin-konjugierten Kollagen-I-Antikdrper (Rockland) bei 4°C inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt erfolgte eine Inkubation mit einem Streptavidin-gebundenen Cy2-
Zweitantikérper (Biotrend, 1:100, 1h). Gefrierschnitte ohne Erstantikorper wurden als
Negativkontrolle verwendet. Nach mehrmaligem Waschen zur Entfernung ungebundenen
Zweitantikorpers, wurden die Kardiomyozyten mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin 30min bei einer
Verdinnung von 1:1000 inkubiert. Im Anschluss wurde eine Kernfarbung mit DAPI (1:1000 3min)
durchgefiihrt und die Herzschnitte wurden mit Mowiol eingedeckelt. Die gefarbten Schnitte wurden
mit dem Leica SP2 konfokalen Mikroskop (Leica, s. 3.1.3) mikroskopiert. Dabei wurde ein 40x
Planapo-Objektiv (Leica) verwendet. Ein Teil der konfokalen Mikroskopie sowie die Quantifizierung
des Kollagen-I-Gehaltes wurde von Dr. Sawa Kostin durchgefiihrt. Dabei wurde der Kollagen-I-Gehalt
mit Hilfe der Quantifizierungs und VoxelShop Funktionen der Imaris 5 Software (Bitplane) sowie der
Imagel) Software (NIH) quantifiziert. Es wurden 10 verschiedene Bereiche je Versuchstier (n=3 pro
Genotyp und Zeitpunkt) ausgewertet.
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3.2.5 statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert tStandardfehler angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mit der GraphPad Prism Software Version 5.0 (GraphPad Software, San Diego). Zwei Gruppen
wurden mit einem Student’s t-test, 3 oder mehr Gruppen mit einem einfaktoriellen Anova und
Bonferroni-Test verglichen. Uberlebenskurven wurden mit dem Mantel-Cox-Test ausgewertet. Werte
von p<0.05 wurden als statistisch signifikant betracht.
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4. Ergebnisse

4.1 Die gewebsautonome Funktion von Myostatin in murinen
Kardiomyozyten

Mpyostatin ist ein effektiver negativer Regulator des Skelettmuskelwachstums 7’. Dadurch wird die
Inhibierung von Mpyostatin zur Behandlung von Muskeldystrophien, Kachexie und Sarkopenie
therapeutisch interessant '?°. Die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von
Myostatin in anderen Organen als der Skelettmuskulatur, wie beispielsweise im Herzen oder

Fettgewebe 77

, wurden jedoch kaum untersucht. Dies ist umso erstaunlicher, da Myostatin unter
verschiedenen pathologischen Bedingungen wie z.B Herzinfarkt 7° oder Herzinsuffizienz >7/1%8337 stark
hochreguliert ist. Um die Funktion und den molekularen Mechanismus von Myostatin im adulten
Herzen zu untersuchen, haben wir Mausmodelle zur Kardiomyozyten-spezifischen Deletion und

Uberexpression von Myostatin etabliert.

4.1.1 Evaluierung der Mausmodelle

4.1.1.1 Das Mstnf/f"Modell erméglicht eine effiziente Ausschaltung der Myostatin
Expression im Herzen

Zur Untersuchung der Funktion und des Mechanismus von Myostatin im adulten Herzen wurden
zwei Mausmodelle verwendet.

Mit Hilfe einer Verpaarung der Mstn™? (s. 3.1.10.2) mit einer aMyHC-MCM-Mauslinie (s. 3.1.10.3),
wurde eine Tamoxifen-induzierbare Deletion von Myostatin im adulten murinen Herzen erméglicht
(aMyHC-MCM/Mstn™). Mit diesem Modell ist es moglich, den direkten Einfluss einer Myostatin
Deletion auf das adulte Herz zu untersuchen und neue Signalwege zu identifizieren. Dadurch, dass
die Deletion im adulten Tier stattfindet, kdnnten andere Kompensationsmechanismen als bei einer
Deletion wahrend der Entwicklung stattfinden. Dies ware auch im Hinblick auf die Gabe von
Myostatin-Inhibitoren zur Behandlung von Muskelschwund von Bedeutung. Zur Evaluierung dieses
Mausmodells wurde die mRNA-Expression von Myostatin 10 Tage und 6 Wochen nach der ersten
Tamoxifengabe (s. 3.2.1.2) in Kardiomyozyten mit Hilfe einer qRT-PCR (s. 3.2.2.3.2) uberpruft. Als
Kontrolltiere wurden ebenfalls Tamoxifen-behandelte aMyHC-MCM Ma&use verwendet, um
unspezifische Effekte von Tamoxifen auszuschlieRen. Es wurden jeweils Mannchen im Alter von 3
Monaten verwendet. Die Induktion der Myostatin Deletion flihrte zu einer Reduktion der Myostatin
Expression in Kardiomyozyten von mehr als 80% nach 10 Tagen (s. Abb. 23A). Diese Reduktion wurde
auch noch 6 Wochen nach Tamoxifengabe beobachtet. Vor Tamoxifengabe wurde kein Unterschied
in der Myostatin Expression zwischen aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™® Mausen festgestellt
(s. Abb. 23A).
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Zur Untersuchung der Langzeitwirkung einer Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten wurden
Mstn™ (s. 3.1.20.3) mit aMyHC-Cre (s. 3.1.10.1) Mausen verpaart (aMyHC-Cre/Mstn""). Dabei wird
Myostatin in Kardiomyozyten zwischen E7.5 und E8 338339 deletiert. Es wurden Mannchen im Alter
von 4,5 Monaten verwendet. Dies ist vergleichbar mit dem induzierbaren knockout 6 Wochen nach
Tamoxifengabe. Da der konstitutive knockout von Myostatin zu Skelettmuskelhypertrophie und
Hyperplasie > fiihrt, kdnnen wir mit dem aMyHC-Cre-Mstn"f Mausmodell evaluieren, ob Myostatin
im Herzen eine analoge Funktion wahrnimmt. Zur Evaluierung der Effizienz der Myostatin Deletion
wurde eine gRT-PCR (s. 3.2.2.3.2) mit cDNA von Herzventrikeln, Kardiomyozyten und Nicht-
Kardiomyozyten (s. 3.2.1.7) durchgefiihrt. Als Kontrolltiere wurden aMyHC-Cre Méause verwendet.
Dabei wurde eine signifikante Reduktion der Myostatin Expression in Herzventrikeln (81,5%) und
Kardiomyozyten (94,6%) festgestellt (s. Abb. 23B).
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Abbildung 23: Effiziente Ausschaltung der Myostatin Expression in Kardiomyozyten

(A) Quantitative Myostatin (Mstn) RT-PCR von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl Kardiomyozyten (KM) vor, 10 Tage
und 6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3 unabhdngige Experimente, n>3). Arp diente als endogene Referenz. (B)
quantitative Myostatin (Mstn) RT-PCR von aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/Mstnf/f Herzventrikeln, Kardiomyozyten (KM) und
Nicht-Kardiomyozyten (NKM) in adulten Mdusen (3 unabhdngige Experimente, n>3). Arp wurde zur Normierung
verwendet. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ns: nicht signifikant

4.1.1.2 Effiziente Uberexpression von Myostatin mit Hilfe des CAGG-Mstn Modells

Die Auswirkungen einer kurz- und langfristigen Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten
wurden ebenfalls anhand zweier Mausmodelle untersucht.

Dies beruht darauf, dass die Hochregulation von Myostatin nach pathophysiologischen Bedingungen
wie einem Herzinfarkt auf einen Zeitraum von 30 Tagen beschrinkt ist 337, Um die direkte Wirkung
einer Uberexpression von Myostatin im adulten Herzen, die diesen Zustand wiederspiegelt, zu
untersuchen, wurden CAGG-Mstn (s. 3.1.10.4) mit aMyHC-MCM (s. 3.1.10.2) Ma&usen verpaart
(aMyHC-MCM/CAGG-Mstn). Dies erméglicht eine Kardiomyozyten-spezifische Uberexpression von
Myostatin nach Tamoxifengabe. Zur Evaluierung der aMyHC-MCM/CAGG-Mstn Mauslinie wurde die
mMRNA-Expression von Myostatin 6 Wochen nach der ersten Tamoxifengabe (s. 3.2.1.2) mit einer qRT-
PCR (s. 3.2.2.3.2) in Herzventrikeln, Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten Uberprift. Als
Kontrollmduse wurden wiederum Tamoxifen-behandelte aMyHC-MCM Mause verwendet. Die
Induktion der Myostatin-Uberexpression fiihrt zu einem Anstieg der Myostatin Expression in
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Herzventrikeln (2,4fach) und in Kardiomyozyten (7,6fach) im Vergleich zur aMyHC-MCM Kontrolle (s.
Abb. 25A). Der leichte Anstieg in Nicht-Kardiomyozyten kann darauf beruhen, dass die Population
einen geringen Anteil an Kardiomyozyten enthdlt. Um die Reinheit der jeweiligen Fraktionen zu
Uberprifen, wurde eine qRT-PCR mit Markern fiir Kardiomyozyten (aMyhc), Endothelzellen (Pecam)
und Fibroblasten (Kollagen I) durchgefiihrt (s. Abb. 24A-C). Daraus wird ersichtlich, dass in der
Kardiomyozytenfraktion hauptsachlich Kardiomyozyten vorhanden sind (s. Abb. 24A), wahrend
Endothelzellen und Fibroblasten in der Nicht-Kardiomyozytenfraktion liberwiegen (s. Abb. 24B-C).
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass auch in der Nicht-Kardiomyozytenfraktion ein geringer Anteil
an Kardiomyozyten enthalten ist, der vermutlich fiir den leichten Anstieg der Myostatin-Expression
(s. Abb. 25A) verantwortlich ist.
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Abbildung 24: Hoher Reinheitsgrad der Kardiomyozytenfraktion

Zur Uberpriifung der Reinheit der Kardiomyozyten- und Nicht-Kardiomyozytenfraktion wurde cDNA von Herzventrikeln,
Kardiomyozyten (KM) und Nicht-Kardiomyozyten (NKM) von aMyHC-Cre Mausen verwendet. Es wurden jeweils 3
unabhangige Experimente mit n>3 durchgefihrt. Arp wurde zur Normierung verwendet. (A) Quantitative a-Myosin heavy
chain (aMyhc) PCR. (B) Quantitative Pecam qRT-PCR. (C) Quantitative Kollagen | (Collal) qRT-PCR. Dargestellt sind
Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Wie schon beschrieben handelt es sich bei der Hochregulation von Myostatin nach
pathophysiologischen Bedingungen im Herz um einen kurzfristigen Effekt 337. Um zu untersuchen, ob
eine langfristige Uberexpression von Myostatin einen positiven Einfluss auf die Herzfunktion besitzt
oder, dhnlich wie in der Skelettmuskulatur zu einer Fibrose 123134340343 fijhrt, wurden CAGG-Mstn (s.
3.1.10.4) M&use mit aMyHC-Cre (s. 3.1.10.1) M&usen verpaart (aMyHC-Cre/CAGG-Mstn). Es wurden,
analog zum konditionalen knockout, Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. Zur Kontrolle
des Mausmodells wurde wiederum eine gRT-PCR (s. 3.2.2.3.2) mit cDNA von Herzventrikeln,
Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten (s. 3.2.1.7) durchgefiihrt. aMyHC-Cre Mé&use dienten als
Kontrolltiere. Die Myostatin Expression ist in Herzventrikeln und Kardiomyozyten massiv (99-fach in
Herzventrikeln und 106-fach in Kardiomyozyten) hochreguliert (s. Abb. 25B). Der geringere Anstieg in
Nicht-Kardiomyozyten kénnte wiederum durch eine Verunreinigung mit Kardiomyozyten zustande
gekommen sein (s. Abb. 24A).
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Abbildung 25: Effiziente Uberexpression von Myostatin im adulten Herzen

(A) Quantitative Myostatin (Mstn) RT-PCR von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/CAGG-Mstn Herzventrikeln, Kardiomyozyten
(KM) und Nicht-Kardiomyozyten (NKM) 6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3 unabhdngige Experimente, n>2). Arp
wurde zur Normierung verwendet. (B) Quantitative Myostatin (Mstn) RT-PCR von aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn
Herzventrikeln, Kardiomyozyten (KM) und Nicht-Kardiomyozyten (NKM) in adulten Mausen (3 unabhéngige Experimente,
n>3). Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01

4.1.2 Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten fithrt zu Herzinsuffizienz,
Hypertrophie und einer gesteigerten Lethalitit

Zu unserer Uberraschung starben 26.5% der aMyHC-MCM/Mstn/f M3use 10 Tage nach Beginn der
Myostatin Deletion, wahrend Tamoxifen-behandelte Kontrolltiere (aMyHC-MCM) und eine
Tamoxifen-induzierbare Uberexpression von Myostatin (aMyHC-MCM/CAGG-Mstn) keinen Einfluss
auf die Lethalitat hatten (s. Abb. 26).
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Um herauszufinden ob eine Dysfunktion des Herzens Ursache der gesteigerten Lethalitat ist, wurde
die Herzfunktion mit Hilfe von MRT-Messungen (s. 3.2.1.4.1) untersucht. Diese ergaben eine normale
Herzfunktion in Tamoxifen-behandelten aMyHC-MCM Kontrolltieren (s. Tab. 16). Desweiteren wurde
vor Tamoxifenadministration kein Unterschied in den Herzparametern festgestellt (s. Tab. 16, Abb.
27 A-C). 10 Tage nach der Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten entwickelten die Mause eine
schwere Herzinsuffizienz. Dies wird an einer mehr als 50% reduzierten Ejektionsfraktion, einem
verringerten Schlagvolumen und einem Anstieg des endsystolischen Volumens deutlich (s. Tab. 16,
Abb. 27 A,B). Desweiteren kam es zu einem Anstieg der linksventrikuldaren Masse in der Enddiastole
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und der linksventrikuldren Wanddicke, beides Parameter einer Hypertrophie (s. Tab. 16). Wir
erwarteten, dass sich die Herzinsuffizienz mit der Zeit verschlimmern wiirde und analysierten
dieselben M&use im MRT 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Uberraschenderweise verbesserte sich die
Herzfunktion nach 6 Wochen so stark, dass es zu einer voélligen Wiederherstellung der
Herzkontraktilitat kam (s. Tab. 16).

Tabelle 16: Akute Deletion von Myostatin verursacht Herzinsuffizienz

Mausmodell LV Masse LV Masse [ATATETILE Gewicht
und Tage nach ESin mg ED in mg Dicke ED ing

Tamoxifen- inpl
gabe
aMyHC-MCM
-Tam 37.7+2.1

74.2+3.7 64.5+2.2 72.4+1.7 34.7+1.9 714.7+45.2 26+0.8

10d 47+3.4 34.7+2.8 74.9+4.2 63.1+2.8 74.4+2.9 39.3+3.1 697.3+23.1 26.2+0.5
bw 54+1.8 39.1+1.5 79.1+3.9 66.6+3.3 72.3+1.2 33.2+1.3 715.41+26.7 27.3:0.6
aMyHC-MCM/
Mstnf/f
-Tam 61+1.4 40.3+1.6 74.3+3.1 62.9+2.4 66.5+2.3 26.2+1.3 701+20.2 27.5+1.1
10d 23+2.9 18.6+2.2 75+4.4 72.8+3.9 74.2+3.5 59.6+3.8 782.6+23.6 26.9+0.9
AAAA AAAA A(od), AAAA A(0d),
(od), (od), * (od), *
L Hd# *E%
60+3.5 41.8+2 82.8+5.5 69.6+4.4 69.7 +1.9 27.8+2.9 779.5+32 29.8+1.0
AAAA AAAA AAAA
(10d) (10d) (10d)
aMyHC-MCM/
CAGG-Mstn
-Tam 55+2 37.3+1.4 71.5+2.2 61.5+1.1 68+1.8 30.6+1.9 692 +8.6 28.3+0.5
10d 54.9+2 38.4+1.3 75.3+3.8 67.8+3.7 70+3.4 32.4+3.0 746.3+37.5 29+0.5
bw 54.6+2 40.2+1.7 70.3+2.1 58.9+2.5 74.1+3.6 33.9+3.0 635 +16.1 28.5+0.8

*

MRT-Auswertung von aMyHC-MCM, aMyHC-MCM/Mstn®/f und aMyHC-MCM/CAGG-Mstn Mausen vor, 10 Tage und 6
Wochen nach Tamoxifengabe. Es wurden Méannchen im Alter von 3 Monaten verwendet (n>7). Dargestellt sind Mittelwert
+SEM. EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES: linksventrikuldre Masse in der Endsystole; LV Masse ED:
linksventrikuldre Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches Volumen; ESV: endsystolisches Volumen; LV Wanddicke
ED: linksventrikulare Wanddicke in der Enddiastole. Signifikante Werte wurden rot markiert. *P<0.05, ***P<0.001,
****¥P<0.0001 in Bezug auf die zugehdrige aMyHC-MCM Kontrolle. A P<0.05, AAA P<0.001, AAAA P<0.0001 in Bezug auf
aMyHC-MCM/Mstnf/f zum angegebenen Zeitpunkt.

Um zu Uberprifen, ob der Anstieg der linksventrikularen Wanddicke und linksventrikuldren Masse
durch eine Hypertrophie der Kardiomyozyten bedingt ist, wurden Gefrierschnitte (s. 3.2.4.1) von
aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf einer Lektinfarbung (s. 3.2.4.5) unterzogen. Die quantitative
Auswertung der Kardiomyozyten Flache ergab, dass der Anstieg der linksventrikuldaren Wanddicke 10
Tage nach Deletion von Myostatin, durch einen 30% Anstieg der Kardiomyozyten Fldache verursacht
wurde (s. Abb. 27D-F).
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Abbildung 27: Akute Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten fiihrt zu Herzinsuffizienz und ventrikuldrer
Hypertrophy

(A-C) Reprasentative MRT Vierkammerblicke von aMyHC-MCM (A), aMyHC-MCM/Mstn™f (B) und aMyHC-MCM/CAGG-
Mstn (C) Mausen vor, 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Die roten Pfeile zeigen ein dilatiertes rechtes Atrium
und einen dilatierten linken Ventrikel. MafRstab: 10mm. (D-E) WGA-Farbung von aMyHC-MCM (D) und aMyHC-
MCM/Mstnf/ft (E) Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. MaRstab: 50um. (F) Auswertung der
Kardiomyozyten Flache. Es wurden 4 verschiedene Bereiche des Herzens ausgewertet und der Mittelwert gebildet (n=3).
Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05

Im Vierkammerblick (s. Abb. 27B) wird deutlich, dass die akute Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten zur Dilation des linken Ventrikels sowie zur Dilatation und Fibrose (s. Abb. 28A) des
rechten Atriums fihrt. Um die Entwicklung der Herzinsuffizienz und die Ursache der stark dilatierten
und fibrotischen rechten Atrien zu untersuchen, implantierten wir EKG Transmitter (s. 3.2.1.4.2) in
aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™™ Mause und zeichneten ihr EKG vor und nach Tamoxifengabe
auf. Die EKGs der Kontrollen und der aMyHC-MCM/Mstn"f M3use unterschieden sich nicht vor
Tamoxifengabe (s. Abb. 28C-F). 3 Tage nach der ersten Tamoxifengabe zur Induktion der Deletion von
Myostatin in Kardiomyozyten begann sich das PR Intervall dramatisch zu verlangern. Es erreichte ein
Maximum von 64ms nach 5 Tagen (37ms vor Tamoxifeninjektion, Abb. 28B, C). Dies deutet auf
schwere atrioventrikuldre Erregungsstorungen hin. Diese konnte die Ursache der schweren atrialen
Fibrose sein. Desweiteren entwickelten die aMyHC-MCM/Mstn™" Mause nach Tamoxifengabe einen
verlangerten QRS Komplex und eine leicht reduzierte Herzfrequenz (s. Abb. 28D, E). Diese Parameter
wurden durch Tamoxifengabe in aMyHC-MCM Kontrollen nicht verdndert. Wir fanden keine
Hinweise auf das Vorliegen von Arrhythmien oder atriale Fibrillation nach akuter Deletion von
Myostatin.
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Abbildung 28: Akute Deletion von Myostatin fiihrt zu einer verschlechterten atrioventrikuldren Erregungsleitung und

atrialer Fibrose

(A) Reprasentative Bilder von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn/f Herzen 10 Tage nach Tamoxifenadministration. Die
Pfeile deuten auf dilatierte und fibrotische Atrien. (B) Reprdsentative EKGs von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/f
Mdusen vor und 5 Tage nach der ersten Tamoxifengabe. Es wurden EKGs zur selben Zeit und mit einer dhnlichen

Herzfrequenz verwendet. (C-F) Telemetrische Aufnahmen des PR Intervalls (C), der Herzfrequenz (D), des QRS Intervalls (E)
und des QT Intervalls (F) in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl Mausen vor und nach Tamoxifengabe (n=2). Jeder
dargestellte Datenpunkt ist der Mittelwert von zwei ausgewerteten Zeitpunkten im Abstand von einer Stunde. Dargestellt

sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P< 0.01
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Um zu untersuchen, ob die verschlechterte Kontraktilitdt und Hypertrophie nach akuter Myostatin
Deletion ein direkter Effekt von Myostatin ist, etablierten wir ein Mausmodell zur induzierbaren
Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten (aMyHC-MCM/CAGG-Mstn). Diese Méause zeigen
die Tendenz zu einer verbesserten Kontraktilitdt 10 Tage nach Tamoxifengabe sowie eine verringerte
linksventrikuldre Wanddicke nach 6 Wochen (s. Tab. 16, Abb. 27C). Dies spricht dafiir, dass Myostatin
einen direkten Einfluss auf die Kontraktilitdt und Hypertrophie besitzt. AuRerdem scheint eine
kurzzeitige Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten, wie sie unter pathologischen
Bedingungen beobachtet wurde 3%, einen positiven Einfluss auf die Herzfunktion auszutiben.

4.1.3 Kardiomyozyten-spezifische Deletion von Myostatin von der Entwicklung an
verschlechtert die Herzkontraktilitit in adulten Miusen

Die akute Deletion von Mpyostatin in adulten Kardiomyozyten verursacht eine schwere
Herzinsuffizienz (s. 4.1.2). Dies warf die Frage auf, ob eine konstitutive Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten von der Entwicklung an, zu einem dhnlichen Phanotyp fihrt. Um dies zu
untersuchen, etablierten wir ein Mausmodell, in dem Myostatin von der embryonalen Entwicklung
an, durch Verwendung einer Cre Rekombinase unter der Kontrolle der aMyHC-Promoterregion,
deletiert wird (aMyHC-Cre/Mstn/f). Uberraschenderweise zeigten diese Mause auch eine reduzierte
Uberlebensrate im Alter von 4-5 Monaten (s. Abb. 29). Wir kénnen einen negativen Einfluss der
aMyHC-Cre Rekombinase ausschlieRen, da diese Mause keine Verschlechterung in der Herzfunktion

zeigten und nicht vorzeitig starben (s. Abb. 29, Tab. 17).

Uberlebenskurve
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Da bei der Auswertung der MRT-Daten des induzierbaren knockouts auch der rechte Ventrikel
beeintrachtigt erschien, wurde die Anzahl der Schichten bei der MRT-Messung der konditionalen
Mausmodelle erh6ht, um eine Auswertung des rechten Ventrikels zu ermoglichen. Die MRT-Messung
ergab, dass auch die Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der Entwicklung an zu einem
dilatierten linken Ventrikel (s. Abb. 30A) und einer links- und rechtsventrikuldren systolischen
Dysfunktion fuhrt (s. Tab. 17), wenn auch in einem geringeren Schweregrad im Vergleich zur akuten
Deletion in adulten Kardiomyozyten (s. Tab. 16). Im Gegensatz zur akuten Deletion wurde keinerlei
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Effekt auf die linksventrikulare Masse, Wanddicke oder Kardiomyozyten Flache (s. Tab. 17, Abb. 30B)
festgestellt. Dies schlieRt die Entwicklung einer Hypertrophie des Herzens aus. Vermutlich wird der
Verlust von Mpyostatin von der Entwicklung an, von Familienmitgliedern zumindest partiell
kompensiert. Desweiteren wurde auch keine Dilation oder Fibrose der Atrien festgestellt (s. Abb.
30A).

Tabelle 17: Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten fiihrt zu linksventrikuldrer Dysfunktion

aMyHC-Cre CAGG-Mstn aMyHC-Cre/ aMyHC-Cre/
Mstnf/fl CAGG-Mstn
EFin % 49.4+1.5 53.1+4.3 33.5+6.8 47.8+1.4
SVinpl 41.94+2.2 44.2+1.2 26.9+4.9 41.3+1.9
3 LV Masse ES in mg 86.2+2.1 85.5+1.3 82.9+6.5 81.7+3
T
c
g LV Masse ED in mg 76.81+2.6 79.2+2.8 82.5+6.7 75.4+2.6
| =
g EDV in pl 84.713.4 84 1+4.6 95+12.6 86.614
c
ESVin pl 42.8+2 39.7 +5.6 72.8+16.8 45.3+2.7
LV Wanddicke ED 705.7+20 745.5+38.9 691.3+31.8 667.6+9
in pl A
EFin % 43.34+2.3 46.4+1.8 32.1+4.7 44.7+2.1
) SVin pl 31.3+1.7 29.7 +2.7 23.1+3.4 31.2+2.6
= *
T ;
5 EDV in pl 72.9+3.4 64.1+6.1 75.5+6 69.4+3.6
>
§ ESV in pl 41.6+2.9 34.443.8 52.447.1 37.7+1.9
S
il Korpergewichting 27.7+0.7 28.8+1.3 30+1.1 28.2+0.7

MRT-Auswertung von aMyHC-Cre, CAGG-Mstn, aMyHC-Cre/Mstn™/f und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Miusen. Es wurden
Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet (n=3 CAGG-Mstn, n29 aMyHC-Cre, aMyHC-Cre/Mstn®/f' und aMyHC-
Cre/CAGG-Mstn). Dargestellt sind Mittelwert *SEM. EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES:
linksventrikuldre Masse in der Endsystole; LV Masse ED: linksventrikulare Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches
Volumen; ESV: endsystolisches Volumen; LV Wanddicke ED: linksventrikuldre Wanddicke in der Enddiastole. Signifikante
Werte wurden rot markiert. *P<0.05, **P<0.01 in Bezug auf die aMyHC-Cre Kontrolle; A P<0.05 in Bezug auf CAGG-Mstn
Kontrolle.
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Abbildung 30: Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten fiihrt zu linksventrikuldrer Dysfunktion

(A) Reprasentative MRT Vierkammerblicke von aMyHC-Cre, aMyHC-Cre/Mstnf/f und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Mausen. Es
wurden Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. Malstab: 10mm. (B) Reprasentative WGA-Farbung (20x) von
aMyHC-Cre, aMyHC-Cre/Mstn™f und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn midventrikuldren Herzgefrierschnitten. MaBstab: 50um.

Ahnlich zu dem induzierbaren Uberexpressionsmodell zeigt die Kardiomyozyten-spezifische
Uberexpression von Myostatin von der Entwicklung an (aMyHC-Cre/CAGG-Mstn) keinen
Herzphanotyp im Alter von 4,5 Monaten (s. Tab. 17, Abb. 30). Die Uberexpression von Myostatin
fiihrt jedoch in beiden Fallen zu einer verringerten linksventrikuldren Wanddicke (s. Tab. 16, 17). Dies
deutet darauf hin, dass die antihypertrophe Wirkung von Myostatin in der Skelettmuskulatur auch im
Herzen konserviert ist.

4.1.4 Deletion von Myostatin aktiviert das hypertrophe Genprogramm

Wie schon gezeigt (s. 4.1.2, 4.1.3) fuhrt die Kardiomyozyten-spezifische Deletion von Myostatin zu
Herzinsuffizienz. Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ist mit einer Vielzahl molekularer Effekte
wahrend des ventrikuldaren Remodelings assoziiert. Einer dieser Marker ist die Re-Expression des
fetalen oder hypertrophen Genprogramms. Diese Gene sind im physiologischen Zustand in adulten
Herzventrikeln kaum exprimiert und werden unter pathologischen Bedingungen reaktiviert. Um den
Herzinsuffizienz-Phanotyp zu untermauern, Uberpriften wir die Expression des hypertrophen
Genprogramms nach der Deletion von Myostatin. Wir konnten zeigen, dass 10 Tage nach der akuten
Deletion von Myostatin (aMyHC-MCM/Mstn™f) die Expression von Anp und Bnp, zweier wichtiger
Marker des hypertrophen Genprogramms, in den Herzventrikeln erhéht war (s. Abb. 31A). Als
Kontrollen wurden jeweils Herzventrikel von Tamoxifen-behandelten aMyHC-MCM Mausen
verwendet. Desweiteren beobachteten wir eine stark angestiegene ANP Proteinexpression 10 Tage
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nach Induktion des knockouts, welche nach 6 Wochen wieder auf ein basales Niveau zurlickgegangen
war (s. Abb. 31B). Dies korreliert mit der im MRT beobachteten Wiederherstellung der Kontraktilitat
nach 6 Wochen (s. Tab. 16). Die Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der Entwicklung an
(aMyHC-Cre/Mstn™), fiihrte zu einer dhnlichen Expression von hypertrophen Genen sowie einem
Anstieg der ANP Proteinexpression (s. Abb. 31C, D).
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Abbildung 31: Deletion von Myostatin aktiviert das hypertrophe Genprogramm

(A) Quantitative Anp, Actal und Bnp RT-PCR in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn®/f! Herzventrikeln 10 Tage nach
Tamoxifenadministration (3 unabhéngige Experimente, n>3). Arp wurde zur Normierung verwendet. (B) Western Blot und
Quantifizierung der ANP Bandenintensitdt in Bezug zu RALA von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn/f Herzen (3
unabhdngige Experimente, n>3). (C) Quantitative Anp, Bnp, Actal, bMyhc und aMyhc RT-PCR in aMyHC-Cre und aMyHC-
Cre/Mstnf/f Herzventrikeln (3 unabhingige Experimente, n>3). Arp wurde als endogene Referenz verwendet. (D) Western
Blot und Quantifizierung der ANP Bandenintensitit in Bezug auf RALA von aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/Mstnf/fl Herzen (3
unabhangige Experimente, n>3). Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01

Wir konnten diese Daten mit Hilfe einer MicroArray-Analyse mit cDNA von aMyHC-MCM und aMyHC-
MCM/Mstn™f Herzventrikeln 10 Tage nach Tamoxifengabe verifizieren. Dabei fanden wir eine
verdnderte Genexpression von mehreren, typischerweise unter pathologischen Bedingungen
deregulierten, Genen wie z.B Gdf15 und Myh?7 (s. Abb. 32A). Diese Daten bestatigen die Schwere der
Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten, die auch durch die
reduzierte Uberlebensrate (s. Abb. 26) und verschlechterte Kontraktilitit (s. Tab. 16) betont wird.
Desweiteren wurde (berpriift, dass die Herzinsuffizienz nicht durch Giberkompensierende Mitglieder
der TGF-B Familie, beispielsweise TGFb1 selbst, verursacht wird (s. Abb. 32B).
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Abbildung 32: Akute Deletion von Myostatin aktiviert Gene, die mit Herzinsuffizienz und Hypertrophie korreliert sind

MicroArray-Analyse von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl ventrikuldren Proben (n=3) in Bezug auf die Expression
von Genen, die mit Herzinsuffizienz und Hypertophie in Zusammenhang stehen (A), sowie auf Mitglieder der Tgfb/Gdf-
Familie (B). Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01

4.1.5 Identifikation von AMPK als neues Zielmolekiil von Myostatin

Die MicroArray-Analyse ergab neben der Deregulation von Genen, die mit pathologischen
Verdnderungen im Herzen korreliert sind (s. Abb. 32), auch eine starke Inhibierung von Genen, die
eine wichtige Rolle in der Fettsdureoxidation spielen (s. Tab. 18). Desweiteren fiihrt die akute
Deletion von Myostatin zur Hemmung von Genen, die in den Citratcyclus, die Glukoneogenese
(Fruktose-1,6-Bisphosphatase) und wie oben schon beschrieben die Fettsdureoxidation involviert
sind (s. Tab. 18). Desweiteren wird nach akuter Myostatin-Deletion die Expression des
Schlisselenzyms der Cholesterin-Biosynthese, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reduktase, inhibiert
(s. Tab. 18). Durch das Ausschalten von Mpyostatin in Kardiomyozyten werden dadurch
energieverbrauchende Signalwege gehemmt und das so genannte fetale metabolische Programm
reaktiviert. Dies passiert typischerweise in Folge von Herzinsuffizenz und Hypertrophie 3537344,
Wahrend der Entwicklung andert sich die Substratpraferenz zur ATP-Gewinnung von Glukose und
Laktat im fetalen Herz hin zu Lipiden im adulten Herz. Dabei ist im adulten Herz unter aeroben
Bedingungen die B-Oxidation fir 90% der ATP-Gewinnung zustdndig, wahrend der Anteil der
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Glykolyse sich auf 10% beschidnkt 3*°. Die Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms oder
das metabolische Remodeling beschreibt deshalb die Anderung der Substratpraferenz zur stirkeren
Verwendung der Glykolyse, was den Zustand im fetalen Herzen wiederspiegelt. Die Hochregulation
der Leber-Isoform der Carnitin Palmitoyl Transferase (s. Tab. 18) ist ein weiteres Indiz fir die
Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms, da diese nur im fetalen Herz hochexprimiert ist
und nach pathologischen Zustidnden reaktiviert wird 34°.

Tabelle 18: Akute Deletion von Myostatin reaktiviert das fetale metabolische Programm

Gen-Name

Fettsdure- | Mut methylmalonyl-Coenzyme A mutase
oxidation Acsl3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3
Acsl4 acyl-CoA synthetase long-chain family member 4

Cox17  cytochrome coxidase, subunit XVIl assembly protein homolog (yeast)
Atp5l ATP synthase, H+transporting, mitochondrial F) complex, subunit g
Ndufb10 NADHdehydrogenase (ubiquinone) 1 betasubcomplex, 10

oxidative
Phosphorylierung

Gluconeogenese

Citratcyclus Did dihydrolipoamide dehydrogenase

GLUT1 Sc2al  solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1

Cholesterol
biosynthese | Fdft1 farnesyl diphosphate farnesyl transferase 1

MicroArray-Analyse  von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn®/f Herzventrikeln (n=3) 10 Tage nach
Tamoxifenadministration. Gezeigt wurden deregulierte Gene, die eine wichtige Funktion im Metabolismus des Herzens
Ubernehmen. Runterregulierte Gene sind rot und gelb, hochregulierte griin dargestellt. Ein p-Wert <0.05 wurde als
statistisch signifikant betrachtet.

Desweiteren existieren direktere Kontrollmechanismen wie die Aktivierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase (AMPK). AMPK ist ein metabolisches Schlisselenzym und wird nach verschiedenen

pathologischen Bedingungen, wie Ischdmie des Herzens 34734, Hypertrophie 3%

oder
linksventrikuldrer druckinduzierter Hypertrophie 3°%351 aktiviert. Kiirzlich beschrieben Zhang et al. 3*2
eine Aktivierung von AMPK in der Skelettmuskulatur, im weien Fettgewebe und der Leber von
konstitutiven Myostatin knockouts. Da AMPK auch eine Schlisselfunktion in der Regulation der
Energiechomdostase des Herzens spielt, untersuchten wir, ob die akute Deletion von Myostatin einen
Einfluss auf AMPK ausibt. Interessanterweise fiihrte die Inaktivierung von Myostatin in adulten
Kardiomyozyten von aMyHC-MCM/Mstn™™ Mausen 10 Tage nach Tamoxifengabe, zu einer 1.9fach
gesteigerten Phosphorylierung und damit Aktivierung der AMPK (s. Abb. 33A). Desweiteren hat die
akute Deletion von Myostatin auch signifikanten Einfluss auf direkte Zielmolekiile von AMPK, wie die
Acetyl-CoA-Carboxylase und Glykogen Synthase, die durch AMPK phosphoryliert und dabei inhibiert
werden (s. Abb. 33A). Die Proteinexpression von Pan-AMPK wurde jedoch durch das akute
Ausschalten von Myostatin nicht verandert. Somit scheint Myostatin den AMPK Signalweg zu

inhibieren.
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Um zu untersuchen, ob dies ein direkter Effekt von Myostatin selbst oder eine Antwort auf die
Herzinsuffizienz ist, analysierten wir den AMPK Signalweg in aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Mausen, in
denen Myostatin von der Entwicklung an lGberexprimiert ist. Dabei stellten wir fest, dass sowohl die
Phosphorylierung von AMPK, als auch von ihrem Zielmolekiil Acetyl-CoA Carboxylase durch die
Uberexpression von Myostatin inhibiert wird (s. Abb. 33B). Dies spricht fiir einen direkten Einfluss
von Myostatin auf den AMPK Signalweg.
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Abbildung 33: Myostatin inhibiert den AMPK Signalweg

(A) Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-AMPK-a (Thr172), AMPK-a, p-Glykogen Synthase (p-GS, Ser641)
und p-Acetyl-CoA-Carboxylase (p-ACC, Ser79) in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn®/fl Herzlysaten 10 Tage nach
Tamoxifenadministration (3 unabhangige Experimente, n>3). RALA wurde zur Normierung verwendet. (B) Western Blot und
Quantifizierung der p-AMPK (Thr172) und p-Acetyl-CoA-Carboxylase (p-ACC, Ser79) Bandenintensitat in Bezug zu RALA in
aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Herzlysaten von 4,5 Monate alten Méannchen (3 unabhingige Experimente, n>3).
Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05; **P<0.01;***P<0.001.

Um zu beweisen, dass AMPK ein direktes Zielmolekil von Myostatin ist, stimulierten wir isolierte
adulte ventrikuldare Mauskardiomyozyten (s. 3.2.1.7) Uber einen Zeitraum von 10min mit
rekombinantem Mpyostatin. Die starke Hemmung der AMPK Phosphorylierung nach Myostatin-
Stimulierung zeigt (s. Abb. 34), dass es sich bei AMPK um ein neues, direktes inhibitorisches
Zielmolekil von Myostatin handelt.

Um den Signalweg lber den Myostatin AMPK hemmt zu identifizieren, inhibierten wir die TGF-B1-
aktivierte Kinase 1 (TAK1), eine Serin/Threonin Kinase, die die Signaltransduktion von Myostatin und
TGF-B1 vermittelt, mit (5Z)-7-Oxozeanol in adulten murinen Kardiomyozyten. TAK1 ist neben
SMAD2/3 der Hauptvermittler der Myostatin-Signaltransduktion 7. Um die Wirkung des TAK1-
Inhibitors zu Gberprifen, wurde die p38 Phosphorylierung mit Hilfe eines Western Blots Uberprift.
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Bei p38 handelt es sich um ein direktes Zielmolekiil der TGF-B1-aktivierten Kinase. Nach einer 30-
mindtigen Behandlung der adulten murinen Kardiomyozyten mit (5Z)-7-Oxozeanol kam es zu einer
Reduktion in der p38 Phosphorylierung (s. Abb. 34A). Wichtiger ist jedoch, dass der hemmende
Effekt von Myostatin auf die AMPK Aktivitdt nach Vorinkubation der Kardiomyozyten mit (5Z)-7-
Oxozeanol stark zurtickgeht (s. Abb. 34A). Daraus schlieBen wir, dass die inhibitorische Wirkung von
Myostatin auf die AMPK Aktivitat durch TAK1 vermittelt wird.

Die Myostatin Signaltransduktionskaskade wird durch Bindung des aktiven C-terminalen Dimers an
die Aktivinrezeptoren ACTRIIB und ACTRIIA als Typ-ll-Rezeptoren und an ALK4 und ALK5 als Typ-I-
Rezeptoren vermittelt 7. Um zu beweisen, dass Myostatin seine inhibitorische Wirkung auf AMPK
Uber seine Rezeptoren ausiibt, behandelten wir adulte murine ventrikuldare Kardiomyozyten mit
einem ALK4/5/7 Inhibitor (SB 505124). Die Vorbehandlung mit SB 505125 hemmte die Wirkung von
Myostatin auf sein kanonisches Zielmolekll p-SMAD3 (s. Abb. 34B) und kehrte die inhibitorische
Wirkung von Myostatin auf die AMPK Aktivitdt um (s. Abb. 34B). Unserem Wissen nach handelt es
sich hierbei auch um die erste Studie, die eine Verbindung zwischen den ALK-Rezeptoren und AMPK
feststellt. Wir schlieBen, dass Myostatin AMPK Uber seine kanonischen Rezeptoren ALK4/5 und die
Serin/Threonin-Kinase TAK1 inhibiert.
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Abbildung 34: Myostatin hemmt AMPK liber ALK4/5 und TAK1

(A) Adulte ventrikuldare Mauskardiomyozyten wurden mit 30ng/ml Myostatin (MSTN) Uber einen Zeitraum von 10min, 5uM
(5Z)-7-Oxozeanol (TAK1-Inhibitor) fiir 40min und 5uM (5Z)-7-Oxozeanol gefolgt von einer Myostatingabe fur 10min
stimuliert. Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-AMPK-a (Thr172) und p-p38 (Thr180/Tyr182) in Bezug
auf RALA (3 unabhingige Experimente, n=3). (B) Adulte murine isolierte Kardiomyozyten wurden mit 30ng/ml
rekombinantem Myostatin Uber einen Zeitraum von 10min, 1uM SB505124 (ALK4/5/7 Inhibitor) fir 40min und 1uM
SB505124 gefolgt von einer 10-minltigen Myostatingabe stimuliert. P-AMPK-a (Thr172) und p-SMAD3 (Ser423/425)
Western Blot und Quantifizierung der Bandenintensitdt. RALA wurde zur Normierung verwendet. Dargestellt sind
Mittelwert +SEM. *P<0.05, ns: nicht signifikant.
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4.1.6 Die antihypertrophe Wirkung von Myostatin im Herzen wird iiber AMPK vermittelt

Die oben beschriebenen Ergebnisse (s. 4.1.5) legten nahe, dass Myostatin durch Hemmung der AMPK
Aktivitat in adulten Kardiomyozyten deren metabolischen Status konserviert und die Entwicklung
einer Hypertrophie des Herzens hemmt. Um diese Hypothese zu beweisen, behandelten wir aMyHC-
MCM und aMyHC-MCM/Mstn™f Mause parallel zur Tamoxifengabe mit einem AMPK-Inhibitor
(Compound C, s. 3.2.1.3) und analysierten sie 10 Tage nach der ersten Tamoxifenadministration mit
Hilfe des MRTs. Die MRT-Auswertung ergab, dass die Hemmung der AMPK in vivo die Hypertrophie
des Herzens nach akuter Myostatin Deletion komplett normalisierte. Dies wurde anhand einer
Reduktion der linksventrikuldren Masse und linksventrikuldren Wanddicke deutlich (s. Abb. 35A, B).
Desweiteren wurde die Reaktivierung des hypertrophen Genprogrammes, hier durch eine quantitative
RT-PCR der Anp und Bnp Expression gezeigt (s. Abb. 35E, F), durch Hemmung der AMPK vollsténdig
geblockt. Dies verifiziert, dass Myostatin seine antihypertrophe Wirkung im Herzen tGber AMPK
vermittelt. Obwohl die Behandlung mit Compound C auch die Kontraktilitdt des Herzens in aMyHC-
MCM Kontrolltieren reduziert, wird die Differenz im Schlagvolumen und endsystolischen Volumen
zwischen aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™f Ma&usen normalisiert (s. Abb. 35C, D).
Nichtsdestotrotz bezweifeln wir aufgrund des negativen Einflusses der AMPK Hemmung auf die
Kontraktilitat des Herzens, dass dieser Signalweg auch fiir die Herzinsuffizienz nach akuter Myostatin
Deletion verantwortlich ist.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Myostatin AMPK Uber seine kanonischen ALK4/5
Rezeptoren und die Serin/Threonin-Kinase TAK1 hemmt (s. Abb. 36). Dies fihrt nach akuter
Myostatin Deletion in Kardiomyozyten zu einer Inaktivierung der AMPK Zielmolekiile Acetyl-CoA-
Carboxylase und Glykogen Synthase und einer Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms
(s. Abb. 36). Desweiteren konnten wir in vivo beweisen, dass die Hypertrophie nach akuter Myostatin
Deletion durch AMPK vermittelt wird (s. Abb. 36).
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Abbildung 35: AMPK-Inhibitor Compound C verhindert Hypertrophie nach akuter Myostatin Deletion in vivo

aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl Mause wurden mit Tamoxifen und mit oder ohne den AMPK-Inhibitor Compound
C (20mg/kg, jeden zweiten Tag Uber einen Zeitraum von 10 Tagen) behandelt. (A-D) MRT-Auswertung von aMyHC-MCM
und aMyHC-MCM/Mstnf/f! Herzen vor Tamoxifengabe sowie 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe mit und ohne
Compound C (n27 ohne Compound C, n=3 mit Compound C). (A) MRT-Auswertung der linksventrikuldren Masse in der
Enddiastole (LV Masse ED). (B) MRT-Analyse der linksventrikuldren Wanddicke in der Enddiastole (LV Wanddicke ED). (C)
MRT-Auswertung des Schlagvolumens. (D) MRT-Analyse des endsystolischen Volumens. (E) Quantitative Anp RT-PCR von
aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™/f Herzen 10 Tage nach Tamoxifenadministration mit und ohne Compound C-
Behandlung (3 unabhdngige Experimente, n>3). Arp diente als endogene Referenz. (F) Quantitative Bnp RT-PCR von aMyHC-
MCM und aMyHC-MCM/Mstn™/f Herzen 10 Tage nach Tamoxifengabe, mit und ohne Compound C-Behandlung (3

unabhangige Experimente,
***p<0.001, ns: nicht signifikant.

n>3). Arp wurde zur Normierung verwendet. Dargestellt sind Mittelwert +SEM.

*P<0.05,
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Abbildung 36: Modell des Signalmechanismus

Myostatin (Mstn) hemmt die AMPK Aktivitat Gber seinen Rezeptor und TAK1. AMPK inhibiert daraufhin ihre Zielmolekile
Glykogen Synthase (GS) und Acetyl-CoA Carboxylase (ACC). Dadurch fihrt die akute Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten zu einer Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms. AuBerdem wird die antihypertrophe
Wirkung von Myostatin tGber AMPK vermittelt. Die verwendeten pharmakologischen Inhibitoren SB505124, (5Z)-7-
Oxozeanol und Compound C wurden eingezeichnet.

4.1.7 Herzinsuffizienz nach akuter Myostatin Deletion ist mit einer Runterregulation von
Rgs2 assoziiert

4.1.7.1 Myostatin hemmt den f3-adrenergen und Gqq Signalweg im Herz

Im Anschluss wollten wir untersuchen welche Signalwege fiir die Herzinsuffizienz nach akuter
Myostatin Deletion verantwortlich sind. Die Kontraktilitdit des Herzens wird hauptsachlich von
Calcium und cAMP Signalwegen kontrolliert. Eine Aktivierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase A
(PKA) und der Calcium/Calmodulin-abhédngigen Kinase Il (CAMKII) ist eine bekannte Ursache von
Herzinsuffizenz und pathologischer Hypertrophie des Herzens 3334, 10 Tage nach Induktion der
Myostatin Deletion in Kardiomyozyten beobachteten wir eine Aktivierung der PKA sowie ihres
direkten Zielmolekiils CAMKII (s. Abb. 37A). Die Proteinexpression der PKA selbst war nicht verandert
(s. Abb. 37A). Es ist bekannt, dass eine Aktivierung der Proteinkinase A zu einem Anstieg des
intrazelluldren Calciumspiegels fiihrt. Deshalb Giberpriften wir, ob typische Calcium Signalwege auch
vom Verlust von Myostatin beeinflusst werden. Tatsdchlich kam es nach akuter Myostatin Deletion
zu einer verstarkten PKC-a/Bll Phosphorylierung und damit auch Aktivierung (s. Abb. 37B). Eine
gesteigerte PKC-a Aktivitdt fiihrt zur Hypokontraktilitit des Herzens 3°°. Desweiteren ist die
Phosphorylierung des direkten PKC Zielmolekiils Proteinkinase D (PKD) verstarkt (Abb. 37B). Wir
identifizierten auch eine Hochregulation von Calcineurin, welches eine zentrale Rolle bei der
Entstehung der pathologischen Hypertrophie spielt 3°¢3%7, CAMKII, PKD und Calcineurin kénnen
ihrerseits MEF2A aktivieren. Eine Aktivierung von MEF2A fiihrt zu einer mechanischen Dysfunktion
des Herzens %% und konnte auch nach akuter Deletion von Myostatin gezeigt werden (s. Abb. 37B).
All diese Signalwege sind ausschlieRlich 10 Tage nach akuter Deletion von Myostatin aktiviert. Nach 6
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Wochen, wenn die Herzkontraktilitdt wiederhergestellt ist (s. Tab. 16) sind diese, mit Herzinsuffizienz

und pathologischer Hypertrophie korrelierten, Signalwege in aMyHC-MCM/Mstn"® Herzen nicht
mehr hochreguliert (s. Abb. 38).
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Abbildung 37: Akute Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten aktiviert den Goq und B-adrenergen Signalweg

(A) Western Blot und Quantifizerung der Expression von p-PKA C (Thr197), PKA und p-CAMKII (Thr286) in aMyHC-MCM und
aMyHC-MCM/Mstnf/fl Herzlysaten 10 Tage nach Tamoxifenadministration (3 unabhingige Experimente, n>3). RALA wurde
zur Normierung verwendet. (B) Western Blot und Quantifizierung der Bandenintensitat von p-PKC-a/Bll (Thr638/641), p-
PKD (Ser744/748), Calcineurin und MEF2A in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn®/f Herzlysaten 10 Tage nach
Tamoxifengabe (3 unabhdngige Experimente, n>3). RALA diente wiederum der Normierung. Dargestellt sind Mittelwert
+SEM. *P<0.05, **P<0.01.

Interessanterweise wurde gezeigt, dass eine verstarkte PKC-a-Aktivitdt zu Herzinuffizienz und einer
verschlechterten Kontraktilitdit des Herzens fihrt. Dies legt nahe, dass die verschlechterte
Kontraktilitdt nach akuter Deletion von Myostatin in adulten Herzen durch eine verstarkte PKC-a
Phosphorylierung vermittelt wird. Um dies zu validieren, untersuchten wir die Veranderung dieser
Signalwege mit Hilfe unseres Myostatin-Uberexpressions Modells (aMyHC-Cre/CAGG-Mstn). Wir
konnten zeigen, dass die Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten zu einer Reduktion der
PKA, PKC-a/Bll und Phospholamban Phosphorylierung (an Serl6, der Hauptphosphorylierungsstelle
von PKA) fihrt (s. Abb. 39). Myostatin scheint somit einen direkten Einfluss auf die f-adrenergen und
Gaq Signalwege zu besitzen.
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Abbildung 38: B-adrenerge und G.q Signalwege sind nur 10 Tage nach akuter Myostatin Deletion aktiviert

Reprasentativer Western Blot der Expression von p-PKC-a/Bll (Thr638/641), Calcineurin, MEF2A, p-CAMKII (Thr286) und
RALA in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl Herzlysaten 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifenadministration. RALA
diente zur Uberpriifung der aufgetragenen Proteinmenge.
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Abbildung 39: Myostatin hemmt den B-adrenergen und Goq Signalweg

Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-PKA C (Thrl97), p-Phospholamban (Serl6) und p-PKC-a/Bll
(Thr638/641) in aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Herzlysaten (3 unabhingige Experimente, n>3). Dargestellt sind
Mittelwert +SEM. *P<0.05, ***P<0.001.

4.1.7.2 Myostatin beeinflusst den -adrenergen Signalweg nicht direkt

Wir konnten zeigen, dass eine akute Deletion von Myostatin die Proteinkinase A (PKA) aktiviert (s.
Abb. 37A), wahrend die Uberexpression von Myostatin zu einer reduzierten Phosphorylierung und
damit Inaktivierung fiihrt (s. Abb. 39). Um herauszufinden ob es sich hierbei um einen neuen
Signaltransduktionsmechanismus von Myostatin handelt, wurden isolierte murine ventrikulare
Kardiomyozyten mit Isoprenalin, einem Aktivator der B-adrenergen Rezeptoren, Myostatin und
beiden Substanzen stimuliert. Uberraschenderweise zeigte die Stimulierung mit Myostatin zu
verschiedenen Zeitpunkten keinerlei Einfluss auf die PKA-abhdngige Phosphorylierung von
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Phospholamban und der herzspezifischen Isoform von Troponin | (s. Abb. 40A, B). Isoprenalin selbst
fihrte durch Aktivierung der [-adrenergen Rezeptoren zu einem starken Anstieg der
Phospholamban- und Troponin I-Phosphorylierung (s. Abb. 40A, B). Desweiteren wurde diese starke
Aktivierung durch Myostatin — welches nach unseren in vivo Daten den B-adrenergen Signalweg
inhibieren sollte — nicht reduziert (s. Abb. 40A, B). Somit scheint es sich bei der in vivo beobachteten
Wirkung Myostatin’s auf den B-adrenergen Signalweg um einen Sekundareffekt zu handeln.
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Abbildung 40: Myostatin beeinflusst die B-adrenerge Signaltransduktion nicht direkt

(A) Adulte ventrikuldre Mauskardiomyozyten wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Myostatin (30ng/ml bzw.
100ng/ml) Uber einen Zeitraum von 1min und 5min, 1uM Isoprenalin fir 1min und 5min, sowie Kombinationen von
Myostatin und Isoprenalin stimuliert. Western Blot der Expression von p-Phospholamban (p-PLB, Ser16) und p-Troponin |
(Herzisoform, Ser23/24). RALA diente der Uberpriifung der geladenen Proteinmenge. (B) Adulte isolierte murine
Kardiomyozyten wurden mit 30ng/ml Myostatin fir 40min, 1uM Isoprenalin fiir 10min und 30ng/ml Myostatin (30min),
gefolgt von einer 10-minitigen Isoprenalin (1uM) Zugabe, stimuliert. Western Blot von p-Phospholamban (p-PLB, Serl6)
und p-Troponin | (Herzisoform, Ser23/24). RALA diente der Uberpriifung der geladenen Proteinmenge. Quantifizierung der
p-Phospholamban (p-PLB, Ser16) Bandenintensitat in Bezug zu RALA (n=3). **¥*P<0.001, ns: nicht signifikant.

Obwohl aus den in vitro Daten hervorgeht, dass die Aktivierung der PKA nach akuter Myostatin
Deletion ein Sekundareffekt ist, ist aus der Literatur bekannt, dass es sich hierbei sowie bei der

t 33 Um zu

Aktivierung des PKA-Zielmolekils CAMKII um Ursachen von Herzinsuffizenz handel
Uberprifen, ob die Inhibierung des Bl-adrenergen Rezeptors die Entstehung einer Herzinsuffizenz
nach akuter Myostatin Deletion verhindert, wurde aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™® Mausen
parallel zur Tamoxifengabe der B-Blocker Atenolol oral liber einen Zeitraum von 10 Tagen

verabreicht (s. 3.2.1.3). Die Herzfunktion wurde vor der Gabe von Tamoxifen und Atenolol und 10
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Tage nach der ersten Tamoxifenadministration mit Hilfe des MRTs Uberpriift. Dabei zeigte sich
anhand der Ejektionsfraktion (s. Abb. 41A) und des endsystolischen Volumens (s. Abb. 41B), dass die
Gabe von Atenolol die Hypokontraktilitit nach akuter Myostatin Deletion nicht verbessert.
Desweiteren verhindert die Inhibierung des B-adrenergen Rezeptors auch nicht die Entstehung einer
Hypertrophie, wie anhand der linksventrikuldren Masse in der Enddiastole (s. Abb. 41C) und der
linksventrikuldren Wanddicke in der Enddiastole (s. Abb. 41D) sichtbar wird. Somit scheint die
Aktivierung des B-adrenergen Signalwegs nach akuter Myostatin Deletion nicht fir die Entstehung
der Herzinsuffizenz verantwortlich zu sein.
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Abbildung 41: Der B-blocker Atenolol verbessert die Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin nicht

aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn®/f M3use wurden mit Tamoxifen und mit oder ohne den B1-Adrenorezeptorblocker
Atenolol (0,1g/1 oral im Trinkwasser der Mause Uber einen Zeitraum von 10 Tagen) behandelt. (A-D) MRT-Auswertung von
aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/f Herzen vor Tamoxifengabe sowie 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe mit und
ohne Atenolol (n>7 ohne Atenolol, n>3 mit Atenolol). (A) MRT-Auswertung der Ejektionsfraktion. (B) MRT-Analyse des
endsystolischen Volumens. (C) MRT-Auswertung der linksventrikuldren Masse in der Enddiastole (LV Masse ED). (D) MRT-
Analyse der linksventrikularen Wanddicke in der Enddiastole (LV Wanddicke ED). Dargestellt sind Mittelwert +SEM.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

4.1.7.3 Akute Deletion von Myostatin fithrt zu einer Herabregulierung des Regulator of G
protein signaling 2 (Rgs2)

Wie im Vorfeld diskutiert scheint die Wirkung von Myostatin - zumindest auf den B-adrenergen
Rezeptor - ein Sekundareffekt zu sein. Dies legt nahe, dass Myostatin zuerst auf die Transkription
eines Zielmolekils wirkt, welches im Anschluss fiir die beobachtete Wirkung auf die G, und B-
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adrenerge Signalkaskade verantwortlich ist. Zur Identifizierung von potentiellen transkriptionellen
Zielmolekilen wurde ein DNA MicroArray (s. 3.2.2.4) durchgefiihrt. Dabei detektierten wir eine
Herabregulierung vom Regulator of G protein signaling 2 (Rgs2, s. Abb. 42) 10 Tage nach akuter
Myostatin Deletion in Herzventrikeln. Wir konnten dieses Ergebniss mit Hilfe einer quantitativen
Rgs2 RT-PCR bestdtigen (s. Abb. 42A). Rgs2 ist ein bekannter |Inhibitor der Gaqg
Signaltransduktionskaskade 3°°, hemmt aber auch den B-adrenergen Rezeptor 3%, Interessanterweise
wurde gezeigt, dass Rgs2 eine essentielle Funktion in der Verhinderung von Herzinsuffizenz besitzt
361 Die Herunterregulation von Rgs2 nach akuter Myostatin Deletion wire demzufolge eine Erklarung
fiir die beobachtete Herzinsuffizenz. Um Signalwege lber die Myostatin die Rgs2 Expression aktiviert
zu identifizieren, verwendeten wir wiederum isolierte adulte murine Kardiomyozyten (s. 3.2.1.7). Wir
konnten zeigen, dass eine 30-minitige Stimulierung mit Myostatin (30ng/ml) zu einem Anstieg der
RGS2 Proteinexpression fiihrt (s. Abb. 42B). Diese Wirkung ist auch nach einer 30-miniitigen
Vorbehandlung mit dem TAK1-Inhibitor (5Z)-7-Oxozeanol und nachfolgender Stimulierung mit
Myostatin vorhanden (s. Abb. 42B). Dies beweist, dass die Wirkung von Myostatin auf RGS2
unabhangig von TAK1 ist. Neben TAK1 wird die Myostatin Signaltransduktion hauptsachlich tber
SMAD Proteine vermittelt. Deshalb haben wir den murinen Rgs2 Promoter auf das Vorhandensein
von SMAD-bindenden Elementen untersucht. Wir identifizierten eine Bindestelle fur FAST1, einem
SMAD-interagierenden Protein. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass Myostatin die Rgs2
Transkription tiber den SMAD2, SMAD3 Signalweg aktiviert.
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Abbildung 42: Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten inhibiert die Rgs2 Expression

(A) Quantitative RT-PCR zur Analyse der Rgs2 Expression in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn®/f Herzventrikeln (3
unabhingige Experimente, n>3). (B) Isolierte murine ventrikuldre Kardiomyozyten wurden mit DMSO (1h), 30ng/ml
Myostatin (MSTN, 30min) und dem TAK1-Inhibitor (5Z)-7-Oxozeanol (5uM, 1h) stimuliert. Desweiteren wurden
Kardiomyozyten mit 5uM (5Z)-7-Oxozeanol 30min vorinkubiert und dann Uber einen Zeitraum von weiteren 30min mit
30ng/ml  Myostatin  stimuliert. Western Blot und Quantifizierung der RGS2 Proteinexpression dieser
Stimulierungsbedingungen. A-Tubulin wurde zur Normierung verwendet (3 unabhdngige Experimente, n=3). Dargestellt
sind Mittelwert £SEM. *P<0.05.



Ergebnisse

Wir stellen folgenden hypothetischen Mechanismus zur Entstehung der Herzinsuffizenz auf (s. Abb.
43): die akute Deletion von Myostatin fihrt - vermutlich Gber den Smad2, Smad 3 Signalweg - zu
einer Hemmung der Rgs2 Transkription. Dadurch wird der inhibitorische Effekt von Rgs2 auf die B-
adrenerge und G,q Signaltransduktionskaskade vermindert. Dies fihrt zu einer Aktivierung der
Proteinkinase A und ihrem Zielmolekiil CAMKIl. Da eine Hemmung des B-adrenergen Signalwegs
nicht zu einer Verbesserung der Herzinsuffizenz flihrte, wird diese vermutlich hauptsachlich tber die
Gaq Signalkaskade vermittelt. Dieser Signalweg aktiviert dann die Proteinkinase C und steigert die
Calcineurin Expression. Eine Aktivierung von CAMKII, Calcineurin und dem PKC Zielmolekiil PKD
stimuliert MEF2A und fihrt dadurch zur Hypokontraktilitat.
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Abbildung 43: Hypothese zur Herzinsuffizenz nach akuter Myostatin Deletion

(1) Myostatin stimuliert, vermutlich Uber Smads, die Rgs2 Expression. Die Deletion von Myostatin flhrt dadurch zur
transkriptionellen Inhibierung der Rgs2 Expression (1) und verringert die hemmende Wirkung von RGS2 auf die G,q und B-
adrenerge Signalkaskade (2). Dadurch kommt es zu einem Anstieg der intrazelluldaren Calciumkonzentration und zur
Aktivierung von PKC, Calcineurin und CAMKII. PKD, Calcineurin und CAMKII aktivieren MEF2A, wodurch die Stressantwort
des Herzens induziert wird (2).
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4.1.8 Myostatin Uberexpression verursacht interstitielle Fibrose
4.1.8.1 Myostatin Uberkompensation fiihrt zu interstitieller Fibrose

Der Myostatin Promotor enthilt eine MEF2 Bindestelle 3¢2, Dies warf die Frage auf, ob die starke
Hochregulation von MEF2A nach akuter Myostatin Deletion (s. Abb. 37B) die Expression von
Myostatin in Nicht-Kardiomyozyten beeinflusst. Um dies zu Uberprifen haben wir die Myostatin
Expression in Herzventrikeln zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tamoxifenadministration mit einer
quantitativen RT-PCR (s. 3.2.2.3.2) untersucht. Uberraschenderweise wird Myostatin in
Herzventrikeln beginnend von Tag 21 nach Tamoxifengabe stark hochreguliert (s. Abb. 44A). Diese
Hochregulation ist auch noch nach 120 Tagen vorhanden (s. Abb. 44A). Um die Zellpopulation, die fiir
die Hochregulation von Myostatin verantwortlich ist naher einzugrenzen, isolierten wir
Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™® Mausen 6
Wochen nach Tamoxifengabe (s. 3.2.1.7). Die nachfolgende gRT-PCR ergab, dass die in
Herzventrikeln beobachtete Uberkompensation von Nicht-Kardiomyozyten stammte (s. Abb. 44B)
und die Myostatin Expression in Kardiomyozyten auch nach 6 Wochen noch stark reduziert ist (s.
Abb. 23A). Die Uberkompensation der Myostatin Expression durch Nicht-Kardiomyozyten verlduft
parallel zur Wiederherstellung der Herzfunktion (s. 4.1.2) und ist vermutlich auch deren Ursache.
Deshalb schlieBen wir, dass das Vorhandensein von lokalem Myostatin so wichtig ist, dass eine
induzierbare Kardiomyozyten-spezifische Deletion durch Nicht-Kardiomyozyten kompensiert werden
muss.

Es ist bekannt, dass Myostatin in der Skelettmuskulatur eine profibrotische Wirkung besitzt 123134340-
33 Desweiteren zeigten Morrissette et al. 32!, dass alternde konstitutive Myostatin knockout Mause
weniger Fibrose im Herzen entwickeln. Deshalb wollten wir untersuchen, ob die starke
Uberkompensation der Myostatin Expression von Nicht-Kardiomyozyten positiv fiir das Herz ist (wie
anhand des Riickgangs der Herzinsuffizenz zu beobachten) oder zu einer Fibrose fihrt. Dazu
analysierten wir midventrikuldre Herzschnitte von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn™® Mausen
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tamoxifengabe, die einer Kollagen-I Immunfluoreszenzfarbung
unterzogen wurden (s. 3.2.4.6). Die quantitative Auswertung ergab, dass der Kollagen-l Gehalt in
aMyHC-MCM/Mstn™® Herzen 6 Wochen nach Tamoxifengabe stark anstieg (s. Abb. 44C, D-G). Dies
verlduft parallel zum Anstieg der Myostatin Expression durch Nicht-Kardiomyozyten (s. Abb. 44A, C).
Wir haben keinen Einfluss von Tamoxifen selbst auf aMyHC-MCM Kontrollen 84 Tage nach
Tamoxifengabe festgestellt (s. Abb. 44C, D).

Um zu validieren, dass wirklich die Uberexpression von Myostatin fiir die Entstehung der
interstitiellen Fibrose (s. Abb. 44C, D-G) verantwortlich ist, unterzogen wir unsere konditionellen
Uberexpressionsmause (aMyHC-Cre/CAGG-Mstn) einer Kollagen-I Immunfluoreszenzfarbung. Damit
konnten wir bestitigen (s. Abb. 45), dass eine Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten
interstitielle Fibrose verursacht, wahrend eine Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der
Entwicklung an (aMyHC-Cre/Mstn™™) keinen Einfluss besitzt (s. Abb. 45).
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Abbildung 44: Uberkompensation von Nicht-Kardiomyozyten verursacht interstitielle Fibrose

(A) Quantitative RT-PCR zur Analyse der Myostatin Expression in Herzventrikeln von aMyHC-MCM und aMyHC-
MCM/Mstn/fl M3usen 10, 21, 42 und 120 Tage nach Tamoxifenadministration (3 unabhingige Experimente, n=3). (B)
Quantitative Myostatin RT-PCR von isolierten Nicht-Kardiomyozyten von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl Mausen 6
Wochen nach Tamoxifengabe (3 unabhdngige Experimente, n>3). (C) Auswertung des Kollagen-l Gehalts im
midventrikuldren Bereich von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstn/f M&usen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Tamoxifengabe. Der Kollagen-lI Gehalt wurde in 5 verschiedenen Bereichen pro Herz ausgewertet (n=3). Dargestellt sind
Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001. (D-G) Immunfluoreszenzfarbung von Kollagen-lI in aMyHC-MCM
Herzventrikeln 84 Tage (D) und in aMyHC-MCM/Mstnf/f Herzen 10 (E), 42 (F) und 120 (G) Tage nach
Tamoxifenadministration. Maf3stab: 30um.
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Abbildung 45: Konstitutive Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten induziert interstitielle Fibrose

Immunfluoreszenzfarbung fur F-Aktin/DAPI, Kollagen-I/DAPI und F-Aktin/Kollagen-I/DAPI (63x) im midventrikuldren Bereich
von aMyHC-Cre, aMyHC-Cre/Mstnf/f und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Herzen. MaRstab: 20um

4.1.8.2 Langzeit-Uberexpression von Myostatin induziert interstitielle Fibrose und
verschlechtert dadurch die Kontraktilitit des Herzens

Da Fibrose zu einer ,Versteifung” des Herzens, genauer einer restriktiven Kardiomyopathie fihrt,
untersuchten wir, ob eine Uberexpression von Myostatin iiber einen lidngeren Zeitraum die
Herzfunktion verschlechtert. Hierflr analysierten wir aMyHC-Cre/CAGG-Mstn und CAGG-Mstn Mause
im Alter von 9 Monaten mit Hilfe des MRTs. Die Uberexpression von Myostatin iiber einen langeren
Zeitraum fuhrt zu einer starken interstitiellen und perivaskuldren Fibrose (s. Abb. 46C). Desweiteren
wird aus den MRT-Daten die Tendenz zu einer verschlechterten Kontraktilitdt des linken Ventrikels
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anhand der Ejektionsfraktion, des Schlagvolumens und des endsystolischen Volumens deutlich (s.
Tab. 19).

Tabelle 19: Uberexpression von Myostatin {iber einen lingeren Zeitraum verschlechtert die Kontraktilitit leicht

linker Ventrikel rechter Ventrikel

Mauslinie EF sV LV LV EDV ESV Lv EF SV EDV ESV Gewicht
in% inpl Masse Masse inpl inpl Wand- in% inpl inpl inpl ing
ESin EDin dicke
mg mg in ym
CAGG- 459 404 94.6 882 899 495 7845 422 27.2 656 384 32.2

Mstn9m +34 +1.7 +3 +2.8 +5 +5.7 211 +2.3 +11 +4.2 38 +3.1

MRT-Auswertung von CAGG-Mstn und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Mausen. Es wurden Mannchen im Alter von 9 Monaten
verwendet (n=3). EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES: linksventrikuldare Masse in der Endsystole; LV
Masse ED: linksventrikuldre Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches Volumen; ES: endsystolisches Volumen; LV
Wanddicke: linksventrikulare Wanddicke. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. Signifikante Veranderungen wurden rot
markiert. *P<0.05

Analog zu den Ergebnissen der jingeren Mause (s. 3.1.3), konnten wir auch nach 9 Monaten keinen
Einfluss der Myostatin Uberexpression auf die Kardiomyozyten-Flache beobachten (s. Abb. 46A, B).
Jedoch kam es zu einer Reduktion der linksventrikularen Wanddicke (s. Tab. 19).
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Abbildung 46: Langzeit-Uberexpression von Myostatin fiihrt zu einer starken interstitiellen Fibrose

(A) Reprasentative WGA Farbung von midventrikuldren Herzschnitten von 9 Monate alten CAGG-Mstn und aMyHC-
Cre/CAGG-Mstn Mausen. MaRstab: 50um. (B) Auswertung der Kardiomyozyten Fliache. Daftir wurden vier verschiedene
Bereiche pro Herz (n=3) ausgewertet. (C) Reprdsentative Trichromfarbung von midventrikuldren Herzschnitten von CAGG-
Mstn und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Mausen im Alter von 9 Monaten. MaRstab: 20um. (D) Quantitative Myostatin RT-PCR
von Herzventrikeln von 9 Monate alten CAGG-Mstn und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Mausen. Arp wurde zur Normierung
verwendet.
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Somit scheint eine kurzfristige Uberexpression von Mpyostatin, wie unter pathologischen
Bedingungen beobachtet, zu einer verbesserten Kontraktilitat (s. 4.1.2) zu fihren. Die langfristige
Uberexpression verursacht jedoch eine interstitielle und perivaskuldre Fibrose, die letztendlich zur
,Versteifung des Herzens” und damit einhergehendem Funktionsverlust fihrt.

4.1.9 Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird iiber p38 vermittelt

Um den molekularen Mechanismus, der die interstitielle Fibrose nach Uberexpression von Myostatin
(s. 4.1.8) verursacht zu identifizieren, tberpriiften wir verschiedene profibrotische Signalwege, unter
anderem auch p38. Bei p38 handelt es sich um einen bekannten Aktivator von Fibrose im Herzen.
Dies wurde durch verschiedene transgene Mausmodelle bestatigt 33-3¢>, Philip et al. haben in
verschiedenen Zelltypen, unter anderem in C2C12 Zellen (Myoblasten) gezeigt, dass Myostatin p38

113 Morissette et al. % behauptete das Gegenteil in Adenovirus-infizierten

aktivieren kann
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten. Dies legte zumindest eine Verbindung zwischen Myostatin und
p38 nahe. Unsere in vivo Daten zeigen, dass eine Kardiomyozyten-spezifische Uberexpression eines
Myostatin Transgens (aMyHC-Cre/CAGG-Mstn) p38 Uber seine vorgeschalteten Kinasen TAK1 und

MKK3/6 aktiviert (s. Abb. 47).
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Abbildung 47: Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird liber p38 vermittelt

Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-TAK1 (Thr187), p-MKK3/6 (Ser189/297), p-p38 (Thr180/Tyr182) und
p38 in aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/CAGG-Mstn Herzlysaten (3 unabhingige Experimente, n>3). RALA diente als
Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01.

Um den Myostatin-p38 Signalweg weiter zu validieren, untersuchten wir, ob die Giberkompensierte
Expression von Myostatin in Nicht-Kardiomyozyten 6 Wochen nach Tamoxifengabe auch zur
Aktivierung der p38 Signaltransduktion fihrt. Dabei konnten wir anhand einer gesteigerten
Phosphorylierung von TAK1, MKK3/6 und p38 bestatigen, dass der p38 Signalweg auch in aMyHC-
MCM/Mstn™ Herzlysaten 6 Wochen nach Tamoxifengabe aktiviert ist (s. Abb. 48). Dies legt nahe,
dass die profibrotische Wirkung von Myostatin im Herzen liber p38 vermittelt wird.
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Abbildung 48: Uberkompensation von Myostatin durch Nicht-Kardiomyozyten aktiviert auch p38

Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-TAK1 (Thr187), p-MKK3/6 (Ser189/297), p-p38 (Thr180/Tyr182) und
p38 in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/fl Herzlysaten 6 Wochen nach Tamoxifengabe. RALA diente als Ladekontrolle.
Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001.

Um zu beweisen, dass die Aktivierung von p38 durch Myostatin fiir die Entwicklung der interstitiellen
Fibrose verantwortlich ist, stimulierten wir isolierte murine adulte Kardiomyozyten mit Myostatin
und dem p38 Inhibitor SB203580. Die 30-minttige Stimulation mit Myostatin (30ng/ml) fiihrte zu
einem starken Anstieg der p38 Phosphorylierung im Vergleich zu den DMSO-behandelten
Kardiomyozyten (s. Abb. 49A). Die Effizienz des p38 Inhibitors SB203580 wurde anhand der
Phosphorylierung des p38 Zielmolekiils Hsp27 deutlich (s. Abb. 49A). Nachdem aus diesen
stimulierten Kardiomyozyten RNA isoliert wurde, wurde die Kollagen-l Expression mit Hilfe einer
guantitativen RT-PCR Uberprift. Dabei beobachteten wir, dass Myostatin eine starke Hochregulation
der Kollagen-I Expression verursacht (s. Abb. 49B). Dieser Effekt wurde komplett geblockt, wenn die
Kardiomyozyten vorher 30min mit dem p38 Inhibitor SB203580 inkubiert wurden (s. Abb. 49B).
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Abbildung 49: Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird tiber p38 vermittelt

Murine adulte ventrikuldre Wildtyp Kardiomyozyten (1 Tag in Kultur) wurden mit DMSO (1h), 30ng/ml Myostatin (MSTN,
30min) und dem p38 Inhibitor SB205380 (10uM, 1h) stimuliert. Desweiteren wurden sie 30min mit 10uM SB205380
vorinkubiert und anschlieRend mit 30ng/ml Myostatin (MSTN) fiir weitere 30min stimuliert. (A) Western Blot von p-p38
(Thr180/Tyr1182) und p-HSP27 (Ser82) in behandelten Kardiomyozyten. A-Tubulin diente als Ladekontrolle (3 unabhéngige
Experimente, n=3). (B) Quantitative RT-PCR zur Uberpriifung der Kollagen-I (Collal) Expression in den behandelten
Kardiomyozyten (3 unabhangige Experimente, n=3). Arp wurde zur Normierung verwendet. Dargestellt sind Mittelwert
+SEM. *P<0.05.
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Diese Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dass Myostatin p38 lber die Kinasen TAK1 und MKK3/6
aktiviert. Die Aktivierung von p38 fiihrt zur Induktion der Kollagen-I Expression, der Ursache der
interstitiellen Fibrose. Somit wird die profibrotische Wirkung von Myostatin tber eine Myostatin-

TAK1-MKK3/6-p38 Signalkaskade vermittelt.
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Abbildung 50: Schematische Darstellung des Signalmechanismus

Myostatin stimuliert p38 Uber Aktivierung von TAK1, einer Serin/Threonin-Kinase, die die Signaltransduktion von Myostatin
vermittelt und MKK3/6. Die Aktivierung von p38 fuhrt zur Induktion der Kollagen-I Expression.
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4.2 Wirkung und Interaktion der Wachstumsfaktoren Myostatin und IGF-1
in murinen Kardiomyozyten

Die Auswertung der MicroArray Daten (s. 3.2.2.4) zeigte nach akuter Myostatin Deletion eine
Hochregulation von Genen, die in die IGF-1 Signaltransduktion involviert sind (s. Abb. 51). Dabei sind
sowohl der IGF-1 Rezeptor (lgfir), als auch verschiedene Isoformen der Phosphatidylinositol-3-
phosphat Kinase (PI3K), einem wichtigen Signalvermittler der IGF-1 Signaltransduktion hochreguliert.
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Abbildung 51: Akute Myostatin Deletion aktiviert den IGF-1 Signalweg

MicroArray-Analyse von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/f ventrikuldren Proben (n=3) in Bezug auf die Expression
von Genen, die mit dem IGF-1 Signalweg in Zusammenhang stehen. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01,
***p<0.001.

Bei dem Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) handelt es sich um ein kleines Polypeptid, das, wie am
Namen schon erkennbar, Homologie mit Proinsulin aufweist. Es ist einer der wichtigsten Regulatoren
von Muskelwachstum und nimmt diesbezlglich eine gegensatzliche Funktion zu Myostatin ein. So
fiihrt die Uberexpression einer muskelspezifischen Isoform von Igf-1 zur ausgepragten Hypertrophie

der Skelettmuskulatur &

, wahrend der konstitutive knockout von IGF-1 perinatal lethal ist und ein
deutliches verringertes Skelettmuskelwachstum zeigt 8. Myostatin und Igf-1 sind somit zwei der
wichtigsten Gegenspieler in der Regulation des Skelettmuskelwachstums. Um zu untersuchen, ob
diese Funktion auch in Herzmuskelzellen konserviert ist, und ob eine Deletion von Igf-1 die
Hypertrophie und Herzinsuffizienz nach akuter Myostatin Deletion verhindern kann, generierten wir
Mausmodelle zur Kardiomyozyten-spezifischen Ausschaltung von Myostatin und Igf-1 (s. 3.1.10.5).
Mit Hilfe dieser Mausmodelle sollte auch die Identifikation von neuen Signalwegen, die die Myostatin

mit der IGF-1 Signaltransduktion verbinden, ermdglicht werden.
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4.2.1 Evaluierung der Mausmodelle

4.2.1.1 Effiziente Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten

Wie oben (s. 4.2) schon beschrieben, handelt es sich bei IGF-1 um einen wichtigen Regulator des
Skelettmuskelwachstums. Erstaunlicherweise existiert bis heute keine Studie (iber die Deletion von
lgf-1 in Kardiomyozyten. Jedoch wurde gezeigt, dass die Uberexpression eines Igf-1 Transgens zu
einer Hypertrophie des Herzens fiihrt 23, Um die Funktion von IGF-1 im adulten Herzen — besonders
im Hinblick auf Interaktionen mit Myostatin — zu untersuchen, etablierten wir zwei Mausmodelle.

Durch eine Verpaarung der Igf-1"" (s. 3.1.10.5) mit einer aMyHC-MCM Mauslinie (s. 3.1.10.2), wurde
eine Tamoxifen-induzierbare Deletion von Igf-1 im adulten murinen Herzen erméglicht (aMyHC-
MCM/Igf-17/). Dadurch kénnen akute Effekte einer Igf-1 Deletion untersucht und neue Signalwege
identifiziert werden. Um dieses Mausmodell evaluieren zu kénnen, wurden quantitative RT-PCRs (s.
3.2.2.3.2) mit verschiedenen Igf-1 Oligonukleotiden (s. Tab. 9) durchgefiihrt. Dies beruht darauf, dass
Igf-1 alternativ gespleillt werden kann. In Nagern existieren zwei Isoformen, hier systemisches Igf-1
(auch Igf-1Ea) und eine muskelspezifische Isoform, hier Mgf (mechano growth factor oder Igf-1Eb)
genannt (s. Abb. 12). Beide SpleiBvarianten enthalten Exon 3 und 4, die fir das reife IGF-1 Peptid
kodieren. Bei systemischem Igf-1 wird Exon 4 direkt zu Exon 6 gespleit, wahrend das SpleiRen von
Exon 4 zu Exon 5 und Exon 6 zu Mgf fiihrt ¢3¢’ Fiir die Pan-lgf-1 bezeichnete qRT-PCR wurden
Oligonukleotide, die an Exon 3 und Exon 4 binden, verwendet. Wir konnten zeigen, dass die
Induktion der Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten zu einer signifikanten Reduktion sowohl der Pan-
Igf-1, wie auch der Mgf Expression fihrt (s. Abb. 52B, E, F). Desweiteren wird deutlich, dass die
Reduktion im Falle der muskelspezfischen Mgf Isoform im Vergleich zu systemischem Igf-1 deutlich
starker ausfallt (s. Abb. 52C-F). Dabei kommt es zu einer 95,6%igen Reduktion der Mgf Expression in
aMyHC-MCM/Igf-1"" Kardiomyozyten 10 Tage nach Tamoxifengabe (s. Abb. 52F). Dies kénnte ein
Hinweis darauf sein, dass es sich bei Mgf um die vorwiegende Isoform in Kardiomyozyten handelt.
Als Kontrolltiere wurden wiederum ebenfalls mit Tamoxifen behandelte aMyHC-MCM Mause
verwendet, um unspezifische Effekte von Tamoxifen auszuschliefRen.

Um die Langzeitfolgen einer Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden Igf-1"/f (s.
3.1.10.5) Méause mit aMyHC-Cre (s. 3.1.10.1) Mausen verpaart (aMyHC-Cre/Igf-1%/f). Dadurch wird
Igf-1 in Kardiomyozyten zwischen E7.5 und E8 33%33° deletiert. Analog zu aMyHC-Cre/Mstn/f Mausen
wurden auch hier Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. Um die Effizienz der Igf-1
Deletion zu evaluieren, wurde wiederum eine qRT-PCR mit cDNA von Kardiomyozyten (s. 2.2.1.7)
durchgefiihrt. Als Kontrolltiere wurden aMyHC-Cre M&use verwendet. Ahnlich zu dem induzierbaren
Modell ist die Mgf Expression im Vergleich zur Expression von systemischem Igf-1 deutlich starker
reduziert (s. Abb. 53). Dabei flihrt die Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten von der Entwicklung an,
zu einer 93% Reduktion der Mgf Expression in adulten Kardiomyozyten (s. Abb. 53B).
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Abbildung 52: Das aMyHC-MCM/Igf-17/! Mausmodell erméglicht eine effiziente Ausschaltung von Igf-1 in
Kardiomyozyten

(A) Quantitative Pan-Igf-1 RT-PCR von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Igf-1%/f Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach
Tamoxifenadministration (3 unabhangige Experimente, n=3). (B) Quantitative RT-PCR zur Analyse der Pan-Igf-1 Expression
in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Igf-1%/f Kardiomyozyten (KM) 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (3 unabhéngige
Experimente, n=3). (C) Quantitative RT-PCR zur Auswertung der Expression von systemischem Igf-1 in aMyHC-MCM und
aMyHC-MCM/Igf-1/f Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3 unabhingige Experimente,
n=3). (D) Quantitative RT-PCR zur Analyse der Expression von systemischem Igf-1 in aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Igf-1f/f
Kardiomyozyten (KM) 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (3 unabhéngige Experimente, n=3). (E) Quantitative Mgf RT-
PCR von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Igf-1%/f Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3
unabhdngige Experimente, n=3). (F) Quantitative RT-PCR zur Auswertung der Mgf Expression in aMyHC-MCM und aMyHC-
MCM/Igf-1%/f Kardiomyozyten (KM) 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (3 unabhingige Experimente, n=3). Dargestellt
sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01
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Abbildung 53: Starke Runterregulation der Mgf Expression im aMyHC-Cre/Igf-1%/f Mausmodell

(A) Quantitative RT-PCR zur Analyse der Expression von systemischem /gf-1 in aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/Igf-17/f
Kardiomyozyten (KM, 3 unabhingige Experimente, n=2). (B) Quantitative Mgf RT-PCR in aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/Igf-
17/l Kardiomyozyten (KM, 3 unabhéngige Experimente, n=2). Dargestellt sind Mittelwert £SEM. *P<0.05.

4.2.1.2 Erfolgreiche Deletion von Myostatin und Igf-1 in Kardiomyozyten

Um zu Uberpriifen, ob eine Deletion von Igf-1 die Hypertrophie und Herzinsuffizenz nach akuter
Myostatin Deletion verhindern kann, wurde ein Kardiomyozyten-spezifischer Doppel-knockout
generiert. Dieser sollte auch der Identifikation neuer Signalwege, durch die Myostatin und IGF-1
interagieren, dienen. Es wurde wiederum die Wirkung der akuten Deletion im adulten Herzen sowie
der Deletion von der Entwicklung an, untersucht.

Um eine induzierbare, Kardiomyozyten-spezifische Deletion von Myostatin und Igf-1 im adulten
murinen Herzen zu erreichen, wurden Igf-17/f (s. 3.1.10.5), Mstn™f (s. 3.1.10.3) und aMyHC-MCM (s.
3.1.10.2) Ma&use miteinander verpaart (aMyHC-MCM/Mstn™f/igf-17/f). Mit Hilfe einer B-
Galaktosidase-Farbung (s. 3.2.4.4) wurde die Rekombination 6 Wochen nach Induktion der Deletion
in midventrikuldaren Herz-Gefrierschnitten untersucht (s. Abb. 54A, B). Die starke und homogene
Blaufarbung spricht fur eine erfolgreiche Rekombination in Kardiomyozyten. Zur weiteren
Evaluierung dieses Mausmodells wurde wiederum die Expression der verschiedenen Igf-1 Isoformen
und die Expression Myostatin’s mit Hilfe einer quantitativen RT-PCR (s. 3.2.2.3.2) Uberpriift. Dabei
konnten wir zeigen, dass die Deletion von Myostatin und Igf-1 zu einer signifikanten Reduktion,
sowohl von Pan-Igf-1, als auch von systemischem Igf-1 und Mgf fiihrten (s. Abb. 54C-H). Analog zur
akuten Deletion von Igf-1 wird auch hier deutlich, dass die Reduktion im Falle der muskelspezifischen
Mgf Isoform im Vergleich zu systemischem Igf-1 deutlich starker ausfallt (s. Abb. 54E-G). Dabei wird
die Mgf Expression in aMyHC-MCM/Mstn"f/igf-17/" Kardiomyozyten 10 Tage nach Tamoxifengabe
um 97,4% erniedrigt (s. Abb. 54G), wahrend die Expression von systemischem Igf-1 nur um 55,1%
zuriickgeht (s. Abb. 54E). Uberraschenderweise geht selbst in Kardiomyozyten die Expression von
Myostatin nur um ca. 50% zurlick (s. Abb. 54J). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass Mduse, in denen
Myostatin starker deletiert wurde, zu den 60% die vor Tag 10 starben gehorten und wir nur die
schwachsten Phanotypen selektionieren. Analog zur akuten Deletion von Myostatin alleine kommt es
auch nach Deletion von Myostatin und Igf-1 zu einer starken Uberkompensation durch Nicht-
Kardiomyozyten nach 6 Wochen (s. Abb. 54l). Als Kontrolltiere wurden wieder Tamoxifen behandelte
aMyHC-MCM Mause verwendet.
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Abbildung 54: Erfolgreiche Rekombination nach Tamoxifengabe im aMyHC-MCM/Mstn/f1/1gf-1/f Mausmodell

(A-B) Reprasentative B-Galaktosidase-Farbung von midventrikuldr geschnittenen aMyHC-MCM/Mstnf/f/i1gf-19/f Herzen 6
Wochen nach Tamoxifengabe. (A) MaRRstab: 200um. (B) MaBstab: 20um. (C, E, G, I) Quantitative Pan-/gf-1 (C), systemische
Igf-1 (G), Mgf (E) und Myostatin (1) RT-PCR von aMyHC-MCM und aMyHC-MCM/Mstnf/f/1gf-11/f Herzventrikeln 10 Tage und
6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3 unabhangige Experimente, n=3). (D, F, H, J) Quantitative RT-PCR zur Analyse
der Pan-lgf-1 (D), systemischen Igf-1 (F), Mgf (H) und Myostatin (J) Expression in aMyHC-MCM und aMyHC-
MCM/Mstnf//igf-17/f Kardiomyozyten (KM) 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (3 unabhingige Experimente, n>2).
Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01.

Um die Langzeit-Auswirkungen einer Deletion sowohl von /Igf-1, als auch von Mpyostatin in
Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden Mstn"/f (s. 3.1.10.3), Igf-1"f (s. 3.1.10.5) und aMyHC-Cre (s.
3.1.10.1) Méause zur Generierung von aMyHC-Cre/Mstn™/1gf-17/" Mausen verpaart. Zur Analyse
wurden grundsatzlich Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. Die Effizienz der Deletion
von Myostatin und Igf-1 wurde durch eine quantitative RT-PCR mit cDNA von frisch isolierten
Kardiomyozyten (s. 3.2.1.7) durchgefiihrt. aMyHC-Cre Mause dienten als Kontrolltiere. Wir fanden
eine stark reduzierte Expression von systemischem Igf-1, Mgf und Myostatin (s. Abb. 55).
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Abbildung 55: Effiziente Ausschaltung von Myostatin und Igf-1

a

05

in Bezug auf aMyHC-Cre
o

in Bezug auf aMyHC-Cre
in Bezug auf aMyHC-Cre

°
=
B
&
o
e

In-fache Anderung der Expression >

In-fache Anderung der Expression m
In-fache Anderung der Expression 0

(A) Quantitative RT-PCR zur Analyse der Expression von systemischem Igf-1 in aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/Mstn®/f/Igf-1f/f
Kardiomyozyten (KM, 3 unabhangige Experimente, n=2). (B) Quantitative Mgf RT-PCR in aMyHC-Cre und aMyHC-
Cre/Mstnf//Igf-19/f Kardiomyozyten (KM, 3 unabhingige Experimente, n=2). (C) Quantitative RT-PCR zur Analyse der
Expression von Myostatin (Mstn) in aMyHC-Cre und aMyHC-Cre/Mstn™/f/Igf-17/f Kardiomyozyten (KM, 3 unabhingige
Experimente, n=2). Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05.

4.2.2 Hohe Lethalitit nach Deletion von Myostatin und Igf-1 in adulten Kardiomyozyten

Wie schon gezeigt (s. Abb. 51), sind mehrere Gene, die in die IGF-1 Signaltransduktion involviert sind,
nach akuter Myostatin Deletion hochreguliert. Um zu (berpriifen ob eine Deletion von Igf-1 die
Hypertrophie und Herzinsuffizenz nach akuter Myostatin Deletion verhindern kann, etablierten wir
Kardiomyozyten-spezifische Doppel-knockouts von Myostatin und Igf-1 (s. 3.1.10.5). Deren
Herzparameter wurden, ebenso wie die der Mause, in denen nur Igf-1 in adulten Kardiomyozyten
deletiert wurde (aMyHC-MCM/Igf-1"") mit Hilfe des MRT analysiert.

Dabei wurde anhand einer 10 Tage nach Tamoxifengabe leicht reduzierten Ejektionsfraktion, einem
reduzierten Schlagvolumen und einem etwas groReren endsystolischen Volumen (s. Tab. 20)
deutlich, dass die akute Deletion von Igf-1 in adulten Kardiomyozyten zu einer leichten systolischen
Dysfunktion fihrt. Eine positive inotrope Wirkung von exogenem IGF-1 auf Rattenherzen wurde
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bereits nachgewiesen 3%, und kann durch unsere Ergebnisse bestitigt werden. Desweiteren
beobachteten wir ein verringertes enddiastolisches Volumen (s. Tab. 20, Abb. 56C), ein Indikator fir
die Entstehung einer Hypotrophie 10 Tage nach akuter Deletion von Igf-1.

Die Deletion von Myostatin und Igf-1 fuhrt lberraschenderweise zu einer 59,5% reduzierten
Uberlebensrate 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (s. Abb. 56E). Diese ist — im Vergleich zur
akuten Deletion von Myostatin alleine - deutlich hoher (s. Abb. 56E). Bei der nachfolgenden
Diskussion des Phanotyps sollte beachtet werden, dass nur diejenigen Mause, die liberlebt haben,
und somit einen schwacheren Phanotyp zeigen, ausgewertet werden konnten. Anhand des
Vierkammerblicks wird ein — der akuten Deletion von Myostatin — dhnlicher Phanotyp offensichtlich
(s. Abb. 56B, D). Dabei sind die beiden Atrien stark dilatiert und im Pleurabereich befinden sich
Odeme (s. Abb. 56D). Dies ist ein Indikator fiir eine schwere Linksherzinsuffizienz.
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Abbildung 56: Hohe Lethalitdt nach Deletion von Myostatin und /gf-1 in adulten Kardiomyozyten

(A-D) Reprasentative MRT Vierkammerblicke von aMyHC-MCM (A), aMyHC-MCM/Mstnf/f (B), aMyHC-MCM/Igf-1%/f (C) und
aMyHC-MCM/Mstnf/f/Igf-1%/f (D) M&usen vor, 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Die roten Pfeile zeigen ein
dilatiertes rechtes Atrium (B, D), einen dilatierten linken Ventrikel (B) und ein Lungen6dem (D). MaRstab: 10mm. (E)
Uberlebenskurve von aMyHC-MCM (n=15), aMyHC-MCM/Mstnf/f (n=34), aMyHC-MCM/Igf-17/f (n=24) und aMyHC-
MCM/Mstnf/fi/1gf-1%/fl (n=35) M3usen nach Tamoxifenadministration. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mantel-
Cox-Test. ¥*P<0.05, **P<0.01.

Die Herzinsuffizenz nach akuter Deletion von Myostatin und /gf-1 wird anhand der erniedrigten
Ejektionsfraktion, des verringerten Schlagvolumens und der VergroBerung des endsystolischen
Volumens deutlich (s. Tab. 20). Dass sich die Ejektionsfraktion im Vergleich zur Deletion von
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Myostatin alleine, nach Deletion von Myostatin und Igf-1 weniger verschlechtert, kénnte an der
Selektionierung der schwichsten, iberlebenden Phinotypen liegen. Ahnlich zur akuten Deletion von
Myostatin verbessert sich die Kontraktilitdit nach 6 Wochen wieder (s. Tab. 20), wobei der
Ausgangswert vor Tamoxifengabe jedoch nicht wieder erreicht wird.

Zusammenfassend ist die Deletion von Igf-1 nicht in der Lage, die Herzinsuffizenz nach akuter
Myostatin Deletion in Kardiomyozyten zu verhindern. Stattdessen fiihrt die Deletion beider
Wachstumsfaktoren zu einer Verstarkung des Phanotyps, wodurch fast 60% der Mause innerhalb der
ersten 10 Tage nach Tamoxifengabe sterben.

Tabelle 20: Schwere Herzinsuffizienz nach Deletion von Myostatin und Igf-1 in adulten Kardiomyozyten

Mauslinie und Tage EFin % SVin pl LV Masse ES LV Masse EDVin pl ESVinpl LV Wanddicke Gewicht
nach Tamoxifengabe inmg EDin mg EDin pm ing

aMyHC-MCM

-Tam 52:2.6 37.7+£21 74.2:3.7 64.5+2.2 72417 34.7 +1.9 714.7245.2 26:0.8
10d 47 +3.4 347+28 74.9+4.2 63.1+2.8 744429 30.3+3.1 697.3+23.1 26.2+0.5
Gw 54:1.8 39.1+1.5 79.1+3.9 66.6 +3.3 72.3+1.2 33.2+1.3 715.4:26.7 27.3:0.6

aMyHC-MCM/Mstnf?

-Tam 61+1.4 40.3+:1.6 743 £3.1 62.9+2.4 66.5+2.3 26.2+1.3 701+20.2 27.5+1.1
10d 23+2.9 18.6+2.2 75+4.4 72.8+3.9 74.2+3.5 50.6+3.8 782.6-23.6 26.9-0.9
AAAA AAAA (0d), A(0d), AAAA (0d), A(0d),
(0d), P P
60+3.5 41.8+2 82.85.5 69.6=4.4 69.7 1.9 27.8+2.9 779.5+32 29.8+1.0
AMAA AAAA(10d) AAAA (10d)
(10d)
aMyHC-MCMi/igf-17/
-Tam 57 +4.1 36.2:2.8 61.6+5.1 53.4+5.9 63.6 6.7 27.445.1 659-21.3 24+1.9
10d 42417 25489 69.1+7.7 62.5+6.1 62.4+9.9 37:12.8 750.8+11.8 23.7+1.9
AA(0d) AAA(0),* S A(0d)
6w 56 +5 362 69.9:6.8 50.6+6.3 64.8 +6.6 28.8+5.9 696.2 +30.9 26211
A(10d)
aMyHC-MCM/Mstn"/
Igf-17f
-Tam 57:6.8 35.515.5 63.23.8 55.14.7 62.5:5.7 27+5.3 639:7.5 23.6:1.1
10d 36 +11 24.3 4.1 71+10.6 67+12.7 72131 48114 737+28.3 22.7:1.7
AAA(0) AA(0d), AAA(0)
51:4.4 32.4131 65+10.9 59£18.1 64.3:3.9 31.7:4.3 710£79.1 25.7:1.6

MRT-Auswertung von aMyHC-MCM (n>7), aMyHC-MCM/Mstn/ft (n>7), aMyHC-MCM/Igf-17/f (n=5) und aMyHC-
MCM/Mstnf/fi/1gf-1%/f (n>4) Mausen vor, 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Es wurden Mannchen im Alter von 3
Monaten verwendet. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES:
linksventrikuldre Masse in der Endsystole; LV Masse ED: linksventrikulare Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches
Volumen; ESV: endsystolisches Volumen; LV Wanddicke ED: linksventrikuldre Wanddicke in der Enddiastole. Signifikante
Werte wurden rot markiert. ¥P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001 in Bezug auf die zugehtrige aMyHC-MCM Kontrolle. A
P<0.05, AA P<0.01, AAA P<0.001, AAAA P<0.0001 in Bezug auf dieselbe Mauslinie zum angegebenen Zeitpunkt.
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4.2.3 Deletion von Igf-1 verhindert die Entstehung einer Hypertrophie nach akuter
Deletion von Myostatin

IGF-1 und Myostatin sind gegensatzliche Regulatoren des Skelettmuskelwachstums. Dies warf die
Frage auf, ob die Hypertrophie des Herzens nach akuter Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten
durch Igf-1 vermittelt wird. Es wurde bereits gezeigt, dass es nach akuter Deletion von Myostatin zu
einer Hochregulation verschiedener, in die IGF-1 Signaltransduktion involvierter, Gene kommt (s.
Abb. 51). Die MRT-Analyse der aMyHC-MCM/Mstn®f/igf-17/f Mause ergab, dass diese im Gegensatz
zur akuten Deletion von Myostatin alleine, keine Hypertrophie entwickeln (s. Abb. 57J, K). Um dies
naher zu untersuchen, wurden midventrikuldare Gefrierschnitte der verschiedenen Mausmodelle
einer Lektin-Farbung (s. 3.2.4.5) unterzogen (s. Abb. 57A-H). Daraus wird ersichtlich, dass die akute
Deletion von Igf-1 zu einer Hypotrophie der einzelnen Kardiomyozyten fihrt (s. Abb. 57B, F, 1).
Desweiteren stellten wir fest, dass die Deletion von Myostatin und /gf-1 keinen Einfluss auf die GrofSe
der einzelnen Kardiomyozyten austibt (s. Abb. 57D, H, ). Somit verhindert die Deletion von Igf-1 die
Entstehung einer Hypertrophie des Herzens nach akuter Myostatin Deletion. Dies spricht flr eine
gegenseitige Regulation der beiden Signaltransduktionswege.

Um die Wirkung von IGF-1 auf die Hypertrophie nach akuter Myostatin Deletion noch weiter zu
validieren, untersuchten wir die Expression des hypertrophen Genprogramms. Dabei kommt es nach
akuter Myostatin Deletion zu einer Hochregulation der Anp und Bnp Expression (s. Abb. 57L, M),
wahrend die akute Deletion von Igf-1 zu einer Reduktion der Anp Expression fiihrt (s. Abb. 57L). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des MRTs und der Lektinfirbung, verhindert die akute
Deletion von Igf-1 auch im induzierbaren Doppel-knockout (aMyHC-MCM/Mstn™f/igf-17") die
Reaktivierung des fetalen Genprogrammes, die nach akuter Deletion von Myostatin alleine stattfindet
(s. Abb. 57L-N).

4.2.4 Die Deletion von Myostatin und Igf-1 von der Entwicklung an verursacht eine
Herzinsuffizienz

Um die Langzeitwirkung einer Deletion von Igf-1 alleine, sowie von Myostatin und Igf-1 zu
untersuchen, wurde die Herzfunktion von aMyHC-Cre, aMyHC-Cre/Mstn™", aMyHC-Cre/Igf-1"f und
aMyHC-Cre/Mstn™/igf-1"f im MRT analysiert. Es wurden wiederum Méannchen im Alter von 4,5
Monaten verwendet. Die Deletion von Myostatin alleine fihrt, wie schon in 4.1.3 beschrieben, zu
einer ventrikuldren systolischen Dysfunktion. Dabei entwickeln aMyHC-Cre/Mstn/f

keine Hypertrophie des Herzens (s. 4.1.3, Abb. 41, Tab. 21).

Mause jedoch

Im Gegensatz dazu fiihrt die Deletion von Igf-1 von der Entwicklung an zu einer Hypotrophie des
Herzens. Dies wird bereits am Vierkammerblick deutlich (s. Abb. 58). Die Hypotrophie wird
desweiteren durch die verringerte linksventrikulare Masse und das verringerte endsystolische und
enddiastolische Volumen validiert (s. Tab. 21). Desweiteren bezieht sich die Hypotrophie auf den
linken, wie auch auf den rechten Ventrikel (s. Tab. 21). Das verringerte Schlagvolumen ist ein
weiterer Indikator fir eine Hypotrophie. Da die Ejektionsfraktion nicht verandert und das



Ergebnisse

endsystolische Volumen sogar geringer ist, beeinflusst die Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten von

der Entwicklung an die Kontraktilitdt des Herzens nicht.
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Abbildung 57: Deletion von Igf-1 verhindert die Entwicklung einer Hypertrophie nach akuter Myostatin Deletion in

Kardiomyozyten

(A-H) Représentative WGA-Farbung von aMyHC-MCM (A, E), aMyHC-MCM/Igf-1%/f (B, F), aMyHC-MCM/Mstnf/f (C, G) und
aMyHC-MCM/Mstnf/f/Igf-1%/f (D, H) Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. MaRstab: 50um. ()
Auswertung der Kardiomyozyten Flache. Es wurden 4 verschiedene Bereiche des Herzens ausgewertet und der Mittelwert

gebildet (n=3).

(J-K) MRT-Auswertung der linksventrikularen Masse in der Enddiastole (LV Masse ED, J) und der

linksventrikuldren Wanddicke in der Enddiastole (LV Wanddicke ED, K) 10 Tage nach Tamoxifenadministration in aMyHC-
MCM (n>7), aMyHC-MCM/Mstnf/f! (n27), aMyHC-MCM/Igf-1/f (n>5) und aMyHC-MCM/Mstn®/fi/1gf-1%/f (n>4) Mausen. (L-
N) quantitative RT-PCR zur Analyse der Expression von Anp (L), Bnp (M) und Actal (N) in Herzventrikeln von aMyHC-MCM,
aMyHC-MCM/Mstnf/fl, aMyHC-MCM/Igf-1%/f und aMyHC-MCM/Mstnf/f/igf-1%/f M3usen (n=3). Arp wurde zur Normierung
verwendet. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ns: nicht signifikant.
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Abbildung 58: Deletion von Myostatin und Igf-1 von der Entwicklung an verursacht Herzinsuffizenz

Reprasentative MRT Vierkammerblicke von aMyHC-Cre, aMyHC-Cre/Mstn™f, aMyHC-Cre/Igf-17/f und aMyHC-
Cre/Mstnf/f/1gf-11/1 Mzusen. Es wurden Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. MaRstab: 10mm.

Ahnlich wie nach akuter Deletion von Myostatin und Igf-1 fiihrt auch die Deletion der beiden
Wachstumsfaktoren von der Entwicklung an zu einer Herzinsuffizienz (s. Abb. 58, Tab. 21). Anhand
des Vierkammerblicks wird deutlich, dass sowohl der linke Ventrikel, als auch das rechte Atrium stark
dilatiert sind (s. Abb. 58). Die Herzinsuffizienz wird durch eine verringerte Ejektionsfraktion und ein
reduziertes Schlagvolumen bestatigt (s. Tab. 21). Interessanterweise scheint Igf-1, sowohl nach
akuter (s. 4.2.3), wie auch nach langfristiger Deletion in Kardiomyozyten, einen groReren Einfluss auf
das Kardiomyozytenwachstum im Vergleich zu Myostatin zu besitzen. So verringert das Ausschalten
von Igf-1 auch im Doppelknockout (aMyHC-Cre/Mstn®/f/1gf-17/f) die linksventrikulare Masse (s. Tab.
21).

4.2.5 Die kanonische IGF-1 Signaltransduktion ist nicht fiir die Inhibierung der
Hypertrophie im induzierbaren Doppelknockout verantwortlich

Wir konnten zeigen (s. 4.2.3), dass die Deletion von Igf-1 die Entwicklung einer Hypertrophie nach
akuter Deletion von Myostatin verhindert. Um den Signaltransduktionsmechanismus, der fiir diese
antihypertrophe Wirkung verantwortlich ist, zu identifizieren wurde die Aktivierung von kanonischen
Igf-1 Zielmolekilen untersucht (s. Abb. 59). Dabei stellten wir fest, dass die akute Deletion von Igf-1
in Kardiomyozyten zu einer Hemmung der IGF-1 Signaltransduktion fihrt, wie anhand der
Phosphorylierung der Zielmolekiile IRS-1 (Insulinrezeptor-Substrat-1), AKT, mTOR und dem
ribosomalen Protein S6 deutlich wird (s. Abb. 59).

Bei AKT handelt es sich um einen der Hauptvermittler von physiologischer Hypertrophie 314368371 dije
zumindest teilweise durch mTOR vermittelt wird 3’2. Darauf beruhte unsere Annahme, dass durch
Inhibition des IGF-1-AKT-mTOR Signalweges die Entwicklung einer Hypertrophie nach akuter
Myostatin Deletion verhindert wird. Uberraschenderweise ist dieser kanonische IGF-1
Signaltransduktionsweg ~ in  aMyHC-MCM/Mstn™"/i1gf-17f ~ Mausen 10  Tage  nach
Tamoxifenadministration jedoch nicht verdndert (s. Abb. 59A, C, D). Desweiteren wird die Hemmung
von AKT nach akuter Igf-1 Deletion im Doppel-knockout sogar leicht (iberkompensiert (s. Abb. 59B).
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Wirkung von IGF-1 auf die Hypertrophie nach akuter
Myostatin Deletion nicht Gber AKT und mTOR vermittelt wird. Desweiteren legen sie nahe, dass ein
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Crosstalk zwischen diesen beiden Hauptregulatoren des Muskelwachstums besteht. Ob dieser auf
gemeinsamen, noch zu identifizierenden, Zielmolekiilen, oder auf transkriptioneller Ebene
stattfindet, muss noch untersucht werden. Dabei deutet die erhdhte Expression des IGF-1 Rezeptors
sowie der Pi3k (s. Abb. 51) zusammen mit den obigen Ergebnissen eher auf einen transkriptionellen
Effekt hin.

Tabelle 21: Herzinsuffizienz nach Deletion von Myostatin und /gf-1 von der Entwicklung an

aMyHC-Cre aMyHC-Cre/ aMyHC-Cre/ aMyHC-Cre/

Mstn/f IGF-17" Mstn/f/IGF-11/1

EF in %

33.5+6.8

*

50.912.5

33.218.2

*

SVin ul 26.9+4.9 31.23.2 25.445.7
g LV Masse ES 82.9+6.5 50.544.7 63.916.5
-E in mg = =
g LV Masse ED 82.5+6.7 62.8+5.3 66.8 +7.1
a il‘l mg kkk *k
= EDVin pl 95+12.6 6114.1 75.29.5

ESV in pl 72.81+16.8 29.8+2.1 49.8+12.9

* k%
LV Wanddicke ED 691.3+31.8 657.4+20.1 632132.9
in um

B EF in % 32147 38.7+4 29.317.9
-: *
T SVin pl 231+3.4 2328 17.445.2
g % % Fes
5 EDV in pl 75.5+6 59.43.5 58.4+3
E * *
o ESV in ul 52.4+7.1 36.413 41146

MRT-Auswertung von aMyHC-Cre (n=10), aMyHC-Cre/Mstnf/fl (n=9), aMyHC-Cre/Igf-1%/f (n=5) und aMyHC-Cre/Mstnf/?/igf-
1/ (n=6) Ma&usen. Es wurden Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. Dargestellt sind Mittelwert +SEM. EF:
Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES: linksventrikulare Masse in der Endsystole; LV Masse ED:
linksventrikuldre Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches Volumen; ESV: endsystolisches Volumen; LV Wanddicke
ED: linksventrikuldre Wanddicke in der Enddiastole. Signifikante Werte wurden rot markiert. *P<0.05, **P<0.01,
***p<0.001 in Bezug auf die aMyHC-Cre Kontrolle.

4.2.6 AMPK Aktivierung als potentielle Ursache der Akt Phosphorylierung in aMyHC-
MCM/Mstnf/1/Igf-19/1 Herzen

In der Literatur wurde beschrieben, dass AMPK AKT an Position 473 phosphorylieren und damit
aktivieren kann 373, Da eine akute Deletion von Myostatin zur Aktivierung der AMPK fiihrt (s. 4.1.5),
wire dies eine mogliche Erkldrung fiir die hohere Akt Aktivitdt in aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-17/f
Mausen (s. Abb. 59B). Deshalb untersuchten wir die Aktivitdt des AMPK-Signalweges nach akuter
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Deletion von Myostatin, Igf-1 und beiden Wachstumsfaktoren. Dabei stellten wir — anhand einer
gesteigerten Phosphorylierung von AMPK und ihren direkten Zielmolekiilen Acetyl-CoA-Carboxylase
(ACC) und Glykogen Synthase (GS) - fest, dass der AMPK Signaltransduktionsweg auch nach akuter
Deletion beider Wachstumsfaktoren aktiviert ist (s. Abb. 60). Hierbei kénnte es sich um die Ursache
der Aktivierung von Akt in aMyHC-MCM/Mstn™"/1gf-1%/1 Herzen handeln. Desweiteren ist die, wenn
auch nicht signifikante, Tendenz einer Aktivierung des AMPK Signalweges auch nach akuter Deletion
von Igf-1 in Kardiomyozyten zu erkennen (s. Abb. 60). Dies wiirde die, im Vergleich zur akuten
Deletion von Myostatin alleine, noch weiter gesteigerte Phosphorylierung der Acetyl-CoA-
Carboxylase in aMyHC-MCM/Mstn™//igf-1%" Herzen erklaren (s. Abb. 60C). Hieraus wird auch
deutlich, dass IGF-1 unabhéangig von AMPK die Entwicklung einer Hypertrophie nach akuter Deletion

von Myostatin verhindert.
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Abbildung 59: Die kanonische IGF-1 Signaltransduktion ist nicht fiir die Hemmung der Hypertrophie nach akuter

Myostatin Deletion verantwortlich

Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-IRS-1 (Ser302, A), p-AKT (Ser473, B), p-mTOR (Ser2448, C) und p-S6

(Ser235/236, D) in aMyHC-MCM, aMyHC-MCM/Igf-17/f,

aMyHC-MCM/Mstn®f und  aMyHC-MCM/Msnt®/f/igf-19/

Herzlysaten (n=3) 10 Tage nach Tamoxifengabe. RALA wurde zur Normierung verwendet. Dargestellt sind Mittelwert +SEM.

*P<0.05, ***P<0.001.



BT Ergebnisse

A aMyHC-MCM aMyHC-MCM/ aMyHC-MCM/ aNyHC-MCM/
1gf-17n Mstn!" Mstn"/|gf-11
T IO
|-‘.---------|RALA
p-AMPK WB nach 10d

ﬁ = 3

=5 " . aMyHC-MCM

53 €2 aMyHC-MCMilgf-1%"

E I, 0 aMyHC-MCM/Mstn™

52 &2 aMyHC-MCM/Mstn™/igf-1"™

S5

[

£2°

-

Ed

25,

B aMyHC-MCM aMyHC-MCM/ aMyHC-MCM/ aMyHC-MCM/ C aMyHC-MCM  aMyHC-MCM/ aMyHC-MCM/ aMyHC-MCM/
Igf-11 Mstn'®  Mstn""/igf-10" Igf-1"m Mstn™  Mstn"/igf-111
BT T T T | - - - - am | D-ACC
|-.----------|RALA |-.----------|RALA
p-GS WB nach 10d p-ACC WB nach 10d

28° BN aMyHC-MCM i B aMyHC-MCM
8% = B aMyHC-MCMiigf-1" 53 X 1 aMyHC-MCM/igf-4™
£%, 3 aMyHC-MCM/Mstn™ £2° 1 aMyHC-MCM/Mstn®™
g2 =1 aMyHC-MCM/Mstn™igf-14" g2 * 1 aMyHC-MCM/Mstn®igf-1%
S £ 2 2
@5 85
iz HL
58 &8¢
Ead Ea
SE o 250

Abbildung 60: AMPK Signaltransduktionskaskade ist auch nach akuter Deletion von Myostatin und Igf-1 aktiviert

Western Blot und Quantifizierung der Expression von p-AMPK-a (Thr172, A), p-Glykogen Synthase (p-GS, Ser641, B) und p-
Acetyl-CoA-Carboxylase (p-ACC, Ser79, C) in aMyHC-MCM, aMyHC-MCM/Igf-17/f, aMyHC-MCM/Mstn™f und aMyHC-
MCM/Mstn®/fi/1gf-19/f Herzlysaten (n=3) 10 Tage nach Tamoxifengabe. RALA wurde zur Normierung verwendet. Dargestellt
sind Mittelwert +SEM. *P<0.05.

4.2.7 Induzierbare Doppel-knockouts entwickeln eine schwere Ersatzfibrose

Es wurde bereits gezeigt, dass die Uberkompensation von Myostatin durch Nicht-Kardiomyozyten zur
Entstehung einer interstitiellen Fibrose fihrt (s. 4.1.8.1). Im Gegensatz zu Myostatin wurde Mgf eine
antifibrotische Wirkung nach Induktion eines Infarkts zugewiesen 3’4, Dies warf die Frage auf, ob sich
die interstitielle Fibrose, die durch die Uberkompensation von Myostatin zustande kam (s. 4.1.8.1)
durch Deletion von Igf-1 verschlimmern wirde.
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Abbildung 61: Entstehung einer Ersatzfibrose in aMyHC-MCM/Mstn/f/Igf-17/%' Herzen

(A-L) Reprasentative Immunfluoreszenzfarbung von Kollagen-I in aMyHC-MCM (84 Tage nach Tamoxifengabe), aMyHC-
MCM/Mstn/fi, aMyHC-MCM/Igf-17/f und aMyHC-MCM/Mstnf/f1/Igf-17/f Herzventrikeln 10 (B-D), 42 (F-H) und 120 (J-L) Tage
nach Tamoxifengabe. MaRstab: 30um. (M-0) Auswertung des Kollagen-I Gehalts im midventrikuldaren Bereich von aMyHC-
MCM,  aMyHC-MCM/Mstnf/ft (M), aMyHC-MCM/Igf-17/f (N) und aMyHC-MCM/Mstnf/f/igf-1%/f (0) Miusen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Tamoxifengabe. Der Kollagen-I Gehalt wurde in 5 verschiedenen Bereichen pro Herz
ausgewertet (n=3). Dargestellt sind Mittelwert £SEM. **P<0.01, ****P<0.0001.



TR Ergebnisse

Dazu analysierten wir midventrikuldre Herzschnitte von aMyHC-MCM, aMyHC-MCM/Mstn®/f,

aMyHC-MCM/Igf-1"" und aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-1%/f Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Tamoxifengabe mit Hilfe einer Kollagen-l Immunfirbung (s. 3.2.4.6). Dabei war in keinem
Mausmodell ein Einfluss auf die Entstehung einer Fibrose des Herzens 10 Tage nach
Tamoxifenadministration zu erkennen (s. Abb. 61A-D, M-0). 6 Wochen nach Tamoxifengabe
entwickelten aMyHC-MCM/Igf-1"" M3use jedoch eine — im Vergleich zu aMyHC-MCM/Mstn®/f
Mausen — schwerere interstitielle Fibrose (s. Abb. 61F, G, J, K, M, N). Dieser Effekt wird in aMyHC-
MCM/Mstn™f/1gf-17" M&usen noch verschlimmert (s. Abb. 61H, O) und fiihrt nach 120 Tagen zu
einer Ersatzfibrose (s. Abb. 61L). Tamoxifen selbst beeinflusst die Entstehung einer Fibrose nicht (s.
Abb. 61A, E, |, M-0).
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5. Diskussion

5.1 Die gewebsautonome Funktion von Myostatin im adulten Herzen

Ich konnte im Rahmen dieser Dissertation zeigen, dass Myostatin eine wichtige Funktion in der
Erhaltung der Morphologie und Funktion des adulten Herzens besitzt und in die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz involviert ist. Desweiteren konnte ich neue biologische Funktionen von Myostatin in
der Regulierung des Herzwachstums und der Kontrolle des Kardiomyozyten-Metabolismus aufzeigen.
Dabei wurden mehrere intrazelluldre Signalwege, die fir Teile des Herzphdnotyps verantwortlich
sind, identifiziert.

5.1.1 AMPK als Vermittler der Hypertrophie nach Myostatin Deletion

Im Rahmen dieser Dissertation sollte unter anderem die Frage beantwortet werden, ob Myostatin im
Herzen eine analoge Funktion als negativer Regulator des Muskelwachstums zur Skelettmuskulatur
besitzt **. Eine der Ursachen, die zu den unterschiedlichen publizierten Ergebnissen in Bezug auf eine
Hypertrophie des Herzens fiihrte, ist, dass die Mehrzahl der Studien an konstitutiven Myostatin
knockouts durchgefiihrt wurde. Dies erschwert die genaue Bestimmung der normierten Herzmasse,
da sie durch die Hypermuskularitdt ein stark erhohtes Korpergewicht besitzen. Dieses Problem
konnten wir durch die Verwendung Kardiomyozyten-spezifischer Mausmodelle umgehen. Dabei
beobachteten wir keine Auswirkungen auf das Kérpergewicht nach Uberexpression oder Deletion
von Myostatin (s. 4.1.2 und 4.1.3). Dies ermdglicht uns die direkte Vergleichbarkeit der transgenen
Maduse und ihrer zugehdrigen Kontrollen. Ich konnte zeigen, dass die akute Deletion von Myostatin
eine Hypertrophie des Herzens induziert, wihrend sowohl die Deletion als auch die Uberexpression
von der Entwicklung an keine Auswirkung auf die ventrikuldre Masse haben (s. 4.1.2 und 4.1.3). Diese
Daten stimmen mit denen von Heineke et al. 7% (iberein, der keine Verinderung der Herzmasse nach
herzspezifischer Deletion mit Hilfe einer Nkx2.5-Cre beobachtete. Somit scheint nur die akute
Deletion von Myostatin eine Hypertrophie des Herzens zu induzieren. Da Myostatin eine hohe
Homologie zu anderen Familienmitgliedern, insbesondere GDF-11 °*37>, aufweist, kénnte eine
Kompensation der Deletion von Myostatin wahrend der Entwicklung durch Familienmitglieder die
Entstehung einer Hypertrophie verhindern. Eine dhnliche Kompensation kann vermutlich in der
Skelettmuskulatur aufgrund der deutlich héheren Myostatin Expression nicht stattfinden.

i/l Mausen war die

Eine der starksten molekularen Verdnderungen in Herzen von aMyHC-MCM/Mstn
Aktivierung der AMP-aktivierten Kinase (AMPK). AMPK ist ein Schlisselenzym im Metabolismus des
Herzens und die Aktivierung nach akuter Deletion von Myostatin kdnnte die Ursache der
Veranderung des metabolischen Programms sein. Eine Aktivierung der AMPK sowie eine gesteigerte
Glykolyse tritt nach verschiedenen pathologischen Zustanden im Herzen, wie Ischamie, Hypertrophie
oder linksventrikulidrer druckinduzierter Hypertrophy, auf 3637345376 Meine Ergebnisse zeigten, dass
sowohl die Uberexpression von Myostatin in vivo als auch die Stimulierung von Kardiomyozyten mit

rekombinantem Myostatin in vitro innerhalb kiirzestester Zeit die AMPK Aktivitait hemmten (in vitro
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innerhalb von 10 Minuten, s. 4.1.5). Dies legt nahe, dass AMPK ein direktes Zielmolekil von
Myostatin und die Aktivierung nach akuter Deletion von Myostatin kein Sekundareffekt augrund der
Herzinsuffizienz ist. Interessanterweise konnte ich beweisen, dass die AMPK Aktivierung Gber TAK1
vermittelt wurde und nicht Gber den bekannten SMAD Signalweg, der laut Literatur fir die Mehrzahl
der intrazelluldren Effekte von Myostatin verantwortlich ist 1°377, Dass dies tiber TAK1 vermittelt
wird, Uiberraschte uns jedoch, da TAK1 als AMPK Kinase beschrieben wurde 3%, Die einzige Studie, die
dies im Herzen zeigte, hemmte die TAK1 Aktivitidt durch Uberexpression einer dominant negativen
Form und verhinderte dadurch die AMPK Phosphorylierung in neonatalen Kardiomyozyten 37°. Eine
Uberexpression der aktiven Form von TAK1 war in dieser Studie jedoch nicht in der Lage, AMPK zu
aktivieren. Deshalb vermuten wir, dass TAK1 eine unterschiedliche Wirkung in neonatalen und
adulten Kardiomyozyten besitzt.

Leider exisitieren keine Mausmodelle mit einer erhéhten AMPK Aktivitdt im Herzen und die Frage, ob
AMPK zur Entwicklung oder Inhibierung des hypertrophen Wachstums beitragt, wird kontrovers
diskutiert. Transgene Mause mit einer reduzierten AMPK Aktivitat im Herzen zeigen jedenfalls keinen
Herzphinotyp und zumindest in einem Mausmodell ein kleineres Herz 3380381 Dijes stimmt mit
meinen Ergebnissen Uberein, da die Inhibierung von AMPK in vivo mit Hilfe von Compound C die
Enstehung der Hypertrophy und Aktivierung des hypertrophen Genprogramms nach akuter Deletion
von Myostatin verhinderte (s. 4.1.6). Daraus schlossen wir, dass Myostatin seine antihypertrophe
Wirkung tUber TAK1 und AMPK vermittelt. Die inhibitorische Wirkung von Myostatin auf die AMPK
scheint nicht nur auf Kardiomyozyten begrenzt zu sein. Vor kurzem wurde publiziert, dass die
konstitutive Deletion von Myostatin AMPK in der Skelettmuskulatur und in weiem Fettgewebe
stimuliert und dadurch die Insulinsensititit verbessert 3°2. Da die Gabe des AMPK-Inhibitors
Compound C selbst in den Kontrolltieren zu einer verschlechterten Herzkontraktilitdat fihrte,
schlieBen wir die Aktivierung der AMPK als Ursache der Herzinsuffizienz aus. Dies entspricht auch der
allgemeinen Ansicht, dass AMPK einen positiven Einfluss auf die Herzfunktion besitzt.

5.1.2 Herabregulation von Rgs2 als Ursache der Herzinsuffizienz

Adulte Herzen, in denen Myostatin akut deletiert wurde, zeigten eine Aktivierung der G4 und -
adrenergen Signaltransduktion (s. 4.1.7.1), wahrend die Uberexpression von Myostatin diese
Signalwege inhibierte. Dies konnte jedoch in vitro nach Stimulierung mit rekombinantem Myostatin
nicht beobachtet werden (s. 4.1.7.2). Daraus schlieRen wir, dass Myostatin die Phosphorylierung der
B-adrenergen Zielmolekile nicht direkt beeinflusst. Da die Gabe von Atenolol, einem B1-
Adrenorezeptorblocker, die Entwicklung der Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin in
vivo nicht verhinderte (s. 4.1.7.2), schlieRen wir die Aktivierung der B-adrenerge Signhaltransduktion
als Ursache der Herzinsuffizienz aus. Dies legt nahe, dass die Entstehung der Herzinsuffizienz
zumindest teilweise iber den Gq Signalweg vermittelt wird. Die Auswertung der MicroArray Daten
ergaben eine Herunterregulation des Regulator of G protein signaling 2 (Rgs2), eines bekannten
Inhibitors des G4 Signalweges 3*°, der auch die B-adrenerge Signaltransduktion inhibieren kann 3.
Dies legt nahe, dass Myostatin die Expression von Rgs2 aktiviert und dadurch die G4 und B-adrenerge
Signaltransduktion hemmt. Das Vorhandensein einer FAST1 (ein SMAD interagierendes Protein)
Bindestelle im Rgs2 Promoter untermauert unsere Hypothese, dass Myostatin (iber SMADs die Rgs2
Expression stimuliert. Dies konnte mit Hilfe einer Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP) validiert
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werden. Desweiteren kdnnte man in vivo durch Inhibierung der G, Signaltransduktion versuchen, die
Entstehung der Herzinsuffizienz zu verhindern und dadurch unsere Hypothese bestatigen. Diese
beinhaltet, dass die akute Deletion von Myostatin zur Herunterregulation von Rgs2 und demzufolge
zur Aktivierung der Gq und B-adrenergen Signaltransduktion fiihrt. Dadurch werden PKC und CAMKII
verstarkt phosphoryliert und die MEF2A Expression steigt an. Samtliche dieser Signalmolekiile spielen
eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und Hypertrophie 33335382 5g sind
transgene Maiuse, die PKC-a iiberexprimieren, hypokontraktil 3°°, und eine Uberexpression der
CAMKII 6. fuhrt zu vorzeitigem Tod, Kardiomyopathie und ebenfalls einer deutlich reduzierten
Kontraktilitat 3°*. All diese Signalmolekiile filhren zu einer Aktivierung von MEF2A, einem
hypertrophen Transkriptionsfaktor, dessen Uberexpression zu dilativer Kardiomyopathie und
mechanischer Dysfunktion fiihrt 38, Dies und die Tatsache, dass Rgs2 knockout Mé&use auch
Hypertrophie und Herzinsuffizienz nach induzierter Druckbelastung des Herzens entwickeln, 38 stiitzt
unsere Hypothese, dass Myostatin lGber Rgs2 und die Gq Signaltransduktion die Entwicklung der
Herzinsuffizienz blockiert. Ein letzter Beweis hierfiir steht jedoch noch aus.

5.1.3 Einordnung des Herzinsuffizienz-Phanotyps in die Literatur

Zu Beginn der Analyse der aMyHC-MCM/Mstn™® Mause waren wir (berrascht, dass die akute
Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten zu einem so starken Herzphanotyp fihrte. Diese
Mause zeigten eine um mehr als 50% reduzierte Ejektionsfraktion, Hypertrophie und eine gesteigerte
Lethalitat (s. 4.1.2), wahrend die Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der Entwicklung
einen leichteren Herzphdnotyp verursachte (s. 4.1.3). Erstaunlicherweise fiihrt die konstitutive
Deletion von Myostatin in der Literatur zu unterschiedlichen Ergebnissen und zeigt nur leichte
Auswirkungen auf die Herzfunktion 1516 So zeigte die Gruppe um Rodgers, dass 7 und 13 Monate
alte konstitutive Myostatin knockouts eine verringerte Ejektionsfraktion, Hypertrophie und dilatative
Kardiomyopathie zeigen %718 Im Gegensatz dazu haben weder Morissette et al. '*> noch Cohn et al.
186 eine Auswirkung auf die Herzfunktion oder Hypertrophie in 7 Wochen und 2 Jahre alten
konstitutiven Myostatin knockouts beobachtet. Artaza et al. *® beobachtete zwar in 7 Wochen alten
konstitutiven knockouts eine Hypertrophie des Herzens, jedoch ohne Verschlechterung der
Herzfunktion. Diese Daten zeigen, dass die Auswirkungen der konstitutiven Myostatin Deletion
altersabhangig sind und der Phanotyp im Vergleich zu unseren konditionalen und induzierbar
konditionalen Modellen schwacher ausgepragt ist. Vermutlich entstehen die unterschiedlichen
Phanotypen nach konstitutiver, konditionaler und adulter konditionaler Myostatin Mutationen durch
unterschiedliche Kompensationsmechanismen. Ich konnte zeigen, dass die akute Deletion von
Myostatin in Kardiomyozyten durch eine starke Expression von Nicht-Kardiomyozyten kompensiert
wurde, wodurch sich — in den Mausen, die nicht aufgrund der schweren Herzinsuffizienz starben -
wahrscheinlich der Herzinsuffizienz-Phanotyp zuriickbildete (s. 4.1.2 und 4.1.8). Im Gegensatz dazu
fihrte die Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der Entwicklung an zu keiner
Hochregulation in Nicht-Kardiomoyzyten und verhinderte deshalb eine vollstandige Kompensation (s.
4.1.3). Konstitutive knockouts, die Myostatin nicht in anderen Zelltypen aktivieren kénnen, missen
andere Anpassungsmechanismen entwickeln um die schwerwiegenden Effekte eines Verlusts von
Myostatin auszugleichen. Vermutlich wird der Verlust von Myostatin in konstitutiven knockouts
durch andere, zu Myostatin hoch homologe Mitglieder der GDF Familie (insbesondere GDF-11),
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kompensiert 437>, Die stirkere Hypermuskularitdt von M3usen, die mit einem ActRIIB (einem Typ 1
Rezeptor, an den unter anderem Myostatin bindet) Inhibitor behandelt werden, spricht im Vergleich
zu konsitutiven Myostatin knockouts zumindest fiir eine limitierte kompensatorische Funktion
anderer ActRIIB Liganden 384,

Friihere Versuche die Funktion von Myostatin im Herzen durch genetische Deletion zu untersuchen,
wurden durch folgende Punkte limitiert: (1) Konstitutive Myostatin knockouts entwickeln eine starke
Hypermuskularitat, die sich auf das kardiovaskuldre System auswirkt, (2) kompensatorische
Mechanismen, die nach dem direkten Verlust von Myostatin ablaufen, werden von langsameren
adaptiven und sekunddren Mechanismen (berlagert, wenn Myostatin wahrend der Entwicklung
ausgeschaltet wird. Dabei scheinen die negativen Auswirkungen einer Myostatin Deletion invers mit
dem Zeitpunkt der Deletion zusammenzuhdngen. Dies wird beispielsweise durch einen fehlenden

i Mausen deutlich Y7°. AuRerdem ist die Myostatin

Herzphanotyp in konditionalen Nkx2.5-Cre/Mstn
Expression negativ mit den Kardiomyozyten Proliferationsindex korreliert **. Da Nkx2.5 der friiheste
Marker in der Herzentwicklung ist und vor der Entwicklung reifer Kardiomyozyten exprimiert wird,
koénnte dies die Ursache des nicht beobachteten Phanotyps sein. Die von uns verwendete aMyHC-Cre
wird zwischen E7.5 und ES8, also spater als Nkx2.5, exprimiert 3333, Ein weiteres Argument ist, dass
Heineke et al. herzspezifsche Myostatin knockouts im Alter von 8-10 Wochen untersuchten. In
diesem Alter beobachteten wir ebenfalls keine Verdnderung in der Uberlebenskurve. (3) Die starken
Kompensationsmechanismen, die nach einem Verlust von Myostatin auftreten, zeigen die
Notwendigkeit der kontinuierlichen Analyse der Mausmodelle vor und nach Myostatin Deletion, die

nur durch ein induzierbares Modell moéglich ist.

Obwohl in der Mehrzahl der Falle kein oder nur ein leichter Herzphanotyp in konstitutiven Myostatin
knockouts beobachtet wurde, flihrte die Verpaarung eines konstitutiven Myostatin knockouts mit
dem dyw/dyw Mausmodell einer Laminin-defizienten kongenitalen Muskeldystrophie zu einer
erhdhten postnatalen Lethalitit ¥’. Desweiteren wurde eine erhéhte Mortalitat in Kilbern mit zwei
Kopien des inaktiven Myostatin Allels beschrieben 3%, Dies untermauert unsere Daten und zeigt, dass
die Inhibierung von Myostatin schwerwiegende Auswirkungen auf die Herzfunktion hat. Dies sollte
bei den klinischen Studien zur Inhibierung von Myostatin zur Behandlung von Muskeldystrophien
sorgfaltig Uberprift werden, insbesondere da Patienten, die unter Muskeldystrophie leiden, haufiger
an Herzinsuffizienz erkranken.

5.1.4 Ist Myostatin ein Uberlebensfaktor des Herzens?

Ich konnte zeigen, dass die Myostatin Konzentration in adulten Kardiomyozyten so bedeutend ist,
dass eine akute Deletion zu einer erhohten Lethalitat fihrt (s. 4.1.2). Die Notwendigkeit einer
regulierten Myostatin Konzentration im Herzen wird auch durch die starke Hochregulation durch
Nicht-Kardiomyozyten nach akuter Deletion in Kardiomyozyten untermauert (s. 4.1.8). Wir vermuten,
dass diese Uberkompensation die Ursache der Umkehr des Herzinsuffizienz-Phanotyps ist. Dabei legt
die Tatsache, dass der Myostatin Promoter eine MEF2 Bindestelle besitzt °> und MEF2A nach akuter
Deletion von Myostatin hochreguliert ist, nahe, dass die Myostatin Expression durch einen negativen
Feedback-Mechanismus reguliert wird. Die Uberkompensation wird auch durch einen der
konditionalen Uberexpression analogen Signaltransduktionsmechanismus verifiziert, der sich
vollstandig von den Ergebnissen nach akuter Deletion von Myostatin unterscheidet. Falls diese
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Uberkompensastion nicht méglich ist oder nicht friih genug passiert, tiberleben die Miuse die akute
Deletion von Myostatin nicht. Dabei konnte die Identifikation der Zielmolekile von Myostatin, die fir
die Umkehr des Herzinsuffizienz-Phanotyps verantwortlich sind, auch fiir therapeutische Zwecke
interessant sein.

Das Fehlen eines funktionierenden Antikdrpers erschwert die Identifikation des genauen Zelltyps, der
fir die Hochregulation verantwortlich ist. Aufgrund der Zugehorigkeit zur TGF-B Familie wéren

39, Die Expression von Myostatin wurde

Fibroblasten oder Makrophagen naheliegende Quellen
zumindest in frisch isolierten Herzfibroblasten nachgewiesen (unpublizierte Ergebnisse von Dr.
Milena Furtado). Weitere Versuche sind notwendig, um zu beweisen, dass die Uberkompensation

durch Fibroblasten verursacht wird.

Desweiteren konnten ich zeigen, dass die akute Uberexpression von Mpyostatin in adulten
Kardiomyozyten zu einer leicht verbesserten Kontraktilitat fuhrte (s. 4.1.2). Somit scheint die
Hochregulation von Myostatin, wie sie unter pathologischen Zustinden im Herzen 70:156-159,163,164
beobachtet wurde, positive Auswirkungen auf die Herzfunktion und das Remodeling zu besitzen. Um
dies weiter zu validieren, kdnnte untersucht werden, ob die akute Uberexpression von Myostatin die
Kontraktilitat und Morphologie nach einem induzierten Herzinfarktes verbessert. Interessanterweise
ware Myostatin nicht das einzige Mitglied der GDF Familie, dem eine schiitzende Funktion im Herzen
zugewiesen wird. So wurde gezeigt, dass GDF15 eine protektive und antihypertrophe Funktion im

Herzen nach pathologischen Zustinden einnimmt 3%,

Jedoch zeigten wir auch, dass eine lingere Uberexpression von Myostatin zu interstitieller Fibrose
fihrt. Dies wirde erkldaren, wieso Myostatin unter pathologischen Bedingungen nur fiir einen
Zeitraum von 30 Tagen hochreguliert wird. Wir vermuten, dass diese Hochregulation zu einer
verbesserten Kontraktilitat des Herzens fiihrt, aber aufgrund der Verhinderung einer unerwiinschten
Fibrose limitiert werden muss.

Somit zeigen unsere Daten, dass die Regulation der Myostatin Expression im adulten Herzen fiir die
Erhaltung der Herzfunktion notwendig ist und deuten auf eine interessante neue Rolle als protektiver
antihypertropher Faktor hin.

5.1.5 Myostatin verursacht interstitielle Fibrose

Die starke Uberkompensation der Myostatin Expression im Herzen durch Nicht-Kardiomyozyten
verursachte eine interstitielle Fibrose (s. 4.1.8). Dies verdeutlicht die Notwendigkeit einer
ausbalancierten Kontrolle der Myostatin Expression. Die profibrotische Wirkung von Myostatin auf
das Herz wurde auch durch unsere Myostatin tGberexprimierenden Mausmodelle bestétigt (s. 4.1.8).
Diese zeigten, dass eine Fibrose nur nach einer langerfristigen Hochregulation der Myostatin
Expression induziert wird, wahrend eine kurzfristige Uberexpression von Myostatin keine Fibrose
verursacht und zu einer leicht verbesserten Kontraktilitdt fiihrt. Eine langfristige (9 Monate in
Mausen) Uberexpression von Myostatin verschlechtert jedoch die Kontraktilitit des Herzens. Dies ist
nicht Uiberraschend, da durch eine interstitielle Fibrose das Myokard ,steifer” wird, wodurch eine
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verschlechterte Kontraktilitat verursacht wird. Eine profibrotische Wirkung von Myostatin wurde
auch in der Skelettmuskulatur beschrieben 3%, bis zu unserer Studie aber nicht im Herzen tiberprift.

Unsere Daten zeigen, dass sowohl die langfristige Uberexpression als auch die Uberkompensation
durch Nicht-Kardiomyozyten die Kollagen-l Expression uber den TAK1-MKK3/6-p38 Signalweg
induziert (s. 4.1.9). Mehrere genetische Mausmodelle bewiesen die profibrotischen Eigenschaften
von p38 30338 |nteressanterweise besitzt p38 auch antihypertrophe Eigenschaften und transgene
Mause mit einer herzspezifischen Inhibierung von p38 entwickeln hypertrophe Kardiomyopathie

il Mausen nach

durch Hochregulation des Calcineurin Signalweges. Da p38 in in aMyHC-MCM/Mstn
6 Wochen stark aktiviert ist, konnte dies die die Ursache fiir den Riickgang der Hypertrophie sein.
Desweiteren war die Hochregulation von Calcineurin 10 Tage nach akuter Deletion von Myostatin
nach 6 Wochen auf ein basales Level zuriickgegangen. Dies untermauert, dass Myostatin auch im

Herzen eine antihypertrophe Eigenschaft besitzt.

5.1.6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden mehrere neue Funktionen und Signalwege von Myostatin im
adulten Herzen entdeckt. Die Hauptpunkte dabei sind (s. Abb. 62):

> Die akute Deletion von Myostatin verursacht eine Hypertrophie des Herzens, die (iber TAK1
und AMPK vermittelt wird und eine Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms
einschlief3t

> Die akute Deletion von Myostatin fihrt zu einer schweren Herzinsuffizienz, die mit einer
Herunterregulation von Rgs2 und Aktivierung des G, Signalweges assoziiert ist

» Die akute Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten wird nach 6 Wochen durch Nicht-
Kardiomyozyten iiberkompensiert und fiihrt dadurch zu einer interstitiellen Fibrose

> Die kurzfristige Uberexpression von Myostatin verbessert die Kontraktilitit des Herzens,
wahrend eine langfristige Uberexpression durch Aktivierung von p38 iiber TAK1 zu
interstitieller Fibrose flihrt

Unsere Ergebnisse sind auch im Hinblick auf die pharmakologische Hemmung der Myostatin
Signaltransduktion zur Behandlung von Muskeldystrophien von Bedeutung. Dabei sollte versucht
werden, die Inhibierung auf die Skelettmuskulatur zu begrenzen. Desweiteren zeigen sie eine vollig
neue positive Rolle von Myostatin als moglichem protektiven und antihypertrophen
Wachstumsfaktor auf.



Diskussion

PPPPeme.

J1 coone

oot 3 seose. Preees
e22 L Losesesss .“006.....:::.,..
Sheesdd cddd

Abbildung 62: Schematische Darstellung der Funktion von Myostatin im adulten Herzen

Myostatin (Mstn) stimuliert, vermutlich Gber Smads, die Rgs2 Expression. Die Deletion von Myostatin flhrt dadurch zur
transkriptionellen Inhibierung der Rgs2 Expression und verringert die hemmende Wirkung von RGS2 auf die G4 und f-
adrenerge Signalkaskade. Dies ist vermutlich die Ursache der Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin.
Desweiteren hemmt Myostatin die AMPK Aktivitdt ber seinen Rezeptor und TAK1l. AMPK inhibiert daraufhin ihre
Zielmolekiile Glykogen Synthase (GS) und Acetyl-CoA Carboxylase (ACC). Dadurch fihrt die akute Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten zu einer Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms. Wir konnten zeigen, dass die
antihypertrophe Wirkung von Myostatin (iber AMPK in vivo vermittelt wird. Eine Uberexpression von Myostatin fiihrt
hingegen zu einer interstitiellen Fibrose durch Aktivierung von TAK1, MKK3/6 und p38. Dies stimuliert die Kollagen-I (Col1)
Expression. Und schlieRlich fiihrt die akute Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten zu einer Uberkompensation von
Nicht-Kardiomyozyten die (iber MEF2A vermittelt sein kénnte.

5.1.7 Ausblick

Wir konnten zeigen, dass die akute Deletion von Myostatin zu einer Herzinsuffizienz fihrt und
vermuten die transkriptionelle Inhibierung von Rgs2 und daraus resultierende Aktivierung der Gq
Signaltransduktion als Ursache. Um zu beweisen, dass Myostatin tiber den SMAD Signalweg die Rgs2
Transkription hemmt, kdnnte eine Chromatin Immunoprazipitation mit SMAD4 und der FAST1-
Bindestelle am Rgs2 Promoter durchgefiihrt werden. Dies wiirde jedoch nur den Signalweg
identifzieren, aber nicht bestatigen, ob er die zugrundeliegende Ursache ist. Um diese definitiv zu
identifizieren, kdnnten aMyHC-MCM/Mstn™" M&use entweder mit RGS2 selbst oder mit einem G,
Inhibitor behandelt und parallel die Deletion induziert werden. Dies wiirde unsere Hypothese, dass
die Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin Uber Rgs2 vermittelt wird, endgiiltig
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bestatigen. Um zu Uberprifen, ob der kontraktile Apparat selbst von der akuten Deletion von
Myostatin beeintrachtigt wird, konnten Kardiomyozyten isoliert und deren Kontraktilitdit und
Calciumstrome analysiert werden. Dies ware zumindest aufgrund dessen naheliegend, dass T-Cap,
ein sarkomeres Protein, welches an der Z-Scheibe lokalisiert ist, mit Myostatin assoziiert und dessen
Sekretion inhibiert &.

Unsere Ergebnisse sind besonders auch in Bezug auf die Inhibierung von Myostatin zur Behandlung
von Muskeldystrophien von Bedeutung. Sie konnten beispielsweise mit Hilfe einer ubiquitar
exprimierten induzierbaren Cre-Linie, mit der Myostatin akut in allen Geweben ausgeschaltet wird,
bestitigt werden. Dies wire auch im Hinblick auf die Uberkompensation von Myostatin durch Nicht-
Kardiomyozyten interessant, da diese nicht mehr moglich und die Herzinsuffizienz vermutlich nicht
reversibel ware. Desweiteren kénnten Wildtypen zum Beispiel mit dem momentan getesteten
|6slichen ActRIIB Rezeptor behandelt und ihre Herzfunktion Gberprift werden. Dies wiirde dann auch
auf pharmakologischer Ebene unsere genetischen Daten bestatigen.

Um die Quelle der Uberkompensation zu identifizieren, evaluieren wir momentan eine Knockin-Maus
(generiert von ......cccceecciieeeennen, ). Anhand dieses Mausmodells kdonnten neue Zelltypen, die
Myostatin exprimieren, identifiziert werden. Desweiteren kdnnte Uberprift werden, in welchen
Zelltypen Myostatin nach pathologischen Bedingungen im Herzen Uberexprimiert wird. Wirde sich
dadurch unsere Vermutung, dass die Uberkompensation von Fibroblasten stammt, bewahrheiten,
kénnten wir Myostatin in Fibroblasten deletieren bzw. Gberexprimieren und mogliche Auswirkungen
auf die Herzfunktion und die Entwicklung einer Fibrose untersuchen.

Ein neuer interessanter Aspekt ist die Frage, ob die kurzfristige Uberexpression von Myostatin die
Herzfunktion verbessern und die Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie verbessern kann.
Dabei kénnte man unseren induzierbaren Kardiomyozyten-spezifischen Uberexpressionsmausen
einen Herzinfarkt oder eine linksventrikuldre Hypertrophie induzieren. Wiirde unsere Hypothese
stimmen, misste die Uberexpression die Kontraktilitit und das Remodelling nach diesen
pathologischen Zustanden verbessern.

5.2 Wirkung und Interaktion der Wachstumsfaktoren Myostatin und IGF-1
im Herzen

Im zweiten Teil dieser Dissertation sollte die Frage beantwortet werden, ob eine Deletion von Igf-1
die Hypertrophie nach akuter Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten verhindern kann und wie
diese beiden gegensatzlichen Wachstumsfaktoren sich regulieren und interagieren. Dazu wurden
induzierbare konditionale (aMyHC-MCM/Mstn"f/igf-1%") und konditionale (aMyHC-Cre/Mstn/"/Igf-
1%M) Mausmodelle untersucht.
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5.2.1 Die Regulation der Hypertrophie des Herzens durch Myostatin und IGF-1

Ich konnte zeigen, dass die akute Deletion von Myostatin zu einer Hypertrophie des Herzens fihrt (s.
4.1.2), wahrend die Deletion von Igf-1 Hypotrophie verursacht (s. 4.2.3). Interessanterweise scheint
IGF-1 eine starkere Funktion in der Regulation der Hypertrophie im Herzen zu besitzen, da die
Deletion beider Faktoren die Entstehung einer Hypertrophie verhinderte (s. 4.2.3).

IGF-1 reguliert die Muskelmasse hauptsachlich Gber die Proteinkinase AKT. Diese stimuliert die
Proteinsynthese iber mTOR und hemmt die Degradation iiber FOXOs und GSK3pB 3%. Myostatin

T 108,110,124,316-318 u nd

besitzt — zumindest in der Skelettmuskulatur - eine inhibitorische Wirkung auf AK
AKT stellt den bisher einzigen identifizierten Knotenpunkt der Mpyostatin und IGF-1
Signaltransduktion dar. Erstaunlicherweise fanden wir zwar nach akuter Deletion von Igf-1 eine
Inhibierung von AKT und mTOR, jedoch nicht nach Deletion beider Wachstumsfaktoren (s. 4.2.5).
Somit verhindert die Deletion von Igf-1 die Hypertrophie nach akuter Deletion von Myostatin nicht
Gber AKT und mTOR. Interessanterweise wurde in Kardiomyozyten-spezifischen Igfir knockouts eine
Hemmung der Hypertrophie nach sportlicher Betdtigung beobachtet, die ebenfalls nicht Gber AKT
vermittelt wurde 388, AuRerdem konnten wir durch diese Ergebnisse bestitigen, dass die Deletion von

Myostatin die AKT Phosphorylierung im Herzen von aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-1%f M&usen aktiviert.

Da auch IRS-1 nach Deletion beider Wachstumsfaktoren —im Vergleich zur akuten Deletion von Igf-1
alleine- nicht mehr inhibiert wird, legt dies nahe, dass die Signaltransduktion nicht iber IRS-1 und
PI3K vermittelt wird. Eine Moglichkeit ware deshalb, dass die Hemmung der Hypertrophie im Herzen
von aMyHC-MCM/Mstn™/igf-1%/f Mausen tber den RAS-RAF-MAPK Weg vermittelt wird. Dieser ist
neben PI3K-AKT ein weiterer wichtiger Signalweg von IGF-1 und die Uberexpression von Ras in vivo
fiihrt auch zu ventrikulirer Hypertrophie 3#-3°1, Analoge Ergebnisse wurden mit einer Uberexpression
von MEK1 erreicht 3%2. Passend dazu verhinderte dominant negatives Rafl die Entstehung einer
Hypertrophie nach einer induzierten Druckbelastung des Herzens 3. Dies verdeutlicht, dass der RAS-
RAF-MAPK Weg prohypertroph wirkt und eine Hemmung dieses Weges durch Deletion von Igf-1
Ursache der Verhinderung der Hypertrophie in aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-1%/f M&usen sein kdnnte.

Desweiteren ist die Hauptisoform von Igf-1, die in aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-17/f Mausen deletiert
wurde Mgf (s. 4.2.1.2). Santini et al. 32 fanden in der Skelettmuskulatur sowie im Herzen von
gewebsspezifischen Mgf Gberexprimierenden Mausen keine verdanderte Phosphorylierung von PI3K,
AKT und GSK3B, und folgerten, dass AKT nicht in die, durch Mgf verursachte Hypertrophie involviert
ist. Stattdessen fiihrte die Uberexpression von Mgf zur Aktivierung des PDK1/SGK1 Komplexes und
verursacht dadurch AKT unabhangig Hypertrophie. Somit kdnnte die starke Deletion von Mgf die
Entwicklung der Hypertrophie in aMyHC-MCM/Mstn™/igf-1%" Mausen durch Inhibierung des
PDK1/SGK1 Komplexes hemmen.

Die letzten beiden Moglichkeiten bezogen sich darauf, dass Igf-1 die Hypertrophie nach akuter
Deletion von Myostatin Uber einen eigenen, Myostatin unabhangigen, Signalweg verhindert. Man
kénnte jedoch auch spekulieren, dass gemeinsame Zielmolekiile existieren, die in diesem Falle von
Igf-1 starker reguliert waren. Eine ldentifikation neuer Zielmolekiile, die posttranslational oder
transkriptionell von beiden Wachstumsfaktoren reguliert waren, ware mit Hilfe einer MicroArray
Analyse oder Phospho in vivo SILAC (stable isotope labeling of amino acids in cell culture) moglich.
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Im ersten Teil der Dissertation zeigte ich, dass eine Inhibierung der AMPK die Entwicklung der
Hypertrophie nach akuter Deletion von Myostatin verhinderte. Dies legte die Vermutung nahe, dass
die Deletion von Igf-1 iiber AMPK auch in aMyHC-MCM/Mstn®f/igf-1%/" Mausen die Ursache der
Inhibierung der Hypertrophie ist. Jedoch stellten wir sowohl nach akuter Deletion von Igf-1 alleine,
als auch in aMyHC-MCM/Mstn"/igf-1" Mausen eine leichte Aktivierung der AMPK fest. Die
Fahigkeit von IGF-1, AMPK zu inhibieren wurde bereits in der Literatur beschrieben 3%. Dies schlieRt
aus, dass IGF-1 die Entwicklung einer Hypertrophie nach akuter Deletion von Myostatin liber AMPK
verhindert. Jedoch scheint AMPK ein neues gemeinsames Zielmolekil von Myostatin und IGF-1
darzustellen.

AuBerdem fanden wir nach akuter Deletion von Myostatin eine Hochregulierung des IGF-1 Rezeptors
sowie verschiedener Untereinheiten der Pi3k. Dies wiirde vermutlich sekundar zu einer verstarkten
IGF-1 Signaltransduktion fihren. Dabei kdnnte die Deletion von Igf-1 zumindest partiell von IGF-2,
welches mit sechsfach niedrigerer Affinitat an den IGF-1R bindet, kompensiert werden. Da nicht
bekannt ist, wie Myostatin AKT inhibiert, wiirde dies die nicht verdnderte Phosphorylierung von AKT
nach Deletion beider Wachstumsfaktoren erklaren.

5.2.2 Deletion von Myostatin und IGF-1 verursacht schwere Herzinsuffizienz

Obwohl IGF-1 kardioprotektiv und positiv inotrop wirkt, verursacht die Deletion des IGF-1 Rezeptors
im Herzen bzw. im Herzen und in der Skelettmuskulatur keinen Herzphdnotyp 3%3% und keinerlei
Verschlechterung der Herzfunktion. Analoge Ergebnisse wurden in konditionalen dominant negativen
Pi3k Mausmodellen erhalten 2872839397 gomijt scheint die Inhibierung des IGF-1 Sighalweges keine
schwerwiegenden Auswirkungen auf die Herzfunktion zu haben. Dies konnte darauf beruhen, dass
der Insulin Rezeptor eine Deletion des IGF-1 Rezeptors partiell kompensieren kann 3%, Auch in
meinen Mausmodellen wurde nach akuter Deletion von Igf-1 in adulten Herzen nur eine milde
ventrikuldre Dysfunktion festgestellt, wahrend die Deletion von der Entwicklung an die Herzfunktion
nicht beeintrachtigte (s. 4.2.2 und 4.2.4). Das verringerte Schlagvolumen beruhte dabei auf der
verkleinerten Masse, wahrend die Ejektionsfraktion unverandert blieb.

Die akute Deletion von Myostatin verursachte eine Aktivierung der Phosphatase Calcineurin und der
Proteinkinase C (PKC, s. 4.1.7). Calcineurin gilt als einer der Hauptvermittler der Hypertrophie des
Herzens und eine Uberexpression von Calcineurin fiihrt zu Herzinsuffizienz, Dilatation des Herzens,
pulmonalen Odemen und vorzeitigem Tod 3¢, wihrend eine gesteigerte Aktivitit von PKC-a
Hypokontraktilitdt verursacht 3. IGF-1 ist zumindest in der Skelettmuskulatur sowie in kultivierten
Kardiomyozyten in der Lage Calcineurin und PKC zu aktivieren 3%%4%, Djes fiihrte zu der Hypothese,
dass die Deletion von Igf-1 durch Inhibierung von Calcineurin und PKC die Herzinsuffizienz nach
akuter Deletion von Myostatin verbessern kann. Die Analyse der aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-1%/f
Mause ergab jedoch eine — im Vergleich zur akuten Deletion von Myostatin alleine - schwerere
Herzinsuffizienz. Dabei starben fast 60% der Mduse innerhalb der ersten 10 Tage nach Induktion der
Deletion, wobei die Uberlebenden Mause einen der akuten Deletion von Myostatin dhnlichen
Phanotyp zeigten. Dies beinhaltete eine starke Dilatation des rechten Atriums und beider Ventrikel,
Odeme im Pleurabereich und eine eingeschrankte Herzfunktion (s. 4.2.2). Interessanterweise war
jedoch in denjenigen Mausen, die Gberlebten, Myostatin nur zu ungefdahr 50% in Kardiomyozyten
reduziert (s. 4.2.1.2). Daraus schlieen wir, dass eine lineare Korrelation zwischen der prozentualen
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Rekombination und der Uberlebensrate exisitiert. Somit selektionieren wir in unseren Analysen die
Mause mit den schwacheren Phanotypen. Dieser Phanotyp war jedoch, im Gegensatz zur akuten
Deletion von Myostatin alleine, nicht komplett reversibel nach 6 Wochen. Da auch in aMyHC-
MCM/Mstn™f/1gf-17" MaEusen eine Hochregulation der Myostatin Expression nach 6 Wochen
stattfand, ist dies vermutlich ebenfalls die Ursache der Verbesserung der Herzfunktion (s. 5.1.4).

Die Schwere des Phanotyps wirft die Frage auf, ob dieser aufgrund additiver Auswirkungen der
Deletion beider Wachstumsfaktoren verursacht wird oder durch einen synergistischen Signalweg.
Dass Synergien zwischen der Myostatin und IGF-1 Signaltransduktion bestehen, wurde bereits am
Beispiel der AMPK deutlich.

Zu Beginn der Analyse dieses Mausmodells wurde die Vermutung aufgestellt, dass die Schwere der
Herzinsuffizienz Gber eine verstarkte Apoptose durch Inhibierung der Proteinkinase AKT verursacht
sein kénnte. Jedoch wurde keine Hemmung von AKT in aMyHC-MCM/Mstn™f/igf-17/" Herzen
beobachtet (s. 4.2.5).

Ein moglicher synergistischer Effekt, der die hohe Lethalitat erkldren konnte, ware eine Inhibierung
von NFkB durch Myostatin und IGF-1. Es wurde beschrieben, dass TAK1, ein nach unseren
Ergebnissen neuer Vermittler der Myostatin Signaltransduktion im Herzen, direkt mit IKK interagiert
und dadurch zur nukledren Translokation von NFkB fiihrt “°1. Daneben ist auch IGF-1 in der Lage,
NFKB zu aktivieren 492%%  Qbwohl die Funktion von NFkB im Herzen noch nicht eindeutig
entschlisselt wurde, deuten neuere Studien darauf hin, dass NFkB eine schiitzende Funktion
einnimmt. So verhindert NFkB oxidativen Stress und wirkt anti-inflammatorisch, wodurch der Verlauf
einer Herzinsuffizienz abgemildert wird 7%, Somit kénnte die Deletion von Myostatin und Igf-1
durch Inhibierung von NFkB zu erhohtem oxidativen Stress fiihren und dadurch den Phanotyp der
akuten Deletion von Myostatin alleine noch verschlimmern. Interessanterweise ist auch AMPK in der
Lage, NFkB zu inhibieren *1°. Die Aktivierung des AMPK Signalweges nach akuter Deletion von
Myostatin, Igf-1 und beiden Wachstumsfaktoren unterstiitzt diese Hypothese (s. 4.2.6). Das
Vorliegen von oxidativem Stress wird durch eine, durch unsere MicroArray Daten identifizierte,
Hochregulation der NADPH Oxidase NOX4 sowie des zugehorigen Urotensin-Il Rezeptors nach akuter
Deletion von Myostatin unterstiitzt. NADPH Oxidasen sind die Hauptquelle von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) 1. Interessanterweise ist NOX4 mit der Insulin Signaltransduktion verkniipft
412 ynd kann iber ROS AKT aktivieren 413415, Dies kénnte die fehlende Hemmung der kanonischen
IGF-1 Signaltransduktion Gber AKT nach akuter Deletion von Myostatin und Igf-1 erklaren (s. 4.2.5).
Eine andere Begriindung ware, dass die akute Deletion von Myostatin zur Aktivierung von PKA und
CAMKII fiihrt, die beide ebenfalls AKT aktivieren kénnen %6, Da Myostatin zumindest in der Literatur
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jedoch eine direkte inhibitorische Wirkung auf AKT zugeschrieben wird , erscheint diese

Moglichkeit eher unwahrscheinlich.

Ein moglicher additiver Effekt von IGF-1, der auch zu erhdhtem oxidativen Stress fiihrt, ist die
Aktivierung von Sirt1l durch MGF #7418 _Sirt1 ist eine NAD-abhingige Histon-Deacetylase, die dhnlich
wie IGF-1 im Herzen eine kardioprotektive Funktion durch Inhibierung von oxidativem Stress ausiibt.
So sterben konstitutive Sirtl knockouts unter anderem pre- oder postnatal durch Fehlbildungen des

419 Desweiteren schiitzt eine moderate herzspezifische Uberexpression von Sirtl vor

420

Herzens
Apoptose und verlangsamt die Entwicklung altersbedingter kontraktilier Dysfunktion und die

herzspezifische Deletion verschlimmert die oxidative Verletzung des Myokards nach
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Ischamie/Reperfusion *%', Somit kénnte die Inhibierung von Mgf zu erhéhtem oxidativen Stress
fiihren und dadurch die Lethalitdt in aMyHC-MCM/Mstn™?/igf-17 noch erhéhen.

5.2.3 Schwere interstitielle und Ersatzfibrose in aMyHC-MCM/Mstnf/1/Igf-11/f Mausen

Im ersten Teil dieser Dissertation wurde bereits gezeigt, dass die Uberkompensation der Myostatin
Expression nach akuter Deletion in Kardiomyozyten eine interstitielle Fibrose verursacht (4.1.8). Dies
bestatigte eine profibrotische Wirkung von Myostatin im murinen Herzen. Im Gegensatz zu
Myostatin besitzt IGF-1 eine antifibrotische Wirkung und die Uberexpression von Igf-1 oder Igfir
verhindert die Entwicklung einer Fibrose nach verschiedenen pathologischen Bedingungen im Herzen
291422 Dabei induziert IGF-1 die Proliferation von Fibroblasten in Kultur und steigert die Kollagen
Produktion 42342, |ch konnte zeigen, dass die akute Deletion von Igf-1 in Kardiomyozyten eine — im
Vergleich zur Uberkompensation von Myostatin - schwerere interstitielle Fibrose verursacht (s.
4.2.7). Die Kombination einer Uberexpression von Myostatin und einer Deletion von Igf-1, wie sie in
aMyHC-MCM/Mstn™/1gf-1%/% vorkommt, verursacht nicht nur eine interstitielle, sondern auch eine
Ersatzfibrose (s. 4.2.7). Eine Ersatzfibrose entsteht, wenn nekrotische Kardiomyozyten durch

Fibroblasten ersetzt werden %,

Dies wirft wiederum die Frage auf, ob Myostatin und IGF-1 ihre pro- bzw. antifibrotische Wirkung
liber gemeinsame Signalwege austiben. Wir zeigten, dass Myostatin im Herzen eine Fibrose durch
Aktivierung des TAK1-p38 Signalweges induzierte (s. 4.1.9). Da IGF-1 auch in der Lage ist, p38 zu
aktivieren %93% wiirde eine Deletion von Igf-1 p38 inhibieren und kdnnte dadurch nicht zur
Verstirkung des Phanotyps in aMyHC-MCM/Mstn™f/igf-1%f M&usen beitragen. TAK1 ist jedoch auch
in der Lage, JNK zu aktivieren %%, wihrend IGF-1 IJNK inhibiert 4274?°, Die MAP-Kinase JNK wirkt
profibrotisch und stimuliert die Bildung von Myofibroblasten sowie die Kollagen Produktion 430432,
Somit wiirde JNK durch Uberexpression von Myostatin und Deletion von Igf-1 stark aktiviert werden

und dadurch Fibrose induzieren.

IGF-1 ist jedoch auch in der Lage, STAT3 in Kardiomyozyten zu aktivieren **. Die Deletion von STAT3

434435 unter anderem durch Aktivierung von CTGF **, einem

verursacht interstitielle Fibrose
profibrotischen sekretierten Matrix-assozierten Protein. Dabei wirkt CTGF durch Aktivierung der
Fibroblasten Proliferation und der Differenzierung zu Myofibrolasten und steigert die Produktion der
extrazelluldren Matrix Proteine *3*%38 Die akute Deletion von Igf-1 wiirde dieser Hypothese nach
STAT3 inhibieren und dadurch CTGF aktivieren. Interessanterweise ist TGF-f einer der
Hauptfaktoren, die CTGF aktivieren *°%° QObwohl dies fiir Myostatin nicht bekannt ist, legt die
Zugehorigkeit zur TGF-B Familie nahe, dass Myostatin ebenfalls CTGF aktivieren kann. Somit wirde
dann die akute Deletion von Igf-1 synergistisch mit der Uberkompensation von Myostatin zu einer

schweren Fibrose durch Aktivierung von CTGF fiihren.
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5.2.4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Analyse der Wirkung und Interaktion von Myostatin und IGF-1 im murinen Herzen

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

>

Y

Deletion von Igf-1 fihrt zu Hypotrophie, einer leichten ventrikuldren Dysfunktion und
interstitieller Fibrose

alternative SpleiBvariante Mgf scheint die Hauptform in Kardiomyozyten darzustellen

akute Deletion von Myostatin und /gf-1 in adulten Herzen verursacht eine 60%ige Lethalitét,
schwere Herzinsuffizienz und Odeme im Pleurabereich

Deletion von Igf-1 verhindert die Entstehung einer Hypertrophie nach akuter Myostatin
Deletion unabhangig von der Proteinkinase AKT

Uberkompensation von Myostatin und Deletion von Igf-1 verursacht eine schwere
Ersatzfibrose

Um die zugrundeliegenden Mechanismen sowie mogliche neue Interaktionen zwischen Myostatin

und IGF-1 zu identifzieren, sind noch weitere Versuche notwendig. Die moglichen Ansatzpunkte
wurden bereits diskutiert (s. 5.2.1-5.2.3).
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Camkll Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase I

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
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C-terminal carboxyterminal

CTGF connective tissue growth factor
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EGF Epidermal growth factor

EGFP Enhanced green fluorescent protein
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ERK extrazellular signalregulierte Kinase
ES Endsystole
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Fastl forkhead activin signal transducer 1
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FGF Fibroblast growth factor

Fhil four and a half LIM domain 1

FLASH fast low angle shot sequence (MRT)
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g Gramm

GASP-1 growth and differentiation factor-associated protein 1
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GDF-8 growth and differentiation factor 8 = Myostatin (Mstn)
GDF-11 growth and differentiation factor 11
GDF-15 growth and differentiation factor 15
GH growth hormone

Grb2 growth factor receptor-bound protein 2
GS Glykogensynthase

GSK-3B Glykogensynthase Kinase 33

h Stunde

HE-Farbung Hamatoxylin und Eosin Farbung
HGF Hepatocyte growth factor

Hopx HOP homeobox

HRP Horseradish peroxidase

hSGT human small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-

containing protein

Hsp27

Heat shock protein 27kDa
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IF Immunfluoreszenz

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IGF-1R Insulin-like growth factor 1 receptor
IGFBP IGF bindende Proteine

IKK IkBa Kinase Komplex

in vitro auBerhalb des lebenden Organismus (lat.)
in vivo im Lebendigen (lat.)

IP3 Inositoltrisphosphat

IR Insulinrezeptor

IRES Interne ribosomale Eintrittsstelle

IRS-1 Insulinrezeptor Substrat 1

[-Smad inhibitorisches Smad
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JNK c-Jun N-terminale Kinasen

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KM Kardiomyozyten

| Liter

loxP locus of cross-over (x) des Bakteriophagen P1
LTBP-3 latent transforming growth factor 8 binding protein 3
LTCC L type calcium channel
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MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase
MAPKAP MAPK assoziiertes Protein

MCM MerCreMer

madx x chromosome-linked muscular dystrophy
MEF2A Myocyte enhancer factor 2A

MEK1 Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase 1
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MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure

ug Mikrogramm

mg Milligramm

MGF Mechano growth factor

MHz Megahertz

min Minute

ul Mikroliter

um Mikrometer

UM Mikromolar

miR microRNA

ml Milliliter

mm Millimeter

MKK3/6 Mitogen activated protein kinase kinase 3/6
mRNA messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie

ms Millisekunde

Mstn Myostatin

mTOR Mechanistic target of rapamycin
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muscle RING-finger protein-1

Myf5

myogenic factor 5

Myh7

myosin heavy chain 7= bMyHC

MyoD

myogenic determination factor

NCX

Na*/Ca% exchanger

NFAT

nuclear factor of activated T-cells

NFkB

nuclear factor k light polypeptide gene enhancer in B
cells

ng

Nanogramm

NKM

Nicht-Kardiomyozyten

Nkx2.5

Nk2 Homoobox 5

nm

Nanometer

NO

Stickstoffmonooxid

NOX4

NADPH Oxidase 4

ns

nicht signifikant

N-terminal

aminoterminal

Oxo

(52)-7-Oxozeanol

p70RSK

p70 ribosomale S6 Kinase

PACE

paired dibasic amino acid-cleaving enzyme

PBS

Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered
saline)

PCR

polymerase chain reaction

PDK

3-phosphoinositide dependent protein kinase-1

PECAM

platelet/endothelial cell adhesion protein

PFA

Paraformaldehyd

PGK-Neo

Phosphoglyceratkinase Promoter inkl. Neomyocin
Resistenz

Pil6

peptidase inhibitor 16

PI3K

Phosphatidylinositol-3-kinase

Pik3ipl

Phosphatidylinositol-3-kinase interagierendes Protein
1

Pik3r4

Phosphatidylinositol-3-kinase, regulatorische
Untereinheit 4

PKA

Proteinkinase A

PKC

Proteinkinase C

PKD

Proteinkinase D

PLB

Phospholamban

PMSF

Phenylmethylsulfonylfluorid

PPARY

peroxisome proliferator-activated receptor y

Prkcq

Proteinkinase C 9

qRT-PCR

quantitative Real-time PCR

Raf

rapidly accelerated fibrosarcoma

RalA

Ras-like protein A

Ras

rat sarcoma

Rb

retinoblastoma associated protein

Rgs2

Regulator of G-protein signaling 2

RNA

Ribonukleinsaure

ROS

reaktive Sauerstoffspezies

Rosa

reverse orientation splice acceptor 6-gal
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R-Smad receptor-regulating Smad

RSRR Aminosaure-Einbuchstabencode fir Arginin (R) und
Serin (S)

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

RyR2 Ryanodin Rezeptor 2

S6 Ribosomales protein S6

S6K ribosomale S6 Kinase

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM standard error of the mean

Ser Aminosauren-Dreibuchstabencode fiir Serin

SERCA sarcoplasmatic/endoplasmatic  reticulum  calcium
ATPase

SGK1 Serum/Glukokortikoid regulierte Kinase 1

SH2 Src homology 2

shc Src homolgy 2 domain-containing protein

shRNA short hairpin RNA

SILAC stable isotope labeling of amino acids in cell culture

SiRNA small interfering RNA

Sirtl Sirtuin 1

Smurfl Smad Ubiquitinierungs-Regulationsfaktor 1

e son of sevenless

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3

SV Schlagvolumen

Sv40 Simian vacuolating virus 40

T Tesla

T1 longitudinale Relaxationszeit im MRT

T2 transversale Relaxationszeit im MRT

TAE Tris-Acetat-EDTA

TAK1 TGF-B aktivierte Kinase 1

Tam Tamoxifen

Taqg thermus aquaticus (lat.)

TBS Tris-gepufferte Salzlosung (tris buffered saline)

TBS/T Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween-20

T-cap Titin-cap (Telethonin)

TE Echozeit im MRT

TGF-B transforming growth factor 8

TGFbR transforming growth factor 8 receptor

TGIF TGF-8 induced factor homeobox

Thr Aminosaure-Dreibuchstabencode fiir Threonin

TR Repetitionszeit im MRT

TRITC Tetramethylrhodamin-isothiocyanat

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TTCC T type calcium channel

T-Tubuli transversale Tubuli

Tyr Aminosaure-Dreibuchstabencode fiir Tyrosin

VEGF vascular endothelial growth factor

w Woche
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WB Western Blot

WGA Wheat germ agglutinin

Wnt4 wingless-type MMTV integration site family, member 4
WT Wildtyp

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-B-D-galactosid
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