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zusammenfassundii i G

1. Zusammenfassung

Myostatin, ein Mitglied der TGF CI YAt AS @2y 2| OKa tedeY achdtijeli 2 NSy =
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 Herzen ist jedoch kaum
verstanden. Dies ist umso erstaunlicher, da Myostatin nach einer Vielzahl pathologischer Zustéande

wie Herzinfarkten, Herzinsuffizienz oder Kardiomyopathie massiv hochreguliert ist.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Funktmm 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 MrCreMer Rekombinase, als auch die Langzeitwirkung von der Entwicklung an,
evaluiert werden. Dies sollte unter anderem die Frage beantworten, ob Myostatin im Herzen eine
ahnlich konservierte Funktion wie in der Skelettmuskulatur besitzt und somit das étgrzium
beeinflusst.

Ich konnte zeigen, dass die akute Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten zu einer erhthten
Lethalitat, Herzinsuffizienz und Hypertrophie fuhrt. Dabei konnte ich eine Aktivierung der AMP
aktivierten Kinase (AMPK) als Ursache der Hygghie identifizieren und mit Hilfe eines AMPK
Inhibitors die Entstehung der Hypertrophie nach akuter Deletion von Myosiatiivoverhindern.
Desweiteren konnte icin vivound in vitro zeigen, dass Myostatin AMPK (ber die T&iktivierte
Kinase 1 (AK1) und seinen kanonischen Rezeptor inhibiert. MicroArray Daten zeigten eine
Unterdriickung der Expression v&gs2 einem Inhibitor der @Signalkaskade, nach akuter Deletion
von Myostatin. Eine Hochregulation deg $gnalweges ist eine der Hauptursachem Entstehung

von Herzinsuffizienz und konnte auichvivonach akuter Deletion von Myostatin bestétigt werden.

Desweiteren konnte ich im Rahmen dieser Dissertation zeigen, dass die kurzfristige adulte
Uberexpression von Myostatin, wie sie unter pattgiszhen Zustanden vorkommt, die Kontraktilitat

des Herzens leicht verbessert, wahrend eine langfristige Uberexpression zu einer interstitiellen
Fibrose fuhrt. Dabei verursacht Myostatin die interstitielle Fibrose Gber TAK1 unih p88&und in

vitro.

Im zweiten Teil der Dissertation sollte die Interaktion von Myostatin undl1@#& Herzen analysiert
werden. Myostatin und IGE sind zwei der wichtigsten gegenséatzlichen Regulatoren des
Muskelwachstums. Die Interaktion zwischen diesen beiden Wachstumstakiovivowurde jedoch

noch nicht untersucht. Mit Hilfe einer Kardiomyozytgpezifischen Deletion von Myostatin ufgi-1

im Herzen sollte untersucht werden, ob eine Deletion JUghl die Hypertrophie nach akuter
Deletion von Myostatin verhindern kanbesweiteren sollte dieses Mausmodell zur Identifizierung
neuer Interaktionen und Regulationsmechanismen zwischen diesen beiden Wachstumsfaktoren
dienen.
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2. Einleitun g

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 Ubbakb@e
Billion mal. Dabeversorgt es den Kérper mit sauerstafind nahrstoffreichem Blut und ansportiert
StoffwechsetEndprodukte und Kohlenstoffdioxid wieder ab. Diese enorme Leistung wird durch einen
komplexen Aufbau und Regulationsmechanismus erméglicht.

Das adulte Saugetigerz besteht aus vier Kammeumd 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. 1j. Die Atrien werden durchklas Septum atriorumund die Ventrikel durch das
Septum interventriculargetrennt. 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 auflen nach innen): Epikard, Myokard,
Endokard. Das Myokard enthalt die Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) und ist demzufolge fur die
Kontraktion des Herzens verantwortliéh

- linke arteria carotis communis|
\ f t - | linke arteria subclavia
—— Frontalebene {\ Yy . .
-

de Aorta
vena cava superior 7
rechte Pulmonalarterie ——+—

linke Pul terie

Pulmonalklappe

rechte Pulmonalvenen /‘ﬁ’

linke Pulmonalvenen
linkes Atrium

Offnung der vena cava superior gy i
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 Derrick3on

Schematischer Aufbau des Saugetierherz&=s 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 deeBatheidewand voneinander separiert. Das
deoxygenierte Blut aus dem rechten Ventrikel wird Uber die Pulmonalarterie zur Lunge geleitet, wahrend das
sauerstoffreiche Blut aus der Lunge Uber die Pulmonalvenen in das rechte Atrium gelangt. Von dort ajisgelaer den

linken Ventrikel und die Aorta in den Kdrperkreislauf. Die Herzwand l&asst sich von auf3en nach innen in Epikard, Myokard
und Endokard unterteilen.

Funktionell sammelt das rechte Atrium deoxygeniertes Blut aus/deacava superiound inferior.
Dieses gelangt tuber die Trikuspidalklappe in den rechten Ventiksldeoxygenierte Blut wird dann
Uber den truncus pulmonalisin die Lunge gepumpt und mit Sauerstoff angereichert. Das
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sauerstoffhaltige Blut gelangt im Anschluss von der Lunge UliberetiaePulmonalesn dasrechte
Atrium und wird von dortiiber den linken Ventrikel und die Aorta dem Korperkreislauf wieder
zugefihrt?,

Um dies zu ermdglichen, muss das Herz eine gewaltige Pumpleistung vollbringenl&aBstisich der
Herzzyklus in vier Phasen unterteilen (s. Abb. 8)B&ginn eines Zykluseind alle Herzklappen
geschlossen. In der Entspannungsph#Béastole) stromt Blut aus den Venen in die Vorhofe,
wahrend samtliche Klappen geschlossen sind (Abkirkis hinterleg). Wenn der Vorhofdruck
unterschritten wird, 6ffnen sich die Segelklapp@mikuspidal und Mitralklappe) und das Blut flief3t

in die Ventrikel. Diese Phasezeichnet mal als Futhgsphase und Diastole (Abbtikis hinterleg).
Wahrendder nachfolgendenyStole kontrahiert das Myokard. Dadurch kommt es zu einem steilen
Druckanstig in den Ventrikeln (s. Abb. 2 lila hinterleg6obald der intraventrikuldare Druck den
Druck in den Taschenklappen Ubersteigt, 6ffnen sich die Taschenklappedias Blut gelangt tber
die Schlagadern in den Kreislauf. Diese Phase gehdrt auch noch zur Systole und wird als
Austreiburgsphase bezeichnet (s. AbHil& hinterleg) 2.

m | Ventricular Relaxation ]
period
©) End-ibstolic volume
1307 =
_/ “ 4
Stroke
volume
Volume in
ventricle (mL) 60 \ 4
@ End-systplic volume
0—
Phases of the ? v \
cardiac cycle / . - / .%
cy { V ’r«r \f
w N\
A \ v
Isovolumetric Ventricular Atrial
contraction ejection relaxation filling contraction

Abbildung2: Scheméische Darstellung der Funktionsphasen des Herzérech Tortora und Derrickso?)

Schematische Darstellung der Verschiebungen im linksventrikularen Volumen wéahrend der Herzphasen (oben) sowie die
dazugehdrigen Herzphasen (untem). der Entspannungsphase (tlfkistromt das Blut aus den Venen in die Vorhofe.
Nachdem sich die Segelklappgetffnet haben, flieRt das Blut in die Atekel (Diastole der Kammern, tirkisin der
nachfolgendenAnspannungsphase (lila) kontrahieren die Ventrikeer dadurch entstehende Druckanstieg fuhrt zur
Offnung der Taschenklappen. Dadurch gelangt das iBluten Kreislauf (Austreibungsphase, Jildeder ventrikularen

Systole geht zuerst eine Vorhofsystole voraus.

Morphologisch gesehen stellt das Herz ein komplexes Gebilde aus zellularen und azellularen
Komponenten darSo besteht das adulte murine Herzsabic%Kardiomyozyten, 27% Fibroblasten,
7% Endothelzellen und 10% vasketé glatten Muskelzelled. Desweiterenenthélt das Herz auch
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Mast und Immunsysterverwandte Zellen * All dese Zelltypenund ihre Interaktionen
untereinandersind von elementarer Bedeutung zur Erhaltung der elektrischen, chemischen und
biomechanischen Funktion des Herz&hs

Strukturell sind & Kardiomyozytetin Form von Laminae angeordnetDiese Laminae bestehen aus

2-5 Zellen dicken Kardiomyozyt&cthichten, die von einem Kollaghietzwerk umgeben siné (s.

Abb. 3A, B) Die Herzmuskulatur ist analog zur Skelettikulatur quergestreift (s. Abb. B). Jede
Myofibrille wird von einem longitudinalen Sgst des sarkoplasmatischen Retikulums umhullt
Desweiteren stillpen sich taverse Tubuli €Tubuli) in die Plasmamembran ein, die eine
entscheidende Rolle bei der elektromechsofien Kopplung besitzenlm Gegensatz zum
Skelettmuskel enthalten die Myofideh 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 tamatelt es sich um flache
spindelférmige Zellen, die keine Basalmembran besifzén Abb. 3B). Ihre Hauptfunktion ist die
Synthese und der Abbau der Extrazellularen Matrix, insbesondere der Kollagene und des Fibronektins
°. Dies fuhrt zum Aufbau eineBeidimensionalerNetzwerkes, welches die Form und Funktion des
Herzens gwarleistet.

Schlief3lich besteht das Herz auch noch aefiidaren Komponenten oder dexgazellularen Matrix.

Dazu gehoren interstitielle Kollagene, Proteoglykane, Glykoproteine, Cytokine, Wachstumsfaktoren
und Proteaser?'°. Die etrazellulare Matrix bildet ein Netzwerkyelchesalle zellularen Strukturen
umgibtund miteinander verbindet.

(A) Schematische Darstellung dénteraktion
von Fibroblasten, xarazellularer Matrk und
Kardiomyozyten imHerzen. Fibroblasten und
Mastzellen sind mit dem vaskulére8ystem
assoziiert (nach Baudino etl.ab (B)
Elektronenmikroskopische ~Audhme eines
adulten Mausherzens, die die enge Interaktion
zwischen Fibroblasten, Kardiomyozyten und
Endothelzellen (EC) veranschaulicht. MaRstab:
500um (nach Souders et al.9. (C)
Schematischer Aufbau einer Herzmuskelfaser
(nach Tortora und Derrickson?). (D)
Elektroneamikroskopische Aufnahme von
adulten RatterKardiomyozyten. Diese zeigen
eine Myofibrille (MF), viele Mitochondrien (M)
und einen Zellkern (N). VergréfRerung:
10.000fach (nach Kang et &)

Abbildung3: Zelltypen des Herzens
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2.1.2 Pathophysiologie des Herzens

Das Herz ist ein dynamisches Organ, welchesagicherschiedene Umweltbedingungen anpassen
kann. Wahrend der Entwicklung odersahnwort auf physiologische unghthologischeZustéande
wachst das Herz durch Hypertrophige Abb. 3 Hypertrophie ist eine Vergro3erung des Herzens
durch GroRenzuwachs der individuellen KardiomyozyténDabei ist hypertrophes Wachstum
zunachst ein positiver kompensatorischer Prozess, der zu einer Reduktiomylgisardialen
Wandstresses und einenesbesserten Schlagvolumen fihrt.

Kardiomyozyten kdnnen sich auf zwei Arten vergroRern. Dalmerscheidet man zwischen
konzentrischer und ezentrischer Hypertrophié®. Unter konzentrischer Hyp&ophie versteht man

einen Anstieg der relativen Wanddickand der Herzmasse, wobei es kainer oder nur einer
geringen Veranderung des Kammervolum&nsimt. Sie entsteht nach Bluthochdruck und zeichnet
sich durch einparalleles Anfigen der Sarkomere urdterales 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 L@plsetz
verdeutlicht**

Oi
cQ
wobei K: Wandspannung, P: transmuraler Bruc Gefal3radius, d: Wanddicke

Unter exentrischer Hypertrophie versteht man einen Anstieg der Herzmasse mit gleichzeitiger
VergrolRerung des Kammervolumens. Dabei kann die relative Wanddicke norméginertkoder
vergroBert sein. Bentrische Hypertropie entsteht nach isotonischem Krafttraining oder
Herzinfarkten und istlurch ein Anfligen der Sarkomene Serie und longitudinales Zellwachstum
gekennzeichnet®. Dies fuhrt zu einer Elongation der einzelnen Kardiomyozywenallgemeinert
kénnte man konzentrische Hypertrophie als Kennzeichen pathologischem Wachstum und
exzentrische Hypertrophie als Kennzeichen physiologischen Wachstums bezelithnen

Physiologische Hypertrophie wird durch Training, Schwangerschaft und postnatales Wachstum
induziert! (s. Abb. 4 Siefuhrt nicht zur Herzinsuffizienz und verschlechtert auch nicht die Funktion
des Herzen$%. Deshalb wird eine physiologische Hypertrophie auch nicht von interstitieller Fibrose
oder einer Reaktivierung des fetalen Genprogramms begléftét Sie wird hauptsachlich durch
Insulin und IGR Signaltransduktion tber die Phosphatidysitol-3-Kinase (PI3K) und Akdrmittelt

121418 (5. Abb. % Interessanterweise unterscheiden sich die Signaltransduktionswege zur Induktion
von physiologischer und gaologischer Hypertrophie grundsétzli¢h Abb. %

Pathologische Hypertrophie wird durch neurohumeralktivierung, BluthochdrugkAdipositasund
Verletzungen des Myokards verursacht. Desweiteren kénnen auch Mutationen in Genen, die fur
kontraktile Proténe kodieren, zur Entstehunginer pathologischen Hypertrophidihren. Im
Gegensatz zu physiologischem Wachstum, steigert die pathologische Hypertrophie das Risiko der
Entwicklung von Herzinsuffizienz und Arrythmietnd verursacht einen gesteigerten Zelltod durch
Apoptose und Nekrosé® (s. Abb. 3 Desweiteren wird pathologische Hypertrophie mit einer
Verschiebung zum glykolytischen Metabolismus, der Reaktivierung des fetalen Genprogdfnms
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Disorganisation der Sarkomere, Verangdegen des Calcium Signalwege¥erlust von
Kardiomyozyten und Ersatz durélibroblasten und systolischer Dysfunktion assozfie#tahlreiche
Signalwege sind in die Entstehung einer pathologischen Hypertrophie invplwetei eine
Veranderung der Calciutdomoostase einener wichtigsten Auslosedarstellt 2 (s. Alp. 5. Dabei
ist die Signaltransduktion Uberas G4 heterotrimere G Proteiriner der wichtigsten Aktivatoren des
CalciumSignalweges.

Das Gegenteil einer Hyperphie ist die Atrophie (s. Abb).4Diese entsteht durch lange Bettruhe,
oder einen ausgepragten Gewichtsverltgs. Abb. & In samtlichen atrophischen Muskeln kommt es
zur Aktvierung des UbiquitiiProteasonSystems und dem Abbau von Muskelproteineft. Im
Herzmuskel fiihrt die Inhibierung von hypertrophen Signaltransduktionswegen sowie die direkte
Stimulierung des Proteinabbaus zu AtropHi#& (s. Abb. %

=,

Hypertension, Eine pathologische Hypertrophiast
B! infarction, BEL mit Dekompensation, ventrikularer

Dilatation, systolischer Dysfunktion
und elektrophysiologischen
Veranderungen assoziiert, die zu
Herzinsuffizienz und ventrikularer
Arrythmie fuhren. Durch
Schwangerschaft oder Training kann
sich eine physiologifie
Hypertrophie ausbilden. Im
Gegensatz dazu filhren lange
Bettruhe, Krebs und Gewitdverlust
zu einer Atrophie des Herzens.

Bed rest, ventricular
assist device, cancer,
and weightlessness

Exercise,
pregnancy

" Persistent stress

|

rt

Heal

Abbildung4: Physiologische und pathophysiologische Bedingungen im Herze
(nach Hill et alt)

Pathologische Hypertrophie ist eine dgrsachen fur Herzinsuffizier{g. Abb. ¥ Kardiovaskulare
Erkrankungen sind diélaupttodesursacheweltweit und Herzinsuffizienz ist die am schnellsten
wachsende Unterklasse im letzten Jahrze#rif. So leidenl-2% der gesamten Bevolkerung unter
HerzinsuffizienZ° und die 5JahresMortalitat liegt bei fast 50%°. Unter Herzinsuffizienz versteht

man die Unfahigéit des Herzens den K&rper mit der bendtigten Blutmenge zu versofgEi. Dies

fuhrt zu fruhzeitiger Erschopfung, Dysppo©demen und schlieRlich vorzeitigem TodVian
unterscheidet zwischen systolischer undliastolischer Herzinsuffizienz Bei systolischer
Herzinsuffizienz ist die Kontraktilitdt des Herzens verschlechtert, wodurch das Schlagvolumen
abnimmt. Diastolische Hensuffizienz wird durch eine normale Kontraktion, aber eine reduzierte
wStFEFGAZ2Y RdzZNODK o+ SN& G S AT Dinstaliache RHBriiaflicieSry thitNA | S ¢
typischerweise beilteren Patienten, die unter Bluthochdruck leiden, auf.
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Herzinsuffizienz wird durch verschiedene Erkrargen induziert, unter anderem durch
Bluthochdruck, Herzinfarkt, Isch@m Herzklappeninsuffizienz,Stenose, Myokarditis sowie
hypertrophe, dilatierte und diabetische Kardiomyopathié. Die therapeutischen Optionen
beinhalten Diuretika, bet#8locker, ACGHemmer Angiotensin Gonverting Enzymg, Aldosteron
Antagonisten, Vasodilatoren uridotrope Medikamente'*. Die bei 50% liegende Sterblichkeitsrate
zeigt jedoch deutlich, dass die molekularen Mechanismen, die der Herzinsuffzignunde liegen,
noch besser erforscht werden mussen.

Ein wichtigesnolekularesKennzeicherder Herzinsuffizienand der pathologischen Hypertrophist

die Reaktivierung des fetalen GenprogramfisDies schlie3t die Expression von natriuretischen
Peptiden (ANP, BNP) sowie eine Isofdfarschiebung von sarkomeren und metabolischen Enzymen
ein. Imfetalen Herzen wird der Grof3teil der Energie aus Kohlenhydraten gewonnen. Kurz nach der
Geburt verschiebt sich die Energiegewinnung jedoch in Richtung der FettsdtitenBei
Herzinsuffizienz kommt es zur Reaktivierung detalen metabolisch@ Genexpressionda der
Sauerstoffverbrauch zur Energiegewinnung in der Glykolyse geringer als in d€ntidtdion is£>%.

Die Signalwege, die zur Aktivierung der Herzingefiz fihren sind analog denen der patholog&th
Hypertrophie (s. oben, Abb.)5Dabei nimmt der Calciw@ignalweg eine Schlisselrolle ein. Viele
dieser Signalwege endenikgien transkriptionellen Regulatoren MEF2, NFAT und GATA4

Plasticity mponsel Antigrowth | Physiologic growth | Pathologic growth
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Abbildung5: Signalwege, die physiologische und pathologische Veranderungen des Herzens verursachen (nach Hill et al.

Y

Diese intrazelluldaren Signalwegétivieren dieTranskription von Genen, die das Wachstum dett Umbaudes Herzens
steuern. Trotz de Komplexitat dieser Signalwegeerlauft die Signaltransduktion Uber eine begrenzte Ahzabn
Knotenpunkten¢ an der Zelloberflache, im Zytoplasma und im Zellkermnd ermdéglicht dadurch therapeutische
Interventionen.Dabei fiihrt eine Aktivierung des UbiquiRroteasomSystems zu einer Atrophie, wéahrend die InsulinfIGF
Signaltransduktiorein prominenter Aktivator des physiologischen Wachstums des Herzens ist. Einer der wichtigsten
Faktoren in der Entstehung der pathologischen Hypertrophie ist der CaRignalweg, der unter anderem durch das
heterotrimere GProtein G vermittelt wird. EinKennzeichen fur pathologisches Wachstum stellt dabei die Reaktivierung
des fetalen Genprogramms dar.

Protein Gene
synthesis || expression
Fetal gene
activation
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2.2 Die Rolle von Wachstumsfaktoren im Herzen

Die Aufschlisselung der Mechanismen, denen die Entwicklung, Differenzierung und das Wachstum
des Herzens ugrunde liegn, fihrte zur Identifizierung einer Vielzahl an Wachstumsfaktoren
Wachstumsfaktoren sind sekretierte Polypeptide, die autokrin und/oder parakiiken undeine
Vielzahl an physiologischen Prozessen beeinflusFesditionell wurde Wachstumaktoren eine
Wirkung auf die Zellproliferationnd Differenzierungugeschrieben.

Wachstumsfaktoren kénnen aufgrund ihre Rezeptorbindung klassifiziert werdenDabei
unterscheidet man diejenige die an RezeptoefyrosinKinasen binden, wie FGhb(oblast growth
factor), EGF gpidermal growth factor, HGF Hepatocyte growth factgr IGF ihsulinlike growth
factor), Insulin oder VEGFvdscular endothelial growth factprvon denjenigen die an
Serin/ThreoniARezeptoren binden, wie die Mitglieder der FGFamilie®® (s. Abb. 6)Die Bindung an
RezeptofTyrosinKinasen aktiviert eine Vielzahl an Signalmolekilen, die mit Hypertrophie assoziiert
sind. Dazu zahlen die Peikinase Akt, die MAPK und ERK KasRa@e Abb. 6)Im Gegensatz dazu
aktiviert TGF unter anderemdie Kollagn Expression iber TAKInd Smads$®. Desweiteren wird
schon anhandler Nomenklaturdeutlich, dass die verschiedenen Familien von Wachstumsfaktoren
oft einen spezifischen Zelltyp beeinflussen.

Die TGF { dzLISNF I YA {TGB >0 9 & iSAKAR yISdzE growtif &ntl diffeyeSigtian D5 C &
factors) und BMPshone morphogenc protens). Sie beeinflusseZellwachstum, Differenzierung,
Proliferation, Migration, Adhéasion, Apoptose und die Produktion der extrazellularen Méftix
Samtliche Mitglieder der Superfamilie besitzen eine CydfmiotenStruktur ausmindestens 6
CysteinrResten, die tber Disulfidbriicken verbunden sifid und werden in einer Praproform
synthetisiert, die mehrere Prozessierungsschritte durchlaufen mizis, durch die proteolytische
Prozessierung aktivierten Mitglieder der TGHF C | bikderh 8annan einen heteromeren
Serin/ThreoniARezeptoy wodurch sowohl Smadbhéangige als auch Smadabhéngige Signalwege

aktiviert werden®,

In den letzen Jahrzehnten zeigten vielPublikationen, dasslas Herz von einer Vielzahl an
Wachstumsfaktorendie dessen normales und hypertrophes Wachstum beeinflussen, reguliert wird
4445 50 werden Wachstumsfaktoren durch hypertrophe Stimulierung und Stresszustémde
verschiedenen Zelltypen des Herzens, u.a. in Kardiomyozyten, Fibroblasten, vaskuldren Zellen und
Vorlauferzellenverstarkt produziert und sekretiert#®>°, Sie werden zur Aufrechterhaltung der
normalen Herzfunktion bendtigt und kontrollieren den pathologischen Umbau des Herzains
Herzschadigung. Dabei modulieren sie unter anderem Apopté&éyvierung der Fibroblasten
Entziindungsantworten undngiogenese®’. In Analogie dazwurde ihre Aktivierungmit einer
Vielzahl an Herzerkrankungen assozjiards auf eine endogenrerdioprotektive Funktion hindeutet

38 Dabei beeinfltsen Wachstumsfaktoren sowohl die Kontraktilitit des Herzens, als auch die
extrazellulare MatrixUnter pathologischen Zustdnden produzieren Herzzellen beispielsweise TGF
i MXI ¢ 2dagdae@urch Hypertrophie und Fibrosemgebaut wird 52 Desweiteren wurde
mehrerenWachstumsfaktorenunter anderem IGF, HGF, EndothdljiFGF und TGF, eine protektive
Wirkung gegen oxidativen Stressd Apoptese zugeschrieberR®. In Analogie dauwirkt die exogene
Gabe verschiedener Wachstumsfaktoren kardioprotektiv, z.B nach akuten Isehamie
Reperfusionsschadetf. Die Tatsache, dass vielen Watthnsfaktoren eine kardioptektive Rolle
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zugewiesen wird ist besonders auch idinblick auftherapeutische und diagnostisch&wecke
Grundlage einer Vielzahl an wissenschaftlichen und klinischen Studien.
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Abbildung6: Kardioprotektive Wachstumsfaktoren und ihre Signalwege (nach Hausenloy und Y&)jon

Ubersicht tber die intrazellularen Signaltransduktionswege der Wachstumsfaktoreh WGE /| NJRLA RGHE,NEGHK A Y
Insulin, IGF und Urocortin. Deren Bindung an ihren spezifischezeplkor aktiviert intrazellulare Signalkaskaden,
einschlieB3lich der R&asMek1/2-Erk1/2 und PI3#kt Kaskade sowie den RISK und-SAKT Signalweg und verschiedene
anti-apoptotische Mechanismen.
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2.3 Myostatin z ein Repressor des Muskelwachstums

Myostatin (oder GDB: growth and differentiation factor Bist ein Mitglied der TGF  { dzLJS NJF I Y A f
von Wachstumsfaktoren und einer der wichtigsten negativen Regulatoren des
Skelettmuskelwachstums. Sein grol3er inhibitorischer Effekt auf Muskelhypertroptielyperplasie

wurde 1997 in der Maus entdeckt (s. Abb. 7 C). Diese hochkonservierte Funktion von Myostatin

wurde auch in anderespezieswie Kihen®>%’ (s. Abb. 7 A), Hundel, Schaferr®, ZebrafiscH®,
Rennpferderf! und sogar Menschef? (s. Abb. 7 Fpestéatigt. Desweiteren zeigen Mause, in denen

die Myostatin Prozessierun§*®* oder Signaltransduktion®® gehemmt wurde ebenfalls eine
vergroRerte Muskelmasse, wahrend die Uberexpression von Myostatin zu einer dramatischen
Atrophie fuhrt ®6¢7, Dies bestatigt die zentrale Rolle von Myostatin in der Inhibierung des
Skelettmuskelwachstums.

Abbildung 7: Phanotypen nach Myostatin Mutationen oder knockout (nach Rodgers ef&l.

(A) Muskelhypertrophie in Piemonteser Rindern aufgrund einer Punktmutation im 3. Exon des bovinen My@stesfin
(B-C) Vordere Armmuskulatur von Wildtyp (B) und konstitutiven Myostatiockouts®. (D-E) Reprasentative Wildtyp (D)
und Follistatin transgene Mause (&) (F) Beinmuskulatur eines 7 Monate alten Jungen mit einer MyostatiAMNidition
innerhalb der Splei3donorseite von Exon 1 des Myosi@gms®2,

Eine zu Beginn der Forschung an Myostatin durchgeflihrtehliden Blot Analyse von verschiedenen
Mausgeweben zeigte, dass Myostatin hauptsachlich in der Skelettmuskulatur und zu einem deutlich
geringeren Anteil auch in Fettgewebe enthalten®fsDabei ist Myostatin schon ilyotom ab P9.5
exprimiert 5% Durch spatere RPCR Analysen konnte das Myostatin Transkript jedoch auch im
Herzen ° und in Brustdrisen’ detektiert werden. Desweiteren zeigteeine genomweite
Untersuchung des Mausgehiifiranskriptomsmehrere Rempnen, in denen Myostatin exprimiert

wird 273, Interessanterweiseist das Expressionsmuster in Fischen und Hilsmatlich weniger
limitiert 8,

Die biologische Funktion von Myostatin ist nicht auf die Inhibierung des Skelettmuskelwachstums
beschréankt. Der konstitutive Myostatiknockout zeigt einen geringeren Korperfettanteil und
entwickelt, auch in Verpaarung mit gemmthen Adipositadlodellen, keine Fettleibigkeit 747>,
Desweiteren zeigen diese Mause eimerbesserte Insulinsensitivitdt, wodurch die Hemmung von
Myostatin zur Behandlung voryp Il Diabetes interessant wurd&®.
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Myostatin ist ein sekretiertes Hormon, das auRergewohnlich gut konservieft Bie Gterminalen
Doméanen der Myostatin Proteinsequefdas reife und aktive Myostatin Proteiaind in Menschen,
Mausen, Ratten, Schweinen, Hiihnaund Truthahnen identischhnliche Sequenzen wurden auch
in verschiedenen Fischen gefund&ninnerhalb der GDFamilie Growth andDifferentiation Factor)
bildet Myostatin eine Untergruppe mit GEIR (s. Abb. 8). Dabei sind die Aminosauren der
carboxyterminalen Doméne von Myostatind GDFL1 zu90% identiscH’.
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Abbildung8: Sequenzvergleich von Mitgliedern der TGF C+F YAt A &) oy OK [ S S

2.3.1 Aufbau, proteolytische Prozessierung und Regulation von Myostatin

Myostatin wurde 1997 in einerBcreeningiachneuen Mitgliedem der TGF  { dzLISNF I YA f A S S
. Das Myostatin Gen liegt auf Chromosom 2 in MenscherSchimpansen, Kihett*""® und

Schafen® und auf Chromosom 1 in der Mad§ Myostatin ist ein relativ kleines Gen (7.8 kb),
welchesaus drei ungefahr gleich grof3en Exons, die duvesi introns separiert werden, aufgebaut

ist. Dabei kodiert Exon 3 fur das reife Myostatinpeptid und die proteolytische Prozessierungsstelle
samtlichen untersuchten Spezié& Nach der Translain entsteht ein 376Aminosduregroles

Protein.

Die Proteinsequenz enthalt alle Merkmale, die Mitglieder der TGF Familie typisch sind. Dies
schliel3t eine Signalsequenz fir die Sekretion, proteolytische Prozessierungsstellen und eine
carboxyterminale Region, die ein konserviertes Muster von neun Cysteinresten enth&tt,Rigses

376 Aminosauren umfassendeaktive Vorlauferprotein besteht auginer kurzen Signalsequenz,
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einer N-terminale Propeptiddomane und einearboxyterminale Doméne (s. Abbap**®° und wird

als Prapromyostatin bezeichnddabei ist die Signalsequenz fir die Prozessierung und Sekretion von
Bedeutung, wéhrend die Propeptidregion die biologisétkdivitéat und vermutlich auch die richtige
Faltung des aktiven Myostatimeguliert /. Die carboxyterminale Doméane bildet spater das aktive
Myostatin, welches vermutlich analog zu anderen Mitgliedeter TGF  CIl YAf AS - SAyS
KnotenStrukturausbildet .

Um das aktive Myostatin zu generieren sind zwei proteolytische Prozessierungen noétig. Im ersten
Schritt wird durch Furine das 24minosauren umfassende Signalpeptid abgespalt€s. Abb. %).
Dabei bildetsich das sogenannte PromyostatDanach kommt es zur pt@olytischen Prozessierung

an der RSRStelle®? (s. Abb. 9 a)Die dafiir verantwortliche Proteinase ist noch nicht identifiziert. Es
kénnte sich jedoch aufgrund detibasischenSchrittstelle um PACEpéired dibasicamino acid
cleaving enzymég handeln”. In vitro wurde gezeigt, dass PACE in der Lage ist das Myostatin
Vorlauferprotein an der RSRRelle zu spaltefi®3 Dies fiihrt zur Bildung einer-férminalenauch
Propeptid genannter(27,6 kDa) undeiner Gterminalen Doméne (12, kDa)’’ (s. Abb. 9h) Nach
dieser Spaltung bilden das Propeptid und das reife Myostatin eine-kistatlente Bindungdie das

reife Myostatin inaktiviert#6%828 (s, Abb. 9h) Dabei liegen sowohl dagife Myostatinallein als
auch die Proformals Uber DisulfidBrickenverbundene Dimere vor (s. Abb. ). Zur Aktivierung

von Myostatinmuss das Propeptid -drminal zu Aspartat 76 durch Mitglieder der BMIF olloid
Metalloproteinasen gespalten werdef (s. Abb. 9 c)Dies fiihrt dann zur Dissoziation des latenten
Kamplexes undzur Freisetzung des aktiven-t€minalen Dimers, welches im Folgenden als
Myostdin bezeichnet wird (s. Abb. 9.c

v v °
—— e ——
d

Abbildung9: ProteolytischeProzessierung von Myostati(nach Le€?)

Myostatin wird in einer Vorlauferform synthetisiert, die zwei proteolytischen Prozessierungen unterl{@jtim ersten
Schritt wird die Nerminale Signalsequenthellblau) abgespalten, danach das-t@minale Fragment, welches die
rezeptorbindende Aktivitat besit{gelb) (B) Nach der proteolytischen Prozessierung bleiben das Propeptid (blau) und das
Disulfidverbundene @erminale Dimer (gelb) nicHtovalent in eiem latenten Komplex gebunden. {B Die Aktivierung

des latenten Komplexes erfolgt durch Spaltung des PropeptidshdMitglieder der BIP-L/Tolloid Metalloproteinasen.
Diesfuhrt zur Dissziation des latenten Komplexes.
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Myostatin wird hauptsachlich als ungespaltenes Promyostatin im Skelettmuskel sekretiert. Im
Anschluss wird es mit Hilfe von LTBRBnd kovalenter Bindng an die gtrazellulare Matrix im
Skelettmuskel gehalteff. Im Gegensatz dazu liegt Myostatin im Serum schon in latenter Form durch
Bindung an sein Propeptid véf8®. Es wurde auch gezeigt, dass die Myostatin Prodoméane die
Rezeptorbindung und Aktivierung von Myostatin hemifit>86, Desweiteren fiihrt eine transgene
Uberexpression der Prodie in der Maus zu einer Phanokopie des konstitutikeockouts*69,

Neben dem Propeptid liegMyostatin im Serum und derSkelettmuskulaturim Komplex mit
mehreren Proteinen vor, die seine Aktivierung, Sekretion oder Rezeptorbinidinigeren 8. Zu
diesen Proteinen gehoren Follistafify FST3 8, GASH 88, T-cap® und hSGT°. Transgene Mause,
die humanes Follistatin Uberexprimiereph&nokopieren ebenfalls den konstitutiven Myostatin
knockout ®, wahrend der Veudst von Follistatin zu perinatalem Tod und einer reduzierten
Muskelmasse bei der Geburt fllft(s. Abb. 7 EE).

Die Regulierung von Myostatin kann auch durch Aktivierung oder Repression des Myostatin
Promoters stattfinden. So wird die Transaktivierung von Myostatin durch den akginiert
GlukokortikoidRezeptor®? und MEF22 im Menschen und durch Myof5° und Myf5 inMaus und

Kuh stimuliert. Neugre Studien zeigen, dass auch B2Xund Smad2;3 und -4 die Myostatin
Expression direkt stimulieren konnéh Desveiteren enthalt der Myostatin Promoter eine putative
tt! wi: dzy R b C*® Eine UntefdRigkang 8et NlySstatin Expression wird dufiehmiRNAs
miR208a°%, miR27a% und miR499% ermdglicht.

2.3.2 Signaltransduktion von Myostatin

Samtliche Mitglieder der TGF ClF YAt AS 0AYRSY |heferom&eSetdrhgechid o dzy RSy
KinaseRezeptoren die aus zwei Typ 1 und zwei Typ 2 Rezeptoren besteharalle von Myostatin
bindet das aktive @erminale MyostatinDimer zuerst an dem\ktivin Rezeptomyp 1B ActRIIB,
welcher dann entweder mit dem Typ | Rezeptor ALK4 oder ALK5 heterodiméfis{srtAbb. 1Q)
Das @erminale Dimer bindet auch, jedoch mit einer niedrigeren Affinith den ActRIIRezeptor

Die Aktivierung der Rezeptoren fuhrtrzliransphosphorylierungles Typ | Rezeptorsn der
intracytoplasmatischen Doméanend gimuliert dadurch desserserin/Thr@nin-Kinase Aktivitat?,
Neben Myostatin kénnen auch Aktiviaund GDH1 an den ActRIIBinden. Es wurde gezeigt, dass
eine transgene Uberexprs®n einer dominanhegativen Form des ActR]I8er die Kinas®omane
fehlt, zu einer dem Myostatitknockoutéhnlichen Hypermuskularitat fuhff. AuBerdem wurde die
Spezifitat zum Rezeptorucch CrosslinkingStudienmit transient Uberexprimierten Rezeptoren in
Zelllinien, die den Rezeptor nicht exprimierempd Radiorezeptor Assays bestatigfti?. Der
aktivierte Typ | Rezeptor (im Falle von Myostatin ALK4 oder AtliSphoryliert und aktiviert dann
die regulatorischenBadsSmad@ und 3%1% (s. Abb. 10)Smads sind Transkriptionsfaktoren, die fir
die Signaltransduktion von T&R.iganden in den Zellkern verantwortlich sind. Dabei oligomerisieren
Smad2 und 3mit dem CeSmad Sma#l transbzieren zum Zellkern und regulieren dort die
Genexpressiolgs. Abb. 10)Obwohl Smasl selbst eine intrinsischeNAbindende Aktivitat besitzen,
konnen sie auch mit DNindenden Kofaktoren wie p300, TGIFSki und Evi assoziierent®.
Desweiteen kdnnen inhibitorische SMADs, im Falle von Myostatin Smad7den aktivierten
Rezeptor bindnund dadurch die Bindung unck#vierung derregulatorischen SMADs verhindefy
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105 |-SMADs konkurrieren auBerdem mit -SMADs um die Interakin mit den regulatorischen
Smad und verhindern dadurch die Ausbildung des zur Signaltransduktion notwen&iged

Komplexes1%. Die Myostatin Signaltransduktion wird auRerdem durch Smurfihe eSMAD

spezifische E3 Ubiquitin Ligase, geherffths. Abb. 1Q)

Inaktives Myostatin liegt im Serum
oder lokal an FLRG, GAEFhSGT,
T-Cap, Fdistatin oder sein
\' Propeptid gebunden vor. Das aktive
Myostatin Dimer bindet an den
Aktivin  Rezeptor 1l  (ActRIIB),
welcher dann den Typ | Rezeptor
Cytoplasm (ALK4 oder ALK5) rekrutiert und
transphosphoryliert. Dies flhrt zur
Aktivierung von Smad2 und Smad3.
ACtRIB  ALK4/ALKS . Smad? Diese abomerisieren mit Smad4,
T Smurft translozieren in den Zellkern und
regulieren die  Genexpression.
Dieser Signalweg wird durch Smad7
und Smurfl gehemmt.

Target gene

Current Opinion in Pharmacology

Abbildung10: Signaltransduktion von Myostatin (nach Jouligkaza et alé’)

In den letzten Jahren wurden mehrere neue Zielmolekile von Myostatin entdeckt. Dabei ist jedoch in
der Mehrzahl der Falle der Mechanismus noch nicht identifiziert. 3dyigstatinin vitroin der Lage,

die Proteinkinae B/Akt sowie mTor zu inhibieré?¥!'% Desweiteren scheint der MAPK Signalweg in
die wachstumshemmenden Effekte von Myostatin involviert zu Séit*,

AulRerdem wurde gezeigt, dass Myostatin die Proliferation von Myoblasten und Satellitenzellen
durch Hochregulatin von p21'*°* und Hemmung von CDK2, Rb uiht4 inhibiert'5118 Dies fiihrt

zu einer Hemmung des Ubergangs von der G1 & S$Phase des Zellzyklu®ie myogene
Differenzerung wird von Myostatin durch Heruntegulation verschiedener myogener Regulatoren
wie MyoD, Myogenin und Myf5 erreicht®!?!, Dies koénnte die Hyperplasie im konstitutiven
Myostatinknockouterklaren.
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2.3.3 Inhibierung von Myostatin zu therapeutischen Zwecken

Wie zuvor aufgefuhrt verursachtdie Deletion von Myostatin eine dramatischdypertrophie und
Hyperplasie (s..2). Dabei sind individuelle Muskettes konstitutiverknockouts200-260% grél3er als

in Wildtypen %* (s. Abb. 7 B, C)AuRerdem ist die Regeneration der Skelettmuskulatur im
konstitutiven Myostatinknockoutnach Schadigung verbesséft!?. Im Gegensatz dazu fiihrt eine
Uberexpression bzw. die systemische Gabe von Myostatin direkt zu Muskelscf60i8 Dies
Ergebnissduhrten dazu, dass die pharmakologische Inhibierung von Myostatin fur die Behandlung
von Muskelschwund und Sarkopenie interessant wuféle

Muskelschwundritt nicht nur in einer Vielzd von Dystrophien aufsondern auch nach Immobilitat
und chronischen Erkrankungen wieNiereninsuffizienz, Tumefachexie und AIDS%.
Interessanterweise wurde eine Hochregulation von Myostatin in Muskeln von Patienten, die langere
Zeit bettlagerig waren, in AlEatienten mit Muskelschwund, Kache®atienten und nach
Niereninsuffizienz, detektierté'?212% Eine Hemmung von Myostatin inhibiert auch die Entstehung
von  Muskelatrophie in einem Mausmodell fiir Krefschexie 3 und verbessert die
Muskelregeneration durch Aktivierung von Satellitenzeft€n AuBerdemwurde gezeigt, dass die
Inhibierung der MyostatinSignaltransduktion die Skelettmuskelpathologie sowie die funktionelle
Kapazitat im Diaphragmavon mdx Mausen, einem Modell fir Duchenne Muskeldystrophie
verbessert!?51321% Die Hemmung von Myositin reduziert auchdie Fibrose in mdx Mausededoch
wurden klassische Zeichen einer andauernden Degeneration und Regengraimnzentrale
Zellkerne immer noch gefundenL y | 2 Y & (-Satkagiykarn®rdckouts einem Modell fur
Gliedergurteldystrophie verbesserte der Verlust der Myostatin Aktivitat die Muskelmasse,
Regeneration und Fibrose, jedoch leider nicht in alten MadgerMomentan wird unter anderem
die Gabe eines loslichen ActRIIB Fragmentes untersDadgesscheint zumindest die Muskelmasse
in einem Gliedergurteldystrophi®lodell zu erhohert*®. Auch verhindert die Hemmung des ActRIIB
Weges die Entwicklung von Muskelschwund in verschiedenen Tumorméatfidéh Ein anderer
Ansatzpunkt ist die gentherapeutische Ada&fmittelte Gabe eines Myostatin Propeptiéf&i* die
Elektroporation mit Myostatin shRNA® und die Gabe von siRNaltigen Nanopaikeln 146 Die
Verwendung eines neutralisierenden Antikdrpers (M)29) wurde nach Phasdél eingestellt
(www.clinicaltrials.govNCT00104078 Im Gegensatzzu den obigen Ergelssen konnte die
Inhibierung von Myostatin im Mausmodell einer Lamidgfizienten kongenitalen Muskeldystrophie,
einersehr schweren und lethalen Dystrophdke Muskelpathologienicht verbesserrund fiihrt sogar

zu einer gesteigerten postnatalen Lethalit&t Passend dazu zeigten Amthor et al., dass die Muskeln
von konstitutiven Myostatirknockoutszwar groRRer, aber schwacher sind als die der Kontréffen

Da die Deletion von Myostatin auch zu einer verringerten Fettmasse fiiffif scheint eine
Inhibierung auch im Hinblick auf Adipositas und Typ Il Diabetesessant. Dabei zeigen erste
Studien, dass eine Hemmung von Myostatin die Entstehung von Adipositas verhindern und die
Insulinsensitivitat und Glukosetoleranz verbessern K4miis3,

Momentan werden 15 klinische Studien zur Inhibierung von Myostatin im Menschen ihllder
Datenbank \(ww.clinicaltrials.goyaufgefihrt.



http://www.clinicaltrials.gov/
http://clinicaltrials.gov/show/NCT00104078
http://www.clinicaltrials.gov/

Einleitung

2.3.4 Die gewebsspezfische Funktion von Myostatin im Herzen

Myostatin ist hauptsachlich im Skelettmuskel exprimiert, jedoch auch zu einem geringeren Anteil im
Herz® und Fettgewebé“. Die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von Myostatin
im Herzersind jedochim Gegensatz zur Skelettmuskulatur, noch kaum untersucht.

Myostatin wird im Herzen hauptsachlich in Purkiffsern und Kardiomyozyten und zu einem
geringeren Anteil auch ider glatten Muskulatur der Koronarateri@xprimiert’. Dabei exprimieren
fetale Kardiomyozyten (E18) sehr wenig Myaist. Die Expression steigt jedoch dramatisch bis zum
postnatalen Tag 10 an und fallt danach wieder*dbSomit ist die Myostatin Expression negativ mit
dem Kardiomyozyteiroliferationsindex korreliertinnerhalb des Myokardst Myostatin im linken
Ventrikel sechsmditherexprimiertals imrechten Ventrikel*.

Interessanterweise wird Myostatin nach verschiedenen pathologischen Bedingungen im Herzen wie
Herzinfarkten in Schafeff, nach verschiedenen Arten der Herzinsuffizienz in Ratten und Patienten
156159 oder mechanischer Dehnunf® Uber einen Zeitraum von bis zu 30 Tagen hochreguliert.
AuRerdem handelt es sich bei Myostatin um eines der am starksten hochregulierten Gene in Herzen
von herzspezifischen Akt Uberexpressionsmausen, einem Modell fiir physiologische Hypetffophie
Myostatin wird ebenfalls nach Kardiomyozyten Stré&s kongenitalen Herzerkrankungéf und
chronischer alkoholischer Kardiomyopathtéaktiviert. Dieskonnte auf eine Funktion von Myostatin

in der Begrenzung des kompetsrischen Herzwachstums deuten.

Umdie physiolgoische und pathophysiologische Funktion von Myostatin im Herzen zu identifizieren,
wurde hauptsachlich der konstitutive Myostatknockoutverwendet. Uberraschenderweise sind die
Ergebnisse sehr unterschiai. So beobachteten zwei Studien keinerlei Effekt auf die Hypertrophie
oder Herzfunktion in acht Wochéf® und zwei Jahré®® alten konstitutivenknockoutslm Gegensatz

dazu zeigten zwei andere Publikaten in sieber®” und 13 Monate'®® alten konstitutiven Myostatin
knockoutseine reduzierte Ejektionsfraktiondie Entwicklung einer exentrischen Hypertrophisowie
Anzeichen einer dilatativen Kardiomyopathidufgrund des wegen der stark gesteigerten
Muskelmassegrhohten Képergewichtsbezogen sie das Herzgewicht auf die Schwanzlédnge tber
einen Zeitraum von 800 Tagen und beschrieben die Entstehung der Hypertrophie nach 100 Tagen.
Artaza et all®® berichtete ebenfalls von einem erhéhten Herzgewicht in konstitutiven Myostatin
knockouts jedoch in sieben Wochen alten Mausen und ohne Beeintréachtigung der Herzfuribigon.
einzige herzspezifische Deletion wurde von Heineke ét°aeneriert. Dabei wurde Myostatin in der
frihen Herzentwicklung unter der Kontrolle eines Nkx2r& Transgens deletiert. Diese Mause
entwickeltenkeine Hypertrophie und zeigten keine Beeintrachtigung der basalen Herzfunktion.

In Mausen, in denen Myostatin im Herz&f beziehungsweise im Herzamd Skelettmusket®16®
Uberexprimiert wird ist sowohldie Herzmasse als auch die Kardiomyozyten Pratifer reduziert.
Desweiteren wurde keine funktionelle Beeintrachtigung beobachtet.

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

Im Gegensatz zu Myostatin ist K&Feiner derwichtigstenpositiven Regulatorendes Muskel und
Knochemvachstums'’®. Desweiteren ist IGE fir die Entwicklung des zentralen Nervensystems und
der Reproduktionsorgane wichtigor tber 50 Jahren wurde I@Rals Zielmolekdl und Vermittler der
Wirkung von Wachstumshormon Gergwth hormoné identifiziert und zuerst Sulfatierungsfaktor
172 gpater dann Somatomedin C genannt Jahre spater wurde ein Serumfaktor mit einer
insulinartigen Aktivitat identifiziert, der spater als insulindhnlicher Wachstumsfaktorl IGF
klassifiziert wurde nd sich als identisch zu Somatomedin C herausstéfité’.

Die elementag Funktion von IGE wurdeanhand verschiedener Mausmodelle untermauert. Dabei
fuhrt die konsttutive Deletion vonlgf-1 zu einer 50%en Reduktion des Geburtsgewichtés Abb.
11 A) wobei einigeMausedirekt nach der Geburt sterben. Digerlebenden adulten M&use sind
70% kleine, unfruchtbar undzeigen eine deutliche Unterentwicklung der Skelettmuskulanat der
Lungen(s. Abb. 11 A)®18! Dijes weist Aalogien zum konstitutivetgf-1r knockoutauf. Die Deletion
deslgf-1r flihrt zu einem 55% reduzierten Geburtsgewialnid Hypoplasie der Muskeln. Dadurch ist
die Muskelkraft nicht ausiehend um die Lungen aufzupumpemnodurch die Mause kurz nach der
Geburt sterben'’®®, Der IGFL Mangel fihrtauchin Patienten zu schweren Wachstumsnd
Entwicklungsverzogerungetf2. Entgegen der frihen Somatomeelitypothese verursacht eine
leberspezifische Deletion, dieu einer Reduktion des Sertigf-1 um 80% fiihrtkeine Wachstums
und Entwicklungdefizite sowie kein@erinataleLethalitat!®3 Dies spricht dafir, dass das hepatisch
IGF1 nicht fur Wachstumund Entwicklungverantwortlich ist.In Analogie zur Hypmphie und
Hypoplasie nach Deletion vagf-1 fiihrt dessenUberexpressiorzu einem30%gen Anstieg des
Korpergewichtsind einer Hypertrophie der Skelettmuskulaté§**es,

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

Forelimb Forelimb

Hindlimb

Abbildung11: IGF1 ein Hauptregulator des Muskelind Knochenwachstums

(A) Darstellung eines Paares von 6 Tage und 2 Monate alten GeschwisternWiltizp, i/l; konstitutivelgf-1 Mutanten
179 (B) Gehautete Vorderund Hinterlauf Muskulatur von 6 Monate alten WildtypéB) und muskelspezifischevgf
Uiberexprimierenden Mausen (.
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Daslgf-1 (insulinlike growth factor) Genist relativ grof3 (grof3er als 70kb) und besteht aus 6 Exons,
die von 5 Introns unterteilt werden(s. Abb. 12)!° In Exon 1 und Exon 2ind mehrere
Transkriptionsstartstelleenthalten Exon 3 und 4 kodren fur das reife IGE Peptid, wahrend Exon

5 und 6alternativ gespleiRtwerden konnent®s, Dabeientstehtdurch SpleiRen von Exon 4 zu Exon 6
systemischeslgf-1 oder Igf-l1Eq welches die Hauptform darstellt und in der Leber und im
Skelettmuskel produziert wirds. Abb. 12) Desweiteren estieren im Menschen noch digfl-EB

und Igfl-EC (oder MGFnechano growth factgrisoform.In der Mausexisitieren nur systemisches
Igf-1 und Mgf. Dabei entstehiMgf durch Splei3en von Exon 4 zu Exon 5 und EXen/Abb. 12)Den
Namen verdanktMgf seiner Hochregulation nach mechanischem Uberdehné#t®s. Mgf wird
hauptséchlich in der Skeletund Herzmuskulatur exprimietind wird umein Vielfaches geringer
exprimiert im Vergleich zu systemischegf1 1941° Im Gegensatz zu MGF wird systemischesliGF
auRerdemglykolysiert'%. Dies schiitzt vor Proteolyse und erhéht dadurch die Halbwertszeit des
sygemischen IGAs.Desweiteren wirdMGF auch nicht sekretiert und scheint nur lokal zu wirkén
Eine &elettmuskelspzifische Uberexpression voNgf steigert jedoch Muskelwachstum und
Differenzerung, verhindert Muskelatrophie und verbessert die Regeneration nach Verletzifagen
Abb. 11 B, C)Dabei ist MGFin die Aktivierung, Mobilisierung und Differenzierung von
Satellitenzellen, welche eine wichtige Rolle in der Muskelregeneration spiel@tvigrt 18919

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

.. GH |IGF-IEa (systemic)

[~ 1+ s

IGF-IEb

Abbildung12: Alternatives Spleien dekgyf-1 Gens(nach Goldspink®)

Das humandGF1 Gen besteht aus sechs Examgl kann alternativ gesplei3t werdeabei entstehen systemisch&SF1
(IGF1Ea),IGF1EB undvGFE In der Maus existieremur systemischesgf-1 und Mgf. SystemischelGF1 entsteht durch
SpleilRen von Exon 4 zu Exon 6 und windch Hormone, unter anderem da¥achsumshormon GH hochregulierMGF
entsteht durch SpleiRen von Exon 4 zu Exon 5 und Exon Gvindddurch mechanische Dehnung oder Zellschadigung
aktiviert. Die Funktion deiGF1Eb Isoform ist nicht bekannt.

Die zwei alternativen Spleil3varienten werden in zwei-1G¥orlauferpeptide translatiert. Diese
produzieren nach @sttranslationaler Spaltun daselbe reife IGR Peptid sowie verschiedene E
Peptide. Das reiféGF1ist ein 7,5 kDa grol3es Polypeptid uehort zur InsulinfamilieDabei sindlie
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Aminosauren von IGF und Praasulin 50% homolod®™. Die insulirdhnlichen Wachstumsfaktoren
(insulinlike growth factor) IGFL und IGR2 sind einkettige Polypeptide mit einer ahnlichen
Sekdzy’ RN N& (i NHz] GHkN@sond drei BiswiBdbriickerfs. Abb. 13 A, G Das reife IGH
Peptid besteht aus A, B, thd D DomanenDabei unterscheidet sich die Aminosduresequenz des
reifen Peptids durch eine Retention des C Peptids, eine kurze VerlangerungkedteAund das
Vorhandensein von variablen-t€rminalen EPeptiden vom Insulin(s. Abb. 13 A, Bj%2 Die
hepatischelG~1 Synthese wirchauptséchlichdurch das Wachstumshmon GH,aber auch von
Thyroxin, Kortisol, Ostradiol und Testostetamtrolliert 203204,
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Abbildung13: Strukturvergleich vonGF1 und Insulin

(A-B) Aminosauresequenz von IGF(A) und humanem Insulin XBinter Verwendung eines EBuchstaberCodesnach
Rinderknecht und Humblé’6, Die grau hiterlegten Aminoséauren sind in IdFund humanem Insulin identisch.
Unterstrichene Aminoséuren zeigen Reste, die inl@GIRd nichthumanem Insulindentischsind. (GD) Dreidimensionale

Struktur von IGA und IGHR (C) sowie Insulin und InsdRezeptor D) durch Rdntgenkristallographie nach Meyts und
Whittaker205,

IGF1 wird in verschiedenen Gewebewie Leber, Skelettmuskel, Knochen, Herz, Niere, Ovarien,
Testis, Pankreassehirnund Lungesynthetisiert?®s. Dabei stammen 80% des sekretierten {G&us
der Leber!® IGF1 ist ein endokrines Polypeptidhormon, wobeisdextrahepatiche IGR auch
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autokrin und parakrirwirkt 2°7. Die Synthese wird nach Verletzung&#°°, mechanischer Dehnung
192210 sowie Training! verstarkt . Dabei stimuli¢ IGF1 die Differenzierung?'#2*4und Proliferation

und verandert die Transkription und Translation von Faktoren, die fir das Wachstum oder die
Differenzierung von Muskeln verantwortlich sifid?!6, So hemmt IGE Myogenin und moduliert die
Expression von MyoD, MEF2 und p21 zur Kontrolle der Differenziétfity Desweiteren hemmt
IGF1 die Expression von Atroginund MuRH, zwei E3Jbiquitin-Ligaserf®, die in die Entstehung

von Atrophie involviert sind.

Die Halbwertszeit von IGFund die Interaktion mit dem IGER wird durch me Familie von sechs
hochaffinensekretorischerlGF bindenden Proteinen (IGFB®Xkowie mehreren IGFBP verwandten
Proteinenreguliert?2°22%, 999% desirkulierendenGF1sliegen im Komplex mit IGFBPs vor, wobei 75
80% an IGFBP3 gebunden stAd?. Der GF1-IGFBP3 Komplex bindet an ein drittes Protein ALS
(acid labile subunit)Dies verlangert die Halbwertszeit von {GRuf 16 Stunden im Gegensatz zu 15
Minuten bei freiem IGH 207224225 AuRerdemist dieserKomplex nicht membrang&@ig und kann den
IGF1R nicht aktiviererf®2 Die Freisetzung des I@Faus dem ternaren Komplexfelgt mit Hilfe
einer Protease, wodurch IGF dann an denlGF1R binden und die Signaltransdiidnskette
aktivieren kann (s..2.1).

2.4.1 Signaltransduktion von IGF1

Die Wirkung von IGE wird hauptsachlich durch Bindung an den Typ | IGF Rez€@64R

vermittelt 226, IGF2 und Insulin kdnnen auch an den {GRezeptor binden, jedoch mit 6nd 106

fach niedrigerer Affinitat?’. Der IGFL Rezeptor iseine heterotetramere RezepteFyrosinkinaseus

zwei membk Yy RdzND K & LI yWWUISINBSAYVY KSA 1Sy dzy RyUSSBA Y KENE B § tbf
Untereinheiten enthalten die cysteinreichen Bindungsstellen fur IGE und sind durch
Disulfidbriicken verbunden5 S& 6 SA G SNByY a A y-Rizy R-Briefeidticiey ebénfagy b
Disulfidbindungen vorhandeft®. 5 A SUntereinheiten bestehen aus einer Transmembrandomane,

einer ATFBindestelle und einer TyrosinkinaBemane, die fir die Signaltransduktion essentiel{sst

Abb. 13 C)In Zellen, in denen sowohl der Insulids auch der IGE Rezeptor exprimiert wird,

konnen die Prorezeptoren Heterand Homodimere bilden, wodurch d&F1R Hybride sowie die

klassischen Rezeptoren entsteh®&Pi?>%, Diese Hybridrezeptoren binden sowohl Insulin als auch IGF
1 232.

Die Bindung von IGE fiihrt zu einer konformationellen Anderung des {GRezeptors undaktiviert
dessen intrinische Tgsinkinase Die dadurch induziertéhutophosphorylierung deintrazellularen
Tyrosinrestefiuihrt zur Phosphorylierungerschiedenerzytoplasmatischer Adaptorproteineunter
anderem deslinsulin Rezeptor Substrates (IR®wie der SH®roteine §c homolgy 2 domain
containing protein 292233 Dabei reguliert IRS hauptsachlich das somatische Zellwachstum und ist
fur die Wirkung von IGE auf die Skelénuskulatur und das Fettgewebe verantwortliéf2®,
wahrend IR hauptsachlich die Insulin Signaltransduktion vermittelt daddie IGFL Aktivitat in

der Leber, im Gehirn und im Pankreas zustanditjist

Die Mehrzahl der biologischen Effekte von -IGRuf das Zellwachstum, diBifferenzierung
Proliferationund das Uberlebewird durch die IGAR Signaltransduktionskaskade vermittéft Die
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IGF1 Signaltransduktion wirdabei Giber denPI3kSignalveg sowie én RASRAFMAPKSignalweg
vermittelt 237238 (s, Abb. 14, 15)

Im PI3KSignalwegrekrutiert und aktiviert phosphoryliertes IR8e PhosphatidylinositeB-Kinase

(PIBK uber die zwei SHRoméanen der regulatorischep85 Untereinheit der PI3Kwodurch
membranassoziierte phosphorylierte Inositole synthetisiert werd@h Diese rekrutieren und
aktivieren die Phosphoinositehbhéngige Kinase PDK, welche fiir die Phosphorylierung und
Aktivierung anderer Kinasen, wie AKilind p70RSK verantwortlich ist 2241 Dije AKT
Phosphorylierung steigert die Proteinsligse durch Aktivierung von mTOBd p70S6K und
vermittelt die antiapoptoischeWirkung von IGFL durch Plosphorylierung und Inaktivierungon
proapoptotischen Initiatioren wieBADsowie von Effektorproteinen wie Kaspas&i Somit wird

Uber den PI3KSignalweg eine Vielzahl der Effekte von K&F wie de Stimulierung des
Glukosetransports, die Glykogensynthese, Proteinsynthese, Mitogenese, Hemmung der Apoptose
und Regulierung der Gentranskription vermittéf. Desweiteren reduziert IGE Uber die PI3K
Signalkaskade auch die proteasomale Degradati@fllhemmt tUber den PIZKKTFFOXO-Weg die
Transkription der E®biquitin-Ligasen MuRE und Atroginl und verlindert dadurch die Entstehung

einer Muskelatrophie?*#246, Dalei flihrt die Aktivierung von AKZu einer Phosphorylierung des
Transkriptionsfaldrs FOXO, wodurch FOXO aus dem Zellkern ins Zytoplasma relokalisiert. Dadurch
kann die Genexpression der -BBiquitinLigasen MuRE und AtrogerAl nicht mehr induziert
werden?4,
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Abbildung14: Regulierung der Muskelmasse durch den {GBignalweg (hach Hanaoka et &)

Die Bindung von IGFan den IGR Rezeptor aktiviert den PI3KKTFSignalweg und flhrt dadah zur Phgshorylierung von
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AuRRerdem ist dr RASRAFMAPKWedfir eine Vielzhl der mitogenen und transkriptionellen Effekte
von IGFL verantwortlich. Im ersten Schritt erfolgt die  Rekrutierungdes
Guaninnukleotidaustauschfaktors S@8 IRSL tiber die SB Domane des Adatproproteins GRE®,

Dies aktiviert das ®rotein RASwelches daraufhin dieserinkinaseRAFund die ERKKaskade
aktiviert, wocurch die Zellproliferation aktiviert wird*®, Die IGFLR Aktivierung ist auch in die
Stimulierung der Jun Kinasen JNK1 und JRtKZowie der p38 MAP Kinas&®®! involviert.
Zielmolekile des MAPWeges sind unter anderem die ribosomale S6 Kinase, MAPKAP,
Phospholipase A2 und verschiedene Transkriptionsfaktérgn. Abb. 15)
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Abbildung15: Schematische Darstellung des KESignalweges (nadBok und Smak®3)

Die Bindung von IGF an den IGHR aktiviert sowohl dien PI3Kds auch den RABIAPKSignalwegDie Aktivierung der
PI3KAKTSignaltransduktiorfuihrt unter anderemzu einem Anstieg der antiapoptotischen Faktoren BCL2 uneXBClie

Aktivierung des RABAPKWegesinduziertmitogene Transkriptionsfaktoren und verursacht dadurch die Wirkung von IGF
1 auf die Proliferation.

Nach der Ligandenbindung und Aktivierung witet IGFLR durch endozytotischimternalisierung
runterreguliert 2% Eine chronische Aktivierung wird desweiteren durch Markierung voi IRSn
proteasomalen Abbau durch die S6K und AK#°°reguliert.
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2.4.2 Die gewebsspezifische Funktion von IGF -1 im Herzen

Physiologische Hypertrophie des Herzens ist mit einer Aktiviedesy IGF/PI3kSgnalweges
assoziiert (s. Abb.)5So ist IGE im Herzen von professionellen Athletétf und im Serum von
Menschen und Tieren nach Sport erh@Mt?°. AuRerdem ist die Expssion von IGE im Herzerzu
Beginn einer Vielzahl an Erkrankungen wie hypertropher Kardiomyopathiehypertensiver
Kardiomyopahie 261252 und ischamischer Kardiomyopathi® erhéht. Deshalb wird vermutet, dass
IGF1 in das Remodeling des Herzens involviert istDesweiteren steigern niedrige IGH
Konzentrationenin Patienten das Risiko einer Herzerkrankung und korrelienégneiner héheren
Mortalitat 264279, Patienten dé unter dem LarofByndrom, eirdurch GHinsensitivitat verursachter

IGF1 Mangel leiden, sterben friher, haben kleinere Herzen und eine verschlechterte Kontraktilitéat
271,272

In vitro verursachtIGF1 durch Aktivierung defTranskription und Traslation muskelspezifischer
Gene Hypertrophie 23?74, Desweiterenfihrt die Gabe von IGE in Mausen und Ratteau einer
Hypertrophie des Herzens sowie eingesteigerte Proteinsynthesé’®?’® und verringert die
Entstehung von Apoptose und Nekrose nach einer induzierten Ischamie des Héfz€hs
AuRerdemverbessert die IGE Gabe auch den Glukesend Proteinmetabolismus und verhindert
die Entwicklung einer diabetischen KardiomyopatfféL.

NTg IGF1R NTg IGF1R

Nihd

Abbildung16: morphologische Analyseon transgenengf-1r Giberexprimierenden Mausen (nach McMullen et &9

Morphologische Analyse von ndransgenen Kontrollen (NTg) urldf-1r Gberexprimierenden Mausen (IGR) im Alter von
3 Monaten. Mafstab: 1mm.

Der Einfliss einer Uberexpression volgf-1 auf die Herzfunktion wurde anhand mehrerer
Mausmodelle untersuchtReiss et al. generierte transgene Mause, in denen das hurt@Rg in
Kardiomyozyten unter der Kontrolle des aMyR@moters Uberexprimiert wurdé®, Diese Mause
hatten gré3ere Herzen aufgrund von Hyperplasie und keinerlei Beelmitgéing der Herzfunktionnl
einem zweiten Modell wurddgf-1 im Herzen und der Skelettmuskulatur mit Hilfe dastal
Promoters Uberexprimiert®®. Diese Mause zeigten eine physiologische Hypertrophie des Herzens
sowie eine verbessegtsystolische Funktion bis zu einem Alter von 10 Wochen. Diese verschlechterte
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sich jedoch im Alter von 52 Wochen und die Méuse entwickelten eine pathologische Hypertrophie.
Desweiteren ist eine Kardiomyozytspezifische Uberexpression volgf-1 antiapopbtisch 2%,
wahrend dieheterozygotekonstitutive Deletion vorigf-1 eine verstéarkte Apoptose nach induziertem
Herzinfarkt zeigt®. Eine Kardiomyozytespezifische Uberexpression des humanen-1G¥ezeptors
fuhrte ebenfalls zu einer physiologischen Hypertrophie und verbesserten systolischen Funktion,
sogar in alten Mausen®®? Der Beweis, dass die physiokdie Hypertrophie tber die
Phosphatidylinosite8 Kinase (PI13K) vermittelt wird, konnte mit Hilfe von transgenen Mausen mit
einer gesteigerten oder verringerten PI3K Aktivitat erbracht werdéie,

Somit fuhrt die Aktivierung des |GFPI3KSignalwegesunter basalen Bedingungen zu einer
konservierten oder verbesserten Herzfunktié#2%3287, Die Ulerexpression von IGE bzw. PI&
verbesset jedoch auch die Herzfunktion undie Entwicklung einer Apoptoseder Fibrosenach
verschiedenen induzierten Erkrankungen wie dilatativer Kardiomyop&t#t€®, dekompensierte
exzentrische Hypertrophie?®!, diabetische Kardomyopathie?®2, Herzinfarkt?%3, linksventrikularer
Hyperbnie, Diabetesnduzierter Herzdysfunktiort®, pathologischer Hypertrophi€®® oder der
altersbedingt® Verschlechterung der Herzfunktior?®>. Dies wird einerseits durch die
antiapoptotischke Wirkung von AK#¢2% andererseits durch die Hemmung von Signalmolekulen, die
pathologische Hypertrophie induzierefl® gewahrleistet. Desweiteren wirkt IGE positiv inotrop
290299 antifibrotisch und verhindert sogar die Entstehung von reaktiven Sauerstaffepé®. Die
Gabe von IGE auf isolierte Kardiomyozyten von Herzinsuffizi@iiermodellen oder Patienten
verbessert deren Kontraktilitg13%2, vermutlich aufgrund einer verbesserten QafgiMobilisierung
803305 50 verhindert die Verwendung von-Typ @lciumkanalblockern oder PHg@hibitoren den
positiven inotropen Effekt von IGF 3%, In Analogie dazu wurde eine Verschlechterung der
Kontraktilitat des Herzenia leberspezfischetyf-1 knockoutsheobachtet3?”,

AuRerdemscheint die MGF Isoform in die Regeneration involviert zu Sairwird dieMgf Expression

im Herzen direkt nach ear Schadigung wie beispielsweise Herzinfarlgemk hocheguliert®®®. Die
Behandlung mit MGF verbessert die Eehksfraktion und verringert die Narbenbildung nach
Herzinfarkten3°%31, AuRerdemfuihrt die transgeneUberexpression voMgf in Kardiomyozyten zu
einer leichten Hypertrophie sowie einer verbesserten Regeneration mit nur minimaler
Narbenbildungund verbesserter Kontraktilitatach Herzinfarkt und Cardiotoxinjektion311312,

IGF1 beeinflusst auRerdendie Vasodilation derKoronargefal3e. So kann der GFSignalweg die

Expression von VEGF und Angiopoigti?3'4induzieren sowie die Freisetzung von NO verursachen
315

Offensichtlich ist IGE ein wichtiger Uberlebensfaktanit pleiotropen Funktionenm HerzenlGF1
besitzt eine antiapoptotische, antifibrotische, positiv inotrope, vasodilatorisch@oangiogene
Wirkung, induziert physiologische Hypertrophiand stimuliert die RegenerationTrotz dieser
positiven Effekte auf die Herzfunktion fuhrt einakontrollierte Aktivierung des IGFPI3K Weges zu
unkontrolliertem Zellwachstum und damit Krebs.
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2.5 Bekannte Interaktionen von Myostatin und IGF -1

Myostatin und IGR sind zwei gegensatzliche Hauptregulatoren des Muskelwachstums. So fuhrt die
Hemmurg von Myostatin zu Muskelhypertrophie undHyperplasie >*%8 wohingegen die
Uberexpression voigf-1 Hypertrophie verursacht®’. Dies legte die Vermutung nahe, dass sich die
dgnalwege dieser beiden Hauptregulatoren kreuziknder Mehrzahl der Publikationen, die dieser
Frage auf den Grund gingen, wurdies in der Skelettmuskulatur bzw. in Myoblasten untersucht.

So zeigten McFarlane et al., dass Myostatin Kachexie durchiefltiy des UbiquitifProtea®mm-
Systems lber FOXO1 induziert und damit diekWig von IGR auf den PI3AKTSignalweg
antagonisiert'?®, Eine Stimulierung von C2C12 Zellen mit Myostatin hemmte die Phosignong
der IGFL Zielmolekile AKTind FOXOXs. Abb. 17?4 Dies fuhre zu einer Hochregulation der
Atrophie-induzierenden GeneMurf-1 und Atroginl (s. Abb. 17) Desweiteren wurde von
Trendelenburg et al. ebenfalls in C2C12 Zellen der Beweis bthidass die Inhibierung von AKT
durch Myostatinauch die Proteinsynthese tUber mTQRd die p70S6 Kinase fibiert und durch
Zugabe von IGE reversibel ist(s. Abb. 17)!!% Jedoch wurdedie von McFarlane beaithtete
Hochreguluation vorMurf-1 und Atroginl in dieser Studie nicht beobachtdh Ubereinstimmung
mit den in vitro Daten wurde auch eine verstarkte AKPhosphorylierung in Muskeln von
konstitutiven Myostatinknockoutssowie eine Dephosphorylierungon AKTund Inhibierung des
MTORp70S6KProteinsynthesewegesin - Muskeln von Myostathiiberexprimierenden Ratten
beobachtet 108316317 Beide Studien widerlegten jedoch auch die vorcRdrlame beschriebene
Wirkung aufMurf-1 und Atroginrl. Desweiteren hemmt Myostatin den Zellaykin vitroin der G1
Phase Uber AKTGSKo i und die dadurch aktivierte Degradation von Cyclin ¥ Dies st
unabhangig von SMADund wird durch Zugabe mdGF1 oder Aktivierung von AKWerhindert.

Aber auchlGF1 selbstinduziertdie Expresion von Myostatirt’831°, Ebenscsteigert die Expression
einer konsitutiv aktiven Form von FOXOL1 die Myostatin Expression und Aktivitat in differenzierten
C2C12 MyotubefP. Desweiteren st bekannt, dass SMAD3 und SMAD der Skelettmuskulatur mit
FOXO Proteinen interagieren konné&ror kurzem wurde gezeigt, dass 1GHBie Transkription von
Myostatin Uber da NFAT Transkriptionsfaktor urelnen IP3/Calciurabhangigen Mechanismus
reguliert32°,

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Myostatin untl i@fHerzen lieferte Cook et
al. %% Sie zeigten dass Myostatin eines der am starksten hochregulierten GeneAkh
Uberexprimierenden Herzen darstellte. In Herzen von konstitutiven Myostatickoutsvurde keine
Veranderung in der IGE Genexpression oder Serumkonzentratiéhh festgestellt, jedah eine
Hemnterregulation des IGE Rezeptors??323 Die bisher einzige Studie, die einen mechanistischen
Zusammenhang von Myostatin und KEFmM Herzen untersuchte, wurde von Shyu et al. in
neonatalen Rattenkardiomyozyten durchgefiiitf. Die Autoren zeigten, dass der {GSignalveg
direkt die Expression von Myostatin tiber p38 und MEF2 reguliert.

Diese Daten sprechen dafiir, dass Myostatin undliGBwohl auf der Signaltransduktionsebene als
auch transkriptionell wechselwirken. Desweiteren wird offensichtlich, dass zwar einzelne
Knotenpunkte wie @ Proteinkinase AKTbekannt sind, die genauen Signalwege und
Wechselwirkungen jedoch noch weiterer Studien bedurfen.
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Abbildung17: Interaktionen von Myostatin und IGH in der Skelettmuskulatur (nach Braun und Gaut&))

Die anabole Regulation der Proteinsiyaese tiber IGE und die PI3KTFSignalkaskade unterdriickt die Degradation durch
FOXO Proteine. FOXOsdskatabole Transkriptionsfaktoren, die die Transkription von Atnege(orange) wie Atrogif,
Murf-1 und anderen reguliererDieser Signalweg wird unter anderem durch eine FQi@ittelte Expression von miR

die IGFL unter atrophischen Bedingungemterdriick, noch verstarkt. Myostatin z&hlt zu den katabolen Regulatoren. Der
Myostatin und IGR Signalweg integiert hauptséchlich am Nexus AKT, wodurch auch der rProfRinsyntheseweg

sowie die Degradation durch FOXOs reguliert werden.




3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabellel: VerwendeteChemikalien

' Chemikalie
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaurg MES)

Material und Methoden [EZ R

Hersteller
SigmaAldrichChemie GmbH, Steinheim

Agarose

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Aprotinin

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

BenchMark™ Proteinstandard

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BenzamidinHydrochlorid

Calbiochem GmbH, Bad Soden

Bis(2hydroxyethyl)amino
tris(hydroxymethyl)methan(Bis Trig)

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Bovines SerurAlbumin (BSA)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Bromphenolblau

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylformamid (DMF)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

1,4-Dithiothreitol (DTT)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

dNTPs

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbHKarlsruhe

Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Entelan®

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

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

Isotonische NaGLésung 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 CarlRoth GmbH, Karlsruhe
Miglyol® 812 Caesar&lLoretz GmbH, Hilden
Mowiol 4-88 Fluka Chemie GmbH, Buchs

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumdesoxycholat

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

CarlRoth GmbH, Karlsruhe
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Natriumfluorid

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumvanadat

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

N-Bis(2hydroxyethyl)glycin (Bicin)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

NP-40

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Paraformaldehyd (PFA)

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ponceau S

Fluka Chemie GmbH, Buchs

RimadyI®

Pfizer Inc. (geliefert aus Apotheke)

RNAsIn® Plus RNAse Inhibitor

Promega Corporation, Fitchburg, USA

Tamoxifen

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

TissueTek®OCTY Compound(Einfriermedium)

Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Tricin

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trighydroxymethylaminomethan (Tris)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

TRIDL Reagenz®

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tween20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe
X-Gal SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
Xylazin 2 % CEVA Sante Animale, Dusseldorf

3.1.2 Gebrauchsmaterial

Tabelle2: VerwendeteGebrauchsmaterialien

Material Hersteller
96-LochPlatten Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen
Deckglaser Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Einbettformchen

Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Filter (Whatmar)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GestopftePipettenspitzen

Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen

Glasgerate

Schott AG, Mainz

Petrischalen

Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen

Pipettenspitzen

Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen

Proteinmembran
(Protran Nitrozellulose Membran, BA85)

Whatman Inc., Newersey, USA

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

Sarstedt AG & Cd\urmbrecht

Reaktionsgefalie (15ml und 50ml)

Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen

SDS Gele (NUPAGE® Novex®)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Stahlktigelchen

RETSCH GmbH, Haan

Spritze mit Kanile

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Super Frost Ultra Plus

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

{dzLISNJ {Adylt 238&ainx

< Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Zellkulturschalen (3cm, 6¢cm)

Greiner BieOne GmbH, Frickenhausen

Zellschaber

Sarstedt AG &o.,Nurmbrecht
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3.1.3 Laborgerate

Tabelle3: Verwendete Laborgrate

Gerat Typ Hersteller

Analysenwaage Ohaus Pioneél PA214C Ohaus Corporation, Pine Broo
USA

Brutschrank fur Zellkultur HERAcell® 150 Thermo Fishe&cientific,
Rockford, USA

Gelapparatur (fir Agarosegele PerfectBlue Gelsystem Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Gelapparatur (fir SD&ele) XCellSureLoc®RMini-Cell Invitrogen GmbH, Karlsruhe

HeizThermomixer HLCHTMR133 HLC by ODDABIS A@forzheim

Kryotom Leica CM3050 Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH,Bensheim

Kihlzentrifugen Eppendorf 5417R Eppendorf AG, Hamburg

Mehrfachdispenser HandyStep® BRAND GmbH + Co KG,
Wertheim

Mikroplatten-Reader FLUOstar® BMG Labtech GmbH, Ortenbe

MRT 7.0T Bruker Pharmascat®/16 Bruker, Ettlingen

Mikroskope Axiophot 2 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Konfokales MikroskofTCS SPZ Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH,Bensheim

Z1 Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
PCRMaschinen Thermocycler SensoQuest Biomedizinische
Elektronik GmbH, Gottingen

Eppendorf Mastercycler EP Eppendorf AG, Hamburg
Gradient S

DNA Engine Tetrad® 2 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

iCycler iQ Multicolor Real Time Bio-Rad Laboratories GmbH,

PCRMaschine Miinchen
Perfusionssystem flr Isolierung Eigenbau
von Kardiomyozyten
pH-Meter Five Easy'pH Mettler-Toledo GmbH,Giel3en
Pipet-Boy PipetAid XP Drummond Scientific Company
Broomall, USA
Pipetten Gilson Pipetman® Gilson Inc.Middleton, USA
PowerSupply Consort E802 Consort bvba, Turnhout,
Belgien
Schiittler GFLE3006 GFLcGesellschatft fir
Labortechnik mbH, Burgwedel
Schwingmuhle RETSCH Schwingmihle MM 3 RETSCH GmbH, Haan

Thermo Fisher Scientific,
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Spektralphotometer Nanodrop 2000/2000c¢ Rockford,USA

Sterilbank HERAsafe® Heraeus Instruments, Hanau

Telemetrische Transmitter TA10EA-20 Data Sciences International
(DSI), St. Paul, USA

Tankblotapparatur -/ Sttt LLxu 2 Sai Invitrogen GmbH, Karlsruhe

UltraschallHomogenisator

SONOPULS FD70/2200

Bandelin electronic GmbH & C

KG, Berlin
+ S NE& | Bnage Rystem +SNHEI 52 O0Oun o nnn BioRad Laboratories GmbH,
Miinchen
Vortexer VF2 Janke & Kunkel, Staufen
Waage Sartorius LC 4800P Sartorius AG, Gottingen
WasserAufbereitungsanlage  MilliQ PlusWater System Millipore GmbH, Schwalbach/T
Zentrifugen Eppendorf 5417C Eppendorf AG, Hamburg
3.1.4 Kit-Systeme
Tabelle4: Verwendete KitSysteme
- Kit-System Hersteller
loaztdzin {,.wt DNBSyYy Thermo FisheBcientific, Rockford, USA
DOt t NRPUSAY VYA BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
MassonrTrichrom SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
Superscript® Il Reverse Transcriptase Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.1.5 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle5: Verwendete Zellkulturmedien und Zuséatze

' Zellkulturmedien und Zusétze
Fotales Kéalberserum (FCS)

Hersteller
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Natriumbicarbonat

GibcoMedium 199mit 9 | NBafz€ndund wenig Life technologie€orporation Darmstadt

HEPES

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Mediumzusatz

Insulin, Transferrin, Natriumselenit

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Kreatinin SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
L-Carnitin SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreic
Taurin SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Samtliche Losungen wurdesoweit nicht anders angegebanijt aufgereinigtem Wasser der

Qualitatsstufea | Ij dzI  @ngeBe&@ ( &
Tabelle6: Verwendete Puffer, Medien und Lésungen

' Puffer, Lésungen und Medien
5x SDSProbenpuffer

Zusammensetzung
66mM TrisHG (pH 6,8)
2% SDS

27% Glyzerin

Kulturmedium fur Kardiomyozyten

Medium 1999 | NX S Q&
Natriumbicarbonat

5mM Kreatinin

2mM L-Carnitin

5mM Taurin

25mM Hepes

1% Penicillin/Streptomyocin

10% FCS

1% Insulin, Transferrin, Natriumselehisatz

{(rt1 S Y

KardiomyozyterWaschpuffer

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

15ml 5M NacCl

pH 7,4 einstellen

[ 1 & dzy 3 SQalakiodiddgdeFarbung

Fixierlésung

SPP Puffer

Waschlésung

2% XGalLosung

X-Gal Farbeldsung

0,2%Glutaraldehyd
2mM MgC}

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

77,4ml 1M NgHPQ
22,6ml 1MNaHPQ
In 1l MillrkQ-Wasser, pH 7,4

2mM Mgdi

0,01% Natriumdesoxycholat
0,02% NRIO

In SPHPuffer

20mg/ml XGal in Dimethylformamid

5mM KsFeCNy
5mM KsFeCN
0,1% X-Gal

In Waschlésung

Ketamin/Xylazin

625ul 2% Xylazin
125ul 10% Ketamin
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Auf 10ml mitisotonischer Na@lésung (0,9%)
verdinnen

MES SDS Laufpuffer 50mM MES
50mM TrisHCI
0,1% SDS
1mM EDTA
pH 7,3

Mowiol 2,4g Mowiol 4-88
6g Glyzerin
eml Milli-Q-Wasser
12miTrisHCI(pH 8,5)

Paraformaldehyd in PBS (4% PFA) 40mg/mlParaformaldehyd in 1x PBS

PhosphateBuffered Saline (PBS 1x) 137 mM NacCl
2,7 mM KClI
4,3 mM NaHPQ*2H.0O
1,4 mM KEPQ

Protein Extraktionspuffer 0,1M TrisHCI (pH 8,0)
10% SDS
1M EDTA

Proteinase/Phosphataselnhibitoren Mischung 4ug/ml  Aprotinin
500ug/ml Benzamidin
4ug/ml  Leupeptin
1mM Natriumvanadat
20mM Natriumfluorid
2mM PMSF

Tamoxifen 40mg/ml in Miglyo® 812

TBST 20mM Tris
140mM NaCl
0,1% TweeR0

TENS LysPBuffer 50mM TrisHCI (pH 8,0)
100mM EDTA
100mM NacCl
1% SDS

Transferpuffer fur Western Blot 12,5mM Bicin
12,5mM BisTris
0,8mM EDTA
20% Methanol

TrisAcetat-Puffer (TAEPuffer) 50mM Tricin
50mM Tris
0,1% SDS
pH 8,24
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3.1.7 Inhibitoren, Aktivatoren und rekombinante Proteine

Tabelle7: Verwendete Inhibitoren, Aktivatoren und rekombinante Proteine

(52)7-Oxozeanol

TGHF -aktivierte Kinase 1 (TAK1 Tocrs Bioscience, Bristol, UK

Atenolol

Isoprenalin

I M\drenorezeptor SigmaAldrich Chemie GmbH,

Steinheim
Compound C Dihydrochlorid AMP-aktivierte Kinase (AMPK) Tocris Bioscience, Bristol, UK
i mdzy” R-Adrenorezeptor SigmaAldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Myostatin (rekombinant,

R&D Systems, Inc.,

Maus/Mensch/Ratte) Minneapolis, USA
SB203580 p38 Merck, Darmstadt
SB505124 TGH ¢ & L)ptdren ALE4,557 Tocris Bioscience, Bristol, UK

3.1.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitroge&mbH (Karlsruhe) und Sigmdédrich Chemie
GmbH (Steinheim) bezogeRir guantitative Redime PCR wurden Exediberspannende Primer

ausgewahlt.

Tabelle8: Verwendete Oligonukletide fur Genotypisierungen

PrimerName { Sl dzSyolW¥Y p W Annealing
Temperatur

MCM MCM int 784s CAACATGAAATGCAAGAACG 55°C
MCM int 1200as GGAAACCATTTCCGGTTATTC

aMyHGCCre MHC Prom s CAGGCACTTTACATGGAGTCCTC 55°C
MHC63Cre AGGCTAAGTGCCTTCTCTACAC

Igf-1 Igf-Neo s AAACCACACTGCTCGACATTG 56°C
IgfExo s AGTGATAGGTCACAAAGTTCC
Igf-1 intro 4s CACTAAGGAGTCTGTAATTTGGA

Lacz LacZ s TTACGATGCGCCCATCTACAC  55°C
LacZ as TTACCCGTAGGTAGTCACGCA

Myostatin 8 Intro s AGTGAGTCAGTCATAGGACAAGA 54°C
8 Intro as CCAGACTGTATATCCCAAGTTC

Myostatin 8 Intro as CCAGACTGTATATCCCAAGTTC 54°C
8 Prom s1 GGTGAAACTTTGATCTTGC

Myostatin Gdf8Ex1 359s AAGACAACTTCTGCCAAGAGC  55°C

(Transgen) Gdf8Ex2 166as ATGGTTTGATGAGTCTAGG

Rosa26 ROSAA AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 57°C
ROSARF GGAGCGGAGAAATGGATATG

RosaSpliAC

CATCAAGGAAACCCTGGACTACT
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Tabelle9: Verwendete Oligonukleotide fir quantitative Redime PCR

Actal Actal for CCGACCCCGTCACCAGGGTG 60°C
Actal rev ATCCAACACGAT GCCGGTG

Anp Anpfor GGATTTCAAGAACCTGCTAG 57°C
Anprev TGCTTTTCAAGAGGGCAGAT

aMyhc aMyhcfor GCCCAGTACCTCCGAAAGTC 60°C
aMyhcrev GCCTTAACATACTCCTCCTTGTC

Arp Arpfor AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT 55°C
Arprev CCGCAGGGGCAGCAGTGGT

Bnp Bnpfor GCAATTCAAGATGCAGAAGC 57°C
Bnprev AAGAGACCCAGGCAGAGTCA

bMyHC bMyhcfor GCCAACACCAACCTGTCCAAGTT( 57°C
bMyhcrev TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGC

Collal Collal for ACATGTTCAGCTTTGTGGACC 55°C
Collal rev TAGGCCATTGTGTATGCAGC

lgf-1 NewPan Igfl Ex3 +116s ATGCTCTTCAGTTCGTGTGTG 55°C

(Panlgf-1) New Pan Igil Ex4+158 as  GAGTCTTGGGCATGTCAGTG

Igf-1 (Mgf) Mgf Ex5a +12s
New Igfl Ex6 +236as

CGACAAACAAGAAAACGAAGC 55°C
TCCTAAAGACGATGTTGGAATG

Igf-1 New Igfl systemic-10+15s
(systemisch) New Igfl Ex6 +236as

GACTCAGAAGGAAGTACATTTGAL 55°C
TCCTAAAGACGATGTTGGAATG

Myostatin Gdf8Ex1 359s
Gdf8Ex2 166as

AAGACAACTTCTGCCAAGAGC 55°C
ATCGGTTTGATGAGTBEG

NewRgs2 rev

Pecam Pecamfor AGGGGACCAGCTGCACATAGG  55°C
Pecanrev AGGCCGCTTCTCTTGAGCTCTT
Rgs2 New Rgs2 for AGGATTGGAAGACCCGTTTGAGC 55°C

CATCAAATGCTTCTGCCCAGAGC

Fur die reverse Transkription wurden Oligo¢dPyimer der Promega Corporation (Fitchburg, USA)

verwendet.

3.1.9 Antikorper

Tabelle10: Verwendete Erstantikorper

Antigen Spezies, Verdinnung Hersteller
Eigenschaften

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

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

p-AKT(Ser473) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

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

p-AMPKh 6 ¢ K I' Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA
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AMPKh Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

h -Tubulin Maus, WAB: 1:1000 in 5% BSA SigmaAldrich Chemie GmbH
monoklonal TBS/T Steinheim

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

p-CAMHI (Thr286)  Kaninchen, WAB: 1:500 in 5% BSA ir Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

Collagenl Kaninchen, IF: 1:100n PBSiber Rockland Immunochemicals
polyklonal, Biotin Nacht Inc., Gilbertsville, USA
konjugiert

DAPI IF: 1:1000n PBSBmin Invitrogen GmbH, Karlsruhe

p-FOXO1/3 Kaninchen, WAB: 1:500 in 5% BSA ir Cell Signaling Technology,

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

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

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

p-HSR7 (Ser82) Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

p-IRS1 (Ser302) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

Lektin vonTriticum

TRITE&konjugiert

IF: 1:100 tber Nacht

SigmaAldrich Chemie GmbH

vulgaris(WGA) Steinheim

MEF2A Kaninchen, WAB: 1:1000 in 59SA in Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

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

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

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

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

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

(Thr180/Tyr183 polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

Phalloidin TRIT&konjugiert  IF: 1:1000 in PBS 1h  SigmaAldrich Chemie GmbH

Steinheim

p-Phospholamban
(Ser16)

Ziege, polyklonal

WB: 1:1000 in 5% BSA

TBS/T

Santa Cruz Biotechnology
Inc.,Santa Cruz, USA

p-PKA C (Thrl97) Kaninchen, WAB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,
polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

p-PKG K i H Kaninchen, WB: 1:1000 in 5% BSA Cell Signaling Technology,

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

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

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

RAIA Maus WB: 1:1000 in 5% BSA BD MedicaPharmaceutical
monoklonal TBS/T SystemsFranklin Lag&s, USA

RG2 Kaninchen, WB: 1:100n 5% BSA in Abcam, Cambridge, UK
polyklonal TBS/IT

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

(Serd423/425) 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 (Thrl87) Kaninchen, 1:250 in 5% Milchpulver Cell Signaling Technology,

polyklonal in TBS/T Inc.,Danvers, USA
p-Troponin | (Herz) Kaninchen, WB: 1:100in 5% BSA ir Cell Signaling Technology,
(Ser23/24) polyklonal TBS/T Inc.,Danvers, USA

WB: Western Blot; IF: Immunfluoreszenz

Tabellell: Verwendete Sekundarantikbrper

\ Sekundarantikorper Spezies, Eigenschaften Verdinnung Hersteller

HRP KaninchenMeerretichh  WB: 1:1000 in 3% Thermo Fisher Scientific
Peroxidasegekoppelt Milchpulver in TBS/T Rockford USA

HRP Maus,Meerretich WB: 1:1000 in 3% Thermo Fisher Scientifig
Peroxidasegekoppelt Milchpulver in TBS/T Rockford USA

HRP Ziege Meerretich- WAB: 1:1000 in 3% Thermo Fisher Scientific
Peroxidasegekoppelt Milchpulver in TBS/T Rockford USA

Streptavidin Cy2gekoppelt IF: 1:100 in PBS 1h  BIOTREND Chemikalie

GmbH, Koéln

3.1.10 Mauslinien

3.1.10.1 aMyHC-Cre

Die aMyH&re Mauslinieexprimiert das Cre Rekombina&en unter der Kontrolle desndogenen

KardiomyozyterspezifischeraMyHGPromoters®?®. Durch Verpaarung der aMyHZe Mauslinie mit
Mauslinien, in denen Gene oder Gensequenzen duch-HEemente flankiert sind, wird ein
Kardianyozytenspezifisches Ausschalten dieser Gene erreicht.

3.1.10.2 aMyHC-MCM

Diese transgene Mauslinie exprimiert eine Tamoxifetuzierbare Cre Rekombinase, die von zwei
mutierten OstrogenrezepteLtigandBindungsstellen flankiert wird MerQeMer, Mer= mutated
estrogenreceptor binding domain®?. Die Cre Rekombinase befindet sich unter der Kontrolle des
Kardiomyozyterspezifischen aMyHEBromoters. Die Mutation an Aminosdure 525 des
Ostrogenrezeptord NK NI T dz SAYSNI LyaSyaAridardNi -BEadidyhtlo SN RS
erlaubt eine Aktiverung durch den OstrogeAntagonisten TamoxifenDie Moglichkeit der
temporéren Deletion eines Genes mit Hilfe rd®&CMMauslinie basiert darauf, dass der
Ostrogenrezeptor in Abwesenheit eines Liganden von Hitzeschockproteinen gebunden ist, die seine
Transbkation in den Zellkern verhindern. Durch Tamoxifengabe wird das MCM Konstrukt freigesetzt
und translozert in den Zellkern. Dies fuihrt zur Exzision der gefloxten Genseqi@ez/erpaarung

einer Mauslinie, in der Gene oder Gensequenzen gefloxt sind, emitaMyHEMCM Mauslinie,
ermoglicht demnach eine TamoxifeAnduzierbare Kardiomyozytespezifische Deletion des
gewilnschten Gens.
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3.1.10.3 Mstnf

Die Mstn™ Mauslinie wurde vonX X X X X X X X geXediett. Dabei wurden Exonl und 2 des
murinen Myostatin @&ns durch loxFElemente flankiert. Zwischen Exon 2 und 3 wurde eine
NeomyocinPhosphotransferase cDNA unter der Kontrolle eines PGK PromoterelementdéB; K
flankiert von FRT Elementen, inserigg. Abb. 8). Dies ermdglichte eine G4iBelektion der
positiven E<Zellklone. @ homologe Rekombination in ES Zellen wurde durch Southern Blotting
bestétigt. Im Anschluss wurden die positivenZe8klone zur Generierung chiméarer Mause durch
Blastozystefinjektion verwendet. Die heterozygoten Nachkommen wurdeit einer Mauslinie, die
die Flp Rekombinase exprimiett’ verpaart Dies fuihrte zur %zision der Selektionskassette. Zur
Auskreuzung des FRekombinase Transgens wurde die resudthde Mauslinie mit C57BI6/J
Mausen verpaart, wodurch Nachkommen generiert wurden, die nurMsts""-Allel tragen.Diese
Mauslinie wurde im C57BI6Hintergrund gehalten. Zur Generierung von Kardiomyozyten
spezifischen und Tamoxif@bhangigerknockous, wurdenMstn" Mause mit aMyH&re (aMyHEC
CreMstn®™) und aMyHEVCM (aMyH@VICM/Mstn™) Mausen verpaart.

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

Abbildung18: Schematische Darstellung dé4stn! Konstrukts

3.1.10.4 CAGGMstn

Die CAG@®Istn Mauslinie wurde vonX X X X X X X XuX donditionalen Uberexpression von

Myostatin generiert. Dazu wurde eine IREERFPYl aa4SG0S o/ t 2hd-aMDOK 0 YA
ausgeschnitten und in pBluescript kloniert. Im Anschluss wurde die geseDité&\Sequenzdes
YdZNAYSyYy ae2aidl GAy DS8olads dFTRSaSpihyiitsidilest@malfwStavgnS NJ p Q
der IREEEGFFKassette kloniertDas MstAlRESZEGFHragment wurde unter Verwendung dBgll

und Notl Schnittstellen in den pCALL Vekigtkloniert. 5 A SaSNJ SY G KNf G SAy i 3§82
Gen, welches von loxPlementen flankiert ist, unter der Kontrolle des CARGmMoters.
{GNBYI06NNLIia RS& i DS2 0STFA ynBeqliengs MOK 19 DAMEN- RNB A T I
IRESEGFP Konstrukt ivd nur transkribiert, wenn die Cre Rekombinase aktiv ist. Das finale
Konstrukt wurde in E2%Sf £ Sy St S{1 G NR L2 NASNI dzy R -Gakkiosidasemy & Sf
Farbung wurden positive Klone expandiert, mit einem Plasmid, das eine Cre Rekomkpraséeed,
elektroporiertund die EGFP Expression uberprift. Zur Selektionierung vdalk®nen, die nur eine

einfache Integration des Transgens ins Genom besitzen, wurden die vorher doppelt positiven ES
Zellklone einem Southern Blot unterzogéiin stak und ein moderat exprimierender Klon wurden in
Blastozysten injiziert um chimére Mauseganerieren. Die heterozygoten Nachkommen wurden zur
Erhaltung in C57BI6/J zurlickgekreuzt. Zur Generierung von Kardiomyspggfischen udh



Material und Methoden

TamoxiferabhéngigenTransgenenwurden CAG@VIstn Mause mit aMyHE&re (aMyH&re/lCAGG
Mstn) und aMyHEMCM (aMyHEMCM/CAGG@VIstn) Mausen verpaairt.

ey Chicken B-actin promier

gnhanger

D> INEGEENN 3o~ >[I ivoststin ] Res [TEGERT]

Abbildung19: Schematische Darstellung des CAGIGtn Konstrukts

3.1.10.5 Igf-1f

Zur Generierungder Igi1l" Mauslinie wurden loxfElemente in Exon 3nd hinter Exon 4 des
murinen Igf-1 Genlokus inseriert®?®. Durch Verpaaing der Igf1"" Mauslinie mit aMyH&re
(aMyHGCrelgf-1"") und aMyHE@MCM (aMyHeMCM/Igf-1"") wird eine Deletion vonigf-1 in
Kardiomyozyten erreichDesweiteren wurden aMyHCrelgf-1"" und aMyHEMCM/Igf-1"" Mause
mit Mstn" Mausen zuiGenerierung eines Kardiomyozytspezifischen Doppdinockouts(aMyHG
CreMstn/1gf-1"" bzw. aMyHEMCM/Mstn"/1gf-1"") verpaart.

3.1.11 Software

Tabellel2: Verwendete Software

' Software
ADInstrumentsLabchart 7.02

Hersteller
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),Fatul, USA

GraphPad Prism®

GraphPad Software In&an Diego, USA

Adobe® lllustrator® CS5

Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA

ImageJ National Institutes of Healt{rBethesda, USA
Imaris 5 Bitplane AG, Zurich, Schweiz

Office 2007 Microsoft Corporation Redmond, USA
QMassMR Medis medical imaging systems, Leiden,

Niederlande

Quantity One

BioRad Laboratories GmbH, Mihen
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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 geha&iererhielten Trockenfutter

und Wasser nach Belieben. Es wurde ein strikter- Tagl Nachtzyklus von jeweils 12 Stunden
eingehalten. Die Méause wurden im Alter von zwei bis drei Wocimeneiner Ohrmarkierung
gekennzeichnet. In diesem Alter wurde auch eine Schwanzbiopsie zur Gewinnung von genomischer
DNA durchgefiuhrt. Alle Arbeiten mit den Versuchstieren hielten sich an die geltenden Richtlinien der
Tierschutzkommision.

3.2.1.2 Induktio n der Cre Rekombination

Die Cre Rekombination in séamtlichen gefloxten Mauslinien, die mit aNyEKa verpaart wurden,
wurde durch intraperitoneale Injektion von Tamoxifen (100ul/40g Maus, Konzentration 40mg/ml)
Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen erreicBiese Menge ist ausreichend, um die gefloxten Gene
bzw. Gensequenzen in adulten Kardiomyozyten zu deletieren. Sditeneffekte von Tamoxifen
auszuschliel3en wurde aMyHMICM Versuchstieren als Kontrollgruppe ebenfalls Tamoxifen injiziert.
Es wurden jeweils Bhnchen im Alter von 3 Monaten verwendet.

3.2.1.3 Behandlung von Versuchstieren mit pharmakologischen Inhibitoren

Zur Uberpriifung olbiochemischveranderte Signalwege verantwortlich fiir den Phanotyp in aMyHC
MCM/Mstn™ Mausen sind, wurden pharmakolsghe Inhibitoren verwendet.

L G0Sy2t 2t S AiAdrendréadprblacket) SNde iinveiner Konzeatton von 0.1g/l im
Trinkwasseriber einen Zeitraum von 10 Tagen verabreiddie Konzentration wurde anhdnvon
Literaturangaben angelehn¥’ In den ersten fiinf Tagen wurden aMy@MCM Korrolltiere und
aMyHGMCM/Mstn™ Mause mit Tamoxifen behandelt, um die Deletion von Myostatin in adulten
Kardiomyzyten zu induzieren (s.21.2. Sowohl die Herzfunktion von aMy#IM Kontrolltieren
als auch von aMyHRICM/Mstn" Mausen wurde vor und nach Behandlung mit Atenolol durch
MRTMessung uberprifts.3.2.1.41).

Compound C, eiselektiver, reversibler und AT®®mpetitiver Inhibitor der AMPaktivierten Kinase
(AMPK) wurde als Hydrochlorid in einer Konzentration von 20ghgiksotonischer Natriumchlord
Losung intraperitoneal injiziert. Dies wurde jeden zweiten Tag Uber einen Zeitraum von zehn Tagen
durchgefiihrt. Dise Verabreichungform wurde an Literaturangaben angelehit’. Parallel zur
Verabreichung von Compound C, wurde aMyWICM Kontrolltierem und aMyHE@MCM/Mstn™
Mausen in den ersten finf Tagemamoxifen injiziert (s..3.1.2. Die Herzfunktion der Versuchstiere
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wurden ebenfalls vor und nach Compound C Gabe und Induktion der Myostatin Deletion durech MRT
Messung untersuch(s.3.2.1.41).

3.2.1.4 physiologisc he Messungen

3.2.1.4.1 MRT-Messungen

Die Magnetresonanztomographie ist ein hochentwickeltes riehasives Bildgebungsverfahreis
beruht auf dem Kernspider Protonen im Wassererschiedener Gewebeéburch Induktion &es
Magnetfelds wird eine loriudinale Magnetisierung der Kernspins erreicht. Das kurzzeitige Anlegen
von Radiowellen einer bestimmten Resonanzfrequemit Hilfe dreier Gradientenfiihrt zur
Auslenkung des Kernspins, der daraufhin um die Feldrichtung des statischen Magnetfeldes
prazedert. Nach dem Abschalten der Radiowellen richten sich die Kernspins zur Wiederherstellung
ihres thermodynamischen Gleichgewichts wieder zum Magnetfeld aus. Diese Relaxation ist abhangig
von der Protonendichte, der longitudinalen (T1) und transversalen REExationszeitind somit in
verschiedenen Geweben unterschiedlichldhrend der Relaxation wird ein Radiofrequenzsignal
generiert, welches mit einer Spule gemessen wifd.Hilfe der FouriefTransformation wird danach

ein 2dimensionales Bild generiert.

MRTMessungen wurden mit einem 710 (300MHz fur 1H) Kernspintomographen Bfuker
Pharmascarr0/16, Bruker, Ettlingenhit einem 300mT/m Gradientensystemit einer Offnung von

9cm durchgefuhrt.Wahrend der Messung wurde die Maus auf einer speziellen Hatielatung
fixiert und die Anasthesie mit 1,5 bis 2,0 % Iswfn in 0,5 I/min Luft und 0,5 I/min Sauerstoff Uber
eine Inhalationsmaske aufrechterhalten. Die Koérpertemperatur wurde nmierei thermostatisch
regulierten Wasseflusssystem bei 37°C gehaltels Sendeund Empfangsspule kam ein zirkular
polarisierter birdcage-Resonator (Eigenbau) mit einem Innendurchmesser von 2,5cm zum Einsatz.
Zur Lokalisation und Bildgebung wurde eine FLASSt low Angle Shot)-Sequenz (Repetitionszeit
TR=6,02ms; EchozeitE¥1,6ms; Messfeld=2,20x2,20cm; Schichtdicke=1,0mm; Matrix=128x128;
Repetitionen=100) verwendet. Anstelle der klassischen Methoden der Triggerung desuritKG
Atemsignals, wurde die sogenanmselfgating Methode IntragatéM (Bruker, Ettlingen) verwendet

332, Diese bestimmt aus einem jeder Bildzeile inRdum vorgeschalteten Navigatorecho die
Herzphase.Die Bildebene wurde unter Verwendung vatout images die den Zwei und
Vierkammerlick des Herzes zeigen festgelegin Anschluss erfolgte einékquisition im
Kurzachsenschnitt, orthogonal zum Septum in beidestouts Mehrere benachbarte
Kurzachsenschnitte, bestehend augsdestenss Schichten zur Abdeckung des linken Ventrikels und
10 Schichten zur Abdeckung des rechten und linken Ventrikelsewugdmessen und ausgewertet.
Die Auswertung derHerzfunktion wurde mit Hilfe der Software Qm~EHR (Medis medical imaging
systems Leiden, Niederlandejurchgefiihrt Dabei wurde in jeder Schicht der Kurzachsenschnitt der
Endsystole und Enddiastole verwendet
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3.2.1.4.2 EKG mittels Telemetrie

Zur Analyse der elektrischen Aktivitaten des Herzens mittels EKG im Zeitraum vor und nach der
Induktion der Myostatin Deletion im adulten Herzen, wurden BK&smitterin aMyHEMCM und
aMyHGMCM/Mstn™"  Mause RdzNDOK X Xiplaktér®® Dies erlaubt die Analyse der
Versuchstiere Uber einen langeren Zeitraum ohne Beeintrachtigung der Tiere durch Fixierung oder
Narkose. Den Versuchstieren rkden dazu unter Ketamin/Xylazlinasthesie telemetrische
Transmitter TA1BAF20 (Data Sciences International (DSI), St. Paul, USA) nach Protokoll der
zugehdrigen Firma (DSI) implantiert. Dabei wurde der Bauchraum des Tieres geoffnet und der
Transmitter zunachst lose auf den Darm gelegt. Die Elektroden wurden durch die Bagchetitkt

und zwischen Haut und Koérperwat Richtung des Kopfegefiihrt. Die positive Elektrode wurde
linkslateral desprocessus xiphoideusnter der Haut befestigtDie negativeElektrodewurde am
musculus pectoralis majdixiert. Der Transmitter wurde an der Bauchdecke vern&8htage nach der
Operation wurde mit der Aufnahme der El0@ten begonnernDie Daten wurden alle 30min fiir 5min

bei einer Aufnahmerate von 1kHz mit Hilfe der Software Dataquest A.R.T Acquisition 4.0
aufgenommea. Ab Tag 4 der EK@essung wurden die Versuchstiere mit Tamoxif@rer einen
Zeitraum vonfunf aufeinanderfolgende Tagen behandelt. Die EKGaten wurden mit Hilfe der
Software ADInstruments Labchart 7.02 ausgewertet. Dabei wurden jeweils 2 Messpurdibdaag

und zwei Messpunkte nachts ausgewertet und gemittelt.

3.2.1.5 Tétung von Versuchstieren

Zur Entnahme des Herzens wurde déersuchstiera 150ul Heparin intraperitoneal injizieriNach
Totung durch zervikale Dislokation mit anschlieBeridarchtremung des Diaphragmasfolgte die
Entnahme des Herzens.

3.2.1.6 Praparation von Mausherzen

Die Versuchstiere wurden wie in21.5 beschrieben getéteDabei wurde das gesamte Herz aus der
Maus entfernt. Nach Waschen des Herzens in eiskaltem PBS wuiéir@gn entfernt. Ein etwa
2mm grof3er Bereich in der Mitte der Ventrikel wurdeit einem Skalpell entfernt undur
Gefrierschnitte (s. 3.2.4.1) in TissueTek® OCT" Einfriermedium ohne vorherige Fixierung
eingebettet Im Anschluss wurde der eingebetteieil in, mit Fluss#ptickstoff gekihlten, Isopentan
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung &0°C aufbewahrtDer Apex und die Basis wurden
vermischt, mit Skalpellen zerkleinert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Im Anschluss
erfolgte dieLagerung bei80°C, bis sie fir RNAder Proteinisolation verwendetvurden (s.3.2.2.2

und 32.3.1).
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3.2.1.7 Isolierung und Kultivierung von Kardiomyozyten

Die Isolierung von Kardiomyozyten und Niglardiomyozyten wurde von Marion Wiesnet nach
SAYSY t NRG21 2¥®mit kikefen Aeichyhges flutchgefiihDabei wurde das Herz
wie in 32.1.6 beschriben aus dem Versuchstier entnommeim Anschluss wurde die Aorta mit
einem Perfusionssystem unter Verwendung von Caldia@iem Puffer kanuliertDie Kardiomyozyten
wurden durch eine Kollagesebasierende enzymatische Losung dissoziieMach dem
enzymatschen Verdau wurden die Atrien und die Aorta entfernt und die Ventrikel dissoziiert.
Nachdem die Kardiomyozyten sichgaisetzt hatten wurde der Uberstand entfernt und bei 300rpm
1min zentrifugiert. Das entstandene Pellet enthalt Kardiomyozyten und wurdét mber
Kardiomyozytenfraktion vereinigtDer Kardiomyozytenfraktion wurde wieder Calcium zugefiihrt.
Nach einer erneuten Zentrifugation bei 300rpm fiir 1min, wurde der Uberstand wiederum entfernt
und mit dem wrherigen Uberstand vereinigt. Die Uberstandsfiak wurde bei 1200rpm fiir 3min
zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet enthalt Nikhrdiomyozyten. Beide Pellets wurden
entweder direkt fur die Isolierung vdRNA (s3.2.2.2 verwendet, oder bei80°C gelagert.

Um Stimulierungsexperimentein vitro in Kardiomyozyten durchzufiihren, wurde Wildtyp
Kardiomyozyten nach deren Isolierung wieder Calcium zugefuhrt um isolierte, ruhende,
stdbchenformige Kardiomyozyten zu erhaltédie wurden im &diomyozyterKulturmedium (s.
3.1.6) Uber Nacht bei 37°C irkert. Im Anschluss erfolgte die Stimulierung mit verschiedenen
rekombinanten Proteinen, pharmakologischektifatoren und Inhibitoren (s..2.7). Dazu wurde die
jeweilige Substanz flr den angegebenen Zeitraum in das Kardiomyekytemmedium gegeben

und die Inkubation der Kardiomyozyten bei 37°C fortgesetzt. Es wurden immer Kardiomyozyten aus
einem WildtypHerz fiur alle verschiedenen Stimulierungsbedingungen verwendet, um eine mdglichst
hohe Vergleichbarkeit zu gewdhrleistefeder Stimulierungsversuchumle mindestens dreimal mit
verschiedenen Wildtypen wiederholt. Im Anschluss an die Stinmgewurde das Medium entfernt

und die Zellen wurden mit KardiomyozyteiVaschpuffer (s. 3.6) gewaschen. Sollten die
Kardiomyozyten zur Proteingewinnung dienen,rden siemit Protein Extraktionspuffer inklusive
Proteinase/Phosphatasimhibitoren (s. 3.1.6) lysiert und im Anschluss mit der Proteinisolation
fortgefahren (s. 3.2.3.1). Fir die Gewinnung von RNA wurden die Kardiomyozyten in 1ml Trizol
aufgenommen und mit einem Zellschaban der Zellkulturschalgelost. Danach wurde entweder

mit der RNAIsolierung fortgefahreigs.3.2.2.2 oder die Proben wurden beB0°C gelagert.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien

Zur Isolierung von genomischer DNA aus murirechwanzbiopsiewurden etwa 0,5cm grol3e
murine Schwanzbiopsien Gber Nacht in 500ul FENEer inklusive 10ul Protease Kbei 55°C unter
Schitteln lysiert. Nach Fallung der genomischen DNA mit Hilfe von Isopropanol und einem
Waschschritt mit 708gem Ethanol wurde die DNA getrocknet. Das erhaltene {Péket wurde in
300pl MilliQWasser unter Schutteln bei 55°C gel®sir nachfolgende GenotypisierunRBERs wurde
jeweils ein pl dieser DNIBGsung eingesetzt.
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3.2.2.2 Isolierung von RNA aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozyten

Die RNASsolierung aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozytemde mit Hilfe des
Trizol@®eagenz nach Protokoll von Invitrogen durchgefiibies ist eine Modifikation des Protokolls

der sauren Guanidiniumthiocyan&henol/Chloroform Extraktion von Chomczyinski und Sagthi
Guanidiniumthiocyanat, ein chaotropes Salz, lysiert hierbei die Zellen und inaktiviert RIDAsHEN.

den niedrigen pHWert des gepufferten Phenols (pH um 4) I6st sich die RNA im Wassrigen, wahrend
die DNA nicht mehr I8slich ist.

Murines Gewebe wurde nach Zugabe von 1ml Trizol und einem Stahlkigelchen 5min biei 36Hz
Schwingmuhle(Schwingmihle MM301, Retsch GmbHhomogenisiert und im Anschluss nach
Protokoll weiterverarbeitet.Kardiomyozyten wurden direkt nach der Stimulierung in 1ml Trizol
aufgenommen (s. 2.1.7) und ebenfalls nach Protokoll verarbeitBtas entstandene RNPRellet
wurde in 20puIDEPSNasser aufgenommen. Im Anschluss wurde die Konzentration und Qualitat der
RNA mittels NanoDrop 2000/2000c Spektralphotometer bestimber 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 Polymeras&ettenreaktion (PCRPslymeraseChain Reaction) konnen DNA-ragmente
exponentiell amplifiziert werden. Zur Genotypisierung von Versuchstieren wurde eine hitzestabile
Tag DNAPolymerasé®* in folgendem Ansatz verwendet:

Tabellel3: Reaktionsansatz fur eine GenotypisierunBER

0,5ul Tag DNA Polymerase

2,5l 10x TagPuffer

1yl Magnesiumchlorid50mM)

0,5pl dNTP MiX10mM, aus 10mM dATP, dCTP, dGTHR)
0,5ul (jeweils)  Vorwarts und RickwartsOligonukleotid(10uM)
18,5pl Wasser

1pl Genomische DNA

25ul Gesamtvolumen

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert. Die-R€&ktionen wurden in den P@Raschinen der
Firmen Sensoquest, Eppendorf und -Biad (s.3.1.3) durchgefihrtin Abh&ngigkeit von der Lange
desgewilnschten DNAragments und der Schmelztemperatur der Oligonukleotidérde folgendes
Programm verwendet:
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5min 95°C Denaturierung

0,51Imin 95°C Denaturierung

0,51min  x°C Hybridisierung 25-35X
0,5Imin 72°C Elongation

5min 72°C Elongation

Abbildung20: Reprasentatives Programm einer Genotypisierurig&R

Da die Schmelztemperatur der Oligonukleotide von der Léegegewlnschten DNRragmentaund
dessen GGGehalt abhangt, lasssich die Hybridisierungstemperatur anndhernd nach folgender
Formel bestimmen:

Hybridisierungstemperatur 4x(G+C) + 2x(A+BfC

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

3.2.2.3.1 Reverse Transkription zur Generierung komplementarer DNA (cDNA)

Nach Isolierung der RNA aus murinem Gewebe und kultivierten Kardiomyozyten, wurde mit der
cDNASynthese fortgefahren. Dazu wurde 1pg RMNAt Hilfe von SuperScrip® Reverser
Transkriptase (Invitrogen) Oligo(dt)s Primern und RNAs® Plus(RNAse Inhibitor, Promega)
entsprechend des Protokolls von Invitrogen revers transkribibas Gesamtvolumen wurde im
Anschluss der reversen Transkmptimit DEP®@Vasser auf 40ul erhoht. Die erhaltene cDNA wurde
danach fur quantitative RedlimePCRs (QRFCRs. 32.2.3.9 verwendet.

3.2.2.3.2 quantitative Real -Time-PCR (qRTPCR

Im Anschluss an die erfolgreiche cDSnthese, wurde die mRN&pressin verschiedener Gene

mit Hilfe der quantitativen RedlimePCR (qRPCR) untersucht. Dabei wurde der Abs®BYBR®
Green Fluoreszein Mix (Thermo Scientific) verwen@ei Sybr Green handelt es sich um einen
CyaninFarbstoff, der in doppelstrangige DN#terkaliert. Sybr Green selbst besitzt nur eine sehr
geringe intrinsische Fluoreszenz. Die Interkalation von SybrGreen in doppelstrangige DNA erhéht die
Fluoreszenz des Chromophors um das uber i@6Be. Nach Anregung mit ultraviolettem Licht
erfolgt eire Emission bei einer Wellenlange von 521nBa mit zunehmender Menge an
doppelstrangiger DNA proportional mehr SybrGreen interkalieren kann, korreliert die Fluoreszenz
Intensitat direkt mit der Menge an doppelstréangiger DNA. Die-BRBR wurde mit der iCgcliQ
Multicolor Real Time PCR Maschine {Bad, Minchen)jn Triplikatendurchgefihrt. Arp (acidic
ribosomalprotein) diente dabei als interner Standartin Anschluss an die gfPICR wurde eine
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Schmelzkurvenanalyse zur Analyse der Reinheit des-PRilRktes durchgefihrt. Da die
Schmelztemperatur von DNA von ihrer Lange und ihremGeél@alt abhangt, ermdoglicht die
Schmelzkurvenanalyse die Detektion unspezifischer -FG&#ukte, wie beispielsweise
OligonukleotidDimere. Die Differenzierung zwischen unspezifisch Produkten und dem
gewilnschten Produkt ist dadurch mdglich, dassct das Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA
SYBR® Green wieder freigesetatd, wodurch die Fluoreszenzemission abnimrder grofdte
Nachteil dieser Methode ist, dass im Falle &#dung unspezifischer Produkte, keine quantitative
Auswertung mehr moglich ist. Es wurdeim Abhangigkeit der Schmelztemperaturen der gewéhlten
Oligonukleotide (s. Tabelle §¥olgende Ansatze und PERogramme durchgefihrt:

Tabellel4: Reaktionsansatz fir eine gRACR

12,5l Sybr®Green Mix

1pl (jeweils) Vorwarts und RickwartsOligonukleotid (2,5uM)
8,5ul Wasser

10ul cDNA (1:100 verdunnt)

25ul Gesamtvolumen

15min 95C Denaturierung
30s 95°C Denaturierung

30s x°C Hybridisierung S0x

30s 72°C Elongation

10s 50°C Schmelzkurvenanalyse (100 Zykle
(Erlbhung um 0,8C je Zyklus)

Abbildung21: Représentatives Programm fur eine ¢iRCR

Die gRIPCRSchritte, in denen die Fluoreszenzemission detektiert wurde, isibbildung 21grin
hinterlegt. Die Auswertung erfolgty A i R-Swdhgden Der @Wert wurde als Zyklenzahl, bei der

die PCRAmplifiziering einen Schwellenwert Ubersteigtdefiniert. Der GWert des zu
untersuchenden Gens wurde auf dep\Wert der endogenen ReferenAr) normiert. Dies geschah
unter der Anmhme, dass die endogene Referenz in verschiedenen Proben identisch ist. Die relative
Menge an der zu untersuchenden mRNA wurde mit Hilfe der folgenden Formel bestimmt:

20 K&t WObeiﬁ JG = [Q cenx G Arp]Mutante - [Q cenxC G, Arp]KontroIIe

Fir Kontrolltiere isn |&=0 und 2' ®'=1. Fur Mutanten gibt der Wert va@¥" ©'die xfache Anderung
der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle an.
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3.2.2.4 Genexpressionsanalyse mittels MicroArray

Zur Analyse von Veranderungen der mREression irHerzventrikeln von aMyHRICM/Mstn™f

Mausen 10 Tage nach Induktion des knockouts, wurden Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Arrays von
der hausinternen SE@A OS 3 NHzLILIS dzY  HuxcKgifithk. XAtsXKodrolltiere dienten
ebenfalls 10 Tage vorher mit Tamoxifie@handelte aMyH@®ICM MauseNach Extraktion der RNA

(s. 32.2.2), wurde deren Qualitamhit dem Agilent 2100 Bioanalyzer mit Hilfe des RNA 6000 iso
Uberprif. 5A S t NB 6 Sy ¢dz2NRSY WTHikhiyaRabdlfyand hyNmlidafiop drfuéed a
with Ambion WT expression&it 6 SKIF yRSt G dzyR YAG RSy ! FF2YS{iNA
hybridisiert. Die Rohdaten wurden mit der Affymetrix Expressionskonsole unter Verwendung des
RMA Analysélgorithmus analysiert. Die statistische Auswertung wurde mfe Hiér Arraystar 5.0.
Software durchgefiihrt.Die ArrayDaten wurden unter ArrayExpress (ZugangsnummeviEXP

3744) hinterlegt.

3.2.3 Biochemische Methoden

3.2.3.1 Isolierung von Proteinen aus murinen Herzventrikeln und Kardiomyozyten

Zur Isolierung vonProteinen aus murinen Herzventrikeln wurden die b80°C gelagerten
Herzventrikel (s..2.1.6) in einen auf Trockeneis vorgekihlten Mdrser Gberfuhrt. Im Anschluss wurde
unter Verwendung von Fluss&fickstoff das Herzgewebe mit einem Pistill zu einemefeiRulver
verarbeitet. Dieses wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefa3 Uberfihrt und mit 100ul Protein
Extraktionspuffer inklusive Protese/Phosphatasénhibitoren (s. 31.6) UberschichteBei kultivierten
Kardomyozyten wurdenach der jeweiligen Stimulatiodas Kulturmedium abgesaugt. Im Anschluss
erfolgte ein Waschschritinit KardiomyozyteiWaschpuffer (s3.1.6). Die Kardiomyozyten wurden
ebenfalls mit 100ul Protein Extraktionspuffer inklusive Protease/Phophdtdsbkitoren lysiert und

von der Zellkulturshale abgeldst. Die weitere Vorgehensweise ist fiir murines Gewebe und
kultivierte Kardiomyozyten identisch. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit Hilfe eines Ultraschall
Homogenisators (Amplitude 20% fir 10s), wobei durch kurze Inkubationszeiten aufinEis e
Uberhitzen der Lysate vermieden wurde. Nach einer Zentrifugation des Lysats bei 1#@96min

und 4°C, wurde der Uberstand abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal® tberfiihrt. Im
Anschluss wurde der Proteingehalt mit Hilfe dewry-Methode (s. 3.23.2) bestimmt.

3.2.3.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung des Proteingelstter aus Herzventrikeln und Kardiomyozyten isolierten Proteine,
wurde das D& Protein Kit (BieRad, Miinchen) verwendet. Dies basiert auf der Lowry Methgtie
Dabei wirdim ersten Schritt, einer BiureReaktion, eine basische Kupferldosung zum Protein
zugegeben. Das Kupfer bildet mit den Stickstoffatomen der Peptidbindung einen Komplex und wird
dadurch zu Cureduziert. Durch Zugabe dgelben FolirCiocaltau-ReagenfPhosphorolybdat und
PhophowolframatMischung)wird Cu zu Cd* oxidiert, wahrenddas FolifReagenz zu Molybdanblau
reduziert wird. Die Extinktion des gebildeten Molybdanblau kann bei einer Wellenlange von 750nm
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detektiert werden.Zur Proteinbestimmung wurde eingaBdardreihe mit einem Protein bekannter
Konzentration (Rinderserumalbin, BSA, s. Taliélleurchgefihrt

Tabellel5: Standardreihe zur Proteinbestimmung nach Lowry

BSA Standard (20mg/ml Extraktionspuffer Milli-QWasser  Konzentration

in pl in in pug/ul
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 ethecl9Blatte
angesetzt. Dabei wurden im Allgemeinen 2ul Proteinlysat eingesetzExdiektion wurde mit Hilfe

des FluoStar® Miiplatten-Readers (BMY=detektiert und ausgewertet. Im Anschluss wurde mifeHil
von 5x SD®robenpuffer (s. 3.6), 4ul 1M DTT und 2pl Bromphenolblau eine Konzentration von
2ug/pl eingestellt (Gesamtvolumen 10QiDabei diente DTT der Reduktion der Disulfidbriicken. SDS
im 5x SD®robenpuffer zerstort die hydrophoben Wechselwirkungen der Proteine und Ubertragt
durch seine Bindung an diese seine hohe negative Ladung almsdaschlussvurden die Lysate bei
95°C fur 5min denaturiert und bis zur weiteren Verwendung der SD®olyarylamid
Gelelektrophorese (s..3.3.3)bei-20°C gelagert.

3.2.3.3 SDSPolyacrylamid -Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekilmasse erfalgtéHilfe von
NuPAGE Novex Bisis Getn (412%, Invitrogeh Diese wurden in einer XCell Surel®ock
Gelelektrophoresekamme(invitrogen)fixiert und 1x ME®uffer (s. 3L.6) zugegeben. Es wurden in
der Regel 120ug Preeinlysat (s. 2.3.2) sowie der BehMark™ Proteinstandard Iqvitrogen
aufgetragen. Die Auftrennung der Proben wurde bei-200 V durchgefiihrtim Anschluss wurden
die Proteine per Tankble¥erfahren aukine Nitrozellulosemembran (s.233.4) Ubertragen.

3.2.3.4 Western Blot -Verfahren

Zur Ubertragung der durch die SB8lyacrylamieGelelektrophoreseaufgetrennten Proteine (s.
3.2.3.3) auf eine Nitradlulosemembran wurde ein WesteBlot durchgefuhrt. Dabei wurde das SDS
Polyacrylamidgel inklusive eineNitrozellulosemembran in die @ 1™ TankblotApparatur
(Invitrogern) mit Transfepuffer gesetzt.Dabei muss die Nitr@eflulosemembran auf der Seite der
Anode liegen. Zur Transferierung der Proteine wurde zwei Stunden eine Spannus@wangelegt.
Die Proteine binden dabei durch ggphobe Wechselwirkungen an die Nitrozellulosemembran. Der
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erfolgreiche Proteintransfer wurde mit einer Ponceau S Farhilnegpriift. BeiPonceauS handelt es
sich um einemoten Azofarbstoff, der reversibel an Proteine binden kann.

3.2.3.5 Inkubation des Western Blots mit Erst - und Zweitantikdrpern

Im Anschlussin den Proteintransfer (s..3.3.4)wurde die Nitroellulosemembran eine Stundmit
5% Milchpulver in TBS/T (s13) geblocktDadurch wurde verhindert, dass unspezifische Bindungen
des Erstund Zweitantikdrpers an die Membran entstehen. Nach denstgindigen Blocken der
Nitrozellulosemembran wurde diese dreimal je 5min MBS/Tgewaschen. Im Anschluss wurde der
Erstantikdrper in der esprechenden Verdinnung (s. Tabelle 10) zugegeberdandéot Giber Nacht
bei 4°C in der Antikdrpdrosungauf dem KippgSchittler inkubiert Am folgenden Tag wurdéer
Erstantikérper abgenommen undlie Membran dreimal 5min mit TBS/T gewaschem
ungebundenen Erstantikdrper zu entferndm Anschluss wurde die Memdn mit dem zugehorigen
Zweitantikdrper in der jeweilgn Verdinnung (s. Tabelle 1¢ine Stunde inkubiert. Nach einem
erneuten dreimaligen Waschschritvurde die Membran mit dem Super Signal West FéMto
Substrat(Thermo Fisher Scientifienkubiert. Diean den Zweitantikdrper gekoppelt®leerettich-
Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol mit Hilfe von Wasserstoffpgitmiidies ist im
Super Signal West FemtbSubstrat enthalten) Die emittierte Chemilumineszenz wurde mit Hilfe
einer CCEXamera(VersaDoé&" 3000, BieRad s. 3.1.3 detektiert. Die Proteinbanden wurden mit
Hilfe der Softwae Quantity One (Bi®Rad ausgewertet.

3.2.4 Histologische Methoden

3.2.4.1 Anfertigen von Gefrierschnitten von Mausherzen

Nach Einbetten des mittleren Bereiclier murinen Ventrikel in Tissugek® OCT Medium (s.
3.2.1.6) wurden diese bis zur Anfertigung von Gefrierschnitten-&8@9C gelagert. Gefrierschnitte
wurden mit Hilfedes LeicaCM3050 Kryotomss. 3.1.3)angefertigt. Dabei wurde flr Gefrierschnitte
von Mausherzen eine Blocktemperatur ve0 bis-22°C verwendet. Die 10um dicken Gefrierschnitte
wurden auf SuperFrost Plus Adhasi@dgjekttrager (s. 3.1.2) aufgenommen und Kkurz bei
Raumtemperatur getrocknet. Im Anschluss wurden sie feuchtigkeitsgeschitzZ2d3€ oder-80°C,
bis zur weiteren Verwendung fir histologische oder immunologische Farbungen, aufbewahrt.

3.2.4.2 Hamatoxylin - und Eosin-Farbung

Bei der HEFarbung (Hamatoxyhrund EosiAFarbung) handelt es sich um die Standardfarbung in der
Histologe. Dabei wurde Hamatoxyli@ill Nr. 3 (Sigmaldrich, Steinheim) fur die blaue Kernfarbung
verwendet. Hierbei handelt es sich um einen positiv geladenen AlumikiamateinrKomplex, der
die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA im Zellkern bindet. ddih,Eeinem sauren
Xanthenfarbstoff, wird das Zytoplasma rot gefarbtir die HE&arbung wurden die beR0°C oder
-80°C gelagerten Hefefrierschnitte aufgetaut und direkt in eiskaltem Aceton 5min fixiert. Im
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Anschluss wurden die GefrierschnitterBid bei Raumtemperatur getrocknet. Alle folgenden Schritte
fanden bei Raumtemperatur statt. Zuerst wurden die Gefrierschnitte dreimal in-MilVasser
getaucht. Im Anschluss erfolgte eine zehnminitige Farbung der Kerne mit Hamatoxylin Gill Nr. 3.
Durch Eh6hen des pHWNertes mit Hilfe von flieBendem Leitungswasser (10min) farben sich die
Zellkerne blawiolett. Nach einem dreimaligen Eintauchen der Gefrierschnitte in-@HWasser,
wurden sie 25min in Eosin gefarbt. Um die Eosinfarbung zu fixieren undGaisierschnitte zu
entwassern, wurden sieaeimal kurz in 96% Ethanol getaucht. Danach erfolgten zwei zweiminttige
Waschschritte in 100% Ethanol, gefolgt von zwei zehnminltigen Klarschritten in Xylol. -Die HE
gefarbten Herzschnitte wurden mit Entelan® eidgckelt und mit dem Axiomdt 2 Mikroskop (Carl

Zeiss s.3.1.3 mikroskopiert.

3.2.4.3 Masson-Trichrom -Farbung

Die TrichrorAFarbung dient zur Untersuchung von Fibrosen im Herz oder Muskel. Dabei werden
Kollagene in der extrazellularen Matrix mit Anileblangefarbt. Desweiteren werden die Zellkerne
mit Hamatoxylin dewarz und in Hergefrierschnittendie Kardiomyozyten durcBiebrich Scarlet
Saurefuchsirrot geféarbt. Dabei farbtBiebrich ScarleBaurefuchsirzuerst auch die extrazellulare
Matrix rot. Die anschlieRende Verwendung von Phosphowolframséure und Phosgigbdéansaure
fuhrt zur Diffusion des roten Farbstoffs aus den #fahfasern und damit zur Entfarbung. Im
Anschluss kdnnen die Kollagenfasern mit Anilinblau gefarbt werderBeginn der Tricomfarbung
wurden die Herzgefrierschnitte unfixiert 30min bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach einem
zweiminltigen Waschschritt in Mi-Wasser, wurde analog Protokoll des Herstellers fdggeen
(SigmaAldrich). Die gefarbten Herzschnitte wurden mit Eaie® eingedeckelt und mit dem Axiayh

2 Mikroskop (Carl Zeiss. 3.1.3 mikroskopiert.

38 ¢ 8 +Gamktogidase-Farbung

aAiAild | Af-G&faktoBdaddarbung kann die Rekombination lacZ transgenen Geweben
Uberpriift werden. DatacZGen kodiert fiir dad y 1 &alaktosidase. Dieses hytyrsiert 5Bromo-
4-chloro-3-indoxyl- -D-galactosid oder »Gal zu Galaktose undBrom4-Chlore3-indoxyl. 5-Bromo
4-Chloro3-indoxyl wird dann vom Luftsauerstoff zutiefblauem 5,5-Dibrom4,4™-Dichlorindigo
oxidiert (s.Abbildung 22
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Abbildung22Y a $ OK I y A-GafadmisidaReéSadiurig
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Y, dzNJGalaktosidasé-arbung von Gefrierschnitten wurden diese kurz bei Raumtemperatur
getrocknet und 5min in PBS gewaschiach einer zehnminttigen Fixigg in XGalFixierlosung (s.
3.1.6) wurden sie ¢rimal mit LacZVaschlosung (s..B.6) gewaschen. Im Anschluss wurden sie Uber
Nacht bei37°C in »Gal Farbelésung (s.136) unter Lichtausschluss inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen mit PBS, wurden d@drierschnitte mit Mowiol (s. 3.6) eingedeckelt und mit dem
Axiophot 2 Mikroskop (Carl Zsjs. 3.1.3 mikroskopiert.

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

Zur Bestimmung der Kardiomyozyt&ro3e wurde eine LektRarbung durchgefuhrt. Dazu wurde

ein TRIT@narkiertes Lektin ausTriticum vulgaris(SigmaAldrich) verwendet. Dieses bindet an
Sialinsaure und Mcetylglucosamin, welche u.a. in der Zellmembran liaw.extrazellularen Matrix
lokalisiert sind. Zur WGRarbung 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 TRIT@arkierten Lektin erfolgte bei 4°C lber Nacht in einer 1:100
Verdinnung. Nach einem erneuten dreimaligen Waschschritt, wurden die Herzschnitte mit Mowiol
eingedeckelt. Zur Mikroskopie wurde das Z1 Fluoreszenzmikroskop (CartZi&s} verwendet.

Um die KardimyozytenFlache auszuwerten wurden vier verschiedene Bereiche (20x Bilder) je
+ SNEdZOKAGASNI YATNRA1I2LIASNI o6yro 2SS DSymyzRl) dzyR
particlest Cdzy 1 A2y RSNJ {2F0G46I NS LYIFI3ISW o0bLI 0 OSNBSYR:

3.2.4.6 Kollagen -I-Farbung

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Trichhieanbung wurde ein&ollagenl-Farbung durchgefihrt.
Dazu wurden frische Gefrierschniti®min in einer Mischung aus 80% Aceton und 20% Methanol
fixiert und anschlieRendagrocknet. Nach dreimaligerdreiminittigen Waschen in PBS, wurden sie
Uber Nachtmit einem Biotinkonjugierten Kllagenl-Antikorper (Rocklandbei 4°C inkubiert. &th
einem erneuten Waschschrittrfolgte eine Inkubationmit einem Streptavidirgebundenen Cy2
Zweitantikorper (Biotrend, 1:100, 1h). Gefrierschnitte ohne Erstantikdrper wurden als
Negativkontrolle verwendet. Nach mehrmaligem Waschen zur Entfernung ungebundenen
Zweitantikorpers, wurden die Kardiomyozyten mit TR§€Koppeltem Phalloidin 30min bei einer
Verdinnung von 1:1000 inkubtedm Anschluss wurde einkernfarbung mit DAPI (1:1000 3min)
durchgefihrt unddie Herzschnittevurden mit Mowiol eingedeckelt. Die gefarbten Schnitte wurden
mit dem Leica SP2 kordalen Mikroskop (Lei¢as. 3.1.3 mikroskopiert. Dabei wurde ein 40x
Planap-Objektiv (Leicaverwendet. Ein Teil der konfokalen Mikroskopmwie die Quantifizierung
des Kllagenl-Gehaltes wurde von Dr. Sawa Kostin durchgefilbabei wurde der #llagenl-Gehalt

mit Hilfe derQuantifizierungs und VoxelShop Funktiordar Imaris 5 Software (Bitplanesowie de
ImageJ Software (N)Hyjuantifiziert. Es wurden 10 verschiedene Bereiche je Versuchstier (n=3 pro
Genotyp und Zeitpunkt) ausgewertet.
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3.2.5 statistische Auswertung

Die Datenwurden als Mittelwert Standardfehler angegebemie statistische Auswertung erfolgte

mit der GraphPad Prism Software Version 5.0 (GraphPad Software, San Diego). Zwei Gruppen
g dzZNRSY YAG SAwgsh B oderlinieR SSyufip@ra mit (leinem einfaktoriellen Anova und
BonferroniTest verglichen. Uberlebensikven wurden mit dem ManteCoxTest ausgewertet. Werte

von p<0.05 wurden als gtatisch sgnifikant betracht
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4. Ergebnisse

4.1 Die gewebsautonome Funktion von Myostatin in murinen
Kardiomyozyten

Myostatin ist ein effektivemegative Regulator des Skelettmuskedchstums’’. Dadurch wird die
Inhibierung von Myostatin zur Behandlung von Muskeldystrophien, Kachexie urkap8aie
therapeutisch interessant 1. Die physiologischen und paiphysiologischen Funktionen von
Myostatin in anderen Organen als der Skelettmuskulatur, wie beispielsweise im Herzen oder
Fettgewebe’’, wurden jedoch kaum untersuchbies ist umso erstaunlicher, ddyostatin unter
verschiedenen pathologischen Bedingungen avig Herzinfarkt® oder Herzinsuffizien25"1%83%7 stark
hochreguliert ist.Um die Funktion und den molekularen Mechanismus yostatin im adulten
Herzen zu untersuchen, haben wir Mausmodelle zur Kardiomyozgenrifischen Deletion und
Uberexpression von Myostatin etabliert.

4.1.1 Evaluierung der Mausmodelle

4.1.1.1 Das Mstnffi Modell erméglicht eine effiziente Ausschaltung der Myostatin
Expression im Herzen

Zur Untersuchung deFunktion und des Mechanismus véfyostatin im adulten Herzen wurden
zwei Mausmodelle verwendet.

Mit Hilfe einer Verpaarung demstn™ (s. 31.10.2) mit einer aMyH®CM-Maudinie (s. 31.10.3),
wurde eine Tamoxifeinduzierbare Deletion von Myostatin im adulten murinen Herzen ermadglicht
(aMyHGMCM/Mstn™™). Mit diesem Modell ist es moglich, den direkten Einfluss einer Myostatin
Deletion auf das adulte Herz zu untersuchen und neue Signalweigerifizieren. Dadurch, dass

die Deletion im adulten Tier stattfindet, kdnnten andere Kompensationsmechanismen als bei einer
Deletion wéhrend der Entwicklung stattfinden. Dies ware auch im Hinblick auf die Gabe von
Myostatirtinhibitoren zur Behandlung volWluskelschwund von Bedeutungur Evaluierung dieses
Mausmodellswurde die mRNAXxpression von Myostatin 10 Tage und 6 Wocherhrder ersten
Tamoxifengabe (s..3.1.2) in Kardiomyozyten mit Hileiner gRIPCR(s. 32.2.3.2) Uberpruft. Als
Kontrolltiere wurden ebenfalls Tamoxifebehandelte aMyH@®ICM Mause verwendet, um
unspezifischeEffekte von Tamoxifen auszuschlie3&s. wurden jeweils Mannchen im Alter von 3
Monaten verwendetDie Induktion der Myostatin Deletion fuleizu einer Reduktion der Myostati
Expression in Kardiomyozyten von mehr als 80% nach 10 {&g&iob 23A). Diese Reduktion wurde
auch noch 6 Wochen nach Tamoxifengabe beobachtet. Vor Tamoxifengabe wurde kein Unterschied
in der Myostatin Expression zwischen aMyMCM und aMyH@ICM/Mstn™ Mausen festgestellt

(s. Abb23A).
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Zur Untersuchung der Langzeitwirkung einer Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten wurden
Mstn®™ (s. 3.1.20.3) mit aMyHCre (s. 3..10.1) Mausen verpaateMyHGCreMstn"™). Dabei wird
Myostatin in Kardiomyozen zwischen E7.5 und E&%° deletiert. Eswurden Manncherim Alter
von 4,5 Monaten verwendet. Dies ist vergleichbar mit dem induzierbneckout6é Wochen nach
TamoxifengabeDa der konstituive knockoutvon Myostatin zu Skelettmuskéiypertrophie und
Hyperplasie* fuhrt, konnen wir nit dem aMyH@CreMstn" Mausmodell evaluieren, ob Myostatin
im Herzen eine analoge Funktion wahrnimmir Evaluierung der Effizienz der Myostatial&ion
wurde eine gRPCR (s. .3.2.3.2) mit cDNA von Herzventrikeln, Kardiomyozytnd Nicht
Kardiomyozyten (s..3.1.7) durchgefuhrt. Als Kontrolltiere wurden aMyB€& Mause verwendet.
Dabei wurde eine sigfikante Reduktion der Myostatin Expression in HerzventriK8ih3%) und
Kardiomyozyter{94,6%)festgestellt(s. Abb23B).

A Mstn qRT-PCR KM B Mstn qRT-PCR

1. 1
c % Bl aMyHC-MCM @ B aMyHC-Cre
3 € I amyHc-memmsn ™ S € =3 aMyHC-Cre/Mstn 11
g2 g5
E. E Q
w N a R
£ 3o £ So.
S8 fa
€c Sc

am 10d 42d Herz KM "NKM

Abbildung?23: Effiziente Ausschaltung der Myostatin Expression in Kardiomyozyten

(A) QuantitativeMyostatin (Mstn) RFPCR von aMyHKRICM und aMyH@ICM/Mstnf! Kardiomyozyten (KM) vor, 10 Tage
dzy R ¢ 220KSY yI OK ¢ Y2ZEAFTSYIl RYAYA A Arpdiedttd glsyendogene Refdred@B)NyY I A IS ¢
quantitative Myostatin (Mstn) RPCR von aMyHCre und aMyHCreMstnf! Herzventrikeln, Kardiomyozyten (KM) und

NichtY I NRA2Y&2T eSSy o6bYao0o Ay | RdzZ 68y a N daipSwirdeozar Nomyfiérind Ny 3 A 3 S
verwendet.Dargestellt sind Mittelwert £SEM. *P<0.05, **P<Q.83%: nichtsignifikant

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

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

Dies beruht drauf, dass @ Hochregulation von Myostatin nach pathophysiologischen Bedingungen
wie einemHerzinfarktauf einen Zeitraum von 30 Tagen beschréiskf®’. Um die direkte Wirkung
einer Uberexpression von Myostatin im adulten Herzen, die diesen Zustand wiedelspirge
untersuchen,wurden CAG@®/stn (s. 31.10.4) mit aMyHGMCM (s. 31.10.2) M&usen verpaart
(aMyHGMCM/CAG@MVistn). Dies ermoglicht eine Kardiomyozytspezifische Uberexpression von
Myostatin nach Tamoxifengabgur Evaluierung der aMyH@CM/CAGGVIstn Mauslinie wurde die
MRNAExpression von Myostatin 6 Wochen hater ersten Tamoxifengabe (s23..2)mit einer gRT

PCR (s. .3.2.3.2)in Herzventrikeln, Kardiomyozyten und Nigfdrdiomyozyten UberpriftAls
Kontrollméuse wurden wiederum Tamoxifbehancelte aMyHEMCM Mause verwendet. Die
Induktion der MyostatifJberexpression filhrt zu einem Anstieg der Myostatin Expression in
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Herzventrikeln (2fach und in Kardiomyozytery (6fach) im Vergleich zur aMyHWGCM Kontrolle(s.
Abb. 25A). Der leichte Anstiegni NichtKardiomyozyten kann darauf beruhen, dass die Population
einen geringen Anteil an Kardiomyozyten enth&ln die Reinheit der jeweiligen Fraktionen zu
Uberprufen, wurde eine gqRPCR mit Markern fiir KardiomyozytéMyhg, EndothelzellenRecam)

und Fibroblasten Kollagen 1) durchgefuhrts( Abb. 24-C). Daraus wird ersichtlich, dass in der
Kardiomyozytenfraktion hauptséchlich Kardiamayten vorhanden sind (s. Abb. R4 wéhrend
Endothelzellen und Fibroblasten in der Nittdrdiomyozynfraktion Gberwegen (s. Abb. Z&C).
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass auch in der Ndelnliomyozytenfraktion ein geringer Anteil
an Kardiomyozyten enthalten ist, der vermutlich fiir den leichten Anstieg der Myosaprnession

(s. Abb25A) verantwortlich ist.

A aMyhc qRT-PCR B Pecam qRT-PCR Cc Col1a1 qRT-PCR
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Abbildung24: Hoher Reinheitsgrad der Kardiomyozytenfraktion

Zur Uberpriifung der Reinheit der Kardiomyozytend NichtKardiomyozytenfraktion wurde cDNA von Herzventrikeln,
Kardiomyozyten (KM) und NicKiardiomyozyten (NKM) vomMyHGCre Mausen verwendet. Es wurden jeweils 3
dzy I 6 KNY3A IS 9 ELISNR Y S yAipSvurdé kui Noymicoung RelikBoé(a) S)tiadtitalivéadMyosin heavy
chain (aMyhg PCR(B) Quantitative PecamqRFPCR.(C) Qantitative Kollagen | Colla) gRFPCR.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 Effeldm zu untersuchen, ob
eine langfistige Uberexpression von Myostatin einen positiven Einfluss auf die Herzfunktion besitzt
oder, dhnlich wie in der Skelettmuskulatur zu einer Fibfg383434 fijhrt, wurden CAG@®stn (s.
3.1.10.4) Mause mit aMyHCre (s. 3.10.1) Mausen verpaart (aMyHZe/CAGS/stn). Es wurden,
analog zum konditionaleknockout Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet. Zur Kontrolle
des Mausmodells wurde wiederum eine qRPCR (s. .3.2.3.2) mit cDNA von Herzventrikeln,
Kardiomyozyten und NicH{ardiomyozyter(s. 32.1.7) durchgefuhrt. aMyHCre M&use dienten als
Kontrolltiere. Die Myostatin Expression ist in Herzventrikeln und Kardiomyozyten m@@$ael{ in
Herzventrikelrund 106fach in Kardiomyozyterfjochreguliert(s. Abb25B). Der geringere Anstieg in
NichtKardiomyozyten kdnnte wiederum durch eine Verunreinigung mit Kardiomyozyistarde
gekommen sein (s. Abb. 8%
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A Mstn qRT-PCR B Msth qRT-PCR
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Abbildung?25: Effiziente Uberexpression von Myostatin im adulten Herzen

(A) Quantitative MyostatinMstn) RFPCR von aMyHKRICM und aMyH@1OM/CAGGMstn HerzventrikelnKardiomyozyten

(KM)und NichtKardiomyozyten (NKM)

2 2 0KSyYy yI OK

¢ Y2ZEATSYlIRYAYAAGNAHAZY

60

wurde zur Normierung verwende(B) Quantitative Myostatin fstn) RFPCR von aMyHCre und aMyHCrd CAG@Mstn
Herzventrikeln, Kardiomyozyten (KM) und Ni&ardiomyozyten (NKMhiadulten M&usen (3 unabhéngige Experimente,
y % dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01

4.1.2 Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten fuhrt zu Herzinsuffizienz,
Hypertrophie und einer gesteigerten Lethalitat

Zu unserer Uberrascing starben 26.5% der aMyH@CM/Mstn®" Mause 10 Tage nach Beginn der

Myostatin Deletion,

wahrend Tamoxifdsehandelte Kontrolltiere (aMyH®ICM) und eine

Tamoxiferinduzierbare Uberexpression von Myosta@MyHGMCM/CAG@Mstn) keinen Einfluss

auf die Letalitat hatten (s. Abb.26).

Uberlebenskurve
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aMyHC-MCM/Mstnf!/f
aMyHC-MCM/CAGG-Mstn

gesteigerten Lethalitat

aMyHGMCM/Mstnfif
MCM/CAG@Vstn  (n=8)
Tamoxifenadministration.

* P<0.05

Abbildung 26: Akute Deletion von Myostatin
in adulten Kardiomyozyten fihrt zu einer

Uberlebenskurve von aMyH@CM (n=15),
(n=34) und aMyHC

nach
statistische

Mé&usen
Die

Auswertung erfolgte mit dem Mant&loxTest.

Um herauszufindemb eine Dysfunktion des Herzens Ursache der gesteigerten Lethalitéfuiste

die Herzfunktion rit Hilfe von MRIMessungen (s..3.1.4.1) untersucht. Diese ergaben eine normale
Herzfunktion in Tamoxifebhehandelten aMyH®ICM Kontrolltieren (s. Tab. 16). Desweiteren wurde
vor Tamoxifenadministration kein Unterschied in den Herzparametern festge&elltab. 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 endsystolischem¥ios deutlich (s. Tab. 16

Abb. 27A,B. Desweiteren kam es zu einem Anstieg der linksventrikularen Masse in der Enddiastole
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und der linksventrikularen Wanddicke, beides Parameter einer Hypertrophie (s. Tab. 16). Wir
erwarteten, dass sich die Herzinsmifinz mit der Zeit verschlmern wirde und analysierten
dieselben Mause im MRT 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Uberraschenderweise verbesserte sich die
Herzfunktion nach 6 Wochen so stark, dass es zu einer voélligen Wiederherstellung der
Herzkontraktilitéat kan(s. Tab. 16)

Tabelle16: 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

*

MRTFAuswertung von aMyH®ICM, aMyHEMCM/Mstnfl und aMyH@VCM/CAG@VIstn Mausen vor, 10 Tage und 6

2 20KSY yIOK ¢+FY2EATSY3IlLoSd 94 6dNRSYy aNyyOKSYy AY 1 f36GSN g2y
+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: linksventrikulare Wanddicke in der Enddiastole. Signifikante Werte wurden rot marige®.05, ***P<0.001,

*+*P<(0.0001 in Bezug &f die zugehérige aMyHE/ a Y2y GNBEft Sd n tradnpI ppp tfndaams
aMyHGMCM/Mstnf!t zum angegebenen Zeitpunkt.

Um zu dberpriufen, ob der Anstieg der linksventrikularen Wanddicke und linksventrikularen Masse
durch eine Hypertrophieder Kardiomyozyten bedingt istyurden Gefrierschnitte (s..3.4.1) von
aMyHGMCM und aMyH@ICM/Mstn" einer Lektinfarbung (s. 3.2.4.8interzogen. Die quantitative
Auswertung der Kardiomyozyten Flache ergab, dass der Anstieg der linksventrikivizneldicke 10

Tage nach Deletion von Myostatin, durch einen 30% Anstieg der Kardiomyozytha #ursacht
wurde (s. Abb. 2I3-F).
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Abbildung 27: Akute Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten fiihrt zu Herzinsuffizienmd ventrikuléarer
Hypertrophy

(A-C) Reprasentative MRT Vierkammerblicke von aMyi@®™ (A), aMyH®ICM/Mstnf (B) und aMyH@®ICM/CAGG

Mstn (C) Mausen vor, 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Die roten Pfeile zeigen ein dilatiertes rechtes Atrium
und einen dilatierten lkken Ventrikel. MaRstab: 10mm(D-E) WGAFarbung von aMyH®ICM (D) und aMyHC
MCM/Mstnf (E) Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifengabe. Maf3stab: 50um. (F) Auswertung der
Kardiomyozyten Flache. Es wurden 4 verschiedenei@er des Herzens ausgewertet und der Mittelwert gebildet (n=3).
Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05

Im Vierkammerblick (s. Abb. BY wird deutlich, dass die akute Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten zur Dilation des linken Ventrikadsvie zurDilatation und Fibrose (s. Abb. 2Bdes
rechten Atriumsfihrt. Um die Entwicklung der Herzinsuffizienz und die Ursache der stark dilatierten
und fibrotischen rechten Atrien zu untersuchemplantierten wir EKG Tramstter (s. 32.1.4.2) in
aMyHGMCM undaMyHGMCM/Mstn™ Mause und zeichneten ihr EKG vor urath Tamoxifengabe
auf. Die EKGéder Kontrollen und der aMyHRICM/Mstn™ M&use unterschieden sich niclvor
Tamoxifengabe (s. Abb. @%). 3 Tage nach der ersten Tamoxifengabe zur Induktioneleti@ von
Myostatin in Kardiomyozyten begann sich das PR Intervall dramatisch zu verlangern. Es erreichte ein
Maximum von 64ms nach 5 Tagen (37wt Tamoxifeninjektion, Abb. B3 C). Dies deutet auf
schwere atrioventrikuldre Erregungsstérungen Hirese kdnntedie Ursache desschwerenatrialen
Fibrose seinDesweiteren entwickelten die aMyHE@CM/Mstn™ Mause nach Tamoxifengabe einen
verlangerten QRS Komplex und eine leicht melie Herzfrequenz (s. Abb. R8E)Diese Parameter
wurden durch Tamoxéhgabe in aMyH®MCM Kontrollen nicht verandertWir fanden keine
Hinweise auf das Vorliegen von Arrhythmien oder atriale Fibrillatiaoh akuterDeletion von
Myostatin.
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Abbildung 28: Akute Deletion von Myostatin flhrt zweiner verschlechterten atrioventrikularen Erregungsleitung und

atrialer Fibrose

(A) Reprasentative Bilder von aMyMCM und aMyH@ICM/Mstnf Herzen 10 Tage nach Tamoxifenadministration. Die

Pfeile deuten auf dilatierte und fibrotische Atrien. (B) Repréative EKGs von aMyHMICM und aMyH@ACM/Mstnf/f

Mé&usen vor und 5 Tage nach der ersten Tamoxifengabe. Es wurden EKGs zur selben Zeit und mit einer ahnlichen
Herzfrequenz verwende{GF) Telemetrische Aufnahmen des PR Intervalls (C), der Herzfreqyende4RS Intervalls (E)
und des Q7 Intervalls (F) in aMyHEICM und aMyH@ICM/Mstn¥? Mausen vor und nach Tamoxifengabe (n=2). Jeder

dargestellte Datenpunkt ist der Mittelwert von zwei ausgewerteten Zeitpunkten im Abstand von einer SBardestellt
sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P< 0.01
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Um zu untersuchen, ob die verschlechterte Kontraktilitat und Hypertrophie nach akuter Myostatin
Deletion ein direkter Effekt von Myostatin ist, etablierten wir ein Mausmodell zur induzierbaren
Uberexpression voiMyostatin in Kardiomyozyten (aMyH@CM/CAG@MVistn). Diese Mause zeigen

die Tendenz zu einer verbesserten Kontraktilitdt 10 Tage nach Tamoxifengabe sowie eine verringerte
linksventrikulare Wanddicke nach 6 Wochen (s. TébAbb. 2T). Dies spricht daflirads Myostatin

einen direkten Einfluss auf die Kontraktilitat und Hypertropbiesitzt Auf3erdem scheint eine
kurzzeitige Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten, wie sie unter pathologischen
Bedingungen beobachtet wurd®’, einen positiven Einflgsauf die Herzfunktion auszutiben

4.1.3 Kardiomyozyten -spezifische Deletion von Myostatin von der Entwicklung an
verschlechtert die Herzkontraktilitdt i  n adulten Mausen

Die akute Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten verursacht eine schwere
Herzinsuffizien4s. 41.2) Dies warf die Frage auf, @ine konstitutive Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten von der Entwicklung an, zu einem &hah Phanotyp flhrt.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 aMgdiidterregion,
deletiert wird (aMyH&reMstn®"). Uberaschenderweise zeigten diese Mause auch eine reduzierte
Uberlebensrate im Alter von-8 Monaten (s. Abb29). Wir kdonnen einen negativen Einfluss der
aMyHCGCre Rekombinase ausschlieRen, da diese Mause keine Verschlechterung in der Herzfunktion
zeigten um nicht vorzeitig starben (s. AbBO, Tab. 17.

Uberlebenskurve
100=

B 1 === aMyHC-Cre Abbildung 29: Kardiomyozyterspezifische
£ 90+ aMyH(:-Cre,'Msstnﬂ"fI Deletion von Myostatin verringer die
'E 804 aMyHC-Cre/CAGG-Mstn| Uberlebensrate
(1]
§ 704 Uberlebenskurve von aMyHCre (n=15),
2 - aMyHGCréMstn™  (n=13 und aMyHG
8 60 Cre/lCAG@AMstn (=19 Mausen Die
> 50 statistische Auswertung erfolgte mit dem

H 50 100 150 200 MantelCoxTest.** P<0.01

Zeit in Tagen

Da bei der Auswertung der MHDaten des induzierbaren knockouts auch der rechte Ventrikel
beeintrachtigt erschien, wurde die Anzahl der Schichben der MRIMessung derkonditionalen
Mausmodelle erh6ht, um eine Auswertung des rechten Ventrikels zu erméglicheklFi®&essung

ergab, dass auch die Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der Entwicklung an zu einem
dilatierten linken Ventrikel §. Abb. 30A) und einer links und rechtsventrikularen systolischen
Dysfunktion fuhrt (s. Tab. 17), wenn auch in einem geringeren Schweregrad im Vergleich zur akuten
Deletion in adulten Kardiomyozyten (s. Tab. 18).Gegensatz zur akuten Deletiorurde kenerlei
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Effekt auf die linksventrikulare Masse, Wanddicke oder KardioptgnZ-lache (s. Tab. 17, AbbB30
festgestellt. Dies schliel3t die Entwicklung einer Hypertrophie des Herzens aus. Vermutlich wird der
Verlust von Myostatin von der Entwicklung ,amon Familienmitgliedern zumindest partiell
kompensiert. Desweiteren wurde auch keine Dilation oder FibroseAtieen festgestellt (s. Abb.

30A).

Tabellel7: Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten fuhrt zu linksvegikularer 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

MRTFAuswertung von aMyHCre, CAG®Istn, aMyHCCreMstn! und aMyH@Cre/CAG@/stn Mausen. Es wurden
Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendet (n=3 CAEEZ VY x ¢ -Orea @MyHCreMstn und aMyHE
Cre/CAG@Mstn). Dargestellt sind Mittelwert +SEM. EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES:
linksventrikulare Masse in der Endsystole; LV Masse ED: linksventrikulare Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches
Volumen; ESV: endsystolisches VolumenWanddicke ED: linksventrikulare Wanddicke in der Enddiastole. Signifikante
Werte wurden rot markiert*P<0.05, **P<0.01 in Bezug auf die aMy8f@ Kontrollen P<0.05 in Bezug auf CAGIStn

Kontrolle
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aMyHC-Cre aMyHC-Cre/Mstn"®"  aMyHC-Cre/CAGG-Mstn

"ﬁ .

Abbildung30: Deletionvon Myostatin in Kardiomyozyten fiihrt zu linksventrikularer Dysfunktion

(A) Reprasentative MRT Vierkammerblicke von aM@HC aMyH@reMstn?! und aMyH@Cre/CAG@&/stn Mausen.Es
wurden Mannchen im Alter von 4,5 Monaten verwendbtal3stab: 10mm. (BReprasentative WGHRarbung (20x) von
aMyHCCre, aMyH&reMstn und aMyH@Cre/CAG®1stn midventrikularen HerzgefrierschnitteMafRstab: 50pum.

Ahnlich zu dem indzierbaren Uberexpressionsmodelteigt die Kardiomyozytespezifische
Uberexpression von Wbstatin von der Entwicklung an(aMyHGCre/CAG@/stn) keinen
Herzphanotyp im Alter von 4,5 Monaten {&b. 17, Abb. 30Die Uberexpression von Myostatin
fuhrt jedoch in beiden Féallen zu einer verringerten linksventrikularen Wanddicke (s. Tab. 16e47). Di
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. 4.1.2148) fuhrt die Kardiomyozytespezifische Deletion von Myostatin zu
Herzinsuffizienz. Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ist mit einer Vielzahl molekularer Effekte
wahrend des ventrikulareiRemodelingsassoziiert. Einer dieser Marker ist die-Beression des
fetalen oder hypertropen Genprogramms. Diese Gene sind im physiologischen Zustand in adulten
Herzventrikelnkaumexprimiert und werden unter pathologischen Bedingungen reaktiviert. Um den
HerzinsuffizienPhé&notyp zu untermauern, Uberpriften wir die Expression des hypertrophen
Genprogramms nactier Deletion von MyostatinWir konnten zeigen, dad® Tage nach dexkuten
Deletion von MyostatitaMyHGMCM/Mstn™) die Expression voAnp und Bnp zweier wichtiger
Marker des hypertrophen Genprogramms den Herzventrikelrerhoht war (s. Abb. 3A). Als
Kontrollen wurden jeweils Herzventrikel von Tamoxibehandelten aMyH®ICM Mausen
verwendet. Desweiteren beobachteten wir eine stark angestiegene ANP Proteinexpression 10 Tage
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nach Induktion de&nockouts welche nach 6 Woam wieder auf ein bades Niveawzuriickgegangen

war (s. Abb. 3B). 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
(@aMyHGCreMstn™™), fiihrte zu einer ahnlichen Expression von hypertrophen Genen sowie einem
Anstieg der AR Proteinexpression (s. Abb.G1D).

JA  Hypertrophes Genprogramm

B 10d nach Tamoxifengabe B ANP/RALA

o . B aMyHC-MCM 531 - ¥
aMyHC-MCM  aMyHC-MCM/Mstn™  aMyHC-MCM aMyHC-MCM/Mstn" £ I aMyHC-MCM
g g 21 x 3 amyHe-Mc st/ 10d “0d ow ow 23 O amyHC-McMiMstn /f)
T @4, 51
o H

£ [ | - |aNP 22
@ N1 8%
S Y
£ 350 [ ® - R D
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| - e
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Abbildung31: Deletion von Myostatin aktiviert das hypertrophe Genprogramm

(A) Quantitatie Anp, Actal und Bnp RFPCR in aMyH®ICM und aMyH@ICM/Mstnf Herzventrikeln 10 Tage nach
Tamoxifenadministration (3 tn6 KNy 3 A 38 9 E LASoNBraeSyf ilGrieruyigrvenvehdet. (B) Western Blot und
Quantifizierung der ANP Bandatensitat in Bezug zu RALvon aMyH@ICM und aMyH@ACM/Mstnf Herzen (3
dzy F 6 KNy IA3IS 9 ELISNA Y S yAnSEnp Acinb hiVighc und aMyhe RIEPGRIinalyHTCve @rél aMyHC
CreMstnf Herzventrikeln 3un o KNy 3 A 3S 9 E LASpNErdeSlg dnSoee Rekeoenzdverwendet. (D) Western
Blot und Quantifizierung der ANP Bkenintensitat in Bezug auf RAlvon aMyH&re und aMyHCreMstn Herzen(3
dzy 8 KNY 3 A 3S 9 HDaifestiivsBo/Mit®Wert ¥ SEM 5*@<0.05, **P<0.01

Wir konnten diese Datemit Hilfe einer MicroArrayAnalysemit cDNA von aMyH&ICM und aMyHE
MCM/Mstn" Herzventrikeln10 Tage nach Tamoxifengaberifizieren. Dabei fanden wir eine
verdnderte Genexpression von mehreren, typischerweise unter patholagisdBedigungen
dereguliertan, Generwie z.BGdfL5und Myh7 (s. Abb. 32). Diese Daten bestétigen die Schwere der
Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten, die auch durch die
redwzierte Uberlebensrate (s. Abb. R@nd verschlederte Kontrakilitat (s. Tab. 16) betont wi
Desweiteren wurde Uberprift, dass die Herzinsuffizienz nicht durch tberkompensierende Mitglieder
derTG CIl YA A S TGRA sebbstIveBursacht Hikd{sSAbLB2B).
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Abbildung32: Akute Deletion von Myostatin aktiviert Gene, die mit Herzinsuffizienz und Hypertrophie korreliert sind

MicroArray-Analyse von aMyH®ICM und aMyH@AICM/Mstnl ventrikularen Proben (n=3) in Bezug auf die Expression
von Genen die mit Herzinsuffizienz und Hypertophie Zusammenhang stehefA), sowieauf Mitglieder der Tgfb/Gdf
Familie (B)Dargestellt sind Mittelwert +£SEM. *P<0.05, **P<0.01

4.1.5 ldentifikation von AMPK als neues Zielmolekil von Myostatin

Die MicroArrayAnalyse ergab neben der Deregulation von Genen, die mit pathologischen
Veradnderungen im Herzen korreliert sifgl Abb. 32 auch eine starke Inhibierung von Genen, die
eine wichtige Rolle in der Fettsdureoxidation spielen (s. Tab. 18). Desweitéhrt die akute
Deletion von Myostatin zur Hemmung von Genen, die in den Citratcyclus, die Glukoneogenese
(Fruktosel,6-Bisphosphatase) und wie oben schon beschrieben Fkttsaureoxidation involviert
sind (s. Tab. 18). Desweiteren wird nach akutdyostatinDeletion die Expression des
Schlisselenzyms der CholesteBiosynthese, #Hydroxy3-MethylglutarytCoA Reduktasenhibiert

(s. Tab. 18).Durch das Ausschalten von Myostatin in Kardiomyozyigarden dadurch
energieverbrauchende Signalweggehemmtund das so genannte fetale metabolische Programm
reaktiviert Dies passiert typischerweise in Folge von Herzinsuffizenz und Hypertré&shi.
Wahrend der Entwicklung é@ndert sich die Substratpraferenz zurG€linnung von Glukose und
Laktat im fetalen Herhin zu Lipiden im adulten HerDabei ist im adulten Herz unter aeroben
BedingungenR A SOxidation fir 90% der AFBewinnung zusténdig, wahrend der Anteil der
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Glykolyse sich auf 10% beschaffkt Die Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms oder
das metabolisch&®emodelingoeschreibt deshalb die Anderung der Substratpraferenz zur starkeren
Verwendung der Glykolyse, was den Zustand im fetalenddenzederspiegeltDie Hochregulation

der Leberlsoform der Carnitin Palmitoyl Transferase (s. Tab. is®)ein weiteres Indiz fur die
Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms, da diese nur im fetalen Herz hochexprimiert ist
und nach pathologisclmeZustanden reaktiviert wiréf®.

Tabelle1l8: 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

MicroArrayAnalyse von aMyHEICM und aMyH@ICM/Mstn?  Herzventrikeln (n=3) 10 Tage nach
TamoxifenadministrationGezeigt wurden deregulierte Gene, die eine wichtige FunktiorMietabolismus des Herzens
Ubernehmen. Runterregulierte Gengind rot und gelb, hochregulierte griin dargesteliin pWert <0.05 wurde als

statistisch signifikant betrachtet.

Desweiteren existieren direktere Kontrollmechanismen wie die Aktivierung deP-ativierten
Proteinkinase (AMPK). AMPK ist ein metabolisches Schlisselenzym und wird nach verschiedenen
pathologischen Bedingungen, wie Ischamie des HerzéHs* Hypertrophie **° oder
linksventrikulder druckinduzierter Hypertrophié®3*! aktiviert. Kurzlich beschrieben Zhang et

eine Aktivierung von AMPK in der Skelettmuskulatur, im weil3en Fettgewebe und der Leber von
konstitutiven Myostatinknockouts Da AMPK atc eine Schlisselfunktion in der Regulation der
Energiehomdostase des Herzens spielt, untersuchten wir, ob die akute Deletion von Myostatin einen
Einfluss auf AMPK ausibt. Interessanterweise #iltie Inaktivierung von Myostatin in adulten
Kardiomyozyten ean aMyHEMCM/Mstn"" Mausen 10 Tage nach Tamoxifengabe, zu einer 1.9fach
gesteigrten Phosphorylierung und damitktivierung der AMPKs. Abb. 33). Desweiteren hat die
akute Deletion von Myostatin auch signifikanten Einfluss auf direkte ZielmolekulaMet, wie die
AcetytCoACarboxylase und Glykogen Synthase, die durch AMPK phosphoryliert idird@biert
werden (s. Abb. 38). Die Proteinexpression von P&MPK wurde jedoch durch das akute
Ausschalten von Myostatin nicht verandei®omit scheint Mystatin den AMPK Signalwegu
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 al@ywiCAG&/Istn Mausen, in
denen Myostatin von der Ewicklung an Uberexprimiert ist. Dabei stellten wir fest, dass sowohl die
Phosphorylierung von AMPK, als auch von ihrem Zielmolekil ACefylCarboxylase durch die
Uberexpression von Mytetin inhibiert wird (s. Abb. 33). Dies spricht fiir einen direktefinfluss

von Myostatin aufden AMPKSignalweg

A amyHC-MCM 10d aMyHC-MCM/Mstn™ 10d
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Abbildung33: Myostatin inhibiert den AMPK Signalweg

(A) Western Blot und Quantifizierung der Expression védiMPKkh 6 ¢ K NIv FhH2G@Ykbgea Byyvithase S Ser64)

und pAcetyl-CoACarboxylase ACC Ser79 in aMyH@MCM und aMyH@ACM/Mstnl Herzlysaten 10 Tage nach
Tamoxifenadministration (3 tn6 K Ny I3 A 3§ 9 E LIS Nwurds yuidi Nbinienying eebwendet.! (Hestern Blot und

Quantifizierung der fAMPK (Thr172) ung-AcetylCoACarboxylas€p-ACC, Ser7Bandenintensitat in Bezug zu RAb

aMyHGCre und aMyHCre/CAG®4stnl SNI f @ &+ Sy @2y n3Ip a2yl i8S FftiGdSy aNyyOKSy
Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.0%P<0.0L***P<0.001.

Um zu beweisen, dass AMPK ein direktes Zielmolekil von Myostatin ist, stimulierten wir isolierte
adulte ventikulare Mauskardiomyozyten (s..231.7) Uber einen Zeitraum von 10min mit
rekombinantem Myostatin. Die starke Hemmung der AMPK Phosphorylierung naobtatty
Stimulierung zeigt (s. Abb. B4dass es sich bei AMPK um ein neues, direktes inhibitorisches
Zielmolekil von Myostatin handelt.

Um den Signalweg Uber den Myostatin AMPK hemmt zu identifizieren, inhibierten wir die #GF
aktivierte Kinase 1 (TAKZine Serin/Threonin Kinase, die die Signaltransduktion von Myostatin und
TGH m @S NI A G G-BOxdzEanol ik (adultérp Ausinen KardiomyozytéPAK1 ist neben
SMAL2/3 der Hauptvermittler der MyostatiSignaltransduktion””. Um die Wirkung des TAK1
Inhibitors zu Uberprifen, wurde die p38 Phosphorylierung mit Hilfe eines Western Blots Uberprift.
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Bei p38 handelt es sich um ein direktes Zielmolekul deri T@#ktivierten Kinase. Nach einer -30
mindtigen Behandlung der adulten murinen Kardiomyozyten mit-{s@yozeanol kam es zu einer
Reduktion in demp38 Phosphorylierung (s. Abb. B4 Wichtiger ist jedochdass der hemmende
Effekt von Myostatin auf die AMPK Aktivitat na¢brinkubation der Kardiomyozyten mit (5%)
Oxozeanoktark zurtickgeh(s. Abb. 34). Daraus sclief3en wir, dass dimhibitorischeWirkungvon
Myostatin auf die AMPK Aktivitat durch TAK1 vermittelt wird.

Die Myostatin Signaltransduktionskaskade wird durch Bindung des aktiem{Dalen Diners an

die Aktivinrezeptoren ACTRIIB und ROA als Typll-Rezeptoren und an ALK4 und ALKS5 alslTyp
Rezeptoren vermittelt’. Um zu beweisen, dass Myostatin seine inhibitorische Wirkung auf AMPK
Uber seine Rezeptoren ausiubt, behandelten wir adulte murine ventrikulare Kardiomyozyten mit
einem ALK4/5/7 Inhibor (SB 505124). Die Vorbehandlung mit SB 505125 hemmte die Wirkung von
Myostatin auf sein kanonische&elmolekil pSMAL3 (s. Abb. 3B) und kehrte die inhibitorische
Wirkung von Myostatin aufid AMPK Aktivitat um (s. Abb. B# Unserem Wissen nach haitdes

sich hierbei auch um die erste Studie, die eine Verbindung zwischen deRexkftoren und AMPK
feststellt. Wir schliel3en, dass Myostatin AMPK Uber seine kanonischen Rezeptoren ALK4/5 und die
Serin/ThreonirKinase TAKL1 inhibiert.
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Abbildung34: Myostatin hemmt AMPK (ber ALK4/5 und TAK1

(A) Adulte ventrikulare Mauskardiomyozyten wurden mit 30ng/ml Myost@STN tber einen Zeitraum von 10mjbpM
(52)7-Oxozeanol(TAKHnhibitor) fir 40minund 5uM (5Z)7-Oxozeanol gefgt von einer Myostatigabe fir 10min
stimuliert. Western Blot und Quantifizierung der Expression véxPKkh 6182 dmbl pp38 (Thr180/Tyr182 in Bezug

auf RAR (3 unabhéngige Experimente, n=3). (Bjulte murine isolierte Kardiomyozyten wurden mit 30ng/ml
rekombinantem Myostatin Uber einen Zeitraum von 10min, 1puM SB505124 (ALK4/5/7 Inhibitor) fir 40min und 1uM
SB505124 gefolgt von einer -biinlitigen Myostatingabe stimulie P-AMPKh 0 ¢ KNM T-SMAB (2¢ri3/425)
Western Blot und Quantifierung der Bandenintensitat. RALwurde 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 Gber AMPK vermittelt

Die oben beschriebenen Ergebnisse (s1.8) 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 Hypsthzu beweisen, behandelten wir aMyHC
MCM und aMyH@ACM/Mstn" Mause parallel zur Tamoxifengabe mit eineMPKInhibitor
(Compound C, s..31.3) und analysierten sie 10 Tage nach der ersten Tamoxifenadministration mit
Hilfe des MRTs. Die MRLiswerturg ergab, dass die Hemmung der AMRKivodie Hypertrophie

des Herzens nach akuter Myostatin Deletion komplett normalisierte. Dies wurde anhand einer
Reduktion der linksventrikularen Masse und linksventrikuidWéanddicke deutlich (s. Abb. 5B).
Desweteren wurde die Reaktivierung des hypertrophen Genprogramms, hier diinehquantitative
RTPCR deAnpund BnpExpression gezeigt (s. Abb.E35)durch Hemmung der AMPK vollstandig
geblockt. Dies verifiziert, dass Myostatin seine antihypertrophe Wagkim Herzen Uber AMPK
vermittelt. Obwohl die Behandlung mit Compound C auch die Kontraktilitdt des Herzens in aMyHC
MCM Kontrolltieren reduziert, wirdid Differenzim Schlagvolumen und endsystolischen Volumen
zwischen aMyH®ICM und aMyH@ACM/Mstn"  Mausen normalisiert (s. Abb. 35, D).
Nichtsdestotrotz bezweifeln wir aufgrund des negativen Einflusses der AMPK Hemmung auf die
Kontraktilitdt des Herzens, dass dieser Signalweg auch fir die Herzinsuffizienz nach akuter Myostatin
Deletion verantwortlich ist.

Zusammenfassendonnten wir zeigen, dass Myostatin AMPK Uber seine kanonischen ALK4/5
Rezeptoren und die Serin/Threorifinase TAK1 hemmt (s. Abb. 36). Dies fuihrt nach akuter
Myostatin Deletion in Kardiomyozyten zu einer Inaktivierung der AMPK Zielmolekile-Boétyl
Caboxylase und Glykogen Synthase und einer Reaktivierung des fetalatatisthen Programms

(s. Abb. 3k Desweiteren konnten win vivobeweisen, dass die Hypertrophie nach akuter Myostatin
Deletion durch AMPK vermittelt wird (s. Abb. 36).
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Abbildung35: AMPKInhibitor Compound C verhindert Hypertrophie nach akuter Myostatin Deletionvivo

aMyHGMCM und aMyH@ICM/Mstnf Mause wurden mit Tamoxifen und mit oder ohne den AMRHbitor Compound

C (20mg/kg, jeden zweiten Tag Uber einen Zeitraum von 10 Tagen) behand@jt MRTAuswertung von aMyH®ICM

und aMyHEMCM/Mstn Herzen vor Tamoxifengabe sowie 10 Tage nachedsten Tamoxifengabe mit undhne

I 2YLIdzyR /| O6yxT 2KyYyS [ 2YLRdzy R -Ausvertyhf der Ivisvientrikufinén Jadsg i dér 0 @
Enddiastole (LV Masse ED). (B) MRalyse der linksventrikularen Wanddicke in der Enddiastole (LV WanddickeCED).
MRTAuswertung des Schlagvolumerip) MRTAnalyse des endsystolischen Volumefis). Quantitative Anp RTPCR von
aMyHGMCM und aMyH@ICM/Mstnff Herzen 10 Tage nach Tamoxifenadministration mit und ohne Compound C
Behandlung (3 umbhéngige ExperimeBt>  yAwp dient® als endogem Referenz. (F) QuantitatiBnpRTFPCR von aMyHC
MCM und aMyH@ICM/Mstn Herzen 10 Tage nach Tamoxifengabe, mit und ohne CompodBdh&hdiung (3
dzy I 6 KNy 3 A 3IS 9 E IS Nirde Syf INGrieruyigk\enivandet. Dargelt sind Mittelwert +SEM*P<0.05,
***P<(0.001, ns: nicht signifikant.
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Abbildung36: Modell des Signalmechanismus

Myostatin (Mstn) hemmt die AMPK Aktivitat ber seinen Rezeptor und TAK1. AMPK inhibiert daraufHielin@ekile
Glykogen SynthaséGS)und AcetyiCoA Carboxylas€éACC) Dadurch fiihrt die akute Deletion von Myostatin in
Kardiomyozyten zu einer Reaktivierung des fetalen metabolischen Programms. Aul3erdem wird die antihypertrophe
Wirkung von Myostatin GlberAMPK vermittelt. Die verwendeten pharmakologischen Inhibitoren SB505124,-152)
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 EAT | O Jadvénergen und G, Signalweg im Herz

Im Anschluss wollten wir untersuchen welche Signalwege fir die Herzinsuffizienz nach akuter
Myostatin Deletion verantwortlich sind. Die Kontraktilitdt des Herzens wird hauptsachlich von
Calcium und cAMP Sigiwegen kontrolliert. Eine Aktivierung deAMPRabhangigerProteinkinase A
(PKA) und der Calcium/Calthdin-abhéngigen Kinase Il (CAN)Kist eine bekannte Ursache von
Herzinsuffizenz und pathologischer Hypertrophie des HerZe#i%. 10 Tage nach Induktion der
Myostatin Deletion in Kardiomyozytebheobachteten wir aie Aktiverung der PKA sowie ihres
direktenZielmolekiils CAMK(s. Abb. 3&). Die Proteinexgssion der PKA selbsar nicht verandert

(s. Abb. 3A). Es ist bekannt, dass eine Aktivierung der Proteinkinase A zu einem Anstieg des
intrazellularen Calciumspiegels fuhrt. Deshalb Uberpriften atirtypische Calcium Sighalwege auch
vom Verlust von Mystatin beeinflusst werdenTatsachlich kam es nach akuter Myostatin Deletion

Zu einer verstarkten PKCK |

LL

t K2 & LJK 2 NiBduch SNitiefuRg (slzAbd. BR Eine

gesteigerte PKEC | {1 GAGAGNG FNKNI T dzNJ PR DideReyed Ml dieli A £ A G N
Phosphorylierung des direkten PKC Zielmolekiils Proteiaki D (PKD) verstarkt (Abb.B37 Wir
identifizierten auch eine Hochregulah von Calcineurinwelches eine zentral Rolle bei der
Entstehung derpathologischen Hypertrophie spiet#®**’. CAMK, PKD und Calcineurin kénnen

ihrerseits MEF2A aktivieren. Eine Aktivierung von MEF2A fiihrt zu einer mechanischen Dysfunktion

des Herzeng>® und konnte auch nach akuter Deletion von Myatsn gezeigt werden (s. Abb. BY.

All diese Signalwege sind ausschlie3lich 10 Tage nach akuter Deletion von Myostatin aktiviert. Nach 6
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Wochen, wenn die Herzkontraktilitat wiederhergestellt ist (s. Tab. 16)diewt mit Herzinsuffizienz
und pathologischer Hypertrophie korrelierteiSignalwege in aMyHECM/Mstn™ Herzen nich
mehr hochreguliert (s. Abb. 38
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Abbildung37: Akute Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyteaktiviert den G jdzy” Radienergen Signalweg

(A) Western Blot und Quantifizerung der Expression v&KpC (Thr197), PKA und@AMHI (Thr286) in aMyH®ICM und
aMyHGMCM/Mstn Herzlysaten 10 Tage nach Tamoxifenadministration ¢hhangiged E LIS NA Y Sy (i/Sviurdg/ x0 0 &  w!
zur Normierung verwendet. (B) Western Blot und Quantifizierung der Bandenintensitat-RPé&@pk i LL 0 ¢ KNt oy KcnmMm
PKD (Ser744/748), Calcineurin und MEF2A in aMy8® und aMyH@ICM/MstnfM Herzlysaten 10 Tage nach

Tamoxifegabe (3 unabhéngige Expel Sy (i S T  Aydigmte) viledewun [der Normierung. Dargestellt sind Mittelwert
+SEM. *P<0.05, **P<0.01.

Interessanterweie wurde gezeigt, dass eine verstarkte PKEktivitat zu Herzinuffizienz und einer
verschlechterten #&ntraktilitit des Herzens fiihrt. Dies legt nahe, dass die verschlechterte
Kontraktilitdt nach akuter Deletion von Myostatin in adulten Herzen durch eine verstarktéd PKC
Phosphorylierung vermittelt wird. Um dies zu validieren, untersuchten wir die Veranderuser die
Signalwege mit Hilfe unseres Myostatiiberexpressions Modells (aMyHIZe/CAG@/stn). Wir

konnten zeigen, dass die Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten zu einer Reduktion der
PKA,PKCKi LL dzyR t K2aLXK2f | Yol y t KubtphodgniingsStallHzy 3 6 |
@2y tY!0O FNKNI o0ad ! 00D ocpud aé2adllairdngrgea MESA Y (i 3
GygSignalwege zu besitzen.
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Abbildung38Y -adrenerge und &, Signalwege sind nur 10 Tage nach akuter Myostatin Deletion aktiviert

ReprasentativeWestern Blot der Expression vgaPK@ ki L L  @4%)KOdkireyrin, MEF2A;GAMKII (Thr286) und
RAIA in aMyHEMCM und aMyH@ACM/Mstnffl Herzlysaten 10 Tage und 6 ®h@n nach TamoxifenadministratioRAIA
diente zur Uberpriifung der aufgetragenen Proteinmenge.
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Abbildung39Y a &2 a il A y-adreelgahiundEESignalweg

Western Blot und Quantifizierung der Expression veRKA C(Thr197), pPhospholamban (Serl6) undRK@ ki L L
(Thr638/641) in aMyHCre und aMyHCre/CAGAstn Herzlysaten (3 unabhéngige Experimentg,n0 @ 51 NBS &G St £
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 Protes&kiAa(PKA) aktiviert (s.

Abb. 37), wahrend die Uberexpression von Myostatin zu einer reduzierten Phosphorylierung und

damit Inaktivierung fiahrt (s. Abb. 39Um herauszufinden ob es sich hierbei um einen neuen
Signaltransduktionsmechanismus von Myostatin handelt, wurden isolierte murine ventrikulare
YENRA2Y@2T @0Sy YAl L &2 LIN&gnefyenyREzep®rery $1yostatin] und @1 G 2 N
beiden Substanzen stuliert. Uberraschenderweise zeigte die Stimulierung mit Myostatin
verschiedenen Zeitpunktenkeinerlei Einfluss auf die P#hhangige Phosphorylierung von
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Phospholamban und der herzspezifischerfdsa von Troponin | (s. Abb. AQB). Isoprenalin selbst
FNKNIS RdzNOK | -hdiiehefanS Réimpiren Rz8 Ndinem starken Anstieg der
Phospholambanund Troponinl-Phosphorylierung (s. Abb. AQB).Desweiteren wurde diese starke
Aktivierung durch Myostatirg welches nach unserein vivo5 | (i Sy -aBénhggen Signalweg
inhibieren solle ¢ nicht reduziert (s. Abb. 40 B). Somit scheims sich bei dein vivobeobachteten

2 ANJ dzy 3 a @ 2 a (-adierderfed Bigrialdzmm eRéhySekundareffekt zu handeln
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Abbildung40: Myosii I G Ay 06 S S jagfénérgeSignaltirarskuktion nicht direkt

(A) Adulte ventrikulare Mauskardiomyozyten wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Myostatin (30ng/ml bzw.
100ng/ml) uber einen Zeitraum von 1min und 5min, 1pM Isoprenalin fir 1min Smih, sowie Kombinationen von
Myostatin und Isoprenalin stimuliert. Western Blot der Expression v@hgspholamban ¢PLB, Serl6) undfroponn |
(Herzisoform, Ser23/24). RALdiente der Uberpriifung der geladenen Proteinmenge. (B) Adulte isolierte murine
Kardiomyozyten wurden mit 30ng/ml Myostatin fir 40min, 1uM Isoprenalin fir 10min und 30ng/ml Myostatin (30min),
gefolgt von einer 18ninltigen Isoprenalin (1uM) Zugabe, stimulieiestern Blot vorp-Phospholamban §PLB, Serl6)

und p-Troponh | (Herzisairm, Ser23/24). RALdiente der Uberpriifung der geladenen Proteinmen@eantifizierung der
p-Phospholamban §PLB, Serl@andenintensitit in Bezug zu RAIn=3)***P<0.001, ns: nicht signifikant.

Obwohl aus derin vitro Daten hervorgeht, dass die Aktivierung der PKA nach akuter Myostatin
Deletion ein Sekundareffekt ist, istus der Literatutbekannt, dass es sich hierbei sowie bei der
Aktivierung des PKZielmolekils CAMKum Ursachen von Herzinsuffizenz hand&t Um zu
NOSNLINNFTSY:I 20 R-adseneiggnkRezeptdssNibizyEasteRuBgieiner Merzinsuffizenz
nach akuter Mostatin Deletion verhindert, wurde aMyH@CM und aMyH@ICM/Mstn™ Mausen

LI NI £ € St T dzNJ ¢ -Biockér AATeSoi6lddrad Sber FReifiedJ Zditraum von 10 Tagen
verabreicht(s. 32.1.3) Die Herzfunktion wurde vor der Gabe von Tamoxifen und Atenolbllth
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Tage nach der ersten Tamoxifenadministration mit Hilfe des MRTs uUberpyiilftei zeigte sich
anhand de Ejektionsfraktion (s. Abb. &) und des endsjolischen Volumens (s. Abb.B) dass die
Gabe von Atenolol die Hypokontraktilitdt nach akuter Mwtist Deletion nicht verbessert.
5Sa6SAUSNBY @SNKAY R&INIergéh RE&zeptoxs Kukhnicld didBAtEStehBng éiner
Hypertrophie, wie anhand der linksventrikularen Masseder Enddiastole (s. Abb. @} und der
linksventrikularen Wanddicke ider Enddiastole (s. AbBi1D) sichtbarwird. Somit scheint die

' 1 4GA @A S Ndirgr@rgeR Signaliegs nach akuter Myostatin Deletion nicht fur die Entstehung
der Herzinsuffizenz verantwortlich zu sein.
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Abbildung41: Deri -blocker Atenolol verbessert die Herzinsuffizienz nach akuter Deletion von Myostatin nicht

aMyHGMCM und aMyH@1CM/Mstn Mause wurden mit Tamoxifen und mit oder ohne demfdrenorezeptorblocker

Atenolol (0,1g/l oral im Trinkwasser der Mause Uber eirgeitraum von 10 Taggmehandelt. (AD) MRTAuswertung von

aMyHGMCM und aMyH@1CM/Mstnf Herzen vor Tamoxifengabe sowie 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe mit und
2KyS 1iSy2t2f oyxt 2KyS | (i S\svdrtany Ber Fjektasfraktibrii (B) MR&yaBdedes 0 @ 6! 0
endsystolischen Volumen$C) MRFAuswertung der linksventrikularen Masse in der Enddiastole (LV Masse ED). (D) MRT
Analyse der linksventrikularen Wanddicke in der Enddiastole (LV Wanddicke ED). Dargestellt sind Mittéhvert +S
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

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

Wie im Vorfeld diskutiertscheint die Wirkung von Myostatin] dzY' A Yy RS & (i -adredefgenR Sy |
Rezeptor- ein Sekundareffekt zu sein. Dies legt nahe, dass Myostatin zuerst auf die Transkription
eines Zielmolekiils wirkt, welches im Anschluss fiir die beobachtete Wirkung auf,dikzyGR- i
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adrenerge Signalkaskade verantwortlich ist. Zur Identifizierung von petiemtitranskriptionellen
Zielmolekulen wurde eiDNA MicroArray (s. 32.2.4) durchgefiihrt. Dabei detekierten wir eine
Herabregulierungrom Regulator of G protein signaling (Rgs2, s. Abb. 320 Tage nach akuter
Myostatin Deletion in HerzventrikelWir konnten dieses Ergebnigait Hilfe einer quantitativen
Rg®2 RTFPCR bestitigen (s. Abb. A)2 Rgs2 ist ein bekannter Inhibitor der &
Signaltransduktionskaskad®> K SY Y | 0 Sadienerde® RezéptSf Interessanterweise
wurde gezeigt, dass Rgsihe essatielle Funktion in der Verhinderungpn Herzinsuffizenbesitzt
361 Die Herunteregulation vonRgsZnach akuter Myostatin Deletion wéareethzufolge eine Erklarung
fur die beobachtete Herzinsuffizenz. UBignalwegéiber die Myostatin didRgs2Expressioraktiviert
zu identifizieren, verwendeten wir wiederum isolierte aduihurine Kardiomyozyten (s.231.7). Wir
konnten zeigen, dass eine -Biindtige Stimulierung mit Myostatin Bg/ml) zu einem Anstieg der
RG8 Proeinexpression fihrt (s. Abb. B2 Diese Wirkung ist auch nach einer-3idutigen

Vorbehandlung mit dem TAHKdhibitor (5Z2)7-Oxozeanol und nachfolgender Stimulierung mit

Myostatin vorhanden (s. Abb. 4). Dies beweist, dassiedWirkung von Myostatin auf R&S
unabhangig von TAK1 idtleben TAK1 wirdie Myostatin Signaltransduktiomauptsachlich tber
SMADProteine vermittelt. Deshalb haben wir den murinen Rgs2 Promaté das Vorhatensein

von SMAEbindenden Elementen untersucht. Wir identiiten eine Bindestelle fir FAST1, einem

SMADinteragierenden Protein. Diegrhoht die Wahrscheinlichkeit, dass Myostatin digs2
Transkription tber den SMAD2, SMABignalweg aktiviert.
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Abbildung42: Deletion von Myostatin in adulten Kardiomyozyten inhibiert die Rgs2 Expression

(A) Quantitative RIPCR zur Analyse d&gs2Expression in aMyHE@ICM und aMyH@®ICM/Mstnf Herzventrikeln (3
unabhéngige Experimente/ xo 0 ® 6. 0 La2fASNIS YdzZNRAYS @Sy SOIRLR)dEOngME
Myostatin  (MSTN 30min) und dem TAKhhibitor (5Z)7-Oxozeanol (5puM, 1h) stimuliert. Desweiteren wurden
Kardiomyozyten mit 5uM (5Z)Oxozeanol 30min vorinkubiert und aia Uber einen Zeitraum von weiteren 30min mit
30ng/ml  Myostatin ~ stimuliert. Western Blot und Quantifizierung der RG&S Proteinexpression dieser
Stimulierungsbedingungen.-Pubulin wurde zur Normierung verwendé8 unabhangige Experimente, n=8)argestellt
sind Mittelwert +SEM*P<0.05.
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Wir stellen folgenden hypothetischen Mechanismus zur Entstehung detiiduffizenz auf (s. Abb.

43). die akute Deletion von Myostatin fuhrtvermutlich iber den Smad2, Smad 3 Signhalwegu

einer Hemmung deRgs2¢ NI YA I NA LIGA 2y @ 5 RdzZNOK gANR RSNJ AY KA
adrenerge und & Signaltransduktionskaskade vermindert. Dies fihrt zu einer Aktivierung der
Proteinkinase A und ihrem ZielmolekiAMIKIL. 51 SAy S | S Yadréngrgen Rignhalwegs

nicht zu einer Verbesserung der Herzinsuffizenz fuhrte, wird diese vermutlich hauptséachlich tber die

Gy Signalkaskade vermittelt. Dieser Signalweg aktiviert dann die Proteinkinase C und steigert die
Calcineurin Expression. Eine Aktivierung véiMK&ll, Cdcineurin und dem PKC Zielmolekil PKD
stimuliert MEF2A und fuhrt dadurch zur Hypokontraktilitat.
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Abbildung43: Hypothese zur Herzinsuffizenz nach akuter Myostatin Deletion

(1) Myostatin stimuliert, vermutlich Gber Smads, dirgs2Expression. Die Deletion von Myostatin fihrt dadurch zur
transkriptionellen Inhibierung deRgs2Expressior{1) und verringertie hemmende Wirkung voiRGS auf dieGygdzy R |

adrenerge Signalkaskad@). Dadurch kommt es zu einem Anstieg detrazellularen Calciumkonzentration und zur

Aktivierung von PKC, Calcineurin und CAMKII. PKD, Calcineurin undl @RiWt€ren MEF2A, wodurch die Stressantwort
des Herzens induziert wir@).
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4.1.8 Myostatin Uberexpression verursacht interstitielle F  ibrose
4.1.8.1 Myostatin Uberkompensation fiihrt zu interstitieller Fibrose

Der Myostatin Promotor enthalt eine MEF2 Bindestéffe Dies warf die Frage auf, ob die starke
Hochregulation von MEF2A nach akutetyostatin Deletion (s. Abb. Bj die Expression von
Myostatin in Nichtkardiomyozyten beeinflusst. Um dies zu Uberprifen haben wir die Myostatin
Expression in Herzventrikeln zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tamoxifenadministrateinemit
quantitativen RIPCR (s. .3.2.3.2) untersucht. Uberraschenderweise wird Myostatin in
Herzventrikeln beginnend von Tag 21 nach Tamoxifengabe lstentikreguliert (s. Abb. 44). Diese
Hochregulation ist auch noch natB0 Tagen vorhanden (s. Abb.A)4Um die Zellpopulation, die fur
die Hochregulation von Myostatin verantwortlich ist nahernzigrenzen, isolierten wir
Kardiomyozyten und Nickardiomyozytervon aMyHE@VICM und aMyH@ACM/Mstn" Mausen 6
Wochen nach Tamoxifengabés. 32.1.7). Die nachfolgende gffRFCR ergab, dass dim
Herzventrikeln beobachtete Uberkompensation von Nikaidiomyozyten stammte (s. Abb. B}
und die Myostatin Expression in Kardiomyozyten auch nach 6 Wochenstaxéhreduziert ist (s.
Abb. 23\). Die Uberkompensation der Myostatin Expression durch Ni@rliomyozyten verlauft
parallel zurWiederhestellung derHerzfunktion (s. 4.2) und ist vermutlich auch deren Ursache.
Deshalb schlieRen wir, dass das Vorhandensein von lokalem Myostatin so wichtig ist, dass eine
induzierbare Kardiomyozytespezifische Deletion durch NieKardiomyozyten kompensiert werden
muss.

Es ist bekannt, dass Myostatin in der Skelettmuskulatur eine profibrotische Wirkung BESHZ®

343 Desweiteren zeigten Morrissette et &, dass alternde konstitutive MyostatknockoutMause
weniger Fibose im Herzen entwickelnDeshalb wollten wir untersuchen, ob die starke
Uberkompensation der Myostatin Expression von Ni€atdiomyozyten positiv fiir das Herz ist (wie
anhand des Rilckgangs der Herzinsuffizenz zu beobachten) oder zu einer Fibrose dihrt. D
analysierten wir midventrikulare Herzschnitte von aMyMCM und aMyH@ICM/Mstn™ Mausen
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tamoxifengabe, die einer Kolldganunfluoreszenfarbung
unterzogen wurden (s. 3.2.4.6Die quantitative Auswertung ergaldass der Kollageh Gehalt in
aMyHGMCM/Mstn" Herzen 6 Wochen nach Tamoxifmbe stark anstieg (s. Abb.@4DG). Dies
verlauft parallel zum Anstieg der Myostatin Expression durichtNKardiomyozyten (s. Abb. A4 C).
Wir haben keinen Einfluss vonamoxifen selbst auf aMyHKRICM Kontrollen 84 Tage nach
Tamoxieéngabe festgestellt (s. Abb.@4D).

Um zu vatlieren, dass wirklich die Uberexpression von Myostatin fiir die Entstehung der
interstitiellen Fibrose (s. Abb. @& DG) verantwortlich ist, untermen wir unsere konditionellen
Uberexpressionsméuse (aMy#Ze/CAG@stn) einer Kollagen Immunfluoreszenzfarbung. Damit
konnten wir bestatigen (s. Abb. %5dass eine Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten
interstitielle Fibrose verursacht, wahrd eine Deletion von Myostatin in Kardiomyozyten von der
Entwicklung an (aMyHCreMstn™) kenen Einfluss besitzt (s. Abb.)45
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Abbildung44: Uberkompensation von NichKardiomyozyten verursacht interstitielle Fibrose

(A) Quantitative RPCR zur Analyse der Myostatin Expression in Herzventrikeln von aM@MCund aMyHE

MCM/Mstnf Mausen 10, 21, 42 und 120 Tage nach Tamoxifenadministration (3 unabhangige Experimente, n=3). (B)
Quantitative Myostatin RPCR von isolierteNichtKardiomyozyten von aMyHCM und aMyH@ICM/Mstnf Mausen6

Wochen nach Tamoxifengab® o  dzy' | 6 KNy 3 A 38 9 E LIS N&t¥h§ ydésS Kollagghk Gehalts i / 0 I dza ¢
midventrikularen Bereich voraMyHGMCM und aMyH@ICM/Mstnf M&usen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
TamoxifengabeDer KollagedA Gehalt wurde in 5 verschiedenen Bereichen pro Herz ausgew@td). Dargestellt sind

Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001.-® Immunfluoreszenzfarbung von Kollagem aMyHGCMCM

Herzventrikeln 84 Tage (D) und in aMyMCM/Mstnf Herzen 10 (E), 42 (F) und 120 (G) Tage nach
Tamoxifenadministration. MaRstab: 30um.
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aMyHC-Cre aMyHC-Cre/Mstnf/f aMyHC-Cre/CAGG-Mstn

F-Aktin/DAPI

Kollagen I/DAPI

Kollagen I/F-Aktin/DAPI

Abbildung45: Konstitutive Uberexpression von Myostatin in Kardiomyozyten irmert interstitielle Fibrose

Immunfluoreszenzfarbung firA&ktin/DAPI, KollagetiDAPI und FAktin/Kollagenrl/DAPI (63x) im midventrikularen Bereich
von aMyH@Cre, aMyH&reMstn und aMyH@Cre/CAG@/stn Herzen. Malstab: 20um

4.1.8.2 Langzeit-Uberexp ression von Myostatin induziert interstitielle Fibrose und
verschlechtert dadurch die Kontraktilitdt des Herzens

5/ CAONRAS Tdz SAYSN) a+SNEGSATdzydaa RS&a |1 SNISyax
untersuchten wir, ob eine Uberexpression vdwyostatin (ber einen langeren Zeitraum die
Herzfunktion verschlechtert. Hierflr analysierten wir aMyEi@€/CAG/stn und CAG1stn Mause

im Alter von 9 Monaten mit Hilfe des MRTie Uberexpression von Myostatin iiber einen laeger

Zeitraum fuhrt zu einestarken interstitiellen und pévaskuléaren Fibrose (s. Abb.@6 Desweiteren

wird aus den MRDaten die Tendenz zu einer verschlechterten Kontraktilitat des linken Ventrikels
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anhand der Ejektionsfraktion, des Schlagvolumens und des endsystolischen N®ldmglich (s.
Tab. 19).

Tabelle19: Uberexpression von Myostatin iiber einen langeren Zeitraum verschlechtert die Kontraktilitat leicht

linker Ventrikel rechter Ventrikel

Mauslinie sV LV Lv EDV ESV Lv EF SV EDV ESV Gewicht
inpgl Masse Masse inpl inpl inpl  inyl ing
ESIin EDIn
mg myg
CAGG- 404 946 88.2 809 495 7845 422 272 656 384 32.2

Mstn9 m +1.7 +3 +2.8 +5 +5.7 211 +2.3 +11 +4.2 38 +3.1

MRTAuswertung von CAGHEstn und aMyHECre/CAGE@Mstn Mausen. Es wurden Mannchen im Alteon 9 Monaten

verwendet (n=3). EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; LV Masse ES: linksventrikulare Masse in der Endsystole; LV
Masse ED: linksventrikulare Masse in der Enddiastole; EDV: enddiastolisches Volumen; ES: endsystolisches Volumen; LV
Wanddidke: linksventrikuldre 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 Myostatituberexpression auf die KardiomyozytElache beobachten (s. Abb.AGB).
Jedoch kam es zu einer Reduktion der linksventrikularen Wanddicke (s. Tab. 19).

CAGG-Mstn 9m aMyHC-Cre/CAGG-Mstn 9m
N LA Ml 3T L AT \ B Kardiomyozyten Flache
A 400m nach 9 Monaten
B3 CAGG-Mstn
e 1 aMyHC-Cre/CAGG-Mstn)
3. 3004
< £
@
g 9 g 200+
w
100+
Mstn qRT-PCR Herz
D o i Bl CAGG-Mstn
£ g 60 E3 aMHyC-Cre/CAGG-Mstn
2 c
£ 8
[T} o
= e}
= £

Abbildung46: LangzeiUberexpression von Myostatin filhrt zu einer steen interstitiellen Fibrose

(A) Repréasentative WGA Farbung von midventrikularen Herzschnitten von 9 Monate alterMS&G@d aMyHE
Cre/CAG®/stn Mausen. MalRstab: 50un{B) Auswertung der Kardiomyozyten Flache. Dafiir wurden vier verschiedene
Bereiche praHerz (n=3) ausgewertet. (C) Repréasentative Trichromfarbung von midventrikularen Herzschnitten ven CAGG
Mstn und aMyH@Cre/CAG@/stn Mausen im Alter von 9 Monaten. Maf3stab: 20pum. (D) Quantitative MyostatiRGR

von Herzventrikeln von 9 Monate alten CAGIGtn und aMyHCCre/CAG&Mstn Mausen. Arp wurde zur Normierung

verwendet.
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Somit scheint eine kurzfristige Uberexpression von Myostatin, wie unter pathologischen
Bedingungen beobachtet, zu eineerbbesserten Kontraktilitéat (s..#.2) zu fuhren. Die langftige
Uberexpression verursacht jedoch eine interstitielle und perivaskulare Fibrose, die letztendlich zur
a+SNARGSATdzyd RS& 1 SNISyad dzyR RIFIYAG SAYKSNAHSKSYFR

4.1.9 Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird Giber p38 vermittelt

Um den molekularen Mechanismus, der die interstitielle Fibrose nach Uberexpression wstakity

(s. 41.8) verursacht zu identifizieren, Uberpriuften wir verschiedene profibrotische Signalwege, unter
anderem auch p38. Bei p38 handelt es sich um einen be&anktivator von Fibrose im Herzen.

Dies wurde durch verschiedene transgene Mausmodelle best&tf§t®. Philip et al. haben in
verschiedenen Zelltypen, unter anderem in C2C12 Zellen (Myoblasten) gezeigt, dass Myostatin p38
aktivieren kann!®®, Morissette et al.®® behauptete das Gegenteil in denovirusinfizierten
neonatalen RatterKardiomyozytenDies legte umindest eine Verbindung zwischen Myostatin und

p38 nahe.Unserein vivoDaten zeigen, dass eine Kardiomyozyspezifische Uberexpression eines
Myostatin Transgens (aMyHTe/CAG@/stn) p38 Uber seine vorgeschalteten Kinasen TAKA
MKK3/6 aktiviert (sAbb. 47.

aMyHC-Cre aMyHC-Cre/CAGG-Mstn ..
p38 Aktivierung
. = o 20
BE L 5 | EF = e
80 31 aMyHC-Cre/
S e s | p-MKK3/6 EX 1.5 CAGG-Mstn
=
2%
- _'-'-'-lp-p38 g‘,%m
2 g
SR os
— p38 £8
S 00
A — — — W RALA pTAK1 pMKK3/6 p-p38  p38

Abbildung47: Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird Uber p38 vermittelt

Western Blot und Quantifizierung der Expression verK1 (Thrl187),-pKK3/6 (Ser189/297),-p38 (Thr180/Tyr182) und
p38 in aMyH@re und aMyHGCre/CAG@Mstn | SNI f @&+ Sy 060 dzyl o KNFARAdSte @sk LIS NA Y Sy
Ladekontrolle Dargestellt sind Mittelwert +SEM. *P<0.05, **P<0.01.

Um den Myostatifp38 Signalweg weiter zu validieren, untersuchten wir, ob die Uberkompensierte
Expression von Myostatin in NicHfardiomyozyten 6 Wochen nach Tamoxifengabe amoh
Aktivierung der p38 Signaltransduktion fuhrt Dabei konnten wiranhand einer gesteigerten
Phosphorylierung von TAK1, MKK3/6 und p38 bestatigen, dass der p38 Sigaathég aMyHC
MCM/Mstn™ Herzlysaten 6 Wochen nach Tamerifabe aktiviert ist (s. Abb. %¥8Dies legt nahe,
dass die profibrotische Wirkung von Myostatin im Herzen tber p38 vermittelt wird.
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Abbildung48: Uberkompensation vorMyostatin durch NichtKardiomyozyten aktiviert auch p38

Western Blot und Quantifizierung der Expression verK1 (Thrl187),-pKK3/6 (Ser189/297),-p38 (Thr180/Tyr182) und
p38 in aMyHEMCM und aMyH@ICM/Mstnf! Herzlysateré Wochen nach TamoxifengalRAIA 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 fir die Entwicklung der interstitiellen
Fibrose verantwortlich ist, stimulierten wir isolierteunine adulte Kardiomyozyten mit Myostatin

und dem p38 Inhibitor SB20358Die 30mindltige Stimulation mit Myostatin (30ng/infuhrte zu
einem starken Anstieg der p38 Phosphorylierung im Vergleich zu den Dbt@@ddten
Kardiomyozyten (s. Abb. AY. Die Hizienz des p38 Inhibitors SB203580 wurde anhaied
Phosphorylierung des p38 Zielmolekii$sp27 deutlich (s. Abb. AY. Nackdem aus diesen
stimulierten Kardiomyozyten RNA isoliert wurdeyrde die Kollageth Expression mit Hilfe einer
guantitativen RTPCRiberpriift. Dabei beobachteten wir, dass Myostasime starle Hochregulation

der Kollaged Expression verursaclg. Abb. 48). Dieser Effekt wurde komplett geblockt, wenn die
Kardiomyozyten vorheB0minmit dem p38 Inhibitor SB2089 inkubiert wurden (sAbb. 4B8).

>
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Abbildung49: Die profibrotische Wirkung von Myostatin wird Giber p38 vermittelt
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In-fache Anderung der Expression

Murine adulte ventrikulare Wildtyp Kardiomyozyten (1 Tag in Kultur) wurden mit DMISO30ng/ml Myostatin (MSTN
30min) und dem p8 Inhibitor SB205380 (10pM, 1h) stimuliert. Desweiteren wurden sie 30min mit 10pM SB205380
vorinkubiert und anschlieRend mit 30ng/riMyostatin (MSTNflr weitere 30min stimuliert. (A) Western Blot vorp8
(Thr180/Tyr1182) und g1SR7 (Ser82) in behandelten KardiomyozyterTubulin diente als Ladekontrolle (3 unabhangige
Experimente, n=3). (BRuantitative RIPCR zur Uberpriifung der Kollage(Colla) Expression in den behandelten
Kardiomyozyten (3 wabhéngige Experimente, n=3)\p wurde zur Normierung verwendeDargestelltsind Mittelwert
+SEM. *P<0.05.
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Diese Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dass Myostatin p38 tber die Kinasen TAK1 und MKK3/6
aktiviert. Die Aktivierung von p38 flhrt zur Induktion der Kollab&xpressionder Ursache der
interstitiellen Fibrose Somit wird die profibrotische Wirkung von Myostatin Uber eine Myostatin

TAKIMKKS3/6p38 Signalkaskade vermittelt.

“ Mstn

1\\1;\\1\115‘nn{u!llmﬂ!ﬂulnnnﬁnnl]nunnlnunnnlnrnun“,“”“,
L008s ey,
gy

~JIITTTP

/ ,—>Kol|agen
INININ\

Abbildung50: Schematische Darstellung des Signalmechanismus

Myostatinstimuliert p38 tber Aktivierung von TAK1, einer Serin/Threttirase, die die Signaltransduktion von Myostatin
vermittelt und MKK3/6. Die Aktivierung von p38 fuhrt zur Induktion der Kollhdepression.
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4.2 Wirkung und Interaktion der Wachstumsfaktoren Myostatin und IGF -1
in murinen Kardiomyozyten

Die Ausweung der MicroArray Daten (s..R2.4) zeigte nach akuter Myostatin Deletion eine
Hochregulation von Genen, die in die {GBignaltransduktion involviert sind (s. ABi). Dabei énd
sowohl der IGHA Rezeptor 1§f1r), als auch verschiedene Isoformen der Phosphatidyline3itol
phosphat Kinase (PI3K), emwichtigenSignalvermittler der IGE Signaltransduktion hochreguliert.

Hochregulierter IGF-1 Signalweg
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Abbildung51: Akute Myosttin Deletion aktiviert den IGH Signalweg

MicroArrayAnalyse von aMyH®ICM und aMyH@ICM/Mstnf/il ventrikularen Proben (n=3) in Bezug auf die Expression
von Genen, die mit dem I&@FSignalweg in Zusammenhang stehen. Dargestellt sind Mittelwert £F=M0O5, *P<0.01
**P<0.001

Bei demlnsulinlike Growth Factofl (IGF1) handelt es sich urain kleines Polypeptid, das, wie am
Namen schon erkennbar, Homologie mit Proinsulin aufweist. Es ist einer der wichtigsten Regulatoren
von Muskelwachstum und nimndiesbeziglich eine gegensatzliche Funktion zu Myostatin ein. So
fuhrt die Uberexpression einer muskelspezifischen Isoformlgbm zur ausgepragten Hypertrophie

der Skelettmuskulatut®, wahrend der &nstitutive knokout von IGR perinatal lethal ist und ein
deutliches verringertes Skelettmuskelwachstum zéi§t Myostatin undligf-1 sind somit zwei der
wichtigsten Gegenspieler in der Regulation des Skelettmuskelwachstums. Um zu untersuchen, ob
diese Funktion auch in Herzmuskelzellen konservistt und ob eine Deletion vomgf-1 die
Hypertrophie und Herzinsuffizienz nach akuter Myostatin Deletion verhindern kann, generierten wir
Mausmodelle zuKardiomyozyterspezifischa Ausschaltung voiMyostatin undigf-1 (s. 31.10.5).

Mit Hilfe dieser Mausmodelle sollte auch die Identifibativon neuen Signalwegen, die die Myostatin

mit der IGFL 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. £) schon beschrieben, handelt es sich &F1 um einen wichtigen Regulator des
Skelettmuskelwachstums. Erstaunlicherweise existiert bis heute keine Studie UbBeldigon von
Igf-1 in KardiomyozytenJedoch wurde gezeigt,ads die Uberexpression einégf-1 Transgens zu
einer Hypertrophiedes Herzens fiihrt®, Um die Funktion von IGFim adulten Herzeg besonders
im Hinblick auf Interaktionen mit Myostatinzu untersucha, etablierten wir zweMausmodelle.

Durch eine Verpaarung dégf-1"" (s. 31.10.5) mit eine@MyHGMCM Mauslinie (s..3.10.9, wurde
eine TamoxifeAnduzierbare Deletion vongf-1 im adulten murinenHerzen ermdglicht (aMyHC
MCM/Igf-1""). Dadurch kénnen akute Effekte eingf-1 Deletion untersucht und neue Signalwege
identifiziert werden. Um dieses Mausmodell evaluieren zu kénnen, wurden quantitathRCRS (s.
3.2.2.3.2) mit verschiedendgf-1 Oligonukleotider(s. Tab. 9Qylurchgefiihrt. Dies beruht darauf, dass
Igf-1 alternativ gesplei3t werden kanmn Nagern existieren zwei Isoformen, hier systemisdged
(auchlgf-1E9 und eine muskelspezifische Isoform, higlgf (mechano growth factooder Igf-1ED
genannt(s. Abb. 12)Beide Spleil3varianten enthalten Exon 3 unddi# fir das reife IGE Peptd
kodieren. Bei systemischeigf-1 wird Exon 4direkt zu Exon 6 gespleil3t, wahrend das Spleil3en von
E>on 4 zu Exon 5 und Exon 6 Mgf fuhrt 36637 Fir die Paigf-1 bezeichnete gRPCR wurden
Oligonukleotide, die an Exon 3 und Exon 4 binden, verwendét. konrten zeigen, dass €i
Induktion der Deletion voigf-1 in Kardiomyozyten zu einer signifikan Reduktion sowohl der Pan
Igf-1, wie auch demMgf Expression fuhrt (s. Abb. B2 E, F). Desweiteren wird deutlich, dass die
Reduktion imFalle der muskelspezfiseh Mgf Isoformim Vergleich zu systemischelgf-1 deutlich
starker ausfallt (s. Abb. &F).Dabei kommt es zuimer 95,6%igen Reduktion diétgf Expression in
aMyHGMCM/Igf-1"" Kardiomyozyten 10 Tageach Tamoxifengabe (s. Abb.Fj2Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dags sich beMgf um die vorwiegende Isafm in Kardiomyozyten handelt
Als Kontrolltiere wurden wiederum ebenfalls mit Tamoxifen behandelte aMVEB®! Mause
verwendet, um unspezifische Effekte von Tamoxifen auszegehl.

Um die Langgitfolgen einer Deletion voigf-1in Kardiomyozyten zu untersuchemurdenIgf-1"" (s.
3.1.10.5) Mause mit aMyHCre (s. 3..10.1) Mausen verpaart (aMyHZeAgf-17"). Dadurch wird
Igf-1 in Kardiomyozyten zwischen E7.5 und®*28® deletiert. Analog zu aMyHCreMstn" Mausen
wurden auch hier Mannchen im Alter voh5 Monaten verwendet. Um die Effizienz digyf-1
Deletion zu evaluieren, wurde wiederum eine gRIR mit cDNA von Kardiomyozyten (s. 2.2.1.7)
durchgefiihrt. Als Kontrolltiere wurden aMyHIZe Mause verwendet. Ahnlich zu dem induzierbaren
Modell ist dieMgf Expression im Vergleich zur Expression von systemistifebdeutlich starker
reduziert (s. Abb. 53). Dabei fiihrt die Deletion gl in Kardiomyozyten von der Entwicklung an,
zu einer 93% Reduktion défgf Expression in adulten Kardiomyozyten (s. A48B).
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Abbildung 520 Das aMyHGMCM/Igf-1f  Mausmodell erméglicht eine effiziente Ausschaltung vorigf-1 in
Kardiomyozyten

(A) Quantitative Paihgf-1 RFPCRvon aMyH@VCM und aMyH@1CM/Igf-1¥ Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach
Tamoxifenadministration (3 unabhangige Experimente, né8)Quantitative RIPCR zur Analyse der Plgfirl Expressio

in aMyHEGMCM und aMyH@ACM/Igf-1¥ Kardiomyozyter(KM) 10 Tage nach der ersten TamoxifenggBaunabhangige
Experimente, n=3). (C) Quantitative-RTR zur Auswertung de&ixpression von systemischdgf-1 in aMyHGMCM und
aMyHGMCM/Igf-171 Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3 unabhangige Experimente,
n=3).(D) Quatitative RFPCR zur Analyse dékpression von systemischegi-1in aMyHGMCM und aMyH@ICM/Igf-1%1
Kardiomyozyter{KM)10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (3 unabhangige Expeeinm=3). (E) Quantitatiielgf RF
PCRvon aMyHE@MCM und aMyH@ICM/Igf-1 Herzventrikeln 10 Tage und 6 Wochen nach Tamoxifenadministration (3
unabhangige Experimente, n=3F) Quantitatre RTPCR zur Auswertung detgf Expression in aMyBIMCM und aMyHC
MCM/Igf-1¥" KardiomyozytefKM)10 Tage nach der ersten Tamoxifabe (3 unabhangige Experimente, n=3). Dargestellt
sind Mittelwert +SEM#P<0.05, **P<0.01
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Abbildung53; Starke Runterregulation dekgf Expression imraMyHGCre/lgf-1%1 Mausmodell

(A) Quantitative R'PCR zur Analyse ddéxpression von systemischetgf-1 in aMyHGCre und aMyHCrelgf-1f/
Kardiomyozyten (KM, 3 unabhéngige Expernte, n=2). (B) Quantitativ®gf RFPQR in aMyH&re und aMyHCrelgf-
1 Kardiomyozyten (KM, 3 unabhangige Experimente, n=2). DargestelMittelwert +SEM*P<0.05.

4.2.1.2 Erfolgreiche Deletion von Myostatin und Igf -1 in Kardiomyozyten

Um zu Ubeprifen, ob eine Deletion voigf-1 die Hypertrophie und Herzinsuffizenz nach akuter
Myostatin Deletion verhindern kann, wurde ein Kardiomyozyterzifischer Doppeédnockout
generiert. Dieser sollte auch der Identifikation neuer Signalwege, durch die Myostatin urid IGF
interagieren, diena. Es wurde wiederum die Wirkung der akuten Deletion im adulten Herzen sowie
der Deletion von der Entwicklung an, untersucht.

Um eine induzierbare, Kardiomyozytspezifisck Deletion von Myostatin undgf-1 im adulten
murinenHerzen zu erreichen, wurddgf-1"" (s. 31.10.5),Mstn™ (s. 3.1.10.3) und aMyHKICM (s.
3.1.10.2) Méause miteinander verpaar{aMyHGMCM/Mstn"/1gf-1""). Mit Hilfe eirS NJ- i
Galaktosidaséarbung (s. .2.4.4) wurde die Rekombination 6 Wochen nach Induktion der Deletion
in midventrikularen Hergefrierchnitten untersucht (s. Abb. 24 B). Die starke und homogene
Blaufarbung spricht fiir eine erfolgreiche Rekombination in Kardiomyozyten. Zur weiteren
Evaluierung dieses Mausmodells wurde wiederumEhpression der verschiedemlgf-1 Isoformen

dzy R RA S 9ELINBAAA 2 ginemgdahtiativeriRFPCR &..32.8.7) berpriiftf Sabei
konnten wir zeigen, dass dieeletion von Myostatin undgf-1 zu einer signifikarn Reduktion,
sowohl von Paitgf-1, als auch von systemischdgif-1 und Mdf filhrten (s. Abb. 5@&H). Aralog zur
akuten Deletion vorgf-1 wird auch hier deutlich, dass die Reduktion im Fallerdaskelspezifischen

Mgf Isoformim Vergleich zu systemischelgi-1 deutlich starker ausfallt (Abb. 54&G). Dabei wird

die Mgf Expression in aMyHRICM/Mstn®/Igf-1"" Kardiomyozyten 10 Tage nach Tamoxifengabe
um 97,4% erniedrigt (s. Abb. 64, wahrend di€expression von systemischdgf-1 nur um 55,1%
zuriickgeht (s. Abb. ). Uberraschenderwise geht selbst in Kardiomyozyten die Expression von
Myostatin nu um ca. 50% zuriick (s. Abb.Jp4Dies kdnnte darauf hindeuten, dass Mause, in denen
Myostatin starker deletiert wurde, zu den 60% die vor Tag 10 starben gehdrten und wir nur die
schwachsterPhénotypen selektionieren. Analog zur akuten Deletion von Myostatin alleine kommt es
auch nab Deletion von Myostatin undgf-1 zu einer starken Uberkompensation durch Nicht
Kardiomyayten nach 6 Wochen (s. Abb.Ib4Als Kontrolltiere wurden wieder Tamifen behandelte
aMyHGMCM Mause verwendet.



Ergebnisse [T















































































































































































