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1 Zusammenfassung

1.1 AMP-aktivierte Proteinkinase inhibiert durch Angiotensin Il
hervorgerufene metabolische Veranderungen und Hypertrophie

von Kardiomyozyten

Angiotensin Il (Ang Il) ist ein wichtiger Mediator fur kardiale Hypertrophie, jedoch sind
die Auswirkungen auf den kardiomyozytaren Metabolismus nur zum Teil bekannt. In
dieser Studie wurde der Einfluss von Angiotensin Il auf den Glukose- und
Fettsaurestoffwechsel und die Rolle der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK), ein
Schlisselenzym des Zellmetabolismus und der Zellproliferation, untersucht.

Die Behandlung von H9C2-Kardiomyozyten mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h) steigerte
die *H-Leucin-Inkorporation, die mRNA-Expression der Hypertrophiemarker myosin
light chain-2 (MLC-2), atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP)
und B-myosin heavy chain (B-MHC) und reduzierte die Phosphorylierung des
negativen mTOR-Regulators Tuberous Sclerosis Complex-2 (TSC-2). Experimente
an neonatalen Rattenkardiomyozyten zeigten ahnliche Ergebnisse. Western Blot
Analysen ergaben eine durch Angiotensin |l hervorgerufene zeit- und
dosisabhangige Erniedrigung des Phosphorylierungszustandes der AMPK, wahrend
die Expression der katalytischen a,-Untereinheit unverandert blieb. Diese Regulation
wurde durch eine gesteigerte Membrantranslokation des Glukosetransporters
Subtyp 4 (GLUT4), einer vermehrten *H-Glukoseaufnahme und einer
Dephosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) bei konstant bleibender
Fettsdureaufnahme begleitet. Zur Uberpriifung dieser Zellkulturstudien wurden
Tierexperimente durchgefihrt. Ahnlich wie in den kultivierten Kardiomyozyten fiihrte
eine kurzzeitige Nachlasterhdhung durch Aortenligatur an Herzen von
Wildtypmausen trotz Dephosphorylierung der AMPK und der ACC zu einer
gesteigerten Membrantranslokation von GLUT4.

Durch  Prainkubation der  Kardiomyozyten mit dem  AMPK-Aktivator
5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-p-D-ribofuranoside (AICAR; 1 mM, 4 h) wurde
die durch Angiotensin Il induzierte Hypertrophie inhibiert. Zusatzlich verhinderte
AICAR die durch Angiotensin Il hervorgerufenen metabolischen Veranderungen: Die
GLUT4-Membrantranslokation wurde reduziert, wahrend parallel die

Phosphorylierungen von ACC und TSC-2 zunahmen.



Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass die durch Angiotensin |l induzierte
kardiale Hypertrophie mit einer verminderten Aktivitat der AMPK, einer gesteigerten
zellularen Glukoseaufnahme und einer verminderten mTOR-Inhibierung einhergeht.
Darlber hinaus zeigen die Experimente, dass die Aktivierung der AMPK mittels
AICAR diese metabolischen Veranderungen aufhebt, zu vermehrtem
Fettsduremetabolismus fuhrt und die Entstehung einer kardialen Hypertrophie

hemmt.

1.2 AMP-activated proteinkinase reverses metabolic switch and
hypertrophy of cardiomyocytes following treatment with

Angiotensin Il

Angiotensin Il (Ang Il) induces cardiomyocyte hypertrophy, but its consequences on
cardiomyocyte metabolism and energy supply are not completely understood. Here
we investigate the effect of Angiotensin Il on glucose and fatty acid utilization and the
modifying role of AMP-activated protein kinase (AMPK), a key regulator of
metabolism and proliferation.

Treatment of H9C2 cardiomyocytes with Angiotensin Il (1M, 4h) increased >H-
leucine-incorporation, upregulated the mRNA expression of the hypertrophy marker
genes myosin light chain-2 (MLC-2), atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic
peptide (BNP) and [p-myosin heavy chain (B-MHC), and decreased the
phosphorylation of the negative mTOR-regulator Tuberous Sclerosis Complex-2
(TSC-2). Rat neonatal cardiomyocytes showed similar results. Western blot analysis
revealed a time- and concentration- dependent down-regulation of AMPK-
phosphorylation in the presence of Angiotensin |l while the protein expression of the
catalytic  ap-subunit remained unchanged. This was paralleled by
membrane-translocation of glucose-transporter type 4 (GLUT4), increased uptake of
®H-glucose and transient downregulation of phosphorylation of acetyl-CoA-
carboxylase (ACC) whereas fatty-acid uptake remained unchanged. Similarly, short-
term transaortic constriction in mice resulted in down-regulation of P-AMPK and P-
ACC but up-regulation of GLUT4 membrane-translocation in the heart. Pre-
incubation of cardiomyocytes with the AMPK-stimulator 5-aminoimidazole-4-

carboxamide-1-3-D-ribofuranoside (AICAR; 1mM, 4h) completely prevented the



Angiotensin ll-induced cardiomyocytes hypertrophy. In addition, AICAR reversed the
metabolic effects of Angiotensin II: GLUT4-translocation was reduced, but ACC-
phosphorylation and TSC-phosphorylation were elevated.

In summary, Angiotensin llI-induced hypertrophy of cardiomyocytes is accompanied
by decreased activation of AMPK, increased glucose-uptake and decreased mTOR-
inhibition. Stimulation with the AMPK-activator AICAR reverses these metabolic

changes, increases fatty acid utilization and inhibits cardiomyocyte hypertrophy.



2 Einleitung

2.1 Mechanismen der Myokardhypertrophie

2.1.1 Allgemeine Grundlagen

Die Myokardhypertrophie in Folge linksventrikularer Druck- oder Volumenbelastung
ist ein haufiger Endorganschaden der arteriellen Hypertonie und ist ein wichtiger
Pradispositionsfaktor fur das Auftreten einer chronischen Herzinsuffizienz. Trotz ihrer
klinischen Bedeutung sind die molekulare Pathogenese, die Regulation des
myokardialen Energiehaushalts im Rahmen der Myokardhypertrophie sowie die
Auswirkung hypertropher Signaltransduktionswege in der Entwicklung der
linksventrikularen Hypertrophie bislang nur unvollstandig verstanden.

Die Hauptmerkmale der Myokardhypertrophie sind die Organvergrofderung durch
Vergrolerung der einzelnen Kardiomyozyten, verbunden mit erhdhter
Proteinsynthese und Sarkomerdichte. Kurzfristig stellt dies eine Adaptation an die
Zunahme der biomechanischen Belastung dar, um eine adaquate Auswurfleistung
des Herzens aufrechtzuerhalten. Langerfristig kann sich hieraus jedoch ein
maladaptives Remodelling und ein Ungleichgewicht des gesteigerten Energiebedarfs
zur Substratverfigung ergeben, wobei diese chronische Form der Hypertrophie,
ungeachtet der Ursache, mit signifikanter Zunahme des Plétzlichen Herztodes und
Progression der Herzinsuffizienz assoziiert ist 2.

Allgemein werden zwei Formen kardialer Hypertrophie unterschieden. Einerseits die
druckinduzierte, konzentrische Hypertrophie, die durch Zunahme der ventrikularen
Wanddicke ohne Dilatation der Kammer charakterisiert ist und typischerweise auf
dem Boden arterieller Hypertonie oder einer Aortenstenose entsteht. Dem gegenuber
steht die unter Volumenbelastung entstehende Hypertrophie, die beispielsweise
durch insuffiziente Klappen hervorgerufen wird. Diese exzentrische Hypertrophie ist
durch eine Dilatation des Ventrikels und durch Zunahme der Wanddicke proportional
zum Kammerdurchmesser gekennzeichnet.

In der FrUhphase sorgt die Hypertrophie fur die Aufrechterhaltung oder Zunahme der
kardialen Auswurfleistung und wird als kompensiert verstanden. In der Folge kann es
jedoch zu einer Dekompensation kommen, die mit der Abnahme der

Ejektionsfraktion einhergeht und in einer Herzinsuffizienz munden kann.
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Generell ist die kardiale Hypertrophie neben der Zunahme der ZellgroRe, der
gesteigerten Proteinbiosynthese und Aberrationen der Genexpression, auch durch
4

Veranderungen des Zellstoffwechsels gekennzeichnet Einige dieser

Veranderungen, vor allem auf der Ebene der Genexpression, werden ebenfalls bei

ventrikuldarem Remodelling °

beobachtet und flhren zur Ausbildung einer
Herzinsuffizienz °. Langerfristig bedingt die Hypertrophie die Reinduktion des Fetalen
Genprogramms. Die hierbei u.a. auftretende Reexpression des atrial natriuretic
peptide (ANP) in ventrikularen Kardiomyozyten findet sich bei druck- und

volumeninduzierter Hypertrophie ’

. Reexpressionen anderer Gene des Fetalen
Genprogramms, wie das Skelettmuskel spezifische a-actin und B-myosin heavy
chain (B-MHC) sind typische Marker fiir druckinduzierte Hypertrophie ’. Die
gesteigerte Expression des kardialen a-actin und des ventrikuldaren myosin light
chain-2 (MLC-2) werden sowohl in druckinduzierter als auch in volumeninduzierter
Hypertrophie beobachtet. Das ANP verwandte B-Type oder brain natriuretic peptide
(BNP), dessen Plasmakonzentration als Verlaufsparameter der Herzinsuffizienz und
—hypertrophie  herangezogen wird 8 wird generell in hypertrophierten
Kardiomyozyten {iberexprimiert °.

Die Entwicklung der Hypertrophie und deren Assoziation mit kardialer
Dekompensation beruht dabei auf einer Fulle intrazellularer molekularer
Veranderungen. Dementsprechend ist die Identifikation der fur diese Veranderungen
verantwortlichen Signalkaskaden von grof3er Bedeutung flr das Verstandnis der

kardialen Hypertrophie.

2.1.2 Effekte des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf das
Myokard

Neben hamodynamischen Ursachen wie der arteriellen Hypertonie und der
Aortenstenose spielen auch nicht-hamodynamisch wirksame Faktoren eine Rolle bei
der Entwicklung der Myokardhypertrophie und der in Folge auftretenden
Dekompensation. Daflr spricht die Beobachtung, dass die Hypertrophie nicht
ausschlieRlich den linken Ventrikel, sondern auch den muskelschwacheren rechten
Ventrikel betrifft. In klinischen Studien mit Patienten, die an arterieller Hypertonie

litten, konnte neben linksventrikularer Hypertrophie auch eine Zunahme der
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Wanddicke des rechten Ventrikels festgestellt werden und darlber hinaus eine enge
Beziehung zwischen links- und rechtsventrikularer Hypertrophie beobachtet werden.
In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass Angiotensin Il durch seinen direkten
Effekt auf das Myokard zu Hypertrophie, Remodelling, Fibrosierung und in der Folge
zu einem Funktionsverlust fihrt '®'2. Dabei sind die Plasmakonzentrationen von
Angiotensin Il direkt mit der linksventrikuldren Massenzunahme assoziiert *°.

Die Signaltransduktion des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) beginnt
zunachst mit der in den Nieren gebildeten Endopeptidase Renin, welche aus dem
juxtaglomerularen Apparat freigesetzt wird und im Blut das aus der Leber
stammende a,-Plasmaglobulin Angiotensinogen durch proteolytische Spaltung in das
Dekapeptid Angiotensin | (Ang |) umwandelt. Die geschwindigkeitsbestimmende
Reaktion ubernimmt anschliefend das Angiotensin Converting Enzym (ACE), das in
den Plasmamembranen vor allem von glatten Muskelzellen und Endothelzellen
verankert ist. Durch dessen beschleunigte proteolytische Spaltung wird Angiotensin |
um zwei weitere Aminosauren reduziert, womit die biologisch aktive Komponente des
Systems, das Oktapeptid Angiotensin Il, entsteht. Die Effekte von Angiotensin Il
werden vornehmlich durch zwei Rezeptoren vermittelt. Die Aktivierung des
Angiotensin Il Rezeptors Subtyp 1 (AT1-Rezeptor) fihrt zu einer generellen
Wachstumsstimulation verschiedener Zellen des kardiovaskularen Systems.
Besonders Kardiomyozyten werden zur Proliferation und zur Expression
verschiedener fur das Zellwachstum wichtiger Protoonkogene angeregt. Daruber
hinaus flhrt Angiotensin Il zu gesteigerter Aldosteronsekretion, welche in der Folge
ursachlich fur die vermehrte Natrium- und Wasserruckresorption ist. Daneben ist
Angiotensin Il ein starker Vasokonstriktor und fuhrt zu einem weiteren Anstieg des
Blutdrucks. Die durch Angiotensin Il induzierte linksventrikulare Hypertrophie ist
allerdings unabhangig von Blutdruck und Natriumhaushalt . Die Bedeutung der
Stimulation des Angiotensin Il Rezeptors Subtyp 2 (AT2-Rezeptor) ist bislang
unvollstandig verstanden — auch wenn angenommen wird, dass Angiotensin Il
ebenfalls Uber diesen Rezeptor Einfluss auf das linksventrikulare Myokard nimmt.
Durch Reduktion der Mortalitat bei kardiovaskularen Patienten konnten zahlreiche
Studien wie CONSENSUS und SOLVD die Bedeutung der Inhibierung des RAAS

14,15

belegen Lickenhaft sind jedoch die Erkenntnisse Uber den genauen

Mechanismus der Induktion der Myokardhypertrophie. Daruber hinaus ist auch
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ungenugend geklart, welchen Einfluss Angiotensin Il auf den Metabolismus des
Myokards hat.

2.2 Grundlagen des Myokardstoffwechsels

2.2.1 Substratauswahl unter physiologischen Bedingungen

Die Gewahrleistung der Energieversorgung zur Aufrechterhaltung der
elektromechanischen Kopplung und der Pumpleistung unter Belastung spielt eine
entscheidende Rolle fur die Myokardfunktion. Daher ist die rasche Verfugbarkeit von
Energie in Form von Creatinphosphat (PCr) und Adenosintriphosphat (ATP) in einem
engen Rahmen reguliert. Die Bereitstellung groRer Energiemengen kann durch die
Aktivitat der zwei Enzymsysteme Creatinkinase (CK) und Adenylatkinase (AK)
innerhalb von Sekunden aus intrazellularen Speichern erfolgen. Bei einer dauerhaft
erhohten Belastung ist die Regeneration dieser Reserven aus extrazellularen
Energielieferanten erforderlich. Das Myokard ist dabei im Stande eine Vielzahl von
Substraten zu verstoffwechseln, um seinen immensen Energiebedarf zu decken.
Darunter fallen Fettsauren, Glukose, Laktat, Ketonkorper und Aminosauren. Je nach
Arbeitslast, Substratangebot, Sauerstoffverfugbarkeit und hormonellen Einflissen ist
es jedoch in der Lage, den Anteil der unterschiedlichen Substrate zu regulieren.
Unterschieden wird dabei zwischen maladaptiven und adaptiven
Hypertrophieformen, bei denen unterschiedliche Stoffwechselwege zur
Energiegewinnung bevorzugt werden. Wahrend unter pathologischer Druckbelastung
der myokardiale ATP-Bedarf vermehrt durch Glukose gedeckt wird '®, wird im
physiologisch trainingsbelasteten Myokard die Nutzung von Glukose als primaren
Energielieferanten reduziert '". Unklar ist, ob die veranderte Substratverwertung
einen sekundaren Effekt in Adaptation an die Hypertrophie darstellt, oder ob durch
veranderte Substrataufnahme erst die Hypertrophie induziert wird. Dartber hinaus
sind die intrazellularen Signaltransduktionswege unzureichend untersucht, die zu
Veranderungen des kardiomyozytaren Metabolismus fuhren.

Unter physiologischen Bedingungen wird die intrazellulare ATP-Produktion des
Myokards primar iiber Fettsduren, Glukose und Laktat gewahrleistet '®. Zahlreiche

Transportproteine und SchlUsselenzyme sind verantwortlich fur die Aufnahme des
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Substrats und dessen anschlielende Verwertung. Wahrend einige dieser Proteine
uber das Substratangebot oder den momentanen Energiebedarf gesteuert werden,
spielen auch kovalente Modifikationen eine entscheidende Rolle.

Physiologischerweise generieren Kardiomyozyten, abhangig von der Konzentration
freier Fettsauren im Plasma, 60-90% ihres aeroben ATPs aus der Oxidation von
Fettsauren '°. Neben der Fettsduretranslokase (FAT/CD36), die fir mehr als die

Halfte der aufzunehmenden Fettsduren zustindig ist 2°

, sind auch das fatty acid-
binding protein (FATP) und das plasmalemmal fatty acid-binding protein (FABPpm)
fiir die kardiale Aufnahme von Fettsauren verantwortlich %'

Ein wichtiger Regulationsmechanismus bei der Oxidation von Fettsauren stellt die an
der auleren Mitochondrienmembran lokalisierte Carnitin-Acyl-Transferase | (CPT I)
dar. Sie ermdglicht mit aus Lysin gewonnenem Carnitin den Transport von aktivierten
Fettsauren in das Mitochondrium. Dieser aktive Transport ist notwendig, da die
Aktivierung der Fettsduren im Cytoplasma stattfindet, aktivierte Fettsduren die
Lipidmembranen jedoch nicht durchdringen konnen. Die CPT | wird durch Malonyl-
CoA gehemmt, welches durch die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC), dem
Schliisselenzym der Fettsaurebiosynthese, aus Acetyl-CoA hergestellt wird 2.

Neben der (B-Oxidation stellt auch die ATP-Produktion aus Glukose einen Energie
liefernden Stoffwechselweg im Myokard dar, der 10-40% des gebildeten ATP liefert.
Die Aufnahme von Glukose wird durch die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4
bewerkstelligt. GLUT1 hat einen Anteil von 30% aller Glukosetransporter in der
Plasmamembran und ist primar flr die basale Aufnahme von Glukose zustandig.
Wahrend die Membrankonzentration von GLUT1 kaum verandert wird, bewirken
Insulin oder eine Zunahme der Kontraktilitdt eine Membrantranslokation vor allem
von GLUT4, dem hauptsachlich regulierten Glukosetransporter im Myokard 2.
Glukose wird intrazellular entweder als Glykogen gespeichert oder als Glukose-6-
Phosphat energiebringend verstoffwechselt. Die Glykolyse als initialer Prozess der
Glukoseverwertung liefert zunachst zwei ATP pro Mol Glukose und ist auch unter
anaeroben Bedingungen energiebringend. Auf diesem Weg entstehen bereits 10%
des Gesamt-ATP im gesunden Herzen. Das in der Glykolyse gewonnene Pyruvat
kann intramitochondrial weiter durch oxidative Decarboxylierung der Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH) zu Acetyl-CoA verarbeitet werden, welches in den

Zitratzyklus eingeschleust wird. Unter aeroben Bedingungen liefert ein Mol Glukose
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dann 32 Molekile ATP. Das in der Glykolyse entstehende Pyruvat liefert so den

Hauptanteil der aus Kohlenhydraten entstehenden Energie im Myokard.

2.2.2 Substratauswahl im hypertrophierten Myokard

Im Rahmen der Myokardhypertrophie kommt es sowohl durch erhdhte
Proteinsynthese als auch durch Substanzvermehrung zu einem gesteigerten
Energiebedarf. Wie inzwischen in vielen Untersuchungen bestatigt wurde, wird dieser
jedoch nicht proportional aus den zur VerflUgung stehenden Substraten gewonnen,
sondern es entsteht eine Substratpraferenz. So besteht ein quantitativer
Zusammenhang zwischen der Zunahme der linksventrikularen Hypertrophie und der
Abnahme der Oxidation von Fettsduren ?*. Gestiitzt wird diese Beobachtung durch
PET-Studien, die eine Abnahme der zellularen Fettsdureaufnahme und eine
gleichzeitige Zunahme der Glukoseaufnahme in druckinduzierter Kkardialer

Hypertrophie bei Ratten zeigten 2°.

Weitere  Untersuchungen  mit
Rattenkardiomyozyten, die ursachlich durch Druck- oder Volumenbelastung oder
aufgrund von Infarkten hypertrophierten, bestatigten diese Ergebnisse 2. Dabei
wurde ein groller Teil der Glukose zu Laktat verstoffwechselt und nicht

intramitochondrial oxidiert 2°

. Diese Verschiebung der Substratpraferenz wird
dadurch begunstigt, dass Schlusselenzyme des Kohlenhydratstoffwechsels in ihrer
Aktivitat bei Druckbelastung gesteigert sind und somit zu einer auf Glukose
basierenden Energiegewinnung beitragen ?°. Dabei ist die Verkniipfung zwischen der
Myokardhypertrophie und der Anderung des kardiomyozytdren Metabolismus auf

intrazellularer Ebene unzureichend geklart.

2.3 AMP-aktivierte Proteinkinase

2.3.1 Struktur der AMP-aktivierten Proteinkinase

Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist ein ubiquitdar vorkommendes

SchlUsselprotein, das regulatorisch in den Energiehaushalt eingreift. Dabei versucht
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die AMPK Energiedefizite in der Zelle auszugleichen, indem sie
energieverbrauchende Prozesse hemmt und gleichzeitig energiebringende fordert.
Die AMPK ist ein heterotrimeres Protein, das aus drei sich unter den Eukaryonten
wenig unterscheidenden Untereinheiten (a,B,y) aufgebaut ist, deren Isoformen auf
unterschiedlichen Genen codiert sind.

Zwei cDNAs wurden fur die Codierung der a4- und az-Untereinheit in Saugetieren
identifiziert °*>'. Der NH?- Terminus tragt eine konventionelle Serin-Threonin-Kinase,
dessen Thr-172 hauptsachlich zur Aktivierung der AMPK beitragt. Dartber hinaus
gibt es noch weitere Regionen, die durch Upstream-Kinasen phosphoryliert werden
kénnen 2. Das COOH-terminale Ende wird zur Komplexbildung mit den anderen
Untereinheiten bendtigt. Die ai-Untereinheit wird ubiquitar exprimiert, wahrend die
ax-Untereinheit vornehmlich im Herzen, dem Skelettmuskel und der Leber exprimiert
wird **%_Im Herzen ist die a,-AMPK die dominierende aktive Proteinkinase >**°.

Fir die B-Untereinheit der AMPK konnten ebenfalls zwei cDNAs identifiziert werden.
Wahrend die B¢-Untereinheit ubiquitar exprimiert wird, wird die B,-Untereinheit sehr
stark im Herzen und Skelettmuskel, jedoch wesentlich schwacher in Lunge und Niere

rt 36,37

exprimie . Die B-Untereinheit dient mit ihrem COOH-terminalen Ende zur

Komplexbildung mit den anderen Untereinheiten 6%,

Es konnten drei Isoformen der y-Untereinheit aufgezeigt werden, wobei die y;i-
Untereinheit ubiquitar exprimiert wird und den wesentlichen Anteil der im Herzen
vorherrschenden y-Untereinheiten bildet 3*. Alle y-Untereinheiten enthalten eine
Bateman-Doméne mit vier CBS (cystathionine beta-synthase)-Sequenzen *°. Diese
Bateman-Domane dient der Bindung von 5°-AMP bei einem Hill-Koeffizienten
von 2,0. Auch ATP kann an die Bateman-Domane binden und verhindert bei hohen
Konzentrationen durch nicht-kompetetiven Antagonismus die Aktivierung durch AMP.
Die Bindungsaffinitat im Vergleich zu AMP ist jedoch geringer. Mutationen in den
CBS-Sequenzen fuhren zu Glykogenuberladung und sind mit VVorhofarrhythmien und
dem Wolff-Parkinson-White-Syndrom assoziiert “°*'.

Die Existenz verschiedener Isoformen der AMPK-Untereinheiten, codiert durch
verschiedene Gene, spricht fir die Notwendigkeit einer funktionsfahigen
heterotrimeren AMPK. Die Expression mehrerer Untereinheiten dient vorstellbar der
Kompensation von Mutationen gleichartiger Untereinheiten oder spricht fur spezielle

Aufgaben der Untereinheiten in unterschiedlichen Geweben. Die Aufgaben und die
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Regulation der im Herzen vorkommenden Isoformen sind dabei bislang mangelhaft

erforscht.

2.3.2 Regulation der AMP-aktivierten Proteinkinase

Mehrere Studien haben bereits beschrieben, dass die AMPK durch zellularen
metabolischen Stress mit Minderung des ATP-Gehalts aktiviert wird “***. In
gesunden Zellen wird eine zehnfach hohere ATP-Konzentration gegenuber der ADP-
Konzentration aufrechterhalten. Das Verhaltnis von ATP zu AMP ist allerdings ein
wesentlich sensitiverer Indikator fur den zellularen Energiehaushalt. Trotz geringer
Anderungen der ATP-Konzentration unter metabolischem Stress ist der gleichzeitige
Anstieg der AMP-Konzentration wesentlich ausgepragter. Diese Veranderungen
regulieren Uber mehrere Mechanismen die Aktivitat der AMPK, die ihrerseits versucht
eventuelle Missverhaltnisse zu korrigieren *°. Ein Mechanismus der Aktivierung der
AMPK ist die allosterische Bindung von AMP an die Bateman-Domane der
y-Untereinheit, die annahernd zu einer funffachen Zunahme der Kinaseaktivitat der
a-Untereinheit filhrt 94647 Zusatzlich fihrt die Bindung von AMP durch
Konformationsanderung zu einer Opsonierung der AMPK flr Upstream-Kinasen, was
eine Zunahme des Phosphorylierungsgrades an Thr-172 der a-Untereinheit zur
Folge hat *®. Diese Phosphorylierung tiberfiihrt die AMPK zu ihrer aktivsten Form.
Die Bindung durch AMP hindert ferner Proteinphosphatasen an der
Dephosphorylierung und somit an der Inaktivierung der AMPK “°. Um die Aktivitat der
AMPK unter Laborbedingungen steuern zu kdnnen, bedient man sich der Substanz
5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-B-D-ribofuranoside (AICAR). AICAR wird in der
Zelle zu  5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-R3-D-ribofuranoside-Monophosphat
(ZMP) phosphoryliert. ZMP ist es durch seine Strukturahnlichkeit zu AMP mdglich an
die Bateman-Domane der y-Untereinheit zu binden und so die AMPK zu aktivieren.

Ferner sind an der Aktivierung der AMPK auch hormonelle Mechanismen beteiligt,
die nicht mit Veranderungen des AMP/ATP- bzw. PCr/Cr-Verhaltnisses in

Verbindung stehen: Leptin °°, Adiponectin *', Metformin °2

und langkettige
Fettsauren °>**° fiihren beispielsweise zu einer Aktivierung der Proteinkinase. Die
vermehrte Aktivierung der AMPK durch Phosphorylierung, auch bei physiologischen

Konzentrationen langkettiger Fettsauren °***

, ist insofern besonders interessant, da
der grote Anteil des ATP-Gehalts im Herzen aus der Oxidation von Fettsauren
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resultiert '°. Dieser Umstand deutet an, dass die AMPK als chemischer Sensor den
Verfugungsgrad von Fettsduren erkennt und diese dem kardialen Metabolismus

zufuhren kann.

2.3.3 Effekte der AMP-aktivierten Proteinkinase im Myokard

Die Aktivierung der AMPK scheint fir das Myokard unter Belastung von Vorteil zu
sein, da hierdurch Energie liefernde Prozesse gefordert werden und Energie
verbrauchende Ablaufe gehemmt werden. Dabei fihrt die AMPK in experimentellen
Systemen unter Ischamie und Reperfusion zu einer vermehrten Aufnahme und

56,57

Oxidation von Fettsauren und zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme *® und

Glykolyse *°. Uber mehrere verschiedene Mechanismen hemmt die AMPK auch die
Proteinbiosynthese %%
Bei Bedarf an hoherer Kontraktilitat, was zu einer Erhéhung des AMP/ATP

Quotienten fihrt, induziert die AMPK eine vermehrte Translokation der

, wodurch vorhandenes ATP eingespart werden kann.

Fettsauretranslokase (FAT/CD36) in die Plasmamembran der Kardiomyocyten,
womit vermehrt Fettsduren aufgenommen werden kénnen °’. Neben der Aufnahme
von Fettsauren steigert die AMPK unter Ischamie und Reperfusion auch deren
Oxidation °°®*. Letzteres filhrt die AMPK durch Inaktivierung der ACC durch
Phosphorylierung herbei **°*%¢. DemgemaR spielt die AMPK eine bedeutende Rolle
bei der Fettsaureutilisation des ischamischen Myokards. Die Abhangigkeit des
Fettsaurestoffwechsels von der AMPK im hypertrophierten Myokard ist jedoch
ungenugend untersucht.

Auch der Einfluss der AMPK auf den Glukosemetabolismus im Herzen ist
unzureichend geklart. Eine Untersuchung zeigte, dass durch Stimulation der AMPK
mit AICAR die Glukoseaufnahme durch GLUT4-Membrantranslokation in isolierten
ventrikularen Rattenpapillarmuskeln gesteigert wird *%. Yang et al. schlossen aus
ihren Ergebnissen, dass bei Aktivierung der AMPK durch Metformin nur die
Endozytose von GLUT4 in Kardiomyozyten inhibiert wird .

Neben der Stimulation energiegenerierender Stoffwechselwege, hemmt die AMPK
energieverbrauchende Prozesse. In alteren Studien wurde bereits erkannt, dass ein
intrazellularer ATP-Abfall eine verminderte Proteinbiosynthese im Herzen zur Folge
hat °8. Mittlerweile ist erwiesen, dass die AMPK wichtige Schliisselenzyme der

Proteinbiosynthese, wie TSC-2 (Tuberous Sclerosis Complex-2) kontrolliert °3. Durch
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Phosphorylierung des TSC-2 durch die AMPK, wird dieser in seiner Aktivitat
gesteigert 3 TSC-2 ist ein GTPase-aktivierendes Protein (GAP), welches die
GTPase Rheb (Ras-homolog-enriched-in-brain) inhibiert, die die flir Zellwachstum
und Proteinsynthese wichtige mTOR-Signalkaskade (mammalian Target of
Rapamycin) aktiviert ®°. Uber diesen Mechanismus beeinflusst die AMPK mTOR.
mTOR ist eine hoch konservierte Serin-Threonin-Kinase und Bestandteil zweier
Proteinkomplexe, die unterschiedliche Signalwege von Wachstumsfaktoren,
Energiehaushalt und Sauerstoffkonzentration der Zelle kontrollieren, die Translation
von Proteinen regulieren und so Zellwachstum und Zellzyklus steuern ®°. Diese
Komplexe sind als mTOR complex 1 (mTORC1) und mTOR Complex 2 (mTORC2)
bekannt.

Bei der maladaptiven Myokardhypertrophie, die mit einer gesteigerten
Proteinsynthese einhergeht, besteht ein Energiedefizit, welches ein Eingreifen der
AMPK auch in die Proteinbiosynthese zur Folge hatte. Bislang ist allerdings unklar,
welchen Einfluss die AMPK auf den unter hypertrophen Bedingungen veranderten

Metabolismus und die Hypertrophie selbst hat.

2.4 Ziele der Arbeit

Trotz der Bedeutung der AMPK fur die zelluldare Regulation des Metabolismus im
Myokard ist deren Rolle in der Myokardhypertrophie weitestgehend unerforscht.
Angiotensin Il ist als ein bedeutsamer Induktor der maladaptiven
Myokardhypertrophie bekannt, dessen Einfluss auf den kardiomyozytaren
Metabolismus und die zu Grunde liegenden zellularen Mechanismen allerdings
weitgehend unbekannt sind. Daher sollen in dieser Arbeit folgende Punkte untersucht

werden:

1. der Einfluss von Angiotensin Il auf den kardiomyozytaren Metabolismus

2. der Einfluss von Angiotensin Il auf die kardiomyozytare AMP-aktivierte
Proteinkinase

3. die Effekte der AMP-aktivierten Proteinkinase auf den Metabolismus des

hypertrophierten Myokards und der Hypertrophie selbst
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3 Material

3.1 Antikorper

3.1.1 Primarantikorper

Produkt Hersteller

p-ACC (Ser 79) Rabbit IgG Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
AMPK-a; (C-20) Goat IgG Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
p-AMPK-a (Thr 172) Rabbit IgG Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
GLUT4 (C 20) Goat IgG Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
p-tuberin (Thr 1462) Rabbit IgG Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
GADPH (C6C5) Mouse 1gG+ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

3.1.2 Sekundarantikérper

Produkt Hersteller

Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Konjugat Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Goat Anti-Rabbit IgG-Peroxidase Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Rabbit Anti-Goat IgG-Peroxidase Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

3.2 Real-Time-PCR Primer

Produkt Sequenz GroRe Hersteller

Rat ANP For: TGG GCT CCT TCT CCATCA CC 50bp MWG, Ebersberg
Rev: GCC AAA AGG CCA GGA AGA GG

Rat BNP For: CAG AAC AAT CCA CGATGC AG 72bp  MWG, Ebersberg

Rev: GCT GTC TCT GAG CCATTT CC
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Rat B-MHC For: GCC TAC CTC ATG GGA CTG AA 98bp MWG, Ebersberg
Rev: ACATTC TGC CCT TTG GTG AC

Rat MLC: For: AGG CCT TCA CAATCATGG AC 100 bp MWG, Ebersberg
Rev: TCG TTT TTC ACG TTC ACT CG
18 S For: TTGATT AAG TCCCTGCCCTTTGT 68bp  MWG, Ebersberg

Rev: CGA TCC GAG GGC CTA ACTA

3.3 Enzyme und Kits

Produkt

Hersteller

DC Protein Assay Reagent A

DC Protein Assay Reagent B

Developer G 153 A

Developer G 153 B

ECL Western Blotting Detection Reagents
Kollagenase von Clostridium histolyticum
Omniscript RT Kit 200

Pankreatin

Platinum SYBR Green gPCR Mix-UDG
Primer Random p(DN)s

Rapid Fixer G 354

RNAPure

RNAsin (RNAse Inhibitor)

Rotiszint Szintillationscocktail

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Agfa, Mortsel, Belgien

Agfa, Mortsel, Belgien

GE Healthcare, Minchen

Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich Chemie, Miunchen
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Agfa, Mortsel, Belgien

peglLab Biotechnologie, Erlangen
Promega, Madison, WI, USA

Carl Roth, Karlsruhe
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3.4 Radioaktiv markierte Substanzen

Produkt Spezifische Aktivitat Hersteller

[1-'*C]-Palmitic Acid 56 Ci/mmol GE Healthcare, Miinchen

2-Deoxy-D-[2,6-*H]-Glucose 51 Ci/mmol GE Healthcare, Minchen

L-[4,5-*H]-Leucine 161 Ci/mmol GE Healthcare, Minchen
3.5 Gerate

Produkt Hersteller

ABI Prism 7700 Sequence Detection System Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Autoklaviergerat Tuttnauer 3850 EL
Eismaschine Scotsman Frimont MF 22
Entwicklungsautomat Curix 60
Metallblockthermostat HTMR-133
Mikroskope:
Olympus CK 2 Inverted phase contrast
Nikon SMZ 645
mit Schott KL 1500 LCD Kaltlichtquelle
Nikon Eclipse TS 100
Millar-Tip-Katheter SPR-671
mit TF Verstarker
Mini Trans-Blot Cell
Mini-Protean Gelgiel3stand
Mini Trans-Blot System
Nagerbeatmungsgerat MiniVent Typ 845
pH-Meter 526
Spectrophotometer DU 730
Pipettierhilfe Pipetus Akku

Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande
Scotsman Frimont, Milano, Italien

Agfa, Mortsel, Belgien

HLC Biotech, Bovenden

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Nikon GmbH, Dusseldorf

Schott AG, Mainz

Nikon GmbH, Dusseldorf

Millar Instruments, Houston, Texas USA
Hottinger Boldwin Messtechnik, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
WTW GmbH, Weilheim

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
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Power Pac 200 Power Supply
Rontgenkassette 24x30cm

Scanner CanoScan D1250 V2F
Schuttel- und Mischgerat Polymax 1040
Schuttelwasserbad Typ 1086
Szintillationcounter Wallac 1400 DAS

Stickstofftank Apollo 50
Stickstoffbehalter GT 140
Ultraschallreiniger Sonorex RK 31 0,9l
Vortexer VV3
Waagen:

VIC-Series 0.01g Precision Balances

ALC-Series 0.0001g Analytical Balances
Uberkopfschittler REAX 2
Zellkulturgerate:

Heracell 150 Cell Culture Incubator

Sicherheitswerkbank Heraeus HS 12

Sicherheitswerkbank Heraeus KS 12
Zentrifugen:

Biofuge pico

Klhlzentrifuge 1 K15

Megafuge 1,0

Ultrazentrifuge L7-55

mit Ultrazentrifugenrotor TFT 70.38

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Canon Deutschland, Krefeld

Heidolph Instruments, Schwabach

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwendel

Wallac Scintillation Products, Wallac, Turku,
Finnland

Messer Griesheim, Krefeld

Air Liquide, Dusseldorf

Bandelin electronics, Berlin

VWR International, Darmstadt

Acculab UK, Edgewood, NY
Acculab UK, Edgewood, NY
Heidolph Instruments, Schwabach

Heraeus Holding, Hanau
Heraeus Holding, Hanau

Heraeus Holding, Hanau

Heidolph Instruments, Schwabach

SIGMA Laborzentrifugen, Osterode am Harz
Heraeus Holding, Hanau

Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA

Kontron, Zirich, Schweiz
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3.6 Medien, Losungen, Puffer

Medien, Losungen, Puffer

Zusammensetzung

ADS Puffer

Aqua dest.

6,78 g/ NaCL

4,76 g/l HEPES

8 ml/l NazHPO4

1 g/l Glukose

0,4 g/l KCL

8 ml/l MgSO4 x 7 H,0

Enzym-Mix

ADS Puffer
0,6 mg/l Pankreatin
0,5 mg/l Kollagenase

DMEM-Nahrmedium

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
+ Glukose 4,5 g/l; + L-Glutamin; — Pyruvat
FKS (10% [v/v])
Penicillin-Streptomycin (20 U/ml Penicillin G; 20 pg/ml)
Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml)

DMEM-Hungermedium

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

+ Glukose 4,5 g/I; + L-Glutamin; — Pyruvat
Penicillin-Streptomycin (20 U/ml Penicillin G; 20 ug/ml)
Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml)

Elektrophoresepuffer

Ampuwa

144 mg/ml Glycin
30,3 mg/ml Tris
10 mg/ml SDS

F 10 Medium F 10 Medium (Ham+Glutamin)
Horse Serum (10% [v/v])
FKS (5%][v/v])
Penicillin/Streptomycin (1% [v/Vv])
Ladepuffer Ampuwa

5 ml 50% Glycerol
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1,25 g 10% SDS
2,5ml 0,625 M Tris
125 pl/ml 1 M DTT
pH 7,6

Lysepuffer

4.8ml1MTrispH7,4

2,4 ml 500 mM EDTA

24 ml 100 mM Na4sP,07

120 ml 200 mM NaF

4,8 ml 100 mM NazVOq4

24 ml NP-40 (10%)

160 pl Aprotinin (10 mg/ml)
160 pl Leupeptin (10 mg/ml)
2,4 ml 100 mM PMSF
57,28 ml H20

PBS (1x)

Aqua dest.

80 g/l NaCL

2 g/l KCI

14,4 g/l Na;HPO4
2,4 g/l KH,PO,
pH 7,4

PBS-Tween (1x)

Aqua dest.

80 g/l NaCL

2 g/l KCI

14,4 g/l NagHPO4
2,4 g/l KH,PO,
10 ml/l Tween 20

pH 7,4
Ponceau-S-Losung 0,2% in 3% TCA
5xTransferpuffer Ampuwa

5,8 mg/ml Tris Base
290 mg/ml Glycin
10 mg/ml SDS
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1xTransferpuffer

300 ml Ampuwa
100 ml Methanol

3.7 Verbrauchsmaterialien

100 ml 5xTransferpuffer

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Falcon Cell Strainer (70 ym)

High Performance autoradiography film
Glasobjekttrager

Kyroréhrchen Cyro.S
Mini-Trans-Blot Filterpapier
Prazisionswischtucher
Pipettenspitzen (5 ml, 25 ml)
PP-Test-tubes (15 ml, 50 ml)
Thermanox Plastic Coverslips
Zellkulturschale (100 mm x 20 mm)
Zellkulturschale TC-plate 6-Well

Zellkulturschale P6 Primera

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA
GE Healthcare, Minchen

VWR International, Darmstadt
Greiner-bio.one, Frickenhausen
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Kimberly-Clark, Koblenz
Greiner-bio.one, Frickenhausen
Greiner-bio.one, Frickenhausen
Nunc, Rochester, NY, USA

TPP, Trasadingen, Schweiz
Greiner-bio.one, Frickenhausen
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

3.8 Chemikalien und sonstige Reagenzien

Chemikalien, sonstige Reagenzien

Hersteller

Acrylamid Electrophoresis Purity Reagent 30%

AICAR
Ammoniumpersulfat

Angiotensin Il

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

SERVA Electrophoresis, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
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Aprotinin

Bromphenolblau

Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethyl Sulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiothritol

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Essigsaure

F 10 Medium

Fetales Kalberserum (FKS)
Formalin

Gentamycinsulfat

Glukose

Glycerol

Glycin

HEPES

Horse Serum

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumphosphat

Ketamin (Ketavet)
Leupeptin

Methanol

Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natrium-orthovanadat
Natrium-pyrophosphat
Neonatal Calf Serum (NCS)
Nilblau (Pulver)

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich Chemie, Munchen
Sigma-Aldrich Chemie, Munchen
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie, Munchen
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Munchen
VWR International, Darmstadt
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
VWR International, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
VWR International, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Pfizer, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

27



Phenylmethansulfonylfluorid Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat 10% Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Ponceau-S-Losung SERVA Electrophoresis, Heidelberg
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie, Munchen
Tris-hydroxymethyl-aminomethan VWR International, Darmstadt
Trypanblaulésung Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Trypsin-EDTA Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Tween 20 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Xylazin (Rompun) Bayer, Leverkusen

3.9 Auswertungs- und Statistikprogramme

Alle Auswertungs- und Statistikprogramme wurden mit dem Betriebssystem Microsoft
Windows XP ausgefuhrt. Dabei dienten Microsoft Excel 2003 und Graph Pad Prism
4.0 der Statistikerhebung und Diagrammgestaltung. Daneben wurden spezielle
Programme wie UVP Labworks zur Densitometrie der Western Blot Analysen,
VitroTip sowie Amon 32 zur Datenerhebung der invasiven Hamodynamikmessungen
und Lucia G Version 4.60 zur Aufnahme und Auswertung der Nilblaufarbung

herangezogen.
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4 Methoden

4.1 H9C2-Zellkultur

Die verwendete kardiomyozytare Zelllinie H9C2 (LGC Promochem, Wesel) wurde
1976 von Kimes und Brandt durch selective serial passaging nach Yaffe et al. aus
embryonalem Ventrikelmyokardgewebe einer BDIX Ratte isoliert "*"*. Aufgrund der
Expression nikotinerger Acetylcholinrezeptoren und der Synthetisierung einer
muskelspezifischen Creatinphosphokinase in den Konglomeraten, wurde von den
Forschern damals angenommen, die Zellen hatten sich zu Skelettmuskelzellen
differenziert. Erneute Untersuchungen der H9C2-Zellen von Hescheler et al. 1991
hingegen konnten u.a. lonenkanale nachweisen, die alle Charakteristika kardialer
L-Typ-Calciumkanale aufwiesen. Gleichzeitig bestatigten sie eine der kardialen
Zellmembran und -oberflache sehr ahnliche Struktur, konnten jedoch keine
eindeutigen gemeinsamen morphologischen Eigenschaften nachweisen "*. Trotz
aller Kontroversen haben sich H9C2-Zellen in der kardiologischen Forschung als
Standardzellmodell durchgesetzt, da sie zuverlassig kultivierbar und in ihrem
Expressionsprofil und den Signaltransduktionswegen mit der biochemischen Antwort

frisch extrahierter neonataler Rattenkardiomyozyten vergleichbar sind.

4.1.1 Kultivierung von H9C2-Zellen

Die in Stickstoff gelagerten Zellsuspensionen wurden in einem 37°C Wasserbad
aufgetaut und im Anschluss in eine mit DMEM-Nahrmedium vorbereitete
Zellkulturschale (100 mm x 20 mm) gegeben. Die Zellen wurden in einer Atmosphare
mit 5% CO,-Anteil bei 37°C in Gewebekulturschalen mit 100% Sattigung der Luft mit

H,O in Kultur gebracht. Um DMSO-Reste zu entfernen, wurde nach 24 Stunden das

Medium gewechselt. Weitere Medienwechsel wurden alle zwei Tage unter sterilen
Bedingungen durchgeflhrt. Die Zellen wuchsen, bis sie einen subkonfluenten
Zellrasen bildeten.

Zur Passage wurde das Medium abgesaugt, die Schalen mit je 5 ml 1xPBS
gewaschen und mit 2 ml Trypsin-EDTA fur drei Minuten bei 37°C inkubiert. Die nun

gelésten Zellen wurden in einem entsprechenden Volumen DMEM-Nahrmedium
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aufgenommen und im Verhaltnis 1:1 ausgedinnt, um die Aktivitat des Trypsins zu
inhibieren. Die Zellsuspension wurde anschliel3end bei 1.000 U/min far funf Minuten
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt und das Zellzentrifugat in
DMEM-Nahrmedium resuspendiert und neu ausgesat. Dabei wurden die Zellen im
Verhaltnis 1:4 auf neue Schalen verteilt.

Die Zellen wurden vor dem Einfrieren analog behandelt, jedoch wurden hier die
Zellen nach dem Abzentrifugieren in DMEM-Nahrmedium mit 5% DMSO
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde sofort in ein eisgekuhltes Kryorohrchen
aliquotiert. Um die Zellen nicht durch Kristallbildung zu gefahrden, wurde eine
Temperaturabnahme von 1°C pro Minute in einem Kryoeinfriergerat gesichert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen langfristig in flissigem Stickstoff bei —196°C

gelagert.

4.1.2 Behandlung von H9C2-Zellen

Nachdem die Zellen durch Kultivierung einen ca. 80%igen konfluenten Zellrasen
ausgebildet hatten, wurde das Nahrmedium abgesaugt und die Zellen mit
autoklaviertem 1xPBS gewaschen. Flr einen Zeitraum von 12-24 Stunden wurden
die Zellen in DMEM-Hungermedium inkubiert und anschlieRend, wenn nicht anders
beschrieben, in DMEM-Hungermedium behandelt. Angaben zu Dosis und Zeit der

Stimulation werden an entsprechender Stelle gemacht.

4.1.3 Ernte und Proteinextraktion von H9C2-Zellen

Nach der Inkubationszeit wurde das Medium in den Kulturschalen unter sterilen
Bedingungen abgesaugt und die Schalen zweimal mit autoklaviertem 1xPBS
gewaschen. Um das Gesamtprotein der Zellen zu isolieren, wurden je nach GroRe
der verwendeten Kulturschale mit Hilfe 0,2-2 ml gekuhlten Lysepuffers die Zellen von
den Schalen geldst und in ein Eppendorfgefall tbertragen. In einem finfminttigen
Ultraschallbad wurde das Aufbrechen der Zellmembranen gewahrleistet. Um die
Zellorganellen aus dem Lysat zu entfernen, wurde eine Zentrifugation mit
14.000 U/min fir 15 Minuten bei 4°C durchgefiihrt. Danach wurde der Uberstand

abpipettiert, bei —20°C eingefroren und das Zentrifugat verworfen.
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4.2 Neonatale Rattenkardiomyozyten

Um  Kontroversen uber wissenschaftliche Ergebnisse in  H9C2-Zellen
entgegenzutreten, wurden neonatale Rattenkardiomyozyten verwendet, die
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Dr. med. H. Kilter zur Verfugung gestellt
worden waren. Da sich Isolation und Kultivierung dieser Zellen wesentlich
aufwendiger gestalten und die Zellen nicht vermehrungsfahig sind, wurden in diesem
Modell nur ausgewahlte Experimente durchgefihrt, um die wesentlichen

Erkenntnisse zu verifizieren.

4.2.1 Isolation und Kultivierung von neonatalen

Rattenkardiomyozyten

Die Isolation begann mit der Dekaptierung von neonatelen Wistar Ratten am Tag
zwei post partum mittels einer Schere, wobei der Kopf verworfen und der Kérper kurz
in 70% Ethanol gespult wurde. Durch vorsichtige Massage des Thorax erschien das
Herz in der oberen Thoraxapertur, dessen Gefallverbindungen durchschnitten
wurden und das Organ schlielllich in einer zuvor mit ADS Puffer bereiteten
Zellkulturschale (100 mm x 20 mm) aufgefangen wurde. Durch weitere Praparation
wurden weiteres perikardiales Gewebe, Gefalistimpfe und die Vorhofe entfernt. Das
somit erhaltene Ventrikelpraparat wurde in eine mit frischem ADS-Puffer geflllte
Zellkulturschale gegeben und in ca. 15 gleich grof3e Stlicke geteilt. Der ADS-Puffer
wurde nun abpipettiert und die Gewebssuspension in 10 ml Emzym-Mix unter
mehrmaliger Resuspendierung in eine sterile Flasche uberfuhrt. In dieser wurde das
Gewebslysat nun funf Minuten in einem Schuttelwasserbad mit 80-100 U/min bei
37°C inkubiert. Der sich hierbei bildende Uberstand (Verdau) wurde ohne Mithahme
von Gewebsstlicken mittels einer Pipette entfernt und verworfen. Erneut wurden
10 ml Enzym-Mix hinzugegeben und die Suspension fur 20 Minuten im
Schiittelwasserbad inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand in ein
steriles 50 ml Test-tube-Gefald gegeben, die Aktivitat der Enzyme mit 2 ml Neonatal
Calf Serum (NCS) gestoppt und bei 700 U/min fir funf Minuten zentrifugiert. Das
Zentrifugat wurde nach Entfernung des Uberstandes durch vorsichtiges Schitteln in

4 ml zugesetztem NCS gelost. Diese Prozedur wurde noch weitere funfmal

31



durchgefuhrt, wobei sich die Schittelzeiten wie folgt gestalteten: 25 min; 25 min; 15
min; 10 min; 10 min; 5 min. Nach der letzten Zentrifugation (700 U/min, fanf Minuten)
wurde der Uberstand verworfen und das Zellzentrifugat in 4 ml F 10 Medium durch
vorsichtiges Schitteln resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nun in ein Falcon
Cell Strainer (70 um) filtriert, wobei vor und nach der Filtration der Filter mitje 1 ml F
10 Medium gespult wurde. Diese 6 ml Zellsuspension wurde nun auf 6-cm-
Zellkulturschalen ausgesat und fur 60 Minuten bei 37°C und 5% CO; in einer
feuchten Atmosphare inkubiert, wobei mikroskopisch die Adhasion der Fibroblasten
am Schalenboden kontrolliert wurde. Sobald sich die Fibroblasten gebunden hatten,
wurde das Medium mit den darin enthaltenen Kardiomyozyten abpipettiert, in ein 50
ml Test-tube-Gefall gegeben und die Zellzahlung durchgefuhrt. Hierzu wurden 10 pl
Zellsuspension mit 10 uyl Trypan blue in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und
vier groRe Eckquadrate (Volumen je Eckquadrat: 0,1 ul) ausgezahlt und der
Mittelwert gebildet. Die Gesamtzellzahl ergab sich aus 2xMWx10*xVolumen der
Zellsuspension. Aufgrund der Berechnung wurde die Zellsuspension auf das
gewunschte Volumen durch Zugabe von F 10 Medium gebracht und in jeweils 4 ml
Medium mit 1,6-1,8x10° Zellen je P6 Primera Zellkulturschale ausgesat. Die
Zellkulturschalen wurden bei 37°C und 5% CO: in einer feuchten Atmosphare fir 48
Stunden inkubiert. Danach wurden die Zellen mit autoklaviertem 1xPBS gewaschen,
fur weitere 16 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert und danach stimuliert.
Weitere Angaben zur Dosis und Stimulationszeit werden an entsprechender Stelle

gemacht.

4.2.2 Ernte und Proteinextraktion von neonatalen

Rattenkardiomyozyten

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellen mit autoklaviertem 1xPBS
gewaschen und mit 200 yl Lysepuffer geerntet. Das Zelllysat wurde sieben Minuten
in einen Ultraschallreiniger gegeben, um die Zellmembranen aufzubrechen, und
danach bei 14.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und bei —20°C eingefroren.
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4.3 C57/Bl6-Mause

4.3.1 Kafighaltung

Die verwendeten C57/B16-Wildtypmause (Charles River Laboratories, Sulzfeld)
wurden im Institut flir experimentelle Chirurgie der Universitatskliniken des
Saarlandes unter Standardbedingungen gehalten. Die Tierversuchsgenehmigung
wurde durch das Veterindramt und die Kreispolizeibehdrde des Saar-Pfalz-Kreises
erteilt.

4.3.2 Mikrochirugische Aortenstenosierung

Um eine Druckbelastung fur das Myokard zu erzeugen, wurde durch eine
mikrochirurgische Stenosierung das Lumen der Aorta ascendens eingeengt. Die
Kontrolltiere wurden lediglich einer Thorakotomie mit Freilegung und Umschlingung
der Aorta unterzogen (Scheinoperation).

Die Operation wurde bei zehn Wochen alten Mausen durchgefuhrt. Der vergroRerte
Stromungswiderstand fuhrte zu einer akuten Zunahme der Nachlast.

Die Tiere wurden mit der Hellabrunner Mischung aus 100 mg/kg Korpergewicht
Ketamin und 10 mg/kg Korpergewicht Xylazin in NaCl 0,9% verdinnt narkotisiert. Die
Applikation erfolgte intraperitoneal. Die Dauer der Narkose betrug bei der
angegebenen Dosierung etwa 45 Minuten. Nach Erreichen des Toleranzstadiums
wurden die Versuchstiere endotracheal mit einem 20 G Venenverweilkatheter
intubiert (Abb. 1A) und durch das Nagerbeatmungsgerat mit Raumluft beatmet. Das
Atemzeitvolumen betrug 200 ml/min, die Beatmungsfrequenz 110/min. Nach
Fixierung der Tiere auf einem Heizkissen und nach Rasur des Thorax erfolgte ein ca.
0,5 cm langer Hautschnitt links parasternal von der zweiten bis zur vierten Rippe. Die
Musculi pectorales major und minor wurden mit einer Schere durchtrennt, so dass
man die Rippen und die Interkostalmuskulatur sah. Des Weiteren wurde die dritte
und vierte Rippe mit einem Schnitt durchtrennt und die Interkostalmuskulatur parallel
zum Sternum zur zweiten und flnften Rippe hin durchtrennt. Zu diesem Zeitpunkt
wurde zunachst zur invasiven Hamodynamiktuberwachung der Millar-Tip-Katheter
(genaue Durchfuhrung siehe 4.3.3) in den linken Ventrikel eingefuhrt und dort bis zur

Totung der Tiere belassen. Nach Eroffnung der Pleurahdhle wurde die
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Thoraxéffnung gespreizt und der Thymus mit einer Pinzette entfernt. Das Perikard
wurde erdffnet und die Aorta ascendens aus ihrem Gefalbett mobilisiert, so dass
man sie mit einer gebogenen, fadenfuhrenden 24 G Nadel (Abb. 1B) aufnehmen
konnte. Die 24 G Nadel wurde unter Belassen des 6-0 Nylonfadens unter der Aorta
entfernt. Als Widerlager bei der Verknotung wurde eine ebenfalls gebogene 27 G
Nadel verwendet (Abb. 1C). Damit wurde eine gleichmaflige Einengung der Aorta
innerhalb der Versuchsgruppe auf einen Diameter von 360 pm erreicht. Dies
entspricht einer transversen Aortenstenosierung von 65-70% (Abb. 1D). Nach
Stenosierung der Aorta ascendens blieben die Tiere fur weitere 30 Minuten intubiert,
um einer Ischamie des Myokards aufgrund der akut erhohten Nachlast
entgegenzuwirken.

Abb. 1: A Intubation der Maus mittels 20 G Venenverweilkanile B 24 G Nadel mit 6-
0 Faden zur Aortenstenosierung C Stenosierung der Aorta bei Verwendung einer 27
G Nadel als Widerlager D Praparat einer stenosierten Aorta.

34



4.3.3 Invasive Hamodynamikmessung

Zur invasiven Hamodynamikmessung wurden die Tiere wie in 4.3.2 mit Ketamin und
Xylazin narkotisiert und in der Folge endotracheal intubiert. Nach Fixierung auf einem
Heizkissen wurde die Haut der linken Thoraxhalfte parasternal erdffnet. Weiterhin
wurden thorakale Muskeln durchtrennt und von der zweiten bis flinften Rippe durch
einen Schnitt die Sicht auf den schlagenden linken Ventrikel freigelegt. Dabei wurde
darauf geachtet, den Blutverlust so gering wie moglich zu halten, um einer
hypovolamen Kreislaufsituation vorzubeugen. Der Apex des linken Ventrikels wurde
zunachst mit einer 24 G Nadel punktiert, um anschlie®end den 1,4 Fr Millar-Tip-
Katheter in den linken Ventrikel einzufihren. Uber diesen Millar-Tip-Katheter wurden
vor der Stenosierung der Aorta bis zu Tétung der Tiere der maximale systolische und
der minimale diastolische linksventrikulare Druck (LVPs, LVPd), der enddiastolische
linksventrikulare Druck (LVEDP), die Druckanderung dPmax/dt und dPmin/dt und die
Herzfrequenz gemessen. Das System bestand aus dem Katheter und einem TF

Messverstarker, der mit einem PC verbunden war.

4.3.4 Organentnahme und Proteinextraktion

Die Toétung der Tiere erfolgte bei bestehender Narkose und Intubation durch
Herausnahme des Herzens. Das Herz wurde umgehend in einem Eppendorfgefal in
flussigem Stickstoff schockgefroren und weiter bei —80°C gelagert. Zur Analyse
wurde von dem stets gefrorenen Material ein minimales Stick durch ein Skalpell
abgetrennt. Um aus den Gewebsstlicken das Gesamtprotein zu isolieren, wurden
diese zunachst in 500 — 800 pl eisgekuhlten Lysepuffer gegeben und mit Hilfe eines
Mérsers manuell zu groben Stiicken reduziert. In einem Uberkopfschittler wurde das
Lysat anschliel3end bei 4°C fur eine Stunde inkubiert, um eine feinere Zerkleinerung
zu erreichen. Um die Zellorganellen aus dem Lysat zu entfernen, wurde danach eine
Zentrifugation mit 14.000 U/min fir 15 Minuten bei 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde abpipettiert, bei —20°C eingefroren und das Zentrifugat verworfen.

35



4.4 Spezielle Proteinverarbeitung

4.4.1 Membran-Cytosol-Auftrennung

Um die Zellmembran aus dem Gesamtprotein zu isolieren, wurde zunachst, wie oben
beschrieben, eine Proteinextraktion durchgefihrt, wobei das Lysat in geklhlte
Ultrazentrifugenrohrchen ubertragen wurde. Das Lysat wurde 1:1 mit 1 mM KCI
versetzt und 10 Minuten eisgekuhlt inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben bei
4°C und 45.000 U/min fur zwei Stunden ultrazentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert, das Zentrifugat mit 200 ul Lysepuffer resuspendiert und
beides bei —20°C eingefroren. Dabei entsprechen der Uberstand dem Cytosol und

das Zentrifugat den Zellmembranen.

4.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung des Gesamtlysats aus Zellkulturen und Gewebssticken
erfolgte nach der Methode von Lowry et al., eine der Biuret-Methode verwandten,
kalorimetrischen Methode *°.

Zunachst wurde 1 pl des zu untersuchenden Proteinlysats 1:20 mit Ampuwa
verdunnt. Durch Zugabe von 100 ul D¢ Protein Assay Reagent A wurde ein Kupfer-
Protein-Komplex in alkalischer Losung gebildet. Dieser Komplex wurde anschliel3end
durch 800 pl zugegebenes Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens (D¢ Protein
Assay Reagent B) reduziert. Wahrend der Inkubationszeit von zehn Minuten bei
Raumtemperatur farbte sich die Lésung in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration
blaulich. Die Extinktion der Losung wurde bei 540 nm photometrisch gemessen, um
dann die daraus resultierende Proteinkonzentration zu berechnen. Als
Standardproteinlésung diente Rinderserumalbumin in einem Konzentrationsbereich
von 100-1.000 pg/ml.
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4.5 Western Blot Analyse

Mit der Western Blot Analyse ist es moglich, Proteine der Zellen aus Kultur oder aus
einem Gewebsstuck aufzutrennen. Durch monoklonale Antikdrper gegen ein
spezifisches Protein und durch Peroxidase- oder Fluoreszenz-gekoppelte
Sekundarantikérper werden diese sichtbar und quantifizierbar gemacht. Dabei ist die

Intensitat proportional zum Gehalt des jeweiligen Proteins im Lysat.

4.5.1 Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels Gelelektrophorese in denaturierenden
10%igen Polyacrylamid-SDS-Gelen (Tabelle 1). Ein SDS-Gel besteht aus einem
Trenn- und einem Sammelgel. Das Trenngel wurde zuerst in eine Minigelkammer
gegossen und mit Wasser Uberschichtet, um eine scharfe Gelfront zu erhalten.
Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde das Wasser abgeschittet, das
Sammelgel gegossen und ein Gelkamm eingesetzt. Es wurden jeweils 50 ug Protein
des Gesamtlysats mit entsprechender Menge 5xLadepuffer versetzt. Dabei ist der
Zusatz des Redoxmittels DTT fur das Aufbrechen der fur die Tertiarstruktur
wichtigen Disulfidbriicken notwendig. Um ein konstantes Masse-Ladungs-Verhaltnis
herzustellen, wurden die Proteine mit dem ebenfalls im Ladepuffer enthaltenem
anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) belegt, um die native Ladung,
d.h. die unterschiedlichen isoelektrischen Punkte verschiedener Proteinspezies zu
uberdecken. Die nun linearisierten Proteine wurden auf das Gel geladen und in
Anwesenheit eines Elektrophoresepuffers bei einer konstanten Spannung von 120 V

aufgetrennt.
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Tabelle 1. Zusammensetzung eines verwendeten Polyacrylamid-SDS-Gels

Substanz Trenngel 10% Sammelgel
Ampuwa 3,7 mi 1,7 ml
30% Acrylamid 3,4 ml 0,415 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5ml —
1,0M Tris (pH6,8) — 0,315 ml
10% SDS 0,1 mi 0,025 ml
10% APS 0,1 ml 0,025 ml
TEMED 0,004 mi 0,0025 ml

4.5.2 Protein-Transfer

Die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte
mit dem Mini Trans-Blot System von Biorad, mit Hilfe eines Transferpuffers und
Filtern bei einer konstanten Stromstarke von 350 mA. Die Membran wurde mit der
gebrauchsfertigen kolloidalen Farbstoff enthaltenden Ponceau-S-Losung nach dem
Transfer Uberschichtet und ca. funf Minuten lang unter leichtem Schutteln gefarbt.
Der Hintergrund wurde mit destilliertem Wasser entfarbt bis die Proteinbanden klar
sichtbar waren. Um die Membran zu blocken, wurde sie nach erneutem Waschen mit
destilliertem Wasser in 5%iger Milch fir eine Stunde bei 4°C auf einem Schattel- und

Mischgerat inkubiert.

4.5.3 Antikorperinkubation

Die Nitrozellulose-Membranen wurden mit dem jeweiligen Primarantikorper
(Verdinnung 1:1.000) in 1%iger Milch fur zwolf Stunden bei 4°C auf einem Schuttel-
und Mischgerat inkubiert. Die nichtgebundenen Antikorperfragmente wurden mit
1xPBS-Tween zweimal Uber funf Minuten und einmal mit 1xPBS abgewaschen.
Danach wurden die Membranen 90 Minuten mit einem peroxidasekonjugiertem

Sekundarantikorper (Verdunnung 1:1.000) in 5%iger Milch bei Raumtemperatur
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ebenfalls auf einem Schittel- und Mischgerat inkubiert. Die ungebundenen
Fragmente wurden erneut mit 1xPBS-Tween und 1xPBS abgewaschen. Die an die
Proteinbanden gebundenen Fragmente wurden mit einem ECL-Kit (enhanced
chemiluminescence) auf Ro&ntgenfiimen sichtbar gemacht und densitometrisch

quantifiziert.

4.6 Radioaktivitatsmethoden

Mittels radioaktiv markierter Substanzen ist es moglich, die zellulare Aufnahme einer
Substanz bei unterschiedlichen Bedingungen zu bestimmen. Der markierte Stoff wird
von den Zellen entweder durch Diffusion oder Transporter in das Cytosol
aufgenommen und in der Folge gespeichert oder metabolisiert. In allen Fallen
verbleibt das Isotop ebenfalls in den Zellen, deren abgegebene Strahlung
detektierbar ist und eine quantitative Aussage Uber die Aufnahme der zuvor

angebotenen radioaktiv markierten Substanz macht.

4.6.1 *H-Leucin-Inkorporations-Assay

Ein Marker fur die Proteinbiosynthese ist die Aufnahme von 3H-markiertem Leucin,
da es sich bei Leucin um eine proteinogene Aminosaure handelt.

FUr die Durchfuhrung des Assays wurden zunachst konfluente H9C2-Zellen in
6-Well-Zellkulturschalen flr 24 Stunden in Hungermedium inkubiert. Danach wurde
das Hungermedium abgesaugt, die Zellen mit autoklaviertem 1xPBS gewaschen und
in Nahrmedium mit 1 yM Angiotensin Il fur sechs Stunden oder mit 1 M AICAR fur
zwei Stunden stimuliert. Zur Prainkubation wurde zunachst mit 1 M AICAR vier
Stunden stimuliert und danach fur weitere sechs Stunden 1 pM Angiotensin |l
hinzugegeben. AnschlieRend wurden 1 pCi/ml *H-Leucin zugefiigt, d.h. bei 2 ml
Nahrmedium 2 pl Leucin, und die Zellen flir weitere sechs Stunden inkubiert.
Nachdem das Medium abgesaugt und die Zellen finfmal mit 1XxPBS gewaschen
worden waren, wurden mit Hilfe von 500 ul Lysepuffer die Zellen aus den Wells

geldst und jeweils in ein Szintillationsréhrchen Uberflihrt. Dem Lysat wurden 750 pl
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Szintillationscocktail zugeflihrt. Danach erfolgte die direkte Messung der Emissionen

in einem Szintillationscounter.

4.6.2 *H-Glukose-Assay und *C -Palmitinsaure-Assay

Glukose und Fettsauren sind wichtige Nahrstoffe fur Zellen. Es ist dabei von der
Stoffwechsellage abhangig, welche der beiden Substanzen bevorzugt zur
Energiegewinnung verwendet wird. Durch radioaktive Markierung dieser Substanzen
kann quantitativ deren Aufnahme in die Zelle gemessen werden.

Zunachst wurden H9C2-Zellen auf 6-Well-Zellkulturschalen passagiert und
24 Stunden in DMEM-Hungermedium bei 37°C und 5% CO; in einer feuchten
Atmosphare inkubiert. Nach Ablauf dieses Zeitraumes wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen mit autoklaviertem 1xPBS gewaschen. In 2 ml autoklaviertem 1xPBS
wurden die Zellen in der Folge stimuliert. Dabei wurden die Zellen fur zehn Minuten
jeweils mit 1 uM Angiotensin Il in 1xPBS, flir zehn Minuten mit 1 mM AICAR in
1xPBS oder fur zehn Minuten mit 1 mM AICAR in 1xPBS prainkubiert und danach
mit 1 uM Angiotensin Il in 1xPBS fur zehn Minuten bei 37°C und 5% CO; in einer
feuchten Atmosphare inkubiert. Im Anschluss wurden 0,1 pCi/Well 2-Deoxy-D-[2,6-
3H]-Glukose oder 1 pCi/Well [1-'*C]-Palmitinsdure zugegeben und fiir 30 Minuten
ebenfalls bei oben genannten Angaben inkubiert. Nach den Inkubationszeiten wurde
das PBS, in dem Stimulanzien und 2-Deoxy-D-[2,6-°H]-Glukose bzw. [1-'C]-
Palmitinsaure geldst waren, abgesaugt und mit frischem PBS dreimal vorsichtig
gewaschen. Mit Hilfe von 200 ul Lysepuffer wurden die Zellen aus den Wells geldst
und jeweils in ein Szintillationsrohrchen Uberfuhrt. Dem Lysat wurden 750 ul
Szintillationscocktail zugefuhrt. Danach erfolgte die direkte Messung der Emissionen

in einem Szintillationscounter.

4.7 Nilblaufarbung

Um den Fettsauregehalt der H9C2-Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen in
24-Well-Zellkulturplatten auf Kulturplattchen (Coverslips) ausgesat und wie folgt

behandelt: Angiotensin Il mit einer Konzentration von 1 uM Uber vier Stunden, AICAR
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mit einer Konzentration von 1 mM Uber zwei Stunden. Im Fall der Prainkubation
erfolgte die AICAR-Vorbehandlung Uber zwei Stunden mit einer Konzentration von
1 mM, gefolgt von Angiotensin Il Gber vier Stunden mit einer Konzentration von 1 yM.
Die Zellen wurden zweimal mit 500 pl eisgekihltem PBS gewaschen und
anschlieBend in Formalin fixiert. Die Plattchen wurden in einer 7%igen wassrigen
Nilblau-Losung fur zehn Minuten bei 60°C inkubiert, dann die Uberschussige Farbe
mit Wasser abgewaschen, gefolgt von einer zehnminutigen Waschung mit 1%iger
Essigsaure zur Einstellung des pH-Wertes. Die Plattchen wurden danach erneut mit
Wasser abgespllt, getrocknet und unter einem optischen Mikroskop mit 40-facher
VergroRerung photographiert. Die Quantifizierung erfolgte mittels digitaler

Bildanalyse mit dem Auswertungsprogramm Lucia G Version 4.60.

4.8 Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fur Nucleinsauren, die auf dem Prinzip
der herkdmmlichen Polymerasekettenreaktion (PCR) beruht, und zusatzlich die
Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen am Ende bzw. wahrend eines PCR-Zyklus ("Real Time")
durchgefuhrt. Dazu wird die zuvor isolierte RNA, mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase, in die komplementare DNA umgeschrieben. Die entstandene DNA
wird in der Polymerasekettenreaktion durch Erhitzen getrennt und mit spezifischen
Oligonucleotiden, die als Primer im Uberschuss in einer Polymerasesynthesereaktion
eingesetzt werden, hybridisiert. Das RNA/DNA-Fragment von Interesse fungiert
hierbei als Matrize fur die Primer. Durch zyklisches Erhitzen und Abkuhlen der
Reaktion wiederholt sich dieser Vorgang und produziert exponentiell neue DNA-
Fragmente. Zusatzlich bedient man sich Farbstoffen, die mit der DNA interkalieren
und Uber Fluoreszenzmessung detektierbar sind. Die Fluoreszenz nimmt proportional

mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht.
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4.8.1 RNA-Isolation

Um die mRNA-Expression messen zu kdonnen, wurde die Gesamt-RNA aus Zellen
isoliert. Hierzu wurden kultivierte Zellen von den Kulturschalen mittels einer RNA-
Isolationslésung (RNA-Clean) isoliert. Durch Zugabe von Chloroform und
anschliellender Zentrifugation mit 14.000 U/min wurden die Proteine abgetrennt. Die
RNA wurde durch Isopropanolprazipitation (15 Minuten, 4°C) konzentriert und dann
60 Minuten bei 4°C mit 14.000 U/min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit
75%igem Ethanol durch Vortexen und Zentrifugation (15 Minuten, 14.000 U/min,
4°C) gewaschen. Die Quantifizierung der Gesamt-RNA erfolgte in einem
Spectrophotometer mittels UV-Licht, bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm.
Der Quotient 260/280 nm ergibt Hinweise auf den Reinheitsgrad der isolierten RNA.
Er sollte bei 1,8-2,0 liegen, da die 260 nm Wellenlange den RNA- oder DNA-Gehalt
misst, wahrend das 280 nm Licht insbesondere von kontaminierten Proteinen

absorbiert wird.

4.8.2 Reverse Transkription

2 ug der isolierten und quantifizierten mRNA wurden mit DEPC-Wasser auf
insgesamt 10 pl Volumen gebracht. Nach Zugabe von 2 ul Buffer RT, 2 yl dNTP
Mix, 2 pl Primer Random, 1 pl RNAsin (10 U/pl) und 1 pl Omniscript RT wurde das
Gemisch bei 37°C fur eine Stunde in einem Wasserbad inkubiert. Hierbei findet die
reverse Transkription von RNA in cDNA statt. Um die Transkription zu beenden,
wurde das Gemisch anschlieBend auf einem Metallblockthermostat fur funf Minuten
auf 93°C erhitzt. Hierbei verliert die reverse Transkriptase ihre Aktivitat. Zur Lagerung

wurde das somit erhaltene RT-Produkt bei —20°C eingefroren.

4.8.3 Real-Time-PCR

Die RT-PCR wurde mit dem TagMan System durchgefiihrt. Fir die Marker des
fetalen Genprogramms und des Housekeeping Gens 18S wurden spezifische Primer

eingesetzt. Pro Bedingung wurden 12,5 pl Puffer (SYBR Green), je 1 ul (5 uM) der
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Primer sowie 1 pl des RT-Produkts (cDNA), je 0,5 pl des Referenzfarbstoffes (Rox)
und 7 pl Wasser eingesetzt. Es wurden 40 Zyklen zu je 15 Sekunden bei 95°C und
15 Sekunden bei 60°C durchgeflhrt. Bei der Quantifizierung wurden die mRNA
Expressionen der Hypertrophiemarker des fetalen Genprogramms auf die

Expression des Housekeeping Gens 18S bezogen.
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5 Ergebnisse

5.1 Zellkultur

5.1.1 Angiotensin Il induziert Proteinsynthese, fetales
Genprogramm und die Phosphorylierung des Tuberous

Sclerosis Complexes-2

Zellulare Hypertrophie ist durch eine Steigerung der Proteinsynthese bedingt.
Angiotensin Il induzierte die Proteinbiosynthese in Kardiomyozyten. Dies haben wir
anhand der Inkorporation der proteinogenen Aminosdure L-[4,5-*H]-Leucin
quantifiziert. Die Inkubation der H9C2-Zellen mit Angiotensin Il (1 uM, 6 h) ergab eine
Zunahme der *H-Leucin-Inkorporation auf 163+12% (n=4, p<0,001) gegeniiber der

Kontrollgruppe (Abb. 2).
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Abb. 2: Effekt von Angiotensin Il auf *H-Leucin-Inkorporation in H9C2-Zellen.
Inkubation von H9C2-Zellen mit Angiotensin Il (1 uM, 6 h) steigerte signifikant die *H-
Leucin-Inkorporation (n=4). ***p<0,001.

In der RT-PCR zeigte sich bei gleicher Behandlung der Zellen eine Zunahme der
Expression der myosin light chain-2 (MLC-2) auf 176+26% (n=5, p<0,01), des atrial
natriuretic peptide (ANP) auf 189+25% (n=5, p<0,01), des brain natriuretic peptide
(BNP) auf 166+27% (n=4, p<0,01) und der B-myosin heavy chain (3-MHC) auf
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171+£28% (n=4, p<0,01) (Abb. 3). Bei der Quantifizierung wurden die Ergebnisse auf
das Housekeeping Gen GAPDH standardisiert.

2501

**
**

*%k **

N

o

o
1

—

(&)

o
[

100+

MmRNA-Expression [%Kontrolle]

(o)
(@]
1

Kont'rolle ANP BNP beta-MHC MLC-2
Ang Il

Abb. 3: Effekt von Angiotensin Il auf mRNA-Expression von
Hypertrophiemarkern in H9C2-Zellen. Inkubation von H9C2-Zellen mit
Angiotensin Il (1 uM, 4 h) erhdhte signifikant die mMRNA-Expression von myosin light
chain-2 (MLC-2), atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP) und
B-myosin heavy chain (B-MHC). (n=5 fir MLC-2, ANP; n=4 fir BNP, B-MHC).
**p<0,01.

Western Blot Analysen ergaben des Weiteren, verglichen zur Kontrolle, eine
Abnahme der Phosphorylierung des negativen mTOR Regulators TSC-2 in, mit auf
gleiche Weise mit Angiotensin Il behandelten H9C2-Zellen, auf 55+9% (n=8, p<0,01)
(Abb. 4A). In neonatalen Rattenkardiomyozyten verringerte sich, verglichen zur
Kontrolle, die Phosphorylierung auf 57,74+6,7% (n=6, p<0,05) (Abb. 4B).
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Abb. 4. Effekt von Angiotensin Il auf die TSC-2-Phosphorylierung bei HI9C2-
Zellen und bei neonatalen Rattenkardiomyozyten. Reprasentative Western Blots
und Quantifizierung der Abnahme der TSC-2-Phosphorylierung bei Inkubation mit
Angiotensin Il (1 uyM, 4 h) von A H9C2-Zellen (n=8) und von B neonatalen
Rattenkardiomyocyten (n=6). *p<0,05; **p<0,01.

5.1.2 Angiotensin |l steigert den Glukosemetabolismus

Weiterhin wurde der Einfluss von Angiotensin Il auf die Substratutilisation untersucht.
Hierzu wurden ebenfalls HO9C2-Zellen mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h) inkubiert, wobei
sich nach Auftrennen des Zelllysats in Membran- und Cytosolfraktionen in Western
Blot Analysen eine Induktion der GLUT4-Membrantranslokation auf 180+21% (n=4,
p<0,01), im Vergleich zur Kontrollgruppe, zeigte (Abb. 5). Diese Beobachtung war
von einer Zunahme der zelluldren Aufnahme von 2-deoxy-D-2,6-[°H]-Glukose auf
185+12% (n=12, p<0,01) in H9C2-Zellen begleitet (Abb. 6).
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Abb. 5: Effekt von Angiotensin Il auf die Membrantranslokation von GLUT4 in
HI9C2-Zellen.  Reprasentativer = Western Blot von  cytosolischer  und
membranstandiger GLUT4-Fraktion und Quantifizierung der Zunahme der GLUT4-
Membrantranslokation nach Behandlung von H9C2-Zellen mit Angiotensin Il (1 uM,
4 h) (n=4). **p<0,01.
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Abb. 6: Effekt von Angiotensin Il auf die *H-Glukoseaufnahme in H9C2-Zellen.
Inkubation von H9C2-Zellen mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h) steigerte die
*H-Glukoseaufnahme (n=12). **p<0,01.
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5.1.3 Angiotensin Il fuhrt zu Fettsaureakkumulation, erhdht jedoch

nicht die Fettsaureaufnahme

Als Nachstes betrachteten wir den Einfluss der Behandlung mit Angiotensin Il auf
den Fettsauremetabolismus in H9C2-Zellen. Hierbei zeigte sich, verglichen zur

Kontrolle, in der Farbung mit Nilblau eine deutliche Zunahme der intrazellularen

Fettsdureakkumulation auf 221+19% (n=5, p<0,001) (Abb. 7).
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Abb. 7: Effekt von Angiotensin Il auf den Fettsduregehalt in H9C2-Zellen.
A Reprasentative Nilblaufarbung (40-fache VergroRerung) von H9C2-Zellen nach
Behandlung mit Angiotensin I (1 pM, 4 h) und B Quantifizierung der
Nilblaufarbungen zeigten eine Zunahme der intrazellularen Fettsaureakkumulation
(n=5). ***p<0,001.
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Weiterhin Uberpriften wir den Phosphorylierungszustand der cytosolischen Acetyl-
CoA-Carboxylase (ACC), einem Schlusselenzym des Fettsauremetabolismus,
welches Acetyl-CoA in Malonyl-CoA umwandelt und damit die Bereitstellung von
Fettsauren flr den Abbau in der B-Oxidation hemmt. Western Blot Analysen zeigten
in H9C2-Zellen nach Behandlung mit Angiotensin Il (1 uM) nach zwei Stunden eine
Reduktion der Phosphorylierung der ACC auf 64+9% (n=3, p<0,05). Dieser Effekt
war jedoch nach einer Inkubationszeit von vier Stunden nicht mehr signifikant (Abb.
8A). Neonatale Rattenkardiomyozyten zeigten eine signifikante Reduktion der
Phosphorylierung der ACC nach Behandlung mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h) auf
68+11% (n=4, p<0,05) (Abb. 8B).
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Abb. 8: Effekt von Angiotensin Il auf die ACC-Phosphorylierung in H9C2-Zellen
und neonatalen Rattenkardiomyozyten. A Reprasentativer Western Blot und
Quantifizierung zeigten eine signifikante Reduktion der ACC-Phosphorylierung bei
Inkubation mit Angiotensin Il (1 uM) von H9C2-Zellen nach zwei Stunden, jedoch nicht
mehr nach vier Stunden (n=3) B Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung
zeigten eine signifikante Reduktion der ACC-Phosphorylierung von neonatalen
Rattenkardiomyozyten bei Inkubation mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h) (n=4). *p<0,05.

49



Die Aufnahme von *C-Palmitinsaure ergab bei den Messungen keinen signifikanten
Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten H9C2-Zellen (n=7, n.s.)
(Abb. 9).
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Abb. 9: Effekt von Angiotensin Il auf die **C-Palmitinsaureaufnahme in H9C2-
Zellen. Inkubation von H9C2-Zellen mit Angiotensin Il (1 pM, 4 h) zeigte keine
Anderung der Aufnahme von "C-Palmitinsaure (n=7). n.s.

5.1.4 Angiotensin Il reduziert zeit- und dosisabhdngig die

Phosphorylierung der AMP-aktivierten Proteinkinase

Um eine mogliche Beteiligung der AMP-aktivierten Proteinkinase zu prufen,
ermittelten wir mittels Western Blot Analysen deren Phosphorylierungszustand.
HOC2-Zellen, die mit Angiotensin |l stimuliert wurden, wiesen eine zeit- und
dosisabhangige Dephosphorylierung der  AMP-aktivierten Proteinkinase
auf (Abb. 10A/10B). Die maximale Dephosphorylierung auf 58+4,3% (p<0,001)
gegenuber der Kontrolle wurde mit 1 uM Angiotensin Il bei einer Inkubationszeit von
vier Stunden beobachtet. Weitere Western Blot Analysen zeigten mit Hilfe eines
monoklonalen Antikdrpers gegen die a,-Untereinheit keine Anderung der Expression
der AMP-aktivierten Proteinkinase in H9C2-Zellen unter dem Einfluss von
Angiotensin |l (Abb. 10C).
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Abb. 10: Effekt von Angiotensin Il auf die AMPK-Phosphorylierung in H9C2-
Zellen. Reprasentative Western Blots und Quantifizierung zeigten eine A
zeitabhangige und B dosisabhangige Dephosphorylierung der AMPK mit einem C
maximalen Effekt durch Angiotensin Il bei 1 uM fir 2-6 h. Die Expression der
Gesamt-AMPK, reprasentiert durch die ax-Untereinheit, blieb dabei unverandert.
*** p<0,001.



Neben den Befunden aus H9C2-Zellen reduzierte Angiotensin Il in neonatalen
Rattenkardiomyozyten die Phosphorylierung der AMPK auf 51+9% (n=6, p<0,01).

Auch hier blieb die Expression der a,-Untereinheit unverandert (Abb. 11).
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Abb. 11: Effekt von Angiotensin Il auf die AMPK-Phosphorylierung in
neonatalen Rattenkardiomyozyten. Inkubation mit Angiotensin Il (1 pM, 4 h)
reduzierte die Phosphorylierung der AMPK signifikant (n=6). **p<0,01.

5.1.5 AICAR inhibiert die durch Angiotensin Il induzierte
Dephosphorylierung der AMP-aktivierten Proteinkinase

Nach den vorangegangen Experimenten war nun zu priafen, ob die durch
Angiotensin |l ausgeloste Dephosphorylierung der AMP-aktivierten Proteinkinase
durch einen Aktivator der Proteinkinase inhibiert werden konnte. Hierzu wurden die
Zellen zunachst mit AICAR (1 mM, 2 h) prainkubiert. Danach wurde Angiotensin |l
(1 uM, 4 h) hinzugegeben. AnschlieRende Western Blot Analysen ergaben, dass die
durch Angiotensin Il hervorgerufene Dephosphorylierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase durch Prainkubation mit AICAR aufgehoben werden konnte. Bei
alleiniger Stimulation mit AICAR kam es zu einer Steigerung der Phosphorylierung
auf 178,1£18,5% (n=4, p<0,001) gegenuber der Kontrolle. Durch Prainkubation mit
AICAR wurde die Phosphorylierung der AMP-aktivierten Proteinkinase, verglichen

52



zur Kontrolle, auf 155,9413,7% (n=3, p<0,05) gesteigert. Die Expression der a,-
Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase blieb unverandert (Abb. 12).
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Abb. 12: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die AMPK-Phosphorylierung
in H9C2-Zellen. Prainkubation mit AMPK-Aktivator AICAR (1 mM, 2 h) hob die durch
Angiotensin Il (1 uM, 4 h) induzierte Dephosphorylierung der AMPK auf, wahrend die
Expression der Gesamt-AMPK, reprasentiert durch die az-Untereinheit, unverandert
blieb (Kontrolle: n=7, Ang Il: n=4, AICAR: n=4, Ang Il + AICAR: n=3). *p<0,05;
***p<0,001.
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5.1.6 Effekte von AICAR und Prainkubation von AICAR auf den

Metabolismus der Kardiomyozyten

Nun Uberpruften wir, ob auch die durch Stimulation mit Angiotensin Il ergebenen
metabolischen Veranderungen der Zellen durch Prainkubation mit AICAR verhindert
werden kdonnen. Zu diesem Zweck wurden H9C2-Zellen mit AICAR (1 mM, 4 h) allein
oder mit AICAR prainkubiert (1 mM, 2 h) und anschlielend mit Angiotensin Il (1 uM)
fur weitere vier Stunden inkubiert.

Die isolierte Stimulation mit AICAR fuhrte, verglichen zur Kontrolle, zu einer
erheblichen Abnahme der GLUT4-Membrantranslokation auf 19+2% (n=3, p<0,001).
Bei der Prainkubation mit AICAR und nachfolgender Zugabe von Angiotensin Il
beobachteten wir eine Reduktion der GLUT4-Membrantranslokation auf 43+3% (n=3,

p<0,001), verglichen zur Kontrollgruppe (Abb. 13).
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Abb. 13: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die GLUT4-
Membrantranslokation in H9C2-Zellen. Prainkubation mit AMPK-Aktivator AICAR
(1 mM, 2 h) hob die durch Angiotensin Il (1 uM, 4 h) gesteigerte GLUT4-
Membrantranslokation auf (Kontrolle: n=6, Ang II: n=4, AICAR: n=3, Ang Il + AICAR:
n=3). ***p<0,001.
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Die zelluldre Aufnahme von 2-deoxy-D-2,6-[°H]-Glukose, die durch Angiotensin Il auf
160+10% (Kontrolle: n=34, Ang Il: n=21, p<0,001) gesteigert worden war, wies
sowohl bei isolierter AMPK-Stimulation als auch bei Prainkubation mittels AICAR und
anschlieBender Behandlung mit Angiotensin |l keine signifikanten Veranderungen in
Bezug zur Kontrollgruppe auf (Abb. 14). AICAR verhinderte somit die durch

Angiotensin Il induzierte vermehrte Glukoseaufnahme.
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Abb. 14: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die *H-Glukoseaufnahme in
HI9C2-Zellen. Prainkubation mit AICAR (1 mM, 2 h) verhinderte die durch
Angiotensin Il (1 uM, 4 h) induzierte Glukoseaufnahme (Kontrolle: n=34, Ang II:
n=21, AICAR: n=11, Ang Il + AICAR: n=16). ***p<0,001.

Bei der Betrachtung des Fettsaurestoffwechsels fuhrte die Aktivierung der AMPK
durch AICAR im Gegensatz dazu zu einem Anstieg der Phosphorylierung der Acetyl-
CoA-Carboxylase auf 248+23% (p<0,001), ein Effekt, der durch Angiotensin Il nicht

relevant verringert werden konnte (Abb. 15).
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Abb. 15: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die ACC-Phosphorylierung in
HOC2-Zellen. Isolierte Inkubation und Prainkubation mit AICAR (1 mM, 2 h) flhrte zu
einer signifikanten Zunahme der Phosphorylierung der ACC in H9C2-Zellen, ein
Effekt, der durch Angiotensin Il (1 uM, 4 h) nicht aufgehoben werden konnte
(Kontrolle: n=7, Ang Il: n=4, AICAR: n=4, Ang Il + AICAR: n=6). **p<0,01;
***p<0,001.

AICAR fuhrte, verglichen zur Kontrolle, auch zu einer Zunahme der
C-Palmitinsaureaufnahme auf 160+17% (Kontrolle: n=6, AICAR: n=5, p<0,01).
Durch Angiotensin Il wurde dieser Effekt partiell, jedoch signifikant auf 132+7% (n=6,
p<0,05) verringert (Abb. 16).
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Abb. 16: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die '*C-Palmitinsaure-
aufnahme in H9C2-Zellen. Isolierte Inkubation und Prainkubation mit AICAR (1 mM,
2 h) fihrten zu einer signifikanten Zunahme der 'C-Palmitinsdureaufnahme in
HI9C2-Zellen. Angiotensin Il (1 uM, 4 h) reduzierte signifikant diesen Effekt (Kontrolle:
n=6, Ang Il: n=5, AICAR: n=6, Ang Il + AICAR: n=4). *p<0,05; **p<0,01.

Um die unterschiedliche Regulierung der Fettsdureaufnahme und der
Fettsaureoxidation durch Angiotensin Il zu klaren, fuhrten wir Nilblaufarbungen
durch. Dabei zeigte, verglichen zur Kontrolle, die Behandlung von H9C2-Zellen mit
Angiotensin Il (1 uM, 4 h) eine signifikante Zunahme der Fettsauren auf 221+21%
(n=5, p<0,001), die durch Prainkubation mit AICAR (1 mM, 2 h) signifikant auf
130+£11% (n=4, p<0,01) verringert werden konnte (Abb. 17).
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Abb. 17: Effekt der Prainkubation von AICAR auf den Fettsauregehalt in H9C2-
Zellen. A Reprasentative Nilblaufarbung (40-fache VergroRerung) und B
Quantifizierung zeigten eine Reduktion des Fettsduregehalts in H9C2-Zellen bei
Prainkubation mit AICAR (1 mM, 2 h) vor Inkubation mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h)
(Kontrolle n=5, Ang Il: n=5, AICAR n=4, Ang Il + AICAR: n=4). **p<0,01; ***p<0,001.
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5.1.7 AICAR verhindert die durch Angiotensin Il induzierte
Proteinsynthese und die Expression von Hypertrophiemarkern

Nachdem durch eine Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase mittels AICAR
die hervorgerufenen Stoffwechselveranderungen durch Angiotensin Il aufgehoben
werden konnten, war es nun von Interesse, ob auch die durch Angiotensin Il
gesteigerte Proteinsynthese sowie die Expression der Hypertrophiemarker durch
eine Aktivierung der AMPK verhindert werden konnen. Hierzu wurde vor der
Stimulation mit Angiotensin Il (1 uM, 4 h) eine Prainkubation mit AICAR (1 mM, 1 h)
durchgefuhrt. Die angefertigten Western Blot Analysen zeigten eine gesteigerte
Phosphorylierung von TSC-2 durch Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase
mittels AICAR auf 285+38% (p<0,001), im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch
Prainkubation mittels AICAR konnte die durch Angiotensin |l induzierte
Dephosphorylierung von TSC-2 inhibiert werden (p<0,001) (Abb. 18).
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Abb. 18: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die TSC-2-Phosphorylierung
in HI9C2-Zellen. Prainkubation mit AICAR (1 mM, 1 h) verhinderte die durch
Angiotensin Il induzierte Reduktion der TSC-2-Phosphorylierung (n=8). ***p<0,001.
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Ebenfalls konnte, verglichen zur Kontrolle, durch die Aktivierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase mittels AICAR die mRNA-Expression der Gene ANP, BNP und B-MHC
signifikant verringert werden. Fur MLC-2 wurde eine entsprechende Tendenz ohne
Signifikanz erreicht (Abb. 19).
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Abb. 19: Effekt der Inkubation von AICAR auf die mRNA-Expression von
Hypertrophiemarkern in H9C2-Zellen. Inkubation mit AICAR (1 mM, 2 h) reduzierte
die Expression der Hypertrophiemarker ANP, BNP und B-MHC signifikant, verglichen
zur Kontrolle (n=6 pro Gruppe). AICAR zeigte keinen signifikanten Effekt auf die
Exprimierung von MLC-2 (n=4). *p<0,05; **p<0,01.

SchlieRBlich  wurde der Einfluss einer  AMPK-Aktivierung auf die
Angiotensin Il induzierte Proteinsynthese untersucht. Die durch Angiotensin Il
gesteigerte *H-Leucin-Inkorporation ~ konnte durch die Prainkubation  mit
AICAR (1 mM, 4 h) wirksam verringert werden (n=4, p<0,01). Eine isolierte
Stimulation mit AICAR zeigte hier keinen Effekt (Abb. 20).
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Abb. 20: Effekt der Prainkubation von AICAR auf die *H-Leucin-Inkorporation in
HI9C2-Zellen. Prainkubation mit AICAR (1 mM, 4 h) reduzierte die durch Angiotensin
Il (1 uM, 6 h) induzierte *H-Leucin-Inkorporation (Kontrolle: n=6, Ang II: n=4, AICAR:
n=6, Ang Il + AICAR: n=4). **p<0,01; ***p<0,001.

5.2 Tierexperimente

5.2.1 Kurzzeitige Nachlasterh6hung durch Aortenligatur

Um die Befunde der metabolischen Schlisselenzyme in vivo zu Uberprifen, wurde
durch eine kurzzeitige Nachlasterhohung mittels Aortenligatur Gber 30 Minuten ein
energetischer Stress flr das Myokard induziert.

Eine erfolgreiche Aortenligatur wurde definiert als Anstieg des linksventrikularen
Drucks auf mindestens 200%. Analysiert wurden die Tiere, die diese
Nachlasterhohung kompensierten, die daraus resultierende Erhéhung des LVEDP
wieder reduzierten und eine signifikante Erhéhung des Lungenwassers verhindern
konnten (Abb. 21).
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Abb. 21: LVPs und LVEDP wahrend kurzzeitiger Nachlasterh6hung.
Reprasentative Aufzeichnungen der Druckverhaltnisse nach Aortenligatur flr 30
Minuten zeigten, verglichen zu scheinoperierten Tieren, eine Erhohung des A
maximal linksventrikularen systolischen Drucks (LVPs) auf mindestens 200% und
des B linksventrikularen enddiastolischen Drucks (LVEDP) auf 200-400%
(— Zeitpunkt der Aortenligatur).
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5.2.2 Kurzzeitige Nachlasterh6hung fihrt zu Dephosphorylierung

der AMP-aktivierten Proteinkinase

Eine kurzzeitige Nachlasterhohung ging, verglichen zu Kontrolltieren, mit einer
signifikanten Reduktion der Phosphorylierung der AMPK auf 9+4% (Kontrolle: n=3,
TAC: n=4, p<0,05) einher (Abb. 22).
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Abb. 22: AMPK-Phosphorylierung nach kurzzeitiger Nachlasterhéhung in
C57/B16-Mausen. Aortenstenosierung uber 30 Minuten fuhrte zu einer signifikanten
Dephosphorylierung der AMPK (Kontrolle: n=3, TAC: n=4). *p<0,05.

5.2.3 Kurzzeitige Nachlasterhohung fuhrt zu Dephosphorylierung
der ACC und gesteigerter GLUT4-Membrantranslokation

Eine kurzzeitige Nachlasterhohung ging, verglichen zu Kontrolltieren, mit einer
signifikanten Reduktion der Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase auf
12+2% (Kontrolle: n=3, TAC: n=4, p<0,01) einher (Abb. 23) und induzierte eine
vermehrte Membrantranslokation von GLUT4 auf 238+55% (Kontrolle: n=3, TAC:
n=4, p<0,05) (Abb. 24).
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Abb. 23: ACC-Phosphorylierung nach kurzzeitiger Nachlasterhéhung in
C57/B16-Mausen. Aortenstenosierung uber 30 Minuten fuhrte zu einer signifikanten
Dephosphorylierung der ACC (Kontrolle: n=3, TAC: n=4). **p<0,01.
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Abb. 24: GLUT4-Membrantranslokation nach kurzzeitiger Nachlasterhéhung in
C57/B16-Mausen. Aortenstenosierung uber 30 Minuten fuhrte zu einer signifikanten
Zunahme der GLUT4-Membrantranslokation (Kontrolle: n=3, TAC: n=4). *p<0,05.
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6 Diskussion

Die bei linksventrikularer Hypertrophie auftretenden metabolischen Veranderungen
sind sehr vielfaltig und unterscheiden sich dabei in adaptiven und maladaptiven
Formen des Remodellings. Ungeklart ist, ob diese Stoffwechselveranderungen eine
Folge kardialer Hypertrophie sind, oder ob sie selbst die Progression der durch
Remodelling resultierenden Herzinsuffizienz bewirken "®7".

Physiologischerweise generieren Kardiomyozyten, abhangig von der Konzentration
freier Fettsauren im Plasma, 60-90% ihres aeroben ATPs aus der Oxidation von

' Dariiber hinaus wird der Anteil der Fettsiaureoxidation an der

Fettsauren
Energiegewinnung auch intrazellular reguliert: An der Mitochondrienmembran wird
die Carnitin-Acyl-Transferase | durch Malonyl-CoA gehemmt, was eine verminderte
Fettsdureaufnahme der Mitochondrien und damit eine reduzierte B-Oxidation zur
Folge hat "®. In Studien, die maRige Formen der kardialen Hypertrophie
untersuchten, wurde eine frihe Suppression der Fettsaureoxidation und eine
vermehrte Glukoseverstoffwechselung beobachtet, ahnlich den Befunden aus fetalen
Herzen ?°. Bei weiterer Progression einer Herzinsuffizienz nimmt zunéchst auch die
Glukoseverwertung wieder ab, was von einer weiteren Reduktion der
Fettsaureoxidation begleitet wird . Mdglicherweise sind dies die Ursachen einer
energetischen Erschépfung des Myokards . Der Stoffwechsel des Myokards nimmt
also eine wichtige Rolle in Bezug auf die Kontraktilitat und die Begrenzung
myokardialer Schaden ein. Deshalb ist es von Bedeutung die Hauptverursacher des
linksventrikularen Remodellings, wie etwa das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS), auch auf deren Auswirkungen auf den myokardialen Stoffwechsel zu
untersuchen.

Angiotensin Il bewirkt direkt und indirekt eine kardiomyozytare Hypertrophie durch
autokrine und parakrine Mechanismen 8'%2. Kardiale Hypertrophie und Remodelling
werden ferner durch Uberexprimierung des AT-l-Rezeptors ausgeldést und durch
Behandlung mit ACE-Hemmern oder Angiotensinrezeptorantagonisten (AT-I-Blocker)

unterbunden .

Allerdings sind die Einflisse von Angiotensin |l auf den
kardiomyozytaren Metabolismus weitgehend unbekannt.
Die hier durchgefuhrten Untersuchungen zeigen zum ersten Mal, dass die durch

Angiotensin Il induzierte Hypertrophie in kultivierten Kardiomyozyten von erheblichen
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Veranderungen in der Substratauswahl mit erhdéhtem Glukosestoffwechsel und
Akkumulation von Fettsauren begleitet wird, und dass durch die Aktivierung der
AMP-aktivierten Proteinkinase diese Effekte und die Hypertrophie der
Kardiomyozyten inhibiert werden kénnen.

In der vorliegenden Studie wiesen mit Angiotensin Il behandelte H9C2-Zellen
Kennzeichen der Hypertrophie und eine verstarkte Glukoseinkorporation auf, wobei
letzteres auf eine vermehrte Membrantranslokation des Glukosetransporters GLUT4
zuruckzufihren war. Die Glukoseaufnahme des Herzens wird Uber die
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 reguliert: Wahrend GLUT1 die basale
Aufnahme gewabhrleistet, ist die Expression und Membrantranslokation von GLUT4

8 In unseren Versuchen

durch korperliche Betatigung und Insulin induzierbar
konnten wir darlegen, dass Angiotensin |l ahnliche Effekte auf die
Membrantranslokation von GLUT4 hat. Diese Beobachtung entspricht der
vermehrten  Glukoseutilisation bei  Nachlasterhbhung, z.B. bei arterieller
Hypertonie ®. Die gesteigerte Glukoseaufnahme hat mdglicherweise einen adaptiven
Charakter fur die Zelle, denn die ATP-Produktion aus Glukose verbraucht weniger
Sauerstoff als die aus Fettsduren . Andererseits erbringt die Oxidation von einem
Mol Kohlenstoff aus Fettsauren 29% mehr ATP als die aus Glukose, so dass unter
ausreichendem Sauerstoffangebot die Verstoffwechselung von Fettsauren erheblich
effizienter ist.

Die Experimente ergaben darUber hinaus in H9C2-Zellen und in neonatalen
Kardiomyozyten eine Abnahme der Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase
(ACC). Ferner zeigte die Nilblaufarbung die Akkumulation von Fettsauren durch
Angiotensin |l. Bedeutsam ist hierfur die Beobachtung aus unseren in-vivo
Experimenten, die eine deutliche Dephosphorylierung der ACC nach kurzzeitiger
Aortenstenosierung zeigten. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit einer

verminderten Fettsdureoxidation in menschlichen Herzen &

und Nagerherzen mit
spezifischer Uberexprimierung von Angiotensinogen ®. Die daraus resultierenden
Konsequenzen auf den Energiehaushalt sind bisher unzureichend bekannt. Die
Suppression  der  Fettsaureoxidation fihrt zu vermindertem kardialen
Sauerstoffverbrauch pro entstehendes ATP und konnte somit protektiv wirken.
Allerdings konnte es durch die reduzierte Verwertung von Fettsduren zu
intrazellularer Lipidakkumulation kommen. Dieser Vorgang fuhrt potentiell zu dem

Phanomen der Lipotoxizitat 3°. Mehrere Modelle kardialer Lipidakkumulation — zucker
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diabetic fatty rats (ZDF-Ratten), Uberexprimierung der kardialen Lipoproteinlipase
(LpL), kardiale Uberexprimierung des peroxisome proliferator activated receptor-a
(PPAR-a) — zeigen linksventrikulare Hypertrophie und systolische Dysfunktion bei
gesteigerter Apoptoserate %°%?. Bei Patienten mit idiopathischer dilatativer
Kardiomyopathie wurden intrazellulare Triglyceridakkumulationen bei vorliegender
Depression der B-Oxidation beobachtet *. In unseren Untersuchungen beobachteten
wir in mit Angiotensin Il behandelten Kardiomyozyten einen metabolischen Phanotyp,
der durch vermehrte Glukoseutilisation und intrazellulare Lipidakkumulation
charakterisiert ist. Entsprechend beobachteten wir bei Wildtypmausen neben der
Dephosphorylierung der ACC eine vermehrte Membrantranslokation von GLUT4
durch kardiale Nachlasterhbhung. Zusammenfassend bedeutet diese Konstellation
eine Uber die Zeit mdgliche, relative intrazellulare Lipidakkumulation, welche in einer
Lipotoxizitdt muinden kdénnte. Diese Hypothese wird unterstitzt durch die
Beobachtung einer signifikant erhdhten Fettsaurefarbung in Kardiomyozyten mittels
Nilblau nach Behandlung mit Angiotensin |l. Folglich hatte eine Induktion der
Fettsdureoxidation, z.B. durch die AMPK nicht nur einen gunstigen Einfluss auf die
ATP-Ausbeute, sondern wurde auch den toxischen Effekten der Lipidakkumulation
vorbeugen. Die AMPK ist in verschiedenen Organen ein Hauptstimulator der -

Oxidation %*

. Parallel dazu hemmt sie die kardiale Fettsaurebiosynthese durch
Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase . Unerwarteterweise beobachteten
wir in unseren Experimenten, dass die durch Angiotensin Il induzierte Hypertrophie
und die vermehrte Glukoseutilisation in Kardiomyozyten trotz Stimulation Energie
verbrauchender Prozesse wie Zellwachstum und Proteinsynthese mit einer
signifikanten Dephosphorylierung der AMPK einherging.

Die Rolle der AMPK im Herzen ist bislang noch unzureichend verstanden. Studien
von Russell et al. zeigten eine AMPK-abhangige Zunahme der GLUT4-
Membrantranslokation unter Ischamie im working-heart-Modell ®. Ebenso induziert
Ischamie die GLUT4-Membrantranslokation in isolierten Kardiomyozyten o Dagegen
sprechen die Ergebnisse von Neely et al., die eine Abnahme der Glukoseaufnahme
unter ischamischen Bedingungen beobachteten * und auch neuere Studien, die trotz
Aktivierung der AMPK im working-heart-Modell unter Ischamie keine Zunahme der
Glukoseaufnahme beobachteten %°.

Inkonsistent sind neben den Daten flr die AMPK auch die Befunde bezuglich der

ACC. Frederich et al. zeigten eine negative Korrelation zwischen AMPK und ACC im
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Herzen 19

Entsprechendes konnten Park et al. im trainierten Skelettmuskel
aufzeigen '°'. Aktuellere Daten deuten jedoch darauf hin, dass die Regulation der
AMPK und ACC unabhangig voneinander verlaufen kann und im Zusammenhang mit
Ausmald und Dauer des Trainings steht. Beispielsweise zeigten Sriwijitkamol et al.,
dass es nach leichtem Training von 40 Minuten Dauer bei unveranderter
Phosphorylierung der AMPK bereits zu einer Zunahme der Phosphorylierung der
ACC im Skelettmuskel kam. Erst nach der Trainingsperiode war die
Phosphorylierung der AMPK leicht erhdht, wahrend die Phosphorylierung der ACC
wieder der Kontrolle zum gleichen Zeitpunkt entsprach '°2. Daher scheint die AMPK-
abhangige Regulation des Stoffwechsels in verschiedenen Zelltypen, Geweben und
Versuchsanordnungen unterschiedlich zu sein. Demzufolge sind tierexperimentelle
und klinische Studien von No6ten, um Zellkulturergebnisse zu bestatigen. In unseren
Untersuchungen konnten wir Ergebnisse aus Zellkulturen durch in vivo-Experimente
mit Mausen bestatigen, die eine ahnliche Regulation des Stoffwechsels nach
kurzzeitiger Nachlasterhohung des Herzens zeigten.

Um die Kausalitat einer AMPK-Regulation auf die beobachteten metabolischen
Effekte zu priafen, behandelten wir Kardiomyozyten vor der Induktion einer
Hypertrophie durch Angiotensin 1l mit AICAR, einem AMP-Analogon, welches
allosterisch zu einer Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase fuhrt. Dabei
bewirkte die Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase eine nicht durch
Angiotensin Il inhibierbare Zunahme des Phosphorylierungsgrades der Acetyl-CoA-
Carboxylase. Diese Beobachtung wurde durch eine vermehrte Aufnahme von
Palmitinsaure begleitet. Beide Befunde sprechen fiur eine vermehrte Aufnahme und
intrazellulare Verstoffwechselung von Fettsauren, die durch Angiotensin Il nur
teilweise aufgehoben werden konnten.

Ferner betrachteten wir den Glukosemetabolismus der Kardiomyozyten nach
Prainkubation der Zellen mit AICAR. Dabei wurde der Einbau von GLUT4 in die
Plasmamembran signifikant reduziert und die vermehrte Glukoseaufnahme unter
dem Einfluss von Angiotensin Il aufgehoben. Die dabei auffallende Diskrepanz
zwischen der Aufrechterhaltung der Glukoseinkorporation und der umfassenden
Abnahme der GLUT4-Translokation ist am ehesten durch die Expression anderer
Glukosetransporter (z.B. GLUT1) in der Plasmamembran bedingt, die den basalen
Glukosebedarf aufrechterhalten %*. Um die unerwartete GLUT4-Translokation trotz

Deaktivierung der AMPK zu validieren, untersuchten wir auch diesen Signalweg im
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Mausmodell der kurzzeitigen Nachlasterhdhung. Diese fluhrte neben der
Dephosphorylierung der AMPK zu einer relevanten Translokation von GLUT4 in die
Plasmamembran und bestatigt damit die Ergebnisse der Zellkulturexperimente.

Neben den Auswirkungen der AMPK auf den Metabolismus der Kardiomyozyten
zeigten sich auch Effekte auf die Proteinbiosynthese und die Expression
maladaptiver Hypertrophie anzeigender Gene. Eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung kardiomyozytarer Hypertrophie ibernimmt die mTOR-Signalkaskade "%,
deren Aktivitat vor allem Uber TSC-2 reguliert wird. Die durch Angiotensin Il
induzierte, verminderte Phosphorylierung von TSC-2 und die daraus resultierende
Aktivierung der Proteinbiosynthese durch mTOR konnte durch eine Aktivierung der
AMP-aktivierten Proteinkinase aufgehoben werden. Daruber hinaus bewirkte die
Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase mittels AICAR, dass die durch
Angiotensin Il hervorgerufene flir maladaptive Hypertrophie stehende Expression der
Gene ANP, BNP, MLC und B-MHC und die Proteinsynthese reduziert wurden.

Diese Studie zeigt, dass die von der AMP-aktivierten Proteinkinase abhangige
Substratutilisation eine wichtige Rolle im Rahmen der Hypertrophie von
Kardiomyozyten spielt. Die durch Angiotensin Il induzierte kardiale Hypertrophie ist
von einer Hemmung der AMP-aktivierten Proteinkinase und einer Verschiebung des
Stoffwechsels zu vermehrter Glukoseverwertung begleitet. Die Steigerung der
Fettsdureoxidation durch die AMP-aktivierte Proteinkinase verhindert die durch
Angiotensin Il induzierte Hypertrophie der Kardiomyozyten. Die Experimente
verifizieren daher die AMP-aktivierte Proteinkinase als ein potentielles Zielprotein fur

die Therapie einer maladaptiven Myokardhypertrophie.
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