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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Die Rolle von STAT3 bei der Regulation mitochondriter reaktiver

Sauerstoffspezies bei der Peripartalen Kardiomyopéie

Die Peripartale Kardiomyopathie (PPCM) entwickatthsvorwiegend im letzten Monat der
Schwangerschaft, wahrend des Geburtsvorgangs eteerdten Wochen nach der Entbindung
bei zumeist herzgesunden Frauen und manifesta@rtissbesondere durch eine linksventrikulare
systolische Dysfunktion. Die Expression dggnal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) ist im Myokard von Patientinnen mit PPCMiedrigt. Als Transkriptionsfaktor ist
STATS3 in zahlreiche protektive Signalkaskaden Uthen JAK/STAT-Signaltransduktionsweg
involviert. Dabei konnte in der Vergangenheit beregezeigt werden, dass es bei der
chronischen Herzinsuffizienz im Rahmen der Dilatti Kardiomyopathie (DCM) zu einer
Herunterregulierung dieses Signaltransduktionswegs. Darlber hinaus reguliert STAT3 die
Transkription der mitochondrialen manganhaltigepedaxid-Dismutase (Mn-SOD) und spielt
somit eine zentrale Rolle in der antioxidativen Adtwv gegeniber reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), welche mal3geblich am Progress der Herziasuff beteiligt sind. Superoxidanionen-
Radikale fallen durch unvollstandige Reduktion ¥nan der mitochondrialen Atmungskette an
und werden durch die Mn-SOD zw®} dismutiert. HO, wird in der Folge durch NADPH-
abhangige Enzymsysteme zwp(H entgiftet. Oxidativer Stress stellt in der Pasogse der
PPCM einen bedeutenden Faktor dar, da er die $@kmd¢s proteolytischen Enzyms Cathepsin
D triggert. Cathepsin D wandelt das im Zuge derv&gigerschaft ausgeschittete Stillhormon
Prolaktin in das maladaptive 16-kDa Prolaktin (IzakPRL) Spaltprodukt um. Dieses 16-kDa-
PRL soll durch seine nachweislich angiostatisched uproapoptotische Wirkung in
Endothelzellen kausal am Progress der PPCM bdtesigjn, da es die myokardiale
Mikrozirkulation kritisch beeintrachtigt. Die Behdiong mit Bromocriptin, welche die
Prolaktinsekretion durch Agonismus am DopamaR®2zeptor inhibiert, konnte das Entstehen
der PPCM in einem Tiermodell vollstandig verhindekach in ersten klinischen Studien konnte
man bei Patientinnen, die zusatzlich zur leitligerechten Herzinsuffizienz-Therapie
Bromocriptin  erhalten haben, eine deutlich verbe#eseHerzfunktion und hohere

Uberlebensraten erzielen.

Das Ziel dieser Arbeit war es die mitochondrialeigetik, die ROS-Emission und insbesondere

die Aktivitat der Mn-SOD an isolierten Mitochondni@on Mausen mit einem Kardiomyozyten-



Zusammenfassung

spezifischen STAT3-Knockout zu analysieren, wobeéi ®ine unbehandelte und eine mit
Bromocriptin behandelte Versuchsgruppe miteinaméeglichen. Dariiber hinaus untersuchten
wir die Kontraktilitat, den Redoxstatus anhand Aetofluoreszenz von NAD(P)H/FAD und die
Superoxid-Emission mithilfe des fluoreszierendenbBtffs MitoSOX-Red bei elektrischer
Feldstimulation an intakten Kardiomyozyten aus eeleiden Versuchsgruppen, um potentielle
Auswirkungen auf die elektromechanische KopplundC)(Ezu identifizieren. Fur unsere
Experimente wurden Mause mit einer Kardiomyozyteezgischen Deletion von STAT3 mit
Wildtyp-Mausen, jeweils nach 2 Schwangerschaftawejls mit und ohne Bromocriptin-
Therapie, verglichen. Unsere Ergebnisse zeigen seigrifikant reduzierte mitochondriale
Atmung bei deutlich héheren Superoxid-Konzentragionn den isolierten Mitochondrien der
STAT3-KO Mause. Die BD,-Emission war hingegen reduziert, sodass wir darane
verminderte Aktivitdt der Mn-SOD, die sich aus dep®./- O,-Verhaltnis ergibt, schlussfolgern.
Auf zellularer Ebene konnten wir keinen Unterschiadden Zellverkirzungskinetiken, dem
Redoxstatus von NAD(P)H/FAD und der Superoxid-Emiss selbst nicht nach
Arbeitslasterhdhung (durch Hinzugabe von Isoprenalind Erhéhung der elektrischen
Feldstimulation von 0,5 Hz auf 5 Hz), feststellBie Behandlung mit Bromocriptin konnte bei
den STAT3-KO Mausen eine deutliche Verbesserung .baWiederherstellung der
mitochondrialen Atmungskapazitat erzielen. Wir sekfolgern aus unseren Ergebnissen, dass
die verminderte Aktivitdit der Mn-SOD im Zuge des A B-Verlusts bei der PPCM die
Akkumulation von Superoxidanionen-Radikalen in démochondrien beginstigt und dadurch
die Entstehung des 16-kDa-PRL und die damit assoein maladaptiven Prozesse weiterhin
geférdert werden. Doch auch unabhéangig davon kanR©S die Kardiomyopathie durch
Beglinstigung von Apoptose durch Offnung deiochondrial permeability transitiorpore
(mPTP), Beteiligung am Remodeling und direkten 8Sehdan der Elektronentransportkette
(ETC) den Krankheitsprogress unterhalten. Das Aswdmn auf Bromocriptin suggeriert, dass
das 16-kDa-PRL in der Tat kausal mit der EntstehdegPPCM im Zusammenhang steht und
bestatigt die bisherigen Hypothesen hierzu. Nebem dEinsatz von Bromocriptin kénnten

allerdings auch ROS reduzierende Substanzen vareNsein.



Zusammenfassung

1.2 STAT3 and its role in the regulation of mitochondral reactive oxygen

species in the postpartum heart

Peripartum cardiomyopathy is characterized as @pathic cardiomyopathy presenting with
heart failure due to left-ventricular systolic dys€tion in previously healthy women and mainly
emerges towards the end of pregnancy, during dgliwewithin the first month after delivery.
Myocardial protein levels of signal transducer adivator of transcription 3 (STAT3) are
reduced in patients with PPCM. STAT3 mediates itstgetive actions via the myocardial
JAK/STAT signal transduction pathway and plays acial role in protecting the heart from
oxidative stress by upregulating the antioxidaterizyme manganese superoxide dismutase
(MnSOD). In previous studies on failing heartsatétd cardiomyopathy (DCM) was associated
with the downregulation of STAT3 and the JAK/STAgrsal transduction pathway, which may
be a maladaptive process in light of the cardidqmtive role of this pathway. Superoxide is
produced at the respiratory chain due to incompiedeiction of oxygen and gets dismutated to
hydrogen peroxide (}0,) by the MnSOD. HO, subsequently gets detoxified to,® by
NADPH-dependent enzymes. An increased productiomeattive oxygen species (ROS) is
considered as an important upstream event, siieads to the cleavage of Prolactin, the nursing
hormone from the pituary gland, into its maladaptib-kDa form, mediated by the proteolytic
enzyme Cathepsin D. This 16-kDa Prolactin (16-kBd-Pinduces apoptosis and inhibits
proliferation in endothelial cells, thereby impagimyocardial microvasculature. Treatment with
the dopamine P agonist Bromocriptine reduces prolactin secretionl therefore also the
formation of the 16-kDa-PRL. In mice with a myodatdspecific deletion of STAT3 treatment
with Bromocriptine fully prevented the onset of WP@nd also improved cardiac function in
human patients. We performed a detailed and fumatianalysis of the mitochondrial function,
including respiration and the formation of supedaxiand HO,, to test whether the loss of
STAT3 effects mitochondrial energetics and ROS simis Furthermore, we analyzed
contractility, redox-states of NAD(P)H/FAD and supdde-emission in intact cardiomyocytes
isolated from mice with a cardiomyocyte-restrictedetion of STAT3 while being stimulated in
an electric field, to check whether the STAT3 kmmak in postpartum mice affects
electromechanical coupling. Our results show aiogmtly decreased respiration in postpartum
STAT3-KO mice compared to their WT littermates. dddition, mitochondrial formation of
superoxide was higher in STAT3-KO mice, whileQ4 emission was reduced. Thus the ratio of
H.O, per -Q was significantly decreased, indicating reducedSKD activity. Contractility,

redox-state and superoxide emission in intact oamgocytes were comparable in postpartum
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STAT3-KO and WT, even after increased workload, chhivas performed by simultaneous
increase of electric field stimulation (5 Hz) arie tuse of isoproterenol. Moreover our results
indicate that treatment with Bromocriptine restoregochondrial respiration in STAT3-KO
mice, while in WT mice, Bromocriptine treatment didt affect respiration. In conclusion,
postpartum mice with a cardiomyocyte-restrictecetieh of STAT3 have a decreased activity of
the antioxidative enzyme MnSOD, which predisposesntreased -9 formation. Increased
oxidative stress further enhances the cleavagerahd®in into its maladaptive 16-kDa-PRL,
which finally contributes to the development of RP.COn the other hand, ROS are known to be
involved in the progress of heart failure by promgtapoptosis via the mitochondrial
permeability transition pore (mPTP), adverse mywiedrremodeling and even direct ETC
damage. Targeting mitochondrial ROS or STAT3-cdlgdosignaling pathways may therefore
be useful in the treatment of patients with PPCMadafdition to the protective actions of
Bromocriptine. Since Bromocriptine clearly improvégé condition of postpartum STAT3-KO
mice, we support the notion in line with previousifngs that the 16-kDa-PRL plays a causative

role in the development of PPCM.



Einleitung

2 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen in der Schwangerschaiftd auch heute noch trotz
fortschrittlicher Medizin eine besondere Herauséoug fiir Arzte. Aktuell treten bei etwa 0,2 —
4% aller Schwangerschaften in den Industrienatid@ediovaskulare Ereignisse auf und stellen
fur Mutter und Kind eine potentiell lebensbedrohéc Situation dar (Weiss et al., 1998).
Schwierigkeiten im Umgang mit dieser besonderenaBian ergeben sich schon allein daraus,
dass die physiologischen Verdnderungen des wedliédorpers wahrend der Schwangerschaft
maogliche Symptome eines neu auftretenden Herzlsideaskieren kdnnten bzw. sie nicht als
solches wahrnehmen lassen. Demzufolge ist es umgthati Gber diese im Zuge der
Schwangerschaft auftretenden Veranderungen auftjekla sein, um Uberhaupt erst die
Diagnose einer kardiovaskularen Erkrankung stetledkkonnen. Wahrend der Schwangerschaft
stellen hypertensive Komplikationen, wie z.B. drééklampsie oder das HELLP-Syndrom, mit
etwa 6 — 8% die haufigste Manifestation kardiovédlar Ereignisse dar (Peters et al., 2004).
Kardiomyopathien hingegen, und insbesondere dieip&tale Kardiomyopathie, treten
wesentlich seltener auf, sind daftir aber haufigerenmsten Komplikationen assoziiert (Pearson
et al., 2000). Daruber hinaus sind die therapeutiscOptionen in der Schwangerschatft,
vorwiegend wegen der potentiellen teratogenen Efekingeschrankt, was eine zusatzliche
Herausforderung darstellt. Unter diesen Aspektahunter Berticksichtigung der Tatsache, dass
sich generell durch die Zunahme kardiovaskularerkBfaktoren, wie Diabetes, Adipositas und
Hypertonie aber auch wegen des steigenden Alterd-igel bei Erstgraviditat, eine steigende
Tendenz in der Pravalenz der Erkrankungen des Kmaiglauf-Systems bei Schwangeren
abzeichnet, ist es besonders wichtig die Pathogedes Peripartalen Kardiomyopathie besser

aufzuklaren.

2.1 Physiologische Veranderungen des Herz-Kreislauf-Stems in der

Schwangerschatft

Wahrend der Schwangerschaft durchlauft der weibli€brper einige Veranderungen, um den
Bedurfnissen des mutterlichen und kindlichen Orgjamis gerecht zu werden. Bereits im ersten
Trimenon fuhren insbesondere das Progesteron, aaloér weitere Hormone, wie z.B. Relaxin,

ein vom Corpus luteum gebildetes Peptidhormon,Samkung des Gefaldtonus und damit zur
Reduktion des peripheren GefalRwiderstands auflb&z 40% bei (Sanghavi et al., 2014). Das
Herzzeitvolumen (HZV) von Schwangeren steigt imTtimenon kontinuierlich bis ins 2.

Trimenon um bis zu 45% an, wobei diese Steigerumigngs noch vorwiegend durch ein
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erhohtes Schlagvolumen und im spéteren Verlaufhddie gesteigerte Herzfrequenz erreicht
wird (Hunter et al., 1992). Wahrend der Schwandeidkommt es aulRerdem zu einem Abfall
des systemischen Blutdrucks von etwa 5 — 10 mmHdipeivdie Herzfrequenz kompensatorisch
einen progredienten Anstieg von etwa 20 — 25% erfahd im 3. Trimenon ihr Maximum

erreicht (Mahendru et al., 2014). Ebenfalls kompémssch wird schon relativ frih in der

Schwangerschaft (ab der 6. — 8. SSW) das RenineAaggin-Aldosteron-System aktiviert,

welches eine Zunahme des Plasmavolumens durch WasskSalzretention zur Folge hat, um
den Blutdruck aufrechtzuerhalten. Weiterhin findeh kardiales Remodeling statt, sodass
linksventrikulare Wanddicke und —masse um bis z% 2&w. 52% zunehmen, begleitet von
einer geringfigigen 4-Kammer-Dilatation (Hunterabt 1992). Die kardiale Hypertrophie der
schwangeren Frau ist allerdings, ahnlich wie behl&en, reversibel und keineswegs
pathologisch (Chung et al., 2014). Diese schwarhaftsinduzierte kardiale Hypertrophie ist
bei Saugetieren nach etwa 7 — 14 Tagen postpartalewreversibel (Umar et al., 2012) und
kann bei Menschen abhangig von der Laktation urrdAaeahl der Paritat bis zu einem Jahr
anhalten (Clapp et al., 1997). Wéahrend der Wehigkgit bzw. der Entbindung kommt es dann
sogar aufgrund der erhéhten Herzfrequenz, derngterKontraktionen und der zirkulierenden

Katecholamine zu einem maximalen Anstieg des HZVBOm 80% (Sanghavi et al., 2014).

2.2 Definition der Peripartalen Kardiomyopathie

Laut der European Society of Cardiology (ESC) wdre Peripartale Kardiomyopathie (PPCM)
als eine potentiell lebensbedrohliche idiopathistt@diomyopathie, welche sich mit einer
linksventrikularen systolischen Dysfunktion entwed® letzten Monat der Schwangerschatft,
wéahrend der Geburt oder in den ersten Monaten athindung, bei zuvor herzgesunden
Patientinnen manifestiert, definiert (Sliwa et &010). Der linke Ventrikel muss nicht immer
dilatiert sein, doch eine linksventrikulare Ejekisfraktion (LVEF) von < 45% ohne erkennbare
Ursache stellt das Hauptdiagnosekriterium dar &lev al., 2010). Somit ist die Peripartale
Kardiomyopathie eine Ausschlussdiagnose.

2.3 Epidemiologie und Atiologie der Peripartalen Kardiomyopathie
2.3.1 Epidemiologie

Bisher gibt es keine genauen Angaben zur Inzidewz Rravalenz der PPCM, da derzeit nur
wenige populationsbezogene Studien existierennBleerer Betrachtung der Fallzahlen und der

daraus geschéatzten Inzidenzerakelle ) kristallisiert sich jedoch eine Differenz zwische
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bestimmten Regionen der Welt heraus, der ein ethaisund soziobkonomischer Hintergrund
zugrunde liegen koénnte. Um dies néaher zu erforsehmhweitere Untersuchungen und Studien
notwendig. Die Fallzahlen aus Deutschland stammen dem Register fuir PPCM aus der

Medizinischen Hochschule Hannova@abelle J.

PPCM-Félle pro
Land
Schwangerschaften
USA 1: 2500-4000
Sudafrika 1:100 bis1:1000
Haiti 1:300
Deutschland 1:1500-2000

Tabelle 1: PPCM-Félle in verschiedenen Landern(Hilfiker-Kleiner & Bauersachs, 2016)

2.3.2 Atiologie

Neben allgemeinen Risikofaktoren fur die PPCM, wig. die generellen schon zuvor erwahnten
kardiovaskularen Risikofaktoren, gehodren ebenso Adser der Mutter, Multiparitdt und
Mehrlingsschwangerschaften dazu (Hilfiker- KleideBauersachs, 2016).

Bisher ist die der PPCM zugrunde liegende Pathaplogge noch nicht hinreichend geklart, das
vermehrte Auftreten des proteolytischen Enzyms €faim D (CD) scheint allerdings in sehr
engem kausalen Zusammenhang mit der Pathogenes&rkienkung zu stehen (Hilfiker-
Kleiner et al., 2007). Dartber hinaus weisen Patiaen mit PPCM eine Herabregulation des
myokardialen Proteinsignal transducer and activator of transcription(STAT3) auf, welches
Uber den JAK/STAT-Signalweg in protektive Signakaden involviert ist und u.a. die
Transkription der mitochondrialen Superoxiddismetésin-SOD), welche fur die Entgiftung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in Mitoch@mrdrzustandig ist, reguliert. In einem
transgenen Tiermodell mit einer Kardiomyozyten-dmzhen Deletion des Proteins STAT3
wurde gezeigt, dass oxidativer Stress bei postpartslausen, die Spaltung des Stillhormons
Prolaktin (PRL) durch die Protease Cathepsin DFalge hat und dass das dadurch entstehende
16-kDa Prolaktin (16-kDa-PRL) angiostatisch undgmaptotisch wirkt, wodurch die kardiale
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Mikrozirkulation und damit die Funktion der Kardigozyten beeintrachtigt werden (Hilfiker-
Kleiner et al., 2007). Weiterhin konnte diese Anmahdadurch unterstutzt werden, dass die
Senkung der Prolaktin-Ausschittung durch den DopdbgiRezeptor-Agonisten Bromocriptin
das Auftreten der PPCM im Tiermodell verhindern tten (Hilfiker-Kleiner et al., 2007).
Aktuell wird die Wirksamkeit von Bromocriptin inm@r randomisierten Studie in Deutschland
bei 60 Patientinnen mit einer nach ESC-Kriteriemgdostizierten PPCM geprift (https:/
clinicaltrials.gov/, NCT00998556).

Weitere zur Pathogenese der PPCM beitragende [eaktginnten sowohl inflammatorischer
(Sliwa & Bohm, 2014; Sliwa et al., 2006), als awmitoimmuner (Lamparter et al., 2007) und

ebenso genetischer Genese (Morales et al., 2010S@aendonck-Zwarts et al., 2010) sein.

2.4 Mitochondriale Energetik in Herzmuskelzellen

Mitochondrien sind die Kraftwerke der Zelle, da gi®Re Mengen energiereicher Phosphate
Uber die oxidative Phosphorylierung von ADP, welchenmittelobar mit der
Elektronentransportkette an der inneren Mitoch@rdriembran in Verbindung steht,
produzieren und diese der Zelle zur Verfigung ettellnsbesondere im Herzen verbraucht die
sog. elektromechanische Kopplung, d.h. der Weg alektrischen Impulses in Form eines
Aktionspotentials bis hin zur Kontraktion der Myéey grol3e Mengen an ATP, wobei schon
allein ein einzelner Herzschlag etwa 2% des zekm&ATP-Pools verbraucht (Nickel et al.,
2013). Um die ATP-Synthese an daFfATPase der Atmungskette und damit den ATP-Pool,
der sich in den Herzmuskelzellen innerhalb einenut® komplett erneuert (Balaban, 2002;
Mootha et al., 1997), aufrechtzuerhalten, missetwéthrend Reduktionsaquivalente in Form
von NADH und FADH Uber den Citratzyklus in der mitochondrialen Matriachgebildet
werden. Dieser bezieht seine Substrate Uberwiegaadiem Fettsduremetabolismus (ca. 70%)
und zu einem geringeren Anteil der Glykolyse (Nicket al., 2013). Die von den
Reduktionsaquivalenten stammenden Elektronen wgedegils auf Coenzym Q Ubertragen, im
Falle von NADH uber Komplex | der Atmungskette, d&hDH-Dehydrogenase, und im Falle
von FADH, tiber Komplex Il, der Succinat-Dehydrogenase, welgleichzeitig ein Enzym des
Citratzyklus darstellt, also nicht wie alle andereKomplexe in der inneren
Mitochondrienmembran, sondern in der Matrix lokealisist und dort die Reaktion von Succinat
zu Fumarat katalysiert. Uber Coenzym Q werden diéktEbnen im nachsten Schritt durch den
Komplex Ill, der Cytochrom-c-Reduktase, auf Cytarhrc tbertragen, um dann von dort aus
Uber mehrere kleine Zwischenschritte durch Kompiéxder Cytochrom-c-Oxidase, Sauerstoff
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unter Bildung von Wasser zu reduzieren. Gleichgesterden bei diesem sequentiellen Ablauf
von Redoxreaktionen dber Komplex I, Il und IV Rmén Ober die innere
Mitochondrienmembran aus der mitochondrialen Matriklen Intermembranraum transportiert,
wodurch ein Protonengradientpf) entsteht, der zusammen mit dem mitochondrialen
Membranpotential A¥,) die treibende Kraft fur die ATP-Synthese an dgf,fATPase, Uber
welche der Protonenfluss schliel3lich zuriick inMegrix stattfindet, darstellt. Der Vorgang der
oxidativen Phosphorylierung wird vor allem tiber ADRd C&" reguliert (Maack et al., 2007),
da bei hohem ATP-Verbrauch wahrend erhéhter Arlasitsles Herzens, ADP digHg-ATPase
stimuliert ATP nachzubilden, sodass der Elektror@sport an der Atmungskette beschleunigt
ablauft und die Reduktionsaquivalente im oxidierfarstand vorliegen. Gawird bei erhohter
Arbeitslast durch gréRere Amplituden und Frequenzen C&"-Transienten vermehrt tiber den
mitochondrialen C&-Uniporter (MCU) von den Herzmuskelzellen aufgencenmund
akkumuliert in der Matrix, wo es wiederum Schligsekyme des Citratzyklus aktiviert, sodass
die Reduktionsaquivalente NADH und FARPMieder regeneriert werden (Nickel et al., 2013).
So wird auch unter erhohter Arbeitslast ein bakmer Redoxstatus von NADH/NAD bzw.
FADH,/FAD gewahrleistet, um die Herzmuskelzelle mit aidrend Energie in Form von ATP

ZU versorgen.

H+ H+ H+ H+
A A A
Inter- o . . 0,

membrane
Space

Matrix

NADH NAD* £ Mn-S0D

H202 ---------- 1S Hzo H

..i..
Ca2t ===% TCA-Cycle

Abbildung 1 : Die oxidative Phosphorylierung an dermitochondrialen Atmungskette. |-V,
Komplexe der Atmungskette; c¢, Cytochrom c¢; GPX, t@hion-Peroxidase; Mn-SOD,
Manganhaltige Superoxid-Dismutase. Nahere Erlaogemn Text (Abschnitt 2.4). Nach Maack &
O’Rourke, 2007



Einleitung

2.5 Die mitochondriale Entstehung reaktiver Sauerstoffpezies (ROS) und
ihre Elimination

Da scheinbar ein Zusammenhang zwischen erhéhterR0d&iktion und der Sekretion des flur
die Pathogenese der PPCM verantwortlichen Proteatkepsin D besteht (Hilfiker-Kleiner et
al., 2007) und ROS generell tGber verschiedene Musimen an der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz beteiligt sind, ist das Verstargiiber ihre Entstehung und Elimination von
gro3er Bedeutung. Reaktive Sauerstoffspezies éetstdurch unvollstandige Reduktion von
Sauerstoff und sind hochreaktive chemische Agentlenandere Molektle oxidieren und somit
deren Eigenschaften und Funktionen beeintrachtigén. ihnen werden sowohl die

Superoxidanionen-Radikale (® und die Hydroxyl-Radikale (-OH), als auch
Wasserstoffperoxid (40.), welches durch Ubertragung eines Elektrorsifedas hochreaktive

Hydroxyl-Radikal Gberfuhrt wird, gezahit.

H,O
e e +2H* e +H” e +H*
Oz —— °02- = H202 = *OH ——— Hzo
Superoxid Wasserstoffperoxid  Hydroxyl-Radikal

Abbildung 2: Entstehung reaktiver SauerstoffspeziegROS)

Neben den Mitochondrien, die Uber 90% zur gesamadlularen ROS-Emission beitragen
(Adam-Vizi, 2005; Aon et al., , 2010; Balaban et @005; Nickel et al., 2013) und somit die
Hauptquelle fir ROS darstellen, gibt es noch zafieeweitere Quellen, wobei hier vor allem
die NADPH-Oxidasen (NOX2 und NOX4) (Zhang et akP;12) und auch die entkoppelten NO-
Synthasen (NOSs) (Dixon et al., 2003) als Vertreter zytosolischen ROS Produzenten
vorrangig zu nennen sind.

In den Mitochondrien entstehen ROS als NebenprodaktATP-Synthese durch die oxidative
Phosphorylierung vornehmlich an Komplex | und I8rdAtmungskette (Murphy et al., 2009;
Turrens et al., 1985). Dabei gilt grundsatzlichhjder das Redoxpotential an diesen Komplexen
ist, desto hoher fallt die Netto-ROS-Produktion &Dken et al., 2003; Kushnareva et al.,2002).

Dies ist z.B. im sog. State 4 der Atmung von Mitmetirien der Fall, wenn viel Substrat und

10
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Sauerstoff, jedoch kein ADP und far die oxidative Phosphorylierung vorliegen, sexlalie
Komponenten der Elektronentransportkette (ETC) makireduziert sind. Daraus l&sst sich
herleiten, dass in entkoppelten Mitochondrien, Wweld¢rotz Protonenrickfluss in die Matrix
durch ,Uncoupling Proteine* (UCPs) oder andere Iseder inneren Mitochondrienmembran
kein ATP synthetisieren, gleichzeitig sowohl der otBnengradient als auch das
Membranpotential A¥,) dissipieren und somit die ROS-Produktion reduzieerden kann
(Brand et al., 2004; Casteilla et al., 2001). &titvurde die basale Rate der ROS-Produktion auf
[P% des gesamten Sauerstoffverbrauchs geschatzn¢€het al., 1979), doch in neueren
Studien mit vergleichsweise physiologischeren Medsigungen wurde diese aui,2%
korrigiert (Staniek et al., 2000). Diese Werte bben sich allerdings auf die in vitro Situation
der ROS-Produktion in Mitochondrien und kénnen hiabf die in vivo Situation Ubertragen
werden, da bisher noch keine Methoden existierengthe ausreichende Validitat garantieren
(Murphy, 2009).

Wenn Elektronen also an den Komplexen | und lliventhen und unkoordiniert mit Sauerstoff
reagieren, entstehen zunachst einmal SuperoxidemiBadikale (-©), welche durch die
mitochondriale manganhaltige Superoxiddismutase-8@D) zu HO, dismutiert werden. O,
wird in der Folge durch die Enzyme Glutathionpedasie (GPX) und Peroxiredoxin (PRX), die
wiederum mithilfe von NADPH durch Glutathion (GSHhd Thioredoxin (TRX) regeneriert
werden, weiter zu Wasser umgesetzt. NADPH wird #mzymen des Citratzyklus (Isocitrat-
Dehydrogenase, Malat-Decarboxylase) und der Niaotid-Nukleotid-Transhydrogenase
(NNT), welche die Reaktion NADH + NADP. NADPH + NAD' katalysiert, regeneriert.
Hierbei wird deutlich, dass &adurch Aktivierung dieser Schliisselenzyme des @igldus
nicht nur fir die Bereitstellung von NADH/FADH sondern auch fir die Regeneration
antioxidativer Kapazitaten Uber die Bereitstellumgn NADPH, von grof3er Bedeutung ist
(Nickel et al., 2013). Die Bedeutung der mitochaoalén Superoxid-Entstehung konnte in einem
transgenen Tiermodell mit Mausen, bei denen ein9@1 Knockout stattgefunden hatte und
deren Lebensdauer erheblich auf 10 Tage reduziertiem ist, verdeutlicht werden (Li et al.,
1995). Ein oxidierter Zustand der ETC bei gestéggeRespiration der Mitochondrien bei
Uberschissigem ADP und NADH reduziert zunachst alingie Entstehung von 30
gleichzeitig werden jedoch die antioxidativen Kafi#en der Mitochondrien durch oxidiertes
NADPH limitiert, was letztendlich in einem Anstie#gn HO, resultiert. Gerade diese Thematik
beschreiben Aon et al. mit der These, dass sicbhdidndrien im Rahmen der Evolution dazu

entwickelt haben, durch einen ausgeglichenen Rédltes maximale Energie auszuschoépfen,

11
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wéahrend sie die ROS-Emission minimal halten (Aoralet 2010). Demzufolge, sollten also
beide Extreme, die maximale Oxidation bzw. Reduktler ETC, vermieden werden (Gauthier
et al., 2013).

12
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der mitochondalen  Energetik,
elektromechanischen  Kopplung und ROS-Produktion bzw Elimination in
Kardiomyozyten unter physiologischen und pathophysilogischen Bedingungen.Der
Citratzyklus ist Uber die Regeneration von oxidiert NAD" zu NADH, welches seine
Elektronen an die Atmungskette abgibt, an der ATé&YBktion beteiligt. Gleichzeitig
gewabhrleistet er die Regeneration der antioxidatikapazitat, da NADH weiterhin flr die
Reduktion von NADP durch die Nikotinamid-Nukleotid-TranshydrogenabiN{T) gebraucht
wird. Eine regelrechte NeCa*-Homgostase ist essentiell fiir die mitochondriatergetik, da
u.a. Schliisselenzyme des Citratzyklus tibéf €#muliert werden. Néhere Erlauterungen siehe
Text. A¥,, Mitochondriales Membranpotential; Mn-SOD, fhabh&ngige Superoxid
Dismutase; PRX, Peroxiredoxin; GPX, Glutathion-Ratase; TRX, reduziertes/oxidiertes
Thioredoxin; GSH/GSSG, reduziertes/oxidiertes Ghitan; TR, Thioredoxin-Reduktase; GR,
Glutathion-Reduktase; IQP mitochondriale NADPRabhangige Isocitrat Dehydrogenase,
MEP, Malat-Decarboxylaseq-KG, a-Ketoglutarat; MCU, mitochondrialer @aUniporter;
NCLX, Na'/Ca* Austauscher; ETC, Elektronen-Transportkette. Mupigift nach Nickel,
Kohlhaas, & Maack, 2014.
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2.6 Pathophysiologische Veranderungen bei Herzinsuffienz -
Auswirkungen des verdnderten N&Ca*-Haushalts auf die

mitochondriale Energetik und ROS-Emission bei der Hrzinsuffizienz

Die im Rahmen der Herzinsuffizienz auftretenden IKRensationsmechanismen zur
Aufrechterhaltung des Herzzeitvolumens, zu deneerseits die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems mit nachfolgender Katecholaminausseigiund zum anderen die Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems gehorem besonders im Anfangsstadium der
Erkrankung unabdingbar, um eine ausreichende Oeghrgion zu gewdahrleisten. Langfristig
fuhrt die neuroendokrine Aktivierung jedoch zu ndajptiven Umbauprozessen. Auf zellularer
Ebene kommt es zu einer Stérung ded-Namd C&'-Haushalts, was sich auch negativ auf den
mitochondrialen C&-Haushalt auswirkt. Die hierdurch reduzierte Aliving des Citratzyklus
impliziert einen Mangel an NADH, FADH2 und NADPH,a® ein energetische Defizit und
oxidativen Stress verursachen kann (Bers, 2006;,ckat al., 2007). Da sich Patientinnen mit
PPCM vornehmlich mit einer linksventrikularen systthen Dysfunktion prasentieren, spielen
auch hierbei die zur Herzinsuffizienz beitragengethophysiologischen Mechanismen auf

zellularer Ebene fir das Verstandnis der Erkranlaing entscheidende Rolle.

In den Mitochondrien erfolgt die €aAufnahme Uberwiegend tiber den sagjtochondrialen
Ca*-Uniporter (MCU) in der inneren Mitochondrienmembran (Kirithet al., 2004). Die
Existenz einer Ca-Mikrodomane zwischen Mitochondrien und dem Sarkepiatischen
Retikulum (SR) liegt darin begriindet, dass der Mélbe relativ niedrige C&Affinitat von
etwa 10 — 30 pmol/l aufweist und diese erst duink bkale Erhdhung der &aKonzentration
tuberwunden werden kann (Chikando et al., 2011; @kn 2011; Kohlhaas et al., 2013). Der
Export von C&" aus den Mitochondrien erfolgt tiber den mitochaaidri N&/C&*-Austauscher
(NCLX), sodass hier eine starke Abh&ngigkeit votrairellularen N&Haushalt besteht.

Wie bereits beschrieben, spielt die Regulation @=8'-Haushalts im Hinblick auf die
Bereitstellung von Reduktionsédquivalenten durch @#tnatzyklus eine zentrale Rolle in der
mitochondrialen Energetik und Entstehung von R@Sddr Pathogenese der Herzinsuffizienz
kommt es in den Kardiomyozyten u.a. durch eine ziite Aktivitat der C&-ATPase im SR
(SERCA) und den Verlust von €aiiber ein “ C&-Leck* Uber die Ryanodin-Rezeptoren
(RyRs) am SR zu einer reduzierterfGReladung des SRs und dadurch zu einer herabgesetzt
Amplitude und Geschwindigkeit zytosolischer’Garansienten (Bers, 2006). Gleichzeitig ist
die intrazellulare NaKonzentration bei Herzinsuffizienz, als Resultates erhohten Na
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Einstroms, einer verminderten M&*-ATPase (NKA)- und/oder einer gesteigerten’/N&-
Austauscher (NHE)-Aktivitat, erhoht (Despa & Be?§13; Despa et al., , 2002; Pieske et al.,
2002). Ebenso ist die Expression des sarkolemmbligifCe’*-Austauschers (NCX) erhoht
(Studer et al., 1994), der unter physiologischedigngen im sog. “Vorwartsmodus* fir die
diastolische Elimination des tiber die L-Typ-Kalziltanale in die Zelle eingetretenem®Ca
nach einem Zellkontraktionszyklus, verantwortlish (1 C&* nach extrazellular im Austausch
gegen 3 Nanach intrazellular). Bei der Herzinsuffizienz whel damit einhergehenden erhéhten
intrazellularen N&Konzentration arbeitet der NCX allerdings zeitveeisim  sog.
“Riuickwartsmodus®, sodass noch wahrend des Akticlesgials hieriiber G4 aufgenommen
und der Export in der Diastole reduziert werdennfdundas et al.,, 2003). Dieser trans-
sarkolemmale C&Einstrom kénnte zumindest teilweise die verringe@i#* Freisetzung aus
dem SR bei Herzinsuffizienz kompensieren (Bers, 620@ennoch bleibt eine effektive
mitochondriale C&-Aufnahme durch diesen Kompensationsmechanismus was sich
einerseits dadurch erklaren lasst, dass die Kindtés NCX-vermittelten C&Einstroms
wesentlich langsamer ist, als die einer Freilassuog C&* Uber die RyRs aus dem SR
(Kohlhaas et al., 2010), und andererseits dadwlels die erhohte Rid&onzentration eine
Aktivierung des mitochondrialen Ni&€&*-Austauschers zur Folge hat (Bay et al., 2013). Des
Weiteren fihrt die aus dem Ruckwartsmodus des NE€sultierende erhohte intrazellulare
diastolische Cd-Beladung zu einer erhéhten diastolischen Wandspanrdes Myokards,

welche die ungunstige energetische Lage im Myokasétzlich aggraviert.

Zusammenfassend lasst sich aus den beschriebeth@pipgsiologischen Veranderungen bei der
chronischen Herzinsuffizienz schlieBen, dass dieochbndriale C#-Aufnahme durch den
gestorten NHC&*-Haushalt in insuffizienten Kardiomyozyten starkelmerachtigt wird und,
dass sie sich durch die reduzierte Bereitstellumg NADH und NADPH uber den Citratzyklus
einerseits negativ auf den energetischen Zustanatdiomyozyten auswirkt (Neubauer, 2007)
und andererseits durch die reduzierte Bereitstglamtioxidativer Kapazitaten zu einer erhéhten
H,O,-Emission und somit vermehrtem oxidativem StresdgtfiNach Anwendung des MCU-
Inhibitors Ru360, welcher die mitochondriale GAufnahme verhindert, konnte diese
gesteigerte bD,-Emission bei ausbleibender NADPH-Regenerationldbutiargestellt werden
(Kohlhaas et al., 2010). Ein kausaler Zusammentrvigchen systolischer Funktionsstérung
und ROS kann aufRerdem Uber die modifizierte elekdahanische Kopplung (EC) hergestellt
werden, da gezeigt werden konnte, dass die SERC&dROS inhibiert (Flesch et al., 1999)
und die Offnungswahrscheinlichkeit der RyR durchosihorylierung erhoht wird, beides
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Prozesse, durch die die Takkumulation im SR erschwert und der Riickwartsnodies
sarkolemmalen NCX beglnstigt werden. Des Weiterélh @uch die NKA, die den
Haupteliminationsweg fiir Naaus der Zelle heraus darstellt, als redoxseng8iwttock et al.,
1993), und fiihrt so zu einem weiteren Anstieg dénazellularen N&Konzentration, wodurch
sie ebenfalls zum Remodeling der elektromechanmsckepplung beitragt. Weiterhin ist
bekannt, dass ROS posttranslational Uber redoxsensAktivierung von Proteinkinasen
Proteine der Sarkomere modifizieren (Steinberg, 420lind somit die Sensitivitat der
Myofilamente fir C&" herabsetzen (Canton et al., 2006; Heusch et @L0)2und auch am
kardialen Remodeling bei progredienter Herzinsigfiz maf3geblich beteiligt sind, indem sie
Signalkaskaden, die mit kardialer Hypertrophie, pgose und Nekrose in Zusammenhang
stehen, induzieren (Ago et al., 2008; Baines et24l04), wodurch die ohnehin durch ROS
erzeugten Arrhythmien (Akar et al., 2005) begunstigrden konnen.

Bisher konnten antioxidative Substanzen, wie Vitari, das kardiovaskulare Outcome bei
Patienten mit kardiovaskularem Risiko nicht verkess(The Heart Outcomes Prevention
Evaluation Study Investigators, 2000). Dies konmten einen daran liegen, dass dabei auf
zellularer Ebene kein spezielles Target angesteuettund zum Anderen, dass ROS teilweise
auch adaptive Funktionen Ubernehmen koénnen, wie mB Rahmen der ischamischen
Préakonditionierung. Hierbei induzieren ROS, die Wbeirzen Phasen von Ischamie und
Reperfusion entstehen, protektive MechanismenddgeMyokard bei einer langeren Ischamie
und Reperfusion vor Zelltod schitzen kénnen (Rdial., 2000). Hierbei induzieren geringe
Mengen von ROS intrazellulare Signalkaskaden, diederum in der Aktivierung ATP-
abhangiger K-Kanale resultieren und somit die Offnung des nhitowirial permeability
transition pore (mPTP) verhindern (Heusch et a008). Der mPTP ist ein in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisierter spannungsablgergiKanal, der in Anwesenheit von
hohen Konzentrationen von ROS und/oder’’Céffnet, wodurch Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien ins Zytosol freigesetzt wird und danau Apoptose oder Nekrose der
Kardiomyozyten fuhrt (Boengler et al., 2010). Irskm Kontext sind Ansétze, die gezielt auf
die mitochondriale ROS-Entstehung gerichtet sinddem das antioxidative Pharmakon
spezifisch durch einen lipophilen Carrier im mitonldrialen Kompartiment akkumuliert, wie es
z.B. bei MitoQ (Adlam et al., 2005) oder MitoSNOh@&ichani et al., 2013) aber auch bei den
sog. Szeto-Schiller Peptiden (Szeto, 2014) derisialsehr vielversprechend.
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2.7 Die Bedeutung des myokardialen Proteins STAT3 in ddPathogenese der
PPCM

2.7.1 STAT3 — Struktur und Funktion

Der signal transducer and activator of transcripB8qSTAT3) gehort zur Familie der im Herzen
vorkommenden STAT-Proteine, welche sowohl in Kamdfozyten, als auch in Endothelzellen,
Fibroblasten und glatten Muskelzellen vertreterd §duan et al., 2001). Im Hinblick auf die
PPCM scheint STAT3 eine zentrale Rolle zu spied@ndessen Expression im linksventrikularen
Myokard bei Patientinnen mit PPCM reduziert war @sdin einem transgenen Tiermodell bei
weiblichen Mausen mit einer Kardiomyozyten-speelisn Deletion des STAT3-Gens
postpartal zu einer akut auftretenden Herzins@fizi mit deutlich erhéhter Mortalitat im

Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren kam fikdr-Kleiner et al., 2007).

Insgesamt existieren 7 STAT-Proteine, welche trdteer strukturellen Ahnlichkeit an
unterschiedlichen zellularen Prozessen beteiligtl,sdie Gber den Januskinase (JAK)-STAT-
Signaltransduktionsweg vermittelt werden (Darn&B97). Ihre Grundstruktur beinhaltet eine
aminoterminale Doméane (N) welche in die Di- bzw. Tetramerisation des STAHI®teins
involviert ist, eine gewundene Ringstruktur, dia Beotein-Protein-Interaktionen beteiligt ist,
eine DNA-bindende Doméane (DBD), eine sog. Linkerdom die zur DNA-Bindung und
Aktivierung der Transkription beitragt, ferner ds¢, (Src-Homology-2)-Domaéne, Uber die das
Andocken an Rezeptoren ermoglicht wird und zuldeg carboxyterminale Ende, woriiber die
Transkription aktiviert wird (Lim et al., 2006). ®i Aktivierung des JAK/STAT-
Signaltransduktionswegs erfolgt tberwiegend durdchgtumsfaktoren und Zytokine, darunter
insbesondere Interleukin-6 (IL-6), aber auch duddrmone. Sie alle mediieren ihre Signale
Uber einen gemeinsamen Rezeptor, dem Glykopro®@inJp130) (Heinrich et al., 1998). Durch
das Binden eines Liganden an gpl30 kommt es zurefeximerisierung, und
rezeptorassoziierte JAK-Proteine werden aktividie, daraufhin den Rezeptor phosphorylieren,
sodass die zytosolischen STAT3-Proteine mit ihrét,-Boméne an diese intrazellulare
Bindedoméane des Rezeptors andocken kdonnen (Boeeglal, 2008), wo sie schlie3lich an
einem spezifischen Tyrosinrest (Tyr705) phospheryliwerden. Diese durch Januskinasen
erfolgte Phosphorylierung fuhrt zur Homo-bzw. HetBmerisation der STAT3-Proteine und
anschlielender Dissoziation vom Rezeptor, worauskenn den Zellkern translozieren kénnen,
um dort mit der DBD an die spezifsche Palindromsequf-Interferon-Aktivierungssequenz,
GAS-Sequenz) der DNA zu binden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der funktion®en Doménen von STAT3.NTD,
NH,-Domane; CCD, gewundene Ringdoméne; DBD, DNA-bindéenDomane; LD,
Linkerdoméane; SHDomane; TAD, Transkriptions-aktivierende Domaneerrder sind
diejenigen Reste gekennzeichnet, an denen pog#tiansle Modifikationen vorgenomme
werden kodnnen, darunter insbesondere die Schlissittmen Y705 und S727 arn
carboxyterminalen Ende (TAD), welche fir die tramsfionale Aktivitait von STAT3
verantwortlich sind. Nach Zouein et al., 2015.

j s

Im Herzen reguliert STAT3 als Transkriptionsfaktbe Expression einer Vielzahl von Genen,
welche in protektive Signalkaskaden involviert sii® konnte gezeigt werden, dass durch das
konstitutionell aktivierte STAT3 in Kardiomyzoytetie Expression der Mn-SOD und deren
Aktivitat deutlich gesteigert werden konnte, wodudas Ausmal3 der Schadigung des Myokards
nach experimentell herbeigefihrter Ischdmie und eRapion und daraus resultierendem
oxidativen Stress wesentlich abgeschwacht wurdgdieet al., 2001). Dementsprechend war
im umgekehrten Fall bei einer Kardiomyozyten-spscifen Deletion von STAT3 die
Anfalligkeit gegeniber einem durch Ischdmie/Remdini verursachten Schaden deutlich
erhoht, was sich durch eine gréRere Infarktzone eingé erhthte Apoptoserate aul3erte, die
schlie3lich zur kardialen Dysfunktion fuhrten (Hir-Kleiner, 2004). Daraus geht hervor, dass
STATS3 als Transkriptionsfaktor besonders im Hinbkaf oxidativen Stress in Kardiomyozyten

eine bedeutende Rolle zukommt.

Zudem wurde beobachtet, dass eine kardiale Deletimm STAT3 die Entwicklung der
transgenen Mause in den ersten 3 Monaten bis agfhuolmgische Veranderungen, zu denen
eine beginnende interstitielle Fibrose und einennederte Vaskularisierung gehorten, zunachst
nicht wesentlich beeintrachtigte, dass sich jedouh steigendem Alter eine progrediente
Herzinsuffizienz mit Dilatation der Ventrikel undatdialer Dysfunktion entwickelte. In einem

Alter von 12 Monaten manifestierte sich schlieBlibki allen STAT3-KO Mausen eine
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Herzinsuffizienz (Hilfiker-Kleiner, 2004). In Ubedrestimmung mit diesem Befund war die
Expression des JAK/STAT3-Signaltransduktionswegs linksventrikularen Myokard Dbei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Zegeer dilatativen Kardiomyopathie, also auch
in vivo, herunterreguliert (Podewski, 2003) und redze verursachte die chronische in vivo
Applikation desp-adrenergen Rezeptor-Agonisten Isoprenalin eingiRgeuffizienz in STAT3-
KO Mausen (Stapel, 2016).

Mause mit einer systemischen Deletion von STAT3&gen waren im transgenen Tiermodell
nicht lebensfahig (Takeda et al., 1997), was dideBeung von STAT3 in der Embryogenese
und generell als vielféltiges Signaltransduktionkkil im gesamten Organismus unterstreicht.
Weiterhin ist STAT3 uber die Heraufregulierung apbptotischer Proteine, wie von u.a.

HSP70, Bcl-xL, Cyclin D1 direkt an zytoprotektivemozessen beteiligt, woraus allerdings auch
der potentiell protoonkogene Charakter von STATB/tigeht, da dessen Uberexpression mit
verstarkter maligner Transformation von Zellen ased ist (Turkson et al., 2016). Daruber

hinaus wird bei einer STAT3-Uberexpression zum mime Tumorangiogenese lber eine
gesteigerte Expression des endothelialen Wachsakios$ VEGF (vascular endothelial growth

factor) gefordert (Osugi et al., 2002) und zum aedealie kardiale Hypertrophie (Booz et al.,

1998).

2.7.2 Generierung des STAT3-Knockout Phénotyps

Die Entwicklung des Phanotyps der STAT3-Knockouustwurde durch das Cre/loxP-System,
mit dessen Hilfe spezifische DNA-Abschnitte entfebzw. rekombiniert werden kodnnen,

realisiert. Damit ist die gezielte Modifizierungner spezifischen Gewebeart moglich. Um den
erwunschten Abschnitt der DNA zu erkennen, wirchérder sog. “loxP“-Stelle gekennzeichnet,

was im Allgemeinen als ,floxen” bezeichnet wird uaigschlieRend durch das “Cre”, ein Enzym
aus der Klasse der Rekombinasen, entfernt (Sttickteal., 1999). Durch die Verpaarung von
gefloxten STAT3-Mausen mit-Myosin heavy chain fMHC)-Promoter/Cre Rekombinase-

Mausen konnten Mause mit einer Kardiomyozyten-gigehien Deletion von STAT3 geziichtet

werden (Hilfiker-Kleiner, 2004).

2.7.3 Der Einfluss von STAT3 auf die mitochondriale Funkion

Das myokardiale Protein STATS3 ist an vielen biototien Prozessen beteiligt und scheint in der
Pathogenese kardialer Erkrankungen eine entscliggdedennoch bisher unzureichend

aufgeklarte Rolle zu spielen. Erst vor kurzem wudde Lokalisation von STAT3 in kardialen
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Mitochondrien und dessen Interaktion mit Bestareiteidler ETC beobachtet (Myers et al., 2009;
Wegrzyn et al., 2009). Dabei konnte STAT3 sowohl mtochondrialen, als auch im
zytosolischen Kompartiment nachgewiesen werdenteMitVestern Blot konnte zudem gezeigt
werden, dass der mitochondriale Anteil von STAT®eetl/10 der vorhandenen Menge des
Proteins im Zytosol betragt. Bei der funktionellénalyse der mitochondrialen Funktion stellte
sich eine deutlich reduzierte ADP-induzierte Resmn in isolierten Mitochondrien von
STAT3-defizienten Kardiomyozyten heraus, wobei[defekt insbesondere auf Komplex |, aber
auch zu einem geringeren Anteil auf Komplex Il benu soll. Interessanterweise konnte die
Funktion der ETC wiederhergestellt werden, nachdd#imm Zellen mit einem STAT3-Gen
exprimierenden Retrovirus transfiziert worden warsadass davon auszugehen ist, dass die
Verschlechterung der mitochondrialen Respiratideétzhlich auf die fehlende Expression von
STAT3 zurlckzufiihren sein konnte. Die Verringerudgr respiratorischen Kapazitat der
Mitochondrien in diesem Ausmald wirde mit einer blichken Abnahme der oxidativen
Phosphorylierung und Energiegewinnung einhergeGegen eine Protein-Protein-Interaktion,
wie es Wegrzyn et al. postulieren, spricht allegdidie stochiometrische Analyse von Phillips et
al. (Phillips et al., 2010), aus der hervorgeh§sd&TAT3 in einer so geringen Konzentration in
der Zelle vorkommt (Verhaltnis von Komplex I/l BTAT3 wurde auf 1:10000 berechnet), dass
eine relevante, die oxidative Phosphorylierung fite&chtigende Interaktion zwischen STAT3
und den Komplexen | und Il der Atmungskette hoalsivahrscheinlich erscheint. Auch in
eigenen Untersuchungen, konnte kein Hinweis auk ei@duzierte Atmung in kardialen
Mitochondrien von STATS3- defizienten Mausen geselerden (Stapel et al., 2016).

Die transkriptionelle Aktivitdtt von STAT3 ist abhgig von dessen posttranslationaler
Modifizierung, von der bisher die Phosphorylierusng Tyr705, welche zur Dimerisierung des
Proteins und anschlie3ender Translokation zum &ellthrt, und an Ser727 bekannt sind
(Levy et al., 2002). Durch herbeigefiihrte Mutationan diesen beiden Positionen, wurde
gezeigt, dass die Veranderungen an der ETC durokTS$Thicht von dessen Aktivitat als
Transkriptionsfaktor rithren (Wegrzyn et al., 200@d ebenso bestétigte sich dies auch durch
die fehlende Expression des Suppressor of cytagigrealing 3 (SOCS3), welches ein Protein
darstellt, das im Zuge eines negativen Feedbackamészus fir die Inaktivierung des
JAK/STAT-Signalwegs verantwortlich ist (Lim et &2006).

In weiteren Untersuchungen wurden die gleichen Bebtungen hinsichtlich der reduzierten
Respiration in STAT3-defizienten Mausen gemachtefiper et al., 2010; Elschami et al.,
2013), wobei die herabgesetzte mitochondriale Fankh beiden Untersuchungen vor allem auf
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Defekte an Komplex | der ETC zurlckzufihren wardmzu kommt die Beobachtung, dass
STAT3 an der Regulierung des mPTP beteiligt zu sehreint, da das Fehlen von STAT3 die
Schwelle firr die Cd-induzierte Offnung des Kanals herabsetzt, wodutehkardioprotektive

Charakter von STAT3 hervorgehoben wird (Boenglealet 2010). Des Weiteren wurde vor
kurzem bei der ultrastrukturellen Analyse von Mitondrien in STAT3-defizienten

Kardiomyozyten erstmals mittels hochauflosenden3mgissionselektronenmikroskopie gezeigt,
dass das Fehlen von STAT3 einerseits die mitochaledrintegritait und Morphologie

beeintrachtigt und andererseits zu einem signifésarnstieg von Autophagolysosomen geflhrt
hat, was mdglicherweise einen Mechanismus darstiéitZelle vor den kritischen Folgen der
geschadigten Mitochondrien, wie z.B. der Freisefizuon Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien

und der darauffolgenden Apoptose (Elschami eR@ll3), zu bewahren.

Das oberste Ziel im Rahmen eines Myokardinfarktsdie unverziigliche Rekanalisation des
verschlossenen Gefal3es, um die Reperfusion dessmardundierten Areals schnellstmdglich
wiederherzustellen. Dennoch kommt es paradoxerwmasaviedereinsetzendem Blutfluss auch
Zu einer Schéadigung des Myokards, dem sog. IsciiBeperfusionsschaden (Yellon et al.,
2007), welcher seit langer Zeit Gegenstand intemsiUntersuchungen ist. In diesem
Zusammenhang entwickelten sich die Konzepte dééimeeschen Pra- und Postkonditionierung,
die darauf abzielen, den Schaden, der durch dieemegpon nach Ischdmie am

Herzmuskelgewebe entsteht, abzumildern. Bei ddrammséschen Prakonditionierung soll das
Gewebe durch mehrere kurze ischamische Phasereauhfhrkt vorbereitet werden, wobei die
ischamische Postkonditionierung auf demselben Briteeruht und aus multiplen, kurzen
Unterbrechungen der Reperfusion nach dem Infargtebé Die in diesem Rahmen beteiligten
und aktivierten Signaltransduktionswege sind noudntnvollstdndig aufgeklart, es ist jedoch
bekannt, dass der JAK/STAT-Signaltransduktionswegj Ischamie und vor allem bei

Reperfusion, beides Zustande, die der Zelle Stresgsachen, aktiviert wird (Goodman et al.,
2008). Dabei zeigte sich in einigen Studien, da&TS3 durch seinen Beitrag zur Reduktion der
Infarktgrof3e bei ischdmischer Pra- und Postkondiimng in die Kardioprotektion involviert ist

(Hilfiker-Kleiner, 2004; Lecour et al., 2005; Skystly et al., 2009). Weiterhin wurde zuletzt
beobachtet, dass die Reduktion der InfarktgroRehdischamische Postkonditionierung mit
einer gesteigerten Phosphorylierung von Tyr705 arAT3-Protein in einem Myokardbiopsat

einherging (Heusch et al., 2011). In vitro Untefsuggen an isolierten Mitochondrien aus
postkonditionierten Schweineherzen zeigten aul3erdass die ADP-induzierte Respiration an

Komplex | der ETC womdglich durch die gesteigeng7D5-Phosphorylierung besser war als in
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der Vergleichsgruppe mit ununterbrochener Repefysein Effekt, der durch Inhibierung des
JAK/STAT-Signaltransduktionswegs aufgehoben wukieusch et al., 2011). Aul3erdem konnte
in Proben des postkonditionierten Myokards eindieh® mitochondriale G&Retention

gemessen werden, was fiur den schon zuvor erwéliiffekt von STAT3 auf den mPTP, also

dessen Inhibierung, spricht (Heusch et al., 2011).
2.7.4 Die Bedeutung von STAT3 in der Pathogenese der Ppdrtalen Kardiomyopathie

Weibliche Mause mit einem kardiomyozyten-spezifesthiKnockout von STAT3 (STAT3-KO)
entwickeln unmittelbar nach der Schwangerschafe dheripartale Kardiomyopathie. Diese
aul3erte sich in einem transgenen Tiermodell bengblostpartalen Mausen mit einer Deletion
von STAT3 durch eine akut auftretende linksventédke Herzinsuffizienz —mit
echokardiographisch dargestellter Dilatation unduegerter systolischer Funktion des linken
Ventrikels, wobei 2/3 der untersuchten Mause bereidch der zweiten Schwangerschaft
verstorben waren (Hilfiker-Kleiner et al., 2007)istélogisch und immunhistochemisch konnte
im LV der STAT3-KO Mause eine deutliche Fibrosiegurund eine Reduktion der
Vaskularisierung, die zudem mit einer Abnahme desr&ssion des vascular endothelial growth
factor (VEGF) einherging, nachgewiesen werden. WAeeits beschrieben, spielt STAT3 als
Transkriptionsfaktor des antioxidativen, mitochaain Enzyms Mn-SOD eine besonders
wichtige Rolle im Hinblick auf die Elimination retiker Sauerstoffspezies (ROS). Die
physiologischen Veranderungen wahrend der Schwsaclygit stellen fir den weiblichen
Organismus eine belastende Situation dar, die al@ilarer Ebene zu vermehrt oxidativem
Stress fuhrt (Toescu et al., 2002) und somit digldd gesteigerte Expression der Mn-SOD in
den nicht-transgenen postpartalen Mausen erklam. Gegensatz dazu bleibt diese
Heraufregulierung in den STAT3-KO Mausen, gemessenmRNA-Level und der absoluten
Proteinmenge der Mn-SOD, aus (Hilfiker-Kleiner dt, 2007). Gleichzeitig wurde eine
verstarkte ROS-Emission im LV mithilfe eines fluszeerenden Farbstoffs nachgewiesen
(Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Es wird angenommelass einerseits die verminderte Mn-SOD-
Expression und andererseits die im Zuge der Schevaolgaft ohnehin gesteigerte ROS-
Produktion zur Freisetzung des proteolytischen BrszZathepsin D (CD) aus den Lysosomen
ins Zytosol der Kardiomyozyten fuhren (Corbachalet 2002; Roberg et al., 1998), wo dieses
das protektive 23-kDa grol3e Schwangerschaftshorrofaktin (PRL), welches wahrend der
Laktationsperiode in groBen Mengen aus dem Hypaiwmderlappen in den Kreislauf
ausgeschittet wird (Lkhider et al., 2004), in desadaptive, angiostatische 16-kDa-Prolaktin
spaltet. CD wurde nicht nur vermehrt in STAT3-KO én, sondern auch im Serum von
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Patientinnen mit PPCM nachgewiesen, wobei in legnt@uch vermehrt oxidiertes low density
lipoprotein (oxLDL) als Marker fur verstarkten omiiven Stress aufgezeigt werden konnte
(Weinbrenner et al., 2003). Das 16-kDa-PRL hat eerende Folgen fur die kardiale
Mikrozirkulation, da es u.a. Uber Aktivierung voragpase-3 und NEB zur Apoptose in
Endothelzellen fihrt (Hilfiker-Kleiner et al., 2012und damit den Metabolismus der
Kardiomyozyten massiv beeintrachtigen kann.

Interessanterweise konnte der PPCM-Phanotyp defT3HO Mause teilweise durch das Mn-
SOD-Mimetikum Mn(lll)tetrakis (4-benzoic acid) (MBRP) verhindert werden. MnTBAP
reduziert sowohl die ROS-Entstehung, als auch dissghiittung von CD. Im Gegensatz dazu
verhindert der Dopamin-PAgonist Bromocriptin, der die PRL-Ausschittungimbrt, bereits
das Auftreten der PPCM und die damit assoziiertstgaotale Mortalitdt im transgenen
Tiermodell (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Vorléigle klinische Daten zur Anwendung von
Bromocriptin zusatzlich zur Standardtherapie derzhsuffizienz bei Patientinnen mit PPCM
scheinen vielversprechend zu sein (Halkein ekl 3; Sliwa et al., 2010). Ergebnisse der ersten
deutschen, randomisierten Studie zur Wirksamken Byomocriptin bleiben jedoch noch

abzuwarten.

2.8 Fragestellung der Arbeit

In Mausen mit einer Kardiomyozyten-spezifischen dlieh von STAT3 fuhrt die fehlende
Heraufregulation der Mn-SOD zu einer verstarktenS_R@yoduktion in der postpartalen Phase
und kdnnte maf3geblich an der Pathogenese der RalgpaKardiomyopathie beteiligt sein. Die
Behandlung mit einem Mn-SOD-Mimetikum (Mn-TBAP) kadie Kardiomyopathie teilweise
verbessern, doch wesentlich eindrucklicher ist Ti¢sache, dass der PPCM Phanotyp nach
Behandlung mit dem DopaminyfRezeptoragonisten Bromocriptin vollstandig untedbien

wird.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher ziensnchen, wie sich einerseits das Fehlen des
myokardialen Proteins STAT3 und der Mn-SOD und amdeits die Behandlung mit
Bromocriptin auf die mitochondriale Energetik undndRedoxstatus in Kardiomyozyten bei
postpartalen Mausen mit einem STAT3-Knockout augwiWeiterhin wurden sowohl die
behandelten, als auch die unbehandelten postpart&l€AT3-KO Mause hinsichtlich
Veranderungen der elektromechanischen Kopplungrsuttbht, da diese durch die verstarkte
ROS-Produktion beeintrachtigt werden und somit wiied zur Pathogenese der Peripartalen

Kardiomyopathie beitragen kdnnte.
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Hierzu wurden Experimente an isolierten Mitochoaedrund Kardiomyozyten von Mausen mit
einem STAT3-Knockout und Wildtyp-Geschwistertieneach zwei Graviditaten, jeweils mit
und ohne Behandlung mit Bromocriptin, durchgefiibie Behandlung wurde eine Woche vor
bis zu zwei Wochen nach dem Wurf der trachtigen Maei jeweils beiden Schwangerschaften
mit jeweils 2,5 mg/d durchgefiihrt. Die Messungeolgten in einem Alter von etwa 3 Monaten
und bei den behandelten Tieren unmittelbar im Alsshan die Bromocriptin-Behandlung. Zur
Beurteilung der mitochondrialen Funktion wurde deBauerstoffverbrauch mittels
polarographischer Atmungsmessung ermittelt. Um RI@S-Produktion naher zu analysieren
wurde die Superoxid- bzw. Wasserstoffperoxidmengeisblierten Mitochondrien mit der
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie bzw. dem dkmerenden Farbstoff AmplexRed
quantifiziert. Da die bisherigen Arbeiten zur Pariplen Kardiomyopathie nur auf
Expressionsdaten der Mn-SOD basieren, konnte anthem@uotienten #,/- O,” auch erstmals
eine Abschatzung der Aktivitdt des Enzyms durchigefiverden. An isolierten Kardiomyozyten
konnten lichtmikroskopisch einerseits durch Fetdstation die Sarkomerverkirzung und
andererseits durch (Auto-) FluoreszenzmessungeRat@meter NAD(P)H, FAD und Superoxid

(-0, ) gemessen werden.

3 Materialien und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

FUr unsere Experimente wurden alle Versuchstierewserer Kooperationspartnerin Frau Prof.
Dr. Denise Hilfiker-Kleiner aus der Klinik fur Kamlogie und Angiologie der Medizinischen

Hochschule aus Hannover (MHH) bezogen. Untersuald@n insgesamt zwei verschiedene
Versuchsgruppen. Die erste Gruppe setzte sich anssdgenannten STAT3-KO Mausen und
aus den Wildtypen-Kontrollen (WT) ohne die Kardiaymyten-spezifische Deletion von STAT3

zusammen. Die zweite Gruppe setzte sich aus demgehannten STAT3-KO und WT Mausen
zusammen, welche hingegen mit dem DopamirABonisten Bromocriptin jeweils sieben Tage
vor bis zu zwei Wochen nach jeweils zwei Schwargeten behandelt worden sind. Die
Versuchstiere, also sowohl die transgenen, als aienNildtyp-Kontrolltiere, befanden sich

jeweils in beiden Versuchsgruppen in einem Alten BoMonaten, als sie flr die Experimente

herangezogen wurden. Eine Kardiomyozyten-spez#igabletion von STAT3, wurde durch das
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Cre/loxP-System und den nur in den Kardiomyozyterhandenen PromoterMyosin heavy
chain @MHC) erreicht {MHC-Cretg/-;STAT3flox/flox: STAT3-KO).

3.1.2 Substanzen zur Herstellung der Loésung zur Isolationvon Mitochondrien aus

Kardiomyozyten von Mausen

Isolationsldsung (IS)

Substanz Konzentration Hersteller
Mannitol 225 mM Sigma-Aldrich
Sucrose 75 mM Merck
HEPES 2mM Sigma-Aldrich
EGTA 1mM Sigma-Aldrich

Der pH-Wert wurde mittels TrisBase oder TrisHCI @ titriert.

Mitochondriensuspensionsldsung (MSS)

Substanz Konzentration Hersteller
Mannitol 225 mM SigmaAldrich
Sucrose 75 mM Merck
HEPES 2mM Sigma-Aldrich

BSA/Proteinase-Ldsung (pro Maus)

Substanz Menge Hersteller
Isolationslésung 1ml -
BSA 4 mg/ml Sigma-Aldrich
Proteinase 1,6 mg/ml Sigma-Aldrich
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3.1.3 Fur die polarographische Atmungsmessung bendtigteubstanzen

Atmungspuffer
Substanz Konzentration Hersteller
KCL 137 mM Sigma-Aldrich
KH-POy 2 mM Sigma-Aldrich
MgCl,* 6 H,0O 2,5mM Merck
HEPES 20 mM Sigma-Aldrich
EGTA 0,5mM Sigma-Aldrich

Der pH-Wert wurde mittels 1M KOH (Sigma-Aldrich)fan2 titriert.

Weitere fir die Atmungsmessung verwendete Substanze

Konzentration Hersteller

Substanz
Pyruvat 500 mM Sigma-Aldrich
Malat 500 mM Sigma-Aldrich
ADP 200 mM Sigma-Aldrich
Oligomycin 1,2 uM Sigma-Aldrich
Bio-Rad Laboratories,

) Kalifornien, USA
Bio-Rad Laboratories,
Kalifornien, USA

Reagenz A

Reagenz B
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3.1.4 Substanzen zur Herstellung der Lésung zur Isolierug von Kardiomyozyten aus

Mausen

Isolationstyrode (Perfusionspuffer)

Finale

Menge (auf 100 )
Substanz Konzentration Hersteller

ml Aqua dest.)

(mM/1)
NacCl 66 g 1130 Carl Roth GmbH
KCI 3,59 47 Sigma-Aldrich
KH,PO, 0,82 ¢ 6 Merck
NaHPO, 0,85¢ 6 Merck
MgSOy-7H.0 39 12 Sigma-Aldrich
Phenolrot 0,12 g 0,3 Sigma-Aldrich
NaHCG; 10,1 ¢ 120 VWR
KHCO; 10,19 100 Sigma-Aldrich
HEPES 2,369 100 Sigma-Aldrich
BDM (2,3- Butandion- _ _
Monoxim) - 10 Sigma-Aldrich
Taurin
9,28 ¢ 30 Sigma-Aldrich
(NH2CH,CH,SG;H)
D-(+)-Glukose 25¢g 55 Sigma-Aldrich
CaCb - 1 Sigma-Aldrich
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Stopp-Puffer 1

Substanz

Perfusionspuffer
FCS (Fetales Kalbserum)

CaCb (10 mMm)

Stopp-Puffer 2

Substanz
Perfusionspuffer
FCS

CaCh10 mM

Liberasel6sung

Substanz
Perfusionspuffer
Trypsin
CaCh (10 mM)

Liberase

Menge
9 mi

1ml

12,5 pl

Menge
28,5 ml
1,5ml

37,5 ul

Menge
20 ml
40 pl
25,2 ul
1,44 mg

Hersteller

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Hersteller

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Hersteller

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche
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3.1.5 Fur die Zellverkirzungs-und Fluoreszenzmessungen weendete Substanzen

Messtyrode (Normaltyrode, NT)

Substanz MG Hersteller
Carl Roth GmbH,
NaCl 58
Karlsruhe
Sigma-Aldrich
KCI 75 Chemie GmbH,
Steinheim
MgCl, 203 Merck, Darmstadt
Natriumpyruvat 110 Sigma-Aldrich
L-(+)-Ascorbinsaure 176 Sigma-Aldrich
D-(+)-Glukose 180 Sigma-Aldrich
Na-HEPES 260 Sigma-Aldrich

Der pH-Wert wurde mittels NaOH (Sigma-Aldrich) od#C| (Sigma-Aldrich) auf 7,4
titriert.
Bei der Verwendung des Farbstoffes MitoSOX wurdeim& Ascorbinsédure und kein

Pyruvat verwendet.

Weitere fur die Zellverkirzungs- und Fluoreszenzmssungen verwendete

Substanzen
Finale
Substanz Herstellung . Hersteller
Konzentration
] . Sigma-
Isoprenalin 15 plin 50 mI NT 30 nM _
Aldrich
CN, Cyanid 10 mg in 50 mI NT 4 mM Fluka
FCCP, Carbonyl _
_ ) Sigma-
Cyanid 4- 5 ulin 50 mI NT 5uM )
Aldrich

(trifluoromethoxy)phen
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ylhydrazon
H,0, (30%) 50 pulin 50 mI NT 10 mM Merck
100 mg AntiA + 3,76 ml 95% .
. ] Sigma-
Antimycin A Ethanol 150 uM _
. Aldrich
150 pl in 50 mI NT
FCS - - Invitrogen
Medium 199, _
- - Invitrogen
GlutaMAX
Penicillin G (10.000
Units) / - - Invitrogen
Streptomycinsulfat
3.1.6 Farbstoff zur Myozytenfarbung
Farbstoff MG Hersteller
MitoSOX-Red 760

3.1.7 Beschichtung der Deckgléschen

Substanz
Laminin aus Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)

Maus Sarcoma

Invitrogen, Karlsruhe

Hersteller

Roche Diagnostics, Indianapolis

30



Materialien und Methoden

3.1.8 An den Versuchstieren angewandte Substanzen

Substanz Hersteller
Bepanthen Augen- und Nasensalbe Bayer Vital Gmigdetkusen
Isofluran Baxter, Unterschleil3heim

Rimadyl® Injektionslésung _
Pfizer GmbH, Karlsruhe
(Iml enthalt 50 mg Carprofen und 10 mg

Benzylalkohol)

Heparin-Natrium aus Schweinedarmmukosa, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
5000 I. E./ml

Softasept N Hautdesinfektionsmittel B. Braun Malgen AG, Melsungen

Rompun® 2% Injektionslésung _
_ Bayer Vital GmbH, Leverkusen
(2 ml enth&lt 20 mg Xylazin)

Ketavet® 50 Injektionslésung
(1 ml enthalt 57,67 mg Zoetis GmbH, Berlin
Ketaminhydrochlorid)

3.1.9 Narkosesystem zur Betaubung der Versuchstiere

Fur die Narkose der Versuchstiere wurden die vogdHbachs Elektronik - Harvard Apparatus
GmbH, March-Hugstetten bezogenen Gerétschafteneretet:

. Vaporizer Key Fill Isoflurane
. Fluovac Gas Evacuation System
. Oxygen Flowmeter (Fluss 0,5 ml/min mit 5% Isofluyra

. Keyfill Adapter

. Tube Adapter to Fluosorber
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3.1.10 Praparations- und Isolationsinstrumentarium

Instrument/Gerat Hersteller
Aortic Cannulal mm @ Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus
Langendorff-Perfusionsanlage GmbH, March- Hugstetten

Lauda Ecoline Staredition

Warmethermostat mit Edelstahlbad und  Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-Kodnigshofen

Variopumpe
Feinschere 14088-10 Fine Science Tools GmbH, Heedgl
Pinzette zum Kanulieren, FD281R Aesculap, B. Brisi@hsungen AG, Melsungen
Pinzette zur Thorakotomie, 11272-30 Fine SciencdsTGmbH, Heidelberg

3.1.11 Anlage zur Messung der Zellverkirzung und der Fluoeszenzen

Die Anlage zur Messung der Zellverkirzung und dé&rofeészenzen setzte sich aus den
folgenden Komponenten zusammen, welche, das Mikpskusgenommen, Uber die Firma

lonOptix, Dublin, Irland bezogen wurden:

. Acquisition Computer, Dell

. CFA Option D: Dual Emission option for CFA300

. CFA300 Cell framing adapter

. FSI1700 Fluorescence system interface

. MCS100 Myo-Cam-S Digital Variable filed rate CCD
. MUS200uStep stand alone filter wheel and controller
. PMT400 Photomultiplier sub-system

. PTV100 PMT to Voltage Adapter

. Constant Current / Voltage Isolated StimulatorS2B / DS3), Warner Instruments
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. Mikroskop, Nikon Ti-S/L100 Dusseldorf

. IONWZ lonWizard Core + Analysis (Software)

. SARCACQ SarcLen Messeinheit fur Sarkomerlanget(&ot)
. Model TC-324B Heater Controller, Single Channel--

. Stimulus Isolation Unit (SIU-102), Warner Instrume

. Filter und Spiegel, Chroma Technology GmbH, Fingelbruck, Deutschland bzw.
Bellows Falls, USA

. Anregungslampe Xenon Short Arc Lamp 75XE, Ushm Trokyo

Spiegel Transmission

Spiegelbezeichnung Farbstoff Ort
(nm) (nm)
T660LPXR - >660 Durchlicht Mikroskop
89017bsF/TR _
_ Mikroskop
(Bezeichnung: 340/490 435/ >505 NADH/FAD/DCF (Filter 2)
ilter
120298)
. Mikroskop
400DCLP <400 >400 SBFI/MitoSOX _
(Filter 3)
650 DCXR <650 >650 Durchlicht Vor der Kamera
490DCLP <490 >490 NADH/FAD PMT Spiegel
Reiner Spiegel alles - NADH/FAD PMT Spiegel
435+ 17,5
D435/35x - NADH Vor dem PMT
D525/30x - 525+ 15 FAD Vor dem PMT
Filterradposition
D340/12x - 3406 NADH/Indo L
Filterradposition
S490/20x - 490 + 10 FAD )
_ Filterradposition
D380 £ 15 - 380 £ 15 SBFI/MitoSOX 5

Tabelle 2: Auflistung aller verwendeten Filter undSpiegel an der lon-Optix-Messanlage
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3.1.12 Sonstige Verbrauchsmaterialien und Laborgerate

Material/Geréat
Deckglaschen

Discofix C Dreiwegehahn

Exadrop Tropfenregler mit Infusionsgerat

Isotone Kochsalzlésung 0,9%
Original Perfusor Spritze 50 ml
Wasser (Aqua. dest.)

Falcon, Blue Max, 15 ml und 50 ml

Polypropylene Conial Tube
Immersionsol

Nadel BSS Microlance 3

Spritze 1ml BD Plastipak
Pipettenspitzen 10, 10Qul, 200Qul
SafeSeal Reagiergefalie, 2ml
Zellkulturschalen @ 100 x 20mm
Zellkulturschalen @ 60 x 15mm

Binokular, SMZ645
Feinwaage, ABS 120-4

Gefrierschrank
Magnetrthrer CAT 6.1

pH Elektrode SenTix 22

Hersteller

VWR International, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Becton Dickinson, N.J., USA

Cargille Laboratories Inc., Cedar Grove,
N.J., USA

Becton Dickinson, N. J., US

Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht

TPP, Trasadingen, Schweiz

Nikon, Dusseldorf
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Liebherr, Bulle, Schweiz
Ingenieurbiro CAT, M. Zipperer GmbH,
Staufen
WTW, Weilheim

pH-Meter, Eutech Instruments, pH 510 Zentrifuge

Galaxy 16DH
Vakuumpumpe SP302SA
Vortex Mixer, SN 41119030

Warmeschrank Heraeus

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R

Clark-Elektrode

VWR, Darmstadt

Schwarzer Precision, Essen
Labnet International, NSA

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe

Hansatech Instruments Ltd., England,
Norfolk
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Fluoreszensplattenreader Tecan Infinite M200 Praijl€heim
Potter-Gefalie Hartenstein, Wirzburg
Eppendorfgefal3e Eppendorf AG, Hamburg

3.2 Methoden

3.2.1 Mitochondrienisolation aus Mausherzen

Die Mitochondrienisolation erfolgte nach der Meteotbn Mela und Seitz (Mela et al., 1979).
Alle Materialien, die zur Isolation benétigt wurdand ebenso das gewonnene Gewebematerial
aus der Maus mussten auf Eis kiihl gelagert werden.

Zu Beginn wurde die Maus mit 0,3 ml Rompun/Ketavgi®2, unverdinnt, Bayer/Pfizer)
narkotisiert, um dieser dann, nach Erléschen daschenzehenreflexes und dementsprechender
tiefer Narkose, das Herz zu entnehmen. Nach grimelli Desinfektion des frei zu
praparierenden Gebietes mit Softasept N erfolgteTtiorakotomie. Die Schnittfihrung erfolgte
vom Bauchnabel in Richtung der Axillae der Maus.iW¢ad das Sternum mit einer Pinzette
fixiert wurde, konnte anschlieBend das Zwerchfelirctitrennt werden, wodurch das
Mediastinum eroffnet und der Blick auf das Herzagegieben wurde. Mithilfe einer Feinschere
wurde das Herz unterhalb des Aortenbogens entferdtvon weiteren zu- und abfihrenden
Pulmonal- sowie Hohlvenengefalien vorsichtig duesinit.

Alle weiteren Schritte der Praparation des Herzerfsigten in einer mit Isolationslésung
beflllten Zellkulturschale. Die Ventrikel wurden morestlichen Herzgewebe entfernt und
vorsichtig zur Entfernung des Blutes in der Is@liasiosung geschwenkt. Die sauberen Ventrikel
wurden daraufhin in ein Eppendorfgefal tberfihd dort in 500 ul BSA/Proteinase-Lésung
zerkleinert. Der Inhalt des Gefal3es wurde dannneneHomogenisator tberfuhrt und fir 7 min
homogenisiert. Als nachstes wurde erneut 500 ul /B&Aeinase-Lésung zum Inhalt
hinzugegeben und fir weitere 7 min homogenisiess Bo entstandene Homogenat wurde in ein
Eppendorfgefald pipettiert und in einer auf 4 °C Uddden Zentrifuge bei 400 g fur 5 min
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde vemvorind der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald pipettiert. Dieser wurde erneutrdegtert, diesmal jedoch bei 7700 g fir 10
min, wobei sich nun Cytosol und Mitochondrien varagider abgegrenzt haben. Der Uberstand,
das Cytosol wurde abpipettiert und das Pellet, Mismchondrien, zunachst mit 400ul MSS
resuspendiert und im Anschluss mit 1 ml MSS aufgefiDaraufthin erfolgte ein weiteres Mal
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bei 7700 g fir 5 min eine Zentrifugation, wobeieskr Vorgang zur Aufreinigung der

Mitochondrien diente.

Diese Aufreinigung wurde noch ein weiteres Mal veidwlt. Nach der letzten Zentrifugation
wurde das Pellet mit 100 pl MSS resuspendiert umohte nun fir die Proteinbestimmung,
welche nach Lowry et al. mittels Bio-Rad Dc Protéiesay erfolgte (Lowry et al., 1951),

herangezogen werden.
3.2.2 Polarographische Atmungsmessung an der Clark-Elektide
Grundlagen der Clark-Elektrode

Die Clark-Elektrode dient zur Bestimmung der Sawedilsonzentration in einer Losung und
wurde 1953 von Leland Clark entwickelt (Clark et 4B53). Die Elektrode besteht meistens aus
einer Platin-Kathode und einer Silber-Anode, weldber eine Elektrolytlosung in Verbindung
stehen. Durch Anlegung einer Polarisationsspannamgzumeist 0,4 — 0,8 Volt wird an der
Kathode Sauerstoff reduziert, wobei die Kathodektebmen an den Sauerstoff abgibt und so
Hydroxid-lonen (OH) entstehen. Gleichzeitig werden an der Anode 8dhen oxidiert, wobei

freie Elektronen entstehen (Abb. 5).

Platin-Kathode: O,+ 2H,O0 + 4e —> 4 OH

Silber-Anode: 4 Ag+ 4 Ct ——> 4AgCl+4e

Abbildung 5: Reaktionsgleichung an der Platinkatho@ und der Silberanodgmodifiziert
nach Renger & Hanssum, 2009). Die an der Anoddedr@geden Elektronen ergebemer
Strom, der mittels Nanoampéremeters gemessen wird.

Dabei ist zu bertcksichtigen, dass sowohl die SaoDiffusion Uber die Membran der
Messkammer zur Kathode, als auch die LéslichkettanLésung temperaturabhéngige Prozesse
sind. Bei unseren Experimenten wurde als Elektri@t-Losung (1M) verwendet. Der durch
die Atmungsmessung anfallende Sauerstoff in dersk#amer diffundiert entlang seines
Konzentrationsgradienten durch eine semipermealgmibian zur Kathode (Abb. 6). Durch die
an der Kathode und Anode entstehenden freien Bledtr wird ein Strom erzeugt, der dem
Partialdruck (p@ des Sauerstoffs bzw. der Anzahl der reduziertene&toffmolekile direkt
proportional ist und mittels eines Nanoampéremegjemsessen werden kann (Bugger, 2006).
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Elektrodyt KC

—— Siberanode

Semipermeable Platinkathode

Membrar

Abbildung 6: Aufbau der Clark-Elektrode (modifiziert nach
Renger & Hanssum, 2009)Die an der Platinkathode und Silberanode
entstehenden freien Elektronen, sowie die Sauémsitékiile,
diffundieren durch eine semipermeable Membran uzéugen einen
messbaren Strom.

Mithilfe des zu diesem System gehdrigen Computgmarmms Oxygraph Plus war es nach
Abschluss der Atmungsmessung moglich, den gemeassainem in die Sauerstoffkonzentration
in der Messkammer umzurechnen. So konnte der Saffeesbrauch von isolierten

Mitochondrien bestimmt werden. Abb. 7 gibt eine tseht tiber den gesamten Versuchsaufbau.
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Abbildung 7: Versuchsaufbau fur die Atmungsmessungan isolierten
Mitochondrien (aus Liebig, M., 2004)

3.2.3 Polarographische Atmungsmessung an isolierten Mitdmndrien

Die Messkammer wurde vor der respiratorischen Megszunéchst grindlich mit Wasser
gespult und damit aufgefullt. Mithilfe eines Wadssts (siehe Abb. 7) wurde sie auf 37 °C
eingestellt. Das Volumen jeder Messung, welches Mitschondrien und Atmungspuffer
bestand, betrug 2 ml. Ein Magnetrihrer sorgte férstetige Durchmischung der Lésung in der
Kammer. Zu Beginn der Messung wurde Atmungspuffergglegt und abgewartet bis ein
stabiles Signal entstand. Daraufhin wurden 400 ptpdWiondrien hinzugegeben und erneut
gewartet, bis sich der Sauerstoffverbrauch stadtidatte und sich der sogenannte State 1
eingestellt hatte. In diesem Zustand wird die Reaspn bei ausreichend vorhandenem
Sauerstoff durch das Vorhandensein von ADP und tgilsnitiert. Als nachstes wurden 20 pl
Pyruvat und Malat (5 mM), welche bekannt sind alsbs$rate der NADH-Ubichinon-
Oxidoreduktase, dem Komplex | der Atmungskette,hiifié einer Hamilton-Spritze in die
Messkammer injiziert und etwa 3 min abgewartet,siih ein State 2 etabliert hatte. Im State 2
wird die Atmung bei ausreichend vorhandenem Saniératnd ADP nur durch das
Vorhandensein von Substraten limitiert. Anschlie3enfolgte die Zugabe von 10 pl ADP in
jeweils 4 unterschiedlichen Konzentrationen (findtnzentrationen): 30 uM, 100 uM, 300 puM
und 1000 uM. Deren Zugabe erfolgte jeweils mit eBrain Abstand zueinander, wodurch sich
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der Sauerstoffverbrauch nach aufgebrauchtem ADRBchst immer erst stabilisiert hatte, bevor
die nachsthohere Konzentration in die Messkammeefiinrt wurde. Nach Hinzufiigen der
maximalen ADP-Konzentration etablierte sich einbdéa State 3, der Zustand, in dem die
Elektronentransportkette und die ATP-Produktion dar RF,-ATPase am Ende der
Atmungskette am stérksten stimuliert wurden. Am é&mks Messprotokolls wurden 10 pl
Oligomycin, ein Hemmstoff der ;F-ATPase in die Messkammer hinzugefugt. Durch
Hemmung der H-ATPase wurde der State 4, ein Zustand, in dem Rkspiration in
Abwesenheit von ADP gemessen wird, herbeigefuhies& herbeigefiihrte State 4 ist kein
physiologischer Zustand und dient ausschliel3liahBaurteilung der mitochondrialen Integritat,
da die Restatmung, auch als ,Leak-Atmung“ bezeithAeifschluss lber die regelrechte
Funktion der inneren Mitochondrienmembran gibt,ridie bei geschadigten Mitochondrien ein
Protonenfluss stattfindet und eine sog. Leak-Atmuegursacht. Bei intakten Mitochondrien
nimmt der Sauerstoffverbrauch im State 4 Werte idl¥8nordnung der State 2-Atmung an. Des
Weiteren wurde der respiratorische KontrollindexCH® bestimmt, der aus dem Verhéltnis von
State 3- und State 4- bzw. State 2 Atmung gebwadet und ein weiteres Mal3 fir die Kopplung
und regelrechte Funktion von Mitochondrien darstélementsprechend deutet ein kleiner RCR
auf geschadigte Mitochondrien hin. Die Erstbesthweg der sogenannten States der
Atmungsmessung an isolierten Mitochondrien erfol§y@55 durch die Autoren Chance und
Williams (Chance et al, 1955).

Die Auswertung der mitochondrialen Atmungsmessuriglgte mit dem Computerprogramm
Oxygraph Plus, Version 1.02, demselben Programniches die Messung aufzeichnete, und
Microsoft Excel 2010. Die graphische Darstellunfplgte mit dem Programm GraphPad Prism
Version 6.01.

3.2.4 Messung von Superoxid (- @)

Die Messung von Superoxidanionen-Radikalen erfolpithilfe der Elektronenspinresonanz
Spektroskopie mit einem Bruker Spektrometer (ESBBUDabei diente die Substanz CMH (1-
Hydroxy-3-Methoxycarbonyl-2,2,5,5-Tetramethylpyrdoh), ein zyklisches Hydroxylamin, in
einer Konzentration von 300 uM als Spin-Trap-Reagemlches in Anwesenheit von Superoxid
() oxidiert wird, wodurch ein detektierbares CM-Radi entsteht. CMH wurde in 1 ml
Wasser (20 min. mit Nentgast) und 1 pl DF, bzw. 5 pl DETC verdunnt. Jeder Messung
wurden 12 pg Mitochondrien bei 37 °C mit Pyruvatvbalat (5 mM) in 30 pl Atmungspuffer
vorinkubiert. Fur die jeweiligen Bedingungen (PyatiMalat + Atmungspuffer, 100 uM ADP, 1
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mM ADP, DNP, Antimycin A) mussten die jeweilige abis gekuhlte Substanz und jeweils 10
pl CMH unmittelbar vor der Messung hinzugefligt werdDie Losung wurde in eine 50 pl

Quarz-Kapillare Gberfuhrt, mit Silikonpaste versidden und in den Resonator positioniert. DNP
ist als lipophile Substanz dazu in der Lage digd?®ren lber die innere Mitochondrienmembran
wieder zurlck in den Matrixraum zu transportieremd uhebt somit das elektrochemische
Potential der Atmungskette auf. Diese Substanz walder als Entkoppler bezeichnet, da der
noch funktionierende Elektronentransport ohne di@aiiven Phosphorylierung, also ohne
ATP-Produktion, stattfindet. Das Spektrometer wurdeBeginn der Messung kalibriert, und

zwar wurden die Parameter Time auf 20,48 Sekuntiere constant auf 10,24 Sekunden, sowie
die Phasenverschiebung auf 90° eingestellt. Dieldulas Spektrometer dargestellten Linien
bzw. die Uber diesen Linien ausgerechneten Integsgiegeln in ihrer Intensitat die

Konzentration der Superoxidanionen-Radikale widde Aufzeichnung der Messung erfolgte

mit dem Programm LilaX. Jede Messung flr die jeigeilBedingung dauerte 8 min. Bei der
Auswertung, die mit dem Programm Medeia erfolgtarde das ESR-Signal des CM-Radikals
anhand der Peak-to-Peak-Intensitat und der Breisejelveiligen Spektrums analysiert und zur
Tempol-Referenz (100 uM) ins Verhaltnis gesetze Wierte wurden in Microsoft Excel 2010

erst gesammelt, dann wurde der Mittelwert ermitBie graphische Darstellung erfolgte mit

dem Programm GraphPad Prism Version 6.01.

3.2.5 Fluorometrische Messung von Wasserstoffperoxid (+D>)

Um die HO,-Produktion der Mitochondrien zu quantifizieren, rdel der spezifische
fluoreszierende Farbstoff Amplex®UltraRed (AUR) wendet. Bei der Reaktion zwischen
AUR und Wasserstoffperoxid, welche durch HPR (H@adish Peroxidase) katalysiert wurde,
entstand das fluoreszierende Resorufin in einechgithetrischen Verhaltnis von 1:1 mit einer
Exzitations-/Emissionswellenlange von 535/590 nne Babei verwendeten Konzentrationen
betrugen fur AUR 50 uM, fur HRP 0,5 U/ml und fur BOwelche die Konversion von ,0zu
H.O, katalysiert, 100 U/ml. Die Messungen wurden bei’@7in 96-well-Platten durchgefuhrt
und dauerten 2 h mit einem Messintervall von jesv@ilmin. Es wurde fur jede Bedingung (1
mM ADP, 5 uM FCCP, 15 pM Antimycin A, jeweils in Aresenheit von 5 mM Pyruvat/Malat,
wobei alle aufgefihrten Substanzen in Atmungspugéddst wurden) eine Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Anhand einer im Voraus durch defieidh,O,-Werte erhaltenen Standardkurve,
konnte so die kD,-Produktion quantifiziert werden. AnschlielRend weuder Hintergrund far
jede Bedingung, aulRer fur die Antimycin A-Bedingurfgr die ein eigener Hintergrund
gemessen und abgezogen wurde, bestimmt und heraclsget. Die Auswertung erfolgte in
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Microsoft Excel 2010, wobei durch die Fluoreszeres d-arbstoffs (angegeben in relative
fluorescence units, RFU) die ,8,-Produktion pro Minute und pro Mikrogramm

mitochondrialem Protein bestimmt werden konnte.
3.2.6 Myozytenisolation

Fur die Myozytenisolation aus der Maus wurde da€$Protokoll angewandt (Isolation of
Adult Mouse Cardiac Myocytes from One Heart, AfQ®dedure Protocol PP00000125 Version
1, 11/05/02). Pro lIsolation wurden zunachst 250ded Perfusionspuffers hergestellt. Mittels
pH-Meter und 1 M NaOH bzw. 1 M HCL konnte der pH-tvauf 7,46 eingestellt werden.
Weitere fur die Isolation notwendigen Losungen wadie Stopp- bzw. Liberase-Puffer (s.
Abschnitt 3.1.4). Zunéchst wurde der Maus 0,5 mpaia in einer 1:10 Verdinnung mit 0,9%
NaCl, sowie 0,1 ml Rimadyl® in einer 1:15 Verdlingumit 0,9% NaCl subkutan injiziert und
fur ca. 5 - 10 min einwirken gelassen. Rimadyl®&bder Wirkstoff Carprofen gehort zu der
Gruppe der nichtsteroidalen Antirheumatika und vinirdler Veterindrmedizin als Schmerzmittel
eingesetzt. Wahrend der Einwirkzeit konnte die leartprff-Perfusionsanlage vorbereitet
werden, indem man diese mit 250 ml Aqua dest. \apgke hatte. Ein Schenkel der Anlage
wurde mit Perfusionspuffer gefillt, der zweite Sdked mit Liberasepuffer (Abb.4). Nach der
Einwirkzeit des Schmerzmittels wurde die Maus medfluran (1,5 - 2 Vol% Isofluran und 0,5 |
O./min) Uber einen Schlauch des Narkosesystems, matiea Schnauze der Maus gehalten
wurde, betaubt. Sobald die Eigenreflexe der Maussemnen waren, konnte, wie zuvor
beschrieben (s. Abschnitt 3.2.1) das Herz durclk @&imorakotomie entnommen werden. Nach
erfolgreicher Praparation und Entfernung des urehegn Gewebes (Thymusreste und Lunge)
konnte das Herz unter dem Auflichtmikroskop Uber Aorta kantliert, mit einem chirurgischen
5 - 0 Polyesterfaden fixiert und anschlielend aR#irfusionsanlage angeschlossen werden, wo
es dann 4 min lang mit Perfusionspuffer (2 ml/nme) 37 °C gespult wurde. Im Anschluss
wurde es mit dem Liberase-Puffer (2 ml/min) fur &G min gespult, bis ein ausreichender
Verdau gewabhrleistet war. Als nachstes wurde dag Heter den Vorhofen abgetrennt und in
eine 60-mm-Schale, welche mit 5 ml Perfusionspulfefillt war, gegeben. Es wurden vier
Einschnitte gemacht und somit die Herzkammern eedffDaraufhin wurde das Herz erneut in
eine weitere 60-mm-Schale, welche zusatzlich zu%len Perfusionspuffer noch 5 ml Stopp-
Puffer 1 enthielt, Gberfiihrt, um es dort fur canid vorsichtig zu schwenken. Aus dieser Losung
wurde dann ein Tropfen heraus pipettiert, um udn Durchlichtmikroskop zu begutachten,

ob die Myozytenisolation erfolgreich und ausreiahgewesen ist.
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Abbildung 8: Aufbau der Langendorff-Perfusionsanlage

Das typische Bild, welches sich unter optimaleniBgdngen unter dem Durchlichtmikroskop
zeigen sollte, sind stabférmige, quergestreifte ¥yen. Das restliche Herz wurde dann im
nachsten Schritt entfernt und die Ubrige Myozytsuaiig in ein 15 ml Falcon Ro6hrchen
uberfuhrt, wo es fir ca. 5 - 10 min sedimentieratagsen wurde. Der Uberstand wurde
entnommen, in ein separates 15 ml Falcon Roéhrchenfiinrt und eine Minute lang bei 800

U/min zentrifugiert. Zum ersten Pellet wurden 5 8topp-Puffer 2 hinzugegeben und die
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Losung durch sachtes Schwenken resuspendiert. Zwmiten Pellet, welches nach der
Zentrifugation entstand, wurden ebenso 5 ml StopjleP 2 hinzugegeben und resuspendiert.
Beide Pellets konnten nun in einem 100-mm-Schalchmrsammengefihrt und der

Kalziumaufbau der Myozyten, der wie im Folgendesdbeieben wird, begonnen werden:

1. 50l einer 10 mM Kalziumchloridlésung, entsprechendeeiKalziumendkonzentration von
62 uM.

2. 50l einer 10 mM Kalziumchloridldsung, entsprechendeeiKalziumendkonzentration von
112 M.

3. 100ul einer 10 mM Kalziumchloridlésung, entsprechendeeKalziumendkonzentration von
212 uM.

4. 30ul einer 100 mM Kalziumchloridlésung, entsprechenteeKalziumendkonzentration von
500 M.

5. 50ul einer 100 mM Kalziumchloridlésung entsprechemtkeeiKalziumendkonzentration von
1 mM.

Zwischen jedem dieser Schritte mussten 4 min getvarid die Schale vorsichtig geschwenkt
werden. Nach dem Kalziumaufbau wurde die Losungiinl15 ml Falcon Réhrchen tberfihrt
und fir 5 - 10 min sedimentieren gelassen. Der &thed wurde dann entnommen und bei 800
U/min zentrifugiert. Beide Pellets wurden darauflereint. Zuletzt wurden 25 ml eines zuvor
auf 37 °C gewarmten Mediums (Medium 199 mit 5% FC%, Penicillin Streptomycin und 1%
Hepes) zu den vereinten Pellets hinzugegeben. Diozien wurden dann in dem
beschriebenen Medium im Warmeschrank bei 37 °C5%dCQ, Atmosphare aufbewahrt, bis
die Messung erfolgte. Fur die nachtragliche Gensigpung der Mause wurden jeweils ein
Stuck des Schwanzes und des Ohres post mortemcabgésn und bei -80 °C eingefroren.

3.2.7 Aufbau der Messanlage fir die Fluoreszenz- und Zelerkiirzungsexperimente

Mittels eines Auflichtfluoreszenzmikroskops dernr& Nikon sowie einer Anlage der Firma
lonOptix, deren Zusammensetzung und Funktion ingé&wden naher erlautert wird, konnten
samtliche Experimente, wie z.B. die Myozytenzekigzung, mit den zuvor isolierten
Myozyten durchgefiihrt und ebenso auf dem PC mit dRogramm lonWizard derselbigen
Firma, dargestellt werden. Eine Ubersicht tiberMessplatz gibt Abb. 9.
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Abbildung 9: Auflichtfluoreszenzmikroskop und zufuhrende GefaBe zur Zugabe der
verschiedenen Ldsungen

Bevor die Experimente an der Myozytenverkirzungsgalstarteten, wurden die Myozyten fur
jeden Messvorgang mit dem Medium auf ein Deckgléschdas im Voraus (mit einem
Mindestabstand von 15 min) mit jeweils 4 pl Lamimnittig benetzt worden war, Ubertragen.
Um eine ausreichende Fixierung der Myozyten auf @sokglaschen zu gewahrleisten, sollten
weitere 5 min abgewartet werden. Wahrenddessent&aas Deckglaschen schon einmal in die
Versuchskammer eingelegt werden. Das Bild, weldhies unter dem Mikroskop darstellte,
wurde durch eine spezielle Kamera, die Myocam-sdan Computerbildschirm in das speziell

fur diese Anwendung konzipierte Programm lonWizardjizert. Dadurch war es mdoglich
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diejenige Myozyte, die vorher am Mikroskop einghstworden war, wahrend des gesamten
Messprotokolls in Hinsicht auf die Sarkomerlangesriiirzungskinetik und Fluoreszenz zu

analysieren, wobei die Fluoreszenz durch einendpmaitiplier (PMT) aufgezeichnet wurde.

Die Anregungslampe (Xenon Short Arc Lamp -75EX) Aunflichtfluoreszenzmikroskop ist
durch Emission von Licht einer bestimmten Wellegklazu in der Lage Fluoreszenzfarbstoffe
anzuregen, welche dann wiederum Licht einer and&isllenlange emittieren, das durch
spezielle Filter absorbiert werden kann. Abhangignyeweiligen Fluoreszenzfarbstoff, mit dem
die Myzozyten inkubiert worden waren, mussten bastie Voreinstellungen an den Filtern des
Mikroskops ausgefuhrt werden, sodass nur das echitmsSpektrum an Licht aufgefangen
wurde. Bei den NADP(H)/FAD-Messungen war eine Fagoder Myozyten nicht erforderlich,
da diese Stoffe selbst fluoreszieren (autofluonegz®ie folgende Tabelle (Tabelle 2) zeigt die
verwendeten Autofluoreszenz- bzw. den Fluoreszebgtaff mit ihren jeweiligen Anregungs-

und Emissionswellenlangen:

Farbstoff Parameter Aexc (NM) Aem (NM)
NAD(P)H NAD(P)H 340 450
FAD FAD 485 525
MitoSOX-Red Q 385 - 405 579

Tabelle 3: Verwendete Autofluoreszenz- bzw. Fluoreenzfarbstoffe zur Messung des Redoxstatus
und der Superoxid-Emission der Myozytei.,, Anregungswellenlangejen, Emissionswellenlange

Fur die Autofluoreszenzmessung von NAD(P)H/FAD weurdias Licht der Anregungslampe
durch zwei Filter (D340/12x und S490/20x), welci@h glurch einen eingebauten Filterwechsler
je nach Substrat (NAD(P)H/FAD) automatisch abwettbs, Uber einen dichroitischen Spiegel
(89017bs F/TR) zur Messkammer und den darin erthatt Myozyten geleitet, um ebenjene
Substrate zur Lichtemission anzuregen. Dieses tlamaemittierte Licht gelang Uber einen
weiteren Spiegel (650DCXR), welcher Licht mit ein®ellenlange vorh. > 650 nm passieren
lie3, zu den Photomultiplier Rohren (PMT). Das Diiaht des Mikroskops hingegen passierte
diesen Spiegel und gelang somit zur Myocam-s, dwelche die abgebildete Myozyte auf den
Computer in das Programm lonWizard Ubertragen wuidé diese Art und Weise konnte die
Sarkomerlange und -verkiirzung aufgezeichnet undh e Experiment zur Auswertung
herangezogen werden. Der nachste Spiegel (490 D@bRStrahlengang leitete das Licht mit
der Wellenlange. < 490 nm zu dem PMT 1, wo die Fluoreszenz von NAB( gemessen
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wurde, wahrend es Licht mit grol3erer Wellenlange #MT 2, wo die Fluoreszenz von FAD
gemessen wurde, zufihrte. Vor PMT 1 war zusatzlider Filter D435/35 zur
Signaleinschréankung vorgeschaltet, vor PMT 2 die25/30.

Die Anwendung des Farbstoffs MitoSOX-Red diente Batektion von Superoxidanionen-
Radikalen in Myozyten. Dieser Farbstoff reichechdbekanntermalR3en in den Mitochondrien der
Myozyten an, wird in Anwesenheit von SuperoxidaeioiRadikalen oxidiert und fluoresziert
rot (Mukhopadhyay, Rajesh, Yoshihiro, Haské, & Ract2007). Auch bei diesem Experiment
musste zunachst einmal das anregende Licht Uben dhilter (D380+15) und dem zuvor
beschriebenen dichroitischen Spiegel, zur Messkangaleitet werden. Die Lichtemission des
fluoreszierenden Farbstoffs MitoSOX-Red gelang zhe& Uber den Spiegel (650DCXR) zu
zwei weiteren Spiegeln (440 DCLP und 515 DCXR) letdtendlich zum PMT 3, vor dem ein
Filter (D605/55) zur Einschrdnkung des Signals eeohaltet war. Das Durchlicht des
Mikroskops passierte auch bei diesem Experimenteviglen Spiegel 650 DCXR und wurde
somit zur Myocam-s geleitet. Die Photomultiplierengn das emittierte Licht der
fluoreszierenden (Farb-)Stoffe zugeleitet wurdeekigerten und verstarkten das Lichtsignal und
wandelten es in eine Spannung um, welche wiedemnchddas Fluoreszenz System Interface
(lonOptix) aufgenommen und auf dem Computer im higgen Programm lonWizard
visualisiert wurde. Weiterhin gehérte zum Aufbau dessanlage eine spezielle Vorrichtung
mit Gefallen, welche direkt mit der Messkammer inrbfglung stand. Diese Gefal3e
beinhalteten verschiedene Losungen, die wahrendZdggrens zur Messkammer durch eine
am Mikroskop angebrachte Heizung auf 37 °C erwavartden. Fir jedes Experiment gab es ein
unterschiedliches Messprotokoll. Sowohl fir die Bewy der Autofluoreszenz von
NAD(P)H/FAD, als auch fur die Messung von Superoxidtels MitoSOX-Red, musste zuvor
eine Normaltyrode (N7 und NT;) angesetzt werden. Beide LoOsungen wurden bei
Raumtemperatur mittels 1 M NaOH bzw. 1 M HCL auiesi pH-Wert von 7,4 titriert, bevor
CaChb hinzugegeben wurde. NTwurde fir die Messung der Autofluoreszenz von
NAD(P)H/FAD, NT, fur die Messung von Superoxid herangezogen. Diemidttyroden
unterschieden sich im Wesentlichen nur dadurchs dasNT, keine antioxidativ wirkenden

Substanzen, welche das Messergebnis beeinflusseienyienthalten waren.
3.2.8 Messprotokoll der Fluoreszenz- und Myozytenverkirzmgsexperimente

Jeder Messvorgang begann mit einer 0,5 Hz FeldKtron unter gleichzeitiger Zuleitung der
NT;- bzw. NT- Loésung fir 120 Sek. und sollte die Arbeitslast #@ardiomyozyte unter
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Ruhebedingungen darstellen. Nach Verstreichendére120 Sek. wurde Isoprenalin mit einer
finalen Konzentration von 3x10in die NT-Losung eingewaschen und diente fzadrenergen
Stimulation der Myozyte, welche sich durch Zunahaee Kontraktionsamplitude prasentierte.
Sobald diese Zunahme beobachtet werden konnte evdiedFeldstimulation fur 180 Sek. auf 5
Hz erhdht, um eine physiologische Arbeitslastermghuund Stresssituation fur die
Kardiomyozyte zu simulieren. Nach Ablauf der 18&.Seurde die Stimulationsfrequenz wieder
auf 0,5 Hz zurlckgestellt und um das Isoprenaliszawaschen wieder NT fur 60 Sek. zur
Messkammer zugefihrt. Erst dann erfolgte die Kediing der jeweiligen Messung, welche fur
jedes Experiment unterschiedlich war. So folgte déuswaschen von Isoprenalin bei der
Autofluoreszenzmessung von NAD(P)H/FAD das Zufuhren:

. 5 UM FCCP bis ein stabiles Plateau entstanden ist,
. 4 mM Cyanid bis ein stabiles Plateau entstanden ist
° 10 mM H0O,

FCCP ist ein sogenanntes lonophor und als solchd®mpelt es die mitochondriale ATP-
Synthese vollstdndig von der Elektronentranspaek@teytler & Prichard, 1962), sodass alle
Redoxaquivalente im oxidierten Zustand vorliegem Gegensatz dazu liegen bei der
Anwendung von Cyanid alle Redoxaquivalente im rezhten Zustand vor, da es durch
Hemmung der Cytochrom-c-Oxidase, dem sog. KompMxdér Atmungskette, zu einem
Elektronenstau vor Komplex IV kommt. .8, fuhrt zur vollstindigen Oxidation der
Redoxaquivalente. Sollte es zu einer unterschieelicFluoreszenz von NAD(P)H unter®3
als unter FCCP kommen, so deutet dies auf eineziextiet bzw. fehlende Expression der NNT
hin.

Bei der Messung der Sauerstoffradikale mit MitoSR&d hingegen erfolgte die Kalibrierung
mit 150 uM Antimycin A (gel6dst in Ethanol), einememmstoff der Cytochrom-c-Reduktase
(Teil des Komplex Il der Atmungskette), welcher khentermalRen die mitochondriale
Superoxid-Produktion anregt (Mukhopadhyay et @07). Bei Anwendung von Antimycin A

ware demnach eine maximale Fluoreszenz des Faidbhstoeérwarten gewesen.

Mithilfe der Autofluoreszenzmessung von NAD(P)H/FAar es moglich den sog. Redoxstatus
der Myozyte, der sich aus dem Verhaltnis der Intaten der Fluoreszenz dieser
Redoxaquivalente zueinander ergibt, zu erfasseniid®a hinaus stellt das ratiometrische
Verhaltnis von NAD(P)H/FAD einen aul3erst sensitiRrarameter dar, da es die Elimination von
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Bewegungsartefakten der Myozyten auf die Fluoressemoglicht (Kohlhaas et al., 2010). So
lieBRen sich Ruckschlisse auf die metabolische A&tivder Zelle ziehen, wobei eine
Verschiebung in Richtung Oxidation auf einen erbdhtUmsatz deutet (Skala & Ramanujam,
2010). In Mitochondrien fungiert das vor allem aesn Citratzyklus stammende NADH primar
als Elektronendonator an Komplex | der Atmungskettel besitzt ein Exzitations- bzw.
Emissionsmaximum bei 350 nm bzw. 460 nm. FAD, diekEonenakzeptor, bzw. das damit
indirekt bestimmte FADKL welches ebenfalls aus dem Citratzyklus stammt gedte
Elektronen an Komplex Il der Atmungskette abgibtesitzt ein Exzitations- bzw.
Emissionsmaximum bei 485 nm bzw. 525 nm. Zum Sehdudlgte die wie schon beschriebene
Kalibrierung mit 5 uM FCCP, 4 mM Cyanid und:®, um einen vollstandig oxidierten bzw.

reduzierten Zustand der Myozyte zu erreichen.

Zur quantitativen Bestimmung der Superoxid-Produktivurde der Farbstoff MitoSOX-Red,
welcher sich selektiv in den Mitochondrien anrertheerwendet. Zunachst einmal wurde etwa
1 ml Zellsuspension aus dem Medium im Warmeschranknommen, in ein 2 ml-
Eppendorfgefal Gberfiihrt und fiir 5 min sedimentigrelassen. Der Uberstand wurde daraufhin
abpipettiert und das Gefal? mit 1 ml NAufgefullt. Es wurde 1 pl des Farbstoffs MitoSOXeR
welcher in dem Lésungsmittel Pluronic angesetztdeor war (20 pl Pluronic auf 50 pg
MitoSOX-Red), hinzu pipettiert und anschlieRend &isetwa 20 min liegend und daraufhin fur
etwa 5 min stehend im Warmeschrank inkubiert. Dberstand wurde abpipettiert und nach
Hinzuftigen von 1 ml NTwaren die Zellen bereit fir die Messung.

3.3 Auswertung und Statistik der Messergebnisse

Zur Auswertung der Messergebnisse wurden zunadlestWerte in Microsoft Excel 2010
Ubertragen, gesammelt und sortiert. Die graphidghaestellung erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism Version 6.01.

Die statistische Signifikanz wurde durch einen yoageten t-Test bzw. einer two-way ANOVA-
Analyse mit Bonferroni posttest bestimmt. Stat@tissignifikant waren hierbei diejenigen
Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von< 0,05. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert +/- Standardabweichung des Mittelwe®@&M = Varianz) der jeweiligen Einzelwerte

dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Experimente an isolierten Mitochondrien aus unbehadelten WT und
STAT3-KO Méausen

4.1.1 Respiratorische Messung an isolierten Mitochondrien

Der Sauerstoffverbrauch an den Mitochondrien komithilfe der Clark-Elektrode bestimmt
werden. Exemplarisch sei hier eine Messung danffesenhand derer der Ablauf der
respiratorischen Messung verdeutlich werden sollbb(A 10). Zu sehen st der

Sauerstoffverbrauch in nmol/ml zu den jeweils bastienen Bedingungen (s. Abschnitt 3.2.3).
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Abbildung 10: Exemplarisches Beispiel einer respirrischen Messung mittels Clark Elektrode
Basaler Sauerstoffgehaltmmol/ml ohne Zusatz von Substraten (M) und nactzttiabe von Pyruvat
und Malat als Substrate fur Komplex | der AtmungskeP/M). Stimulierte Respiration nach
Hinzugabe von ADP in aufsteigenden Konzentratiorfen pmol/L), wobei der © Verbrauch
(=Abnahme) bei 1000 pmol/L (= 1 mM) ADP maximal natiliert wurde. Kontrolle der
mitochondrialen Integritat mittels Oligomycin (1y21).

Zunachst wurde der Sauerstoffgehalt in der Messkanohne Zusatz jeglicher Substrate bzw.
Hemmstoffe, der sog. State 1, erfasst (M). Daraufbigte die Hinzugabe der Substrate des
Komplex | der Atmungskette, Pyruvat (5 mM) und Maf{& mM), um den sog. State 2 zu

etablieren (P/M). Anschliel3end wurde ADP in autgeiden Konzentrationen (30 bis 1000 uM)
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hinzugefligt, um eine geringe, mittlere und maxin@éschwindigkeit des Elektronentransports
innerhalb der Atmungskette zu stimulieren. Absdldied wurde nach jeder Messung
Oligomycin, ein Hemmstoff der mitochondrialenF~rATPase, in die Messkammer
hinzugefihrt, wodurch der O/erbrauch trotz der Anwesenheit von ADP inhibmrtrde auf
Werte wie in der Abwesenheit von ADP. Durch diesmtolle konnte der Kopplungszustand
der Atmungskette Uberpruft werden. Abb. 11 stae#t Brgebnisse der respiratorischen Messung
an Mitochondrien aus den WT und STAT3-KO Mausersaslendiagramm dar.
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Abbildung 11: Sauerstoffverbauch isolierter Mitochadrien von postpartalen WT- und STAT3-
KO Mausen ohne Behandlung mit Bromocriptin. Signifikante Unterschiede zwischen WT (n=9)
und STAT3-KO (n=7) traten bei 30 uM ADP und 100 NP auf. *p < 0,05 (Ungepaarter t-Test).
Die Ergebnisse sind dargestellt als MittelwerteSEM.

Hierbei zeigte sich zunachst unter Hinzugabe vanny bzw. Malat (State 2) kein Unterschied
im Verbrauch von Sauerstoff. Erst nachdem ADP hyefilgt wurde, stieg in beiden
Versuchsgruppen der Sauerstoffverbrauch deutli€viawzu cal198 nmol Q/mg Protein*min

in WT und ca.1l42 nmol G/mg Protein*min in STAT3-KO Mitochondrien (1 mM ADP) an.
Wahrend des sog. State 3 ergaben sich signifikdnterschiede zwischen WT und STAT3-KO
Mausen (30 uM ADP74,62WT vs. 54,31 STAT3-KO. 100 uM ADP:117,03WT vs. 80,37
STAT3-KO; p < 0,05), welche allerdings unter derchsihoheren Konzentrationen von ADP

nicht mehr signifikant waren. Nach Anwendung vorng@inycin fiel der Sauerstoffverbrauch
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wieder auf die Ausgangswerte, wie er unter Stae@ingungen lag, ab. Die dabei noch zu

messende Restatmung (State 4) war in beiden Grumgrgleichbar.

Setzt man den Sauerstoffverbrauch im State 3 zuideBtate 2 bzw. State 4 ins Verhaltnis, so
erhalt man den sog. Respiratorischen Kontrollind®XR). Dieser gilt als Mal3 fur die Kopplung
von Elektronentransport und der Oxidativen Phosglesung und gibt Aufschluss tber die
Funktionsfahigkeit von Mitochondrien. Dabei zeigieh unter 100 uM ADP ein signifikanter
Unterschied im RCR zwischen WT und STAT3-KO Maugsiob. 12 A: RCR State 24,35WT
vs.2,29STAT3-KO. Abb. 12 B: RCR State 8;1WT vs.2,76 STAT3-KO; p < 0,005). Generell
sind die RCR-Raten im Vergleich zum WT bei den SBAJO Mausen niedriger.
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Abbildung 12: Respiratorischer Kontrollindex von postpartalen WT und STAT3-KO Méausen
aus dem Verhdltnis (A) State 3/State 2-Respiratiorund (B) State 3/State 4-Respiration.
Mithilfe des RCR lasst sich der KoppelungszustagdMitochondrien erfassen. Dabei ist der RCR
in den STAT3-KO (n=7) Mausen tendenziell geringkr ia der WT-Kontrolle (n=7) und weist
signifikante Unterschiede unter Zugabe von 100 pMPAauf. *p < 0,05 (Ungepaarter t-Test). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +/- SEM

4.1.2 Messung der mitochondrialen Superoxid-Emission

Die Messung von Superoxid erfolgte mit der ESR-8pskopie mit der Substanz CMH, durch
welche sich Radikale detektieren lassen. In Abb.wiRl gemessenes Superoxid in pmol
-Q,’/min zu den bereits beschriebenen Bedingungen aldefdiagramm dargestellt. Dabei

stellte sich heraus, dass im State 2 signifikartim$aiperoxid in den STAT3-KO Mitochondrien
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als in den WT Mitochondrien gemessen werden ko@te5 STAT3-KO vs.6,06 WT; p <
0,05). Der Unterschied war dann jedoch wahrendSdate 3 (100 uM ADP bzw. 1 mM ADP)
und auch nach Gabe von DNP bzw. Antimycin A niclehmsignifikant. Wie zu erwarten stieg
die Superoxidrate in beiden Gruppen gleicherma®emachdem der Entkoppler DNP und der

Hemmstoff des Elektronentransports Antimycin A Aejet worden waren.
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Abbildung 13: Superoxid-Produktion in pmol -O,/min in postpartalen WT- und STAT3-KO
Méausen mithilfe der ESR-Spektroskopie.Unter basaler Respiration, d.h. nach Hinzugabe von
Pyruvat und Malat (State 2) stellte sich ein skgniter Unterschied in der Superoxid-Emission
zwischen WT (n=9) und STAT3-KO (n=7) Mausen dar#p0,05 (Ungepaarter t-Test). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +/- SEM

In Abb. 14 wird zusatzlich die Rate an gemessenepe®xid zum Sauerstoffverbrauch der
Mitochondrien von WT und STAT3-KO Mausen ins Veth&é gesetzt. Dies verdeutlichte die
Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen. $osioere war auch hier die Superoxidrate
bezogen auf die Atmung sowohl im State 2, als ancBtate 3 signifikant hoher in STAT3-KO
(State 20,29STAT3-KO vs.0,2WT. 100 uM ADP0,18STAT3-KO vs.0,05WT; p < 0,05).

52



Ergebnisse

— WT n=9
== STAT3-KO n=7

*

1

o
'y

o
w
1

(pmol O,-/min) /
(nmol O,/mgProtein)
=] =]
- N

o
o
l

Abbildung 14: Superoxid-Produktion im Verhaltnis zum Sauerstoffverbrauch in (pmol

O, /min)/(nmol O,/mg Protein) in postpartalen WT und STAT3-KO Mausen Die STAT3-KO
(n=7) M&use wiesen im Vergleich zur WT-Kontrolle=Q) eine sowohl im State 2, als auch im State 3
bei 100 uM ADP signifikant hohere Superoxid-Produkim Verhaltnis zum Sauerstoffverbrauch auf.
*p < 0,05 (Ungepaarter t-Test). Die Ergebnisse siagjestellt als Mittelwerte +/- SEM.

4.1.3 Fluorometrische Messung der mitochondrialen Wassetsffperoxid (H20y)-

Emission

Mithilfe des fluoreszierenden Farbstoffes Amplex®alRed (AUR) konnte die #D,-Emission
aus Mitochondrien von WT und STAT3-KO M&ausen quanért werden. Wie Abb. 15 zeigt,
zeichneten sich deutliche Unterschiede sowohl iateS2 {9,55WT vs.16,86 STAT3-KO; p <
0,05), als auch im State 3, und hier vor allemHhidieren ADP-Konzentrationen, zwischen den
untersuchten Versuchsgruppen ab (300 uM ADR16WT vs.13,52STAT3-KO. 1 mM ADP:
14,03 WT vs. 10,44 STAT3-KO; p < 0,05). Demzufolge bestand bei den-K@&usen im
Vergleich zu den WT Mausen eine Tendenz zu gerergesO,-Emission. Weiterhin ist zu
erkennen, dass die ;8,-Emission mit steigenden ADP-Konzentrationen abfalNas sich
dadurch erklaren lasst, dass die Entstehung von iRO&idierten Zustand der ETC zunachst
verringert wird. Wie zu erwarten stieg nach Hingdii des mitochondrialen Entkopplers DNP
in beiden Gruppen die Menge an,®4 an, es zeigten sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 15: H,0,-Gehalt in pmol/mg*min in WT und STAT3-KO Mausen. In den STAT3KO
Mausen (n=7) wurde im State 2 und im State 3 beeijs 300 uM und 1mM ADP signifikant weni
H.O, gemessen als in der WT-Kontrolle (n=9). *p < 0{@fngepaarter Fest). Die Ergebnisse si
dargestellt als Mittelwerte +/- SEM.

Auch im Rahmen der Quantifizierung von®3 wurden die Ergebnisse des®3-Emission in
Relation zum Sauerstoffverbrauch der Mitochondriien WT und STAT3-KO gesetzt, um zu
sehen, wie sich der Redoxstatus der ETC auf diduRtmn von HO, auswirkt, wodurch sich
die folgenden in Abb. 16 dargestellten Verhéltnissgaben. Wahrend die absoluten Werte fur
den in Abb. 15 dargestellten,®,-Gehalt in den Mitochondrien noch in beiden Grupjpan
State 2 signifikant unterschiedlich waren, so wadlese Unterschiede relativ zur Atmung der
beiden Versuchsgruppen aufgehoben. Ganz im Gegestdkienen die STAT3-KO Mause
signifikant mehr HO, pro nmol Q/mgProtein zu emittieren als ihre WT-Geschwistegti€80
UM ADP: 0,36 STAT3-KO vs.0,25 WT. 100 uM ADP:0,29 STAT3-KO vs.0,16 WT; p <
0,05). Diese sich deutlich abzeichnenden Unterdehiblieben bis zur hdchsten ADP-

Konzentration erhalten, jedoch waren sie bei 300yl 1 mM ADP nicht mehr signifikant.
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Abbildung 16: H,O,-Emission im Verhaltnis zum Sauerstoffverbrauch in(pmol H,O./mg
Protein/min)/(nmol O./mgProtein) in WT und STAT3-KO Mausen. Das Verhéltnis der $D,-
Emission zum Sauerstoffverbrauch zeigt in STAT3-K@usen (n=6) deutlich hohere Werte im
State 3 bei jeweils 30 uM und 100 uM ADP als in\d&r-Kontrolle (n=8). *p < 0,05 (Ungepaarter
t-Test). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mitegte +/- SEM

Zusammenfassend konnte also bei den STAT3-KO MausenTendenz zu einer hdheren
absoluten Superoxid-Produktion einerseits, undremnedrigeren HO,-Generierung anderseits,
beobachtet werden. Um diese Beobachtung zu veicteanl wurden die Ergebnisse desQF
und -Q-Messungen zueinander ins Verhaltnis gesetzt uridchen beiden Versuchsgruppen
miteinander verglichen. Da das in den Mitochondriemfallende Radikal - von sog.
Dismutasen, speziell der in Mitochondrien vorkomdemn manganhaltigen Superoxidismutase
(Mn-SOD) in einer enzymatischen Reaktion zitOFlumgewandelt wird (Abb. 17), spiegelt der
Quotient zwischen pD./- O, die Aktivitat der Mn-SOD wider. Gemessen an died&rhaltnis

ist die Aktivitat der Mn-SOD in Mitochondrien def&T3-KO Mause signifikant geringer als in
denen der WT Mause (Abb.18).

SOD

Abbildung 17: Reaktionsgleichung zur Darstellung de Dismutation von Superoxid <O, und
Wasserstoff H+ zu Wasserstoffperoxid HO, und Sauerstoff G durch die mitochondriale Mn-
SOD.
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Abbildung 18: Verhdaltnis von H,O, zu -Q, als Marker fir die Mn-SOD-Aktivitat in
Mitochondrien von WT und STAT3-KO Mausen. In STAT3-KO Mausen (n=7) ist die Aktivitat der
Mn-SOD im Vergleich zur WT-Kontrolle (n=9) deutlidowohl unter basaler Respiration im State 2,
als auch im State 3 bei 100 uM und 1 mM ADP hemetgiliert. *p < 0,05 (Ungepaarter t-Test). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +/- SEM

4.2 Experimente an isolierten Mitochondrien aus WT und STAT3-KO

Mausen nach Behandlung mit Bromocriptin

4.2.1 Respiratorische Messung an isolierten Mitochondrien

Abb. 19 stellt die Ergebnisse der respiratoriscM#ssung an Mitochondrien aus den mit
Bromocriptin behandelten WT und STAT3-KO Mausen&#silendiagramm dar. Wie darauf zu
erkennen ist, zeigten sich keine signifikanten thdieiede zwischen behandelten WT und
STAT3-KO Mausen. Der Sauerstoffverbrauch im Statev& in beiden Versuchsgruppen
anndhernd vergleichbaB4,64 WT+B vs. 39,32 STAT3-KO+B) und stieg im State 3 unter
steigender ADP-Konzentration gleichermafl3en an, webeunter 1 mM ADP maximal war
(233,22WT+B vs.280,03STAT3+B).
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Abbildung 19: Sauerstoffverbauch isolierter Mitochandrien von postpartalen WT- und STAT3KO
Mausen nach Behandlung mit Bromocriptin. Es stellten sich keine signifikantednterschiec
zwischen WT (n=5) und STATBO (n=5) Mausen heraus. Der Sauerstoffverbrauclmn feehandlun
mit Bromocriptin war in beiden Gruppen annaherrelayi. Bromocriptin wurde 7 Tage vor bis 14 1
nach ieweils ieder Entbinduna verabreiDie Eracbnisse sind daraestellt als Mittelwerte- SEM.

Der Respiratorische Kontrollindex der behandeltefh Wid STAT3-KO Mause zeigte folglich
auch keine signifikanten Differenzen, die Werte deiden Versuchsgruppen waren sowohl fur
den RCR State 2, als auch fur den RCR State 4 anmdilgleich (Abb. 20 A,B).
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Abbildung 20: Respiratorischer Kontrollindex von postpartalen WT und STAT3-KO Mausen
nach Behandlung mit Bromocriptin aus dem Verhaltnis(A) State 3/State 2-Respiration und (B)
State 3/State 4-RespirationEs stellten sich keine signifikanten Unterschiedésehen WT (n=5)
und STAT3-KO (n=5) Mausen heraus. Die Ergebnisse dargestellt als Mittelwerte +/- SEM.

In Abb. 21 A wird die Respiration der behandeltexd uler unbehandelten WT-Versuchsgruppe
im direkten Vergleich dargestellt. Dabei zeigt skain statistisch signifikanter Unterschied in
der Atmungskapazitat. Im Gegensatz dazu ergabdn sgnifikante bzw. hochsignifikante
Unterschiede zwischen den behandelten- gegenulremudeehandelten STAT3-KO Méausen,
welche in Abb. 21 B dargestellt werden. Dabei zedje mit Bromocriptin behandelte STAT3-
KO Gruppe im State 3 deutlich gesteigerte Respinataten als die unbehandelte
Vergleichsgruppe (1 mM ADR280,03STAT3-KO+B vs.142,46STAT3-KO).
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Abbildung 21: Sauerstoffverbrauch isolierter Mitochondrien von postpartalen WT- und STAT3-

KO Mausen nach Behandlung mit Bromocriptin. Der Sauerstoffverbrauch von unbehandelten WT
(n=9) im Vergleich zu den behandelten WT (n=9) Mgiugeigte keine signifikanten Unterschiede
(A). Der Vergleich zwischen unbehandelten STAT3-K&7) und behandelten STAT3-KO (n=5)
Mausen ergab im State 3 signifikante Unterschi®)e p < 0,05 (Two-way-Anova). **p < 0,005
(Two-way-Anova). Die Ergebnisse sind dargestefitMlittelwerte +/- SEM.

4.2.2 Messung der mitochondrialen Superoxid-Emission

Bei der Messung von Superoxid mittels ESR-Spektpikin behandelten WT und STAT3-KO
Mausen kristallisiert sich bisher nur eine Tendenzerhdhter Superoxid-Emission in STAT3-
KO Mausen im State 2 heraus, jedoch kénnen beigdgeingen n-Zahl keine deutlichen
Unterschiede, insbesondere im physiologisch relevaBereich (100 uM, 1 mM) ausgemacht
werden (Abb. 22). Im State 3 gleichen sich die z@euppen hinsichtlich der Superoxid-

Emission wieder aneinander an. Nach Hinzugabe WR [@urde ebenso vermehrt Superoxid in
STAT3-KO Méausen als in der WT-Kontrolle gemessehl{A22 A).
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Abbildung 22: Superoxid-Produktion in pmol -O,/min (A) und Superoxid-Produktion im
Verhéltnis zum Sauerstoffverbrauch in (pmol -Q~ /min)/(nmol O,/mg Protein) (B) in
postpartalen WT- und STAT3-KO Mausen nach Behandlug mit Bromocriptin. Erste Daten zur
Superoxid-Emission in behandelten WT (n=2) und STAXD (n=1) Mausen zeigen eine Tendenz
zu mehr Superoxid in STAT3-KO Mausen unter badakspiration im State 2, welche sich im State
3 an die Menge in der WT-Kontrolle angleicht. Dig#t sowohl fur die absolute Superoxid-
Produktion (A), als auch fir die Superoxid-Prodoitim Verhaltnis zunSauerstoffverbrauch (B).
Die Ergebnisse sind dargestellt als MittelwerteSEM.

4.2.3 Fluorometrische Messung der mitochondrialen Wassetsffperoxid (H20y)-
Emission

Es ergaben sich keine Unterschiede in dgbHEmission zwischen Bromocriptin-behandelten
WT und STAT3-KO Mausen (Abb. 23 A). Die Menge agOxwar sowohl im State 2 als auch
im State 3 in beiden Gruppen auf demselben Nivealstieg unter DNP-Gabe gleichermal3en
an. Auch die zuvor in unbehandelten Tieren gemessddnterschiede zwischen WT und
STAT3-KO waren aufgehoben. Das Verhéltnis vonOH zur Respiration (Abb. 23 B)
veranschaulicht, dass die gréf3te Menge g;hbro &, Verbrauch wéahrend des State 2 entsteht
(0,4 WT+B vs.0,29 STAT3-KO+B) und dass sie mit steigender ADP-Korteagion, und damit
einhergehendem schneller ablaufendem Elektronesgoahimmer weiter abnimmt, sodass sie
bei 1 mM ADP den niedrigsten Wert erreic@fQ5WT+B vs.0,04 STAT3-KO+B).
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Abbildung 23: H,O,-Gehalt in pmol/mg*min (A) und H,O,-Emission im Verhdltnis zum
Sauerstoffverbrauch in (pmol H,O,/mg Protein/min)/(nmol O,/mgProtein) (B) in WT und
STAT3-KO Méausen nach Behandlung mit Bromocriptin. Die H,O,-Messung in behandelten WT
(n=5) und STAT3-KO (n=4) Méausen erbrachte keinaifigpnten Unterschiede. Die Ergebnisse sind

dargestellt als Mittelwerte +/- SEM.
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4.3 Fluoreszenz- und Zellverkiirzungsexperimente an unb®ndelten
STAT3-KO und WT Mausemyozyten

4.3.1 Zellverklirzungsmessungen

Anhand der Aufzeichnung der Zellverkirzungsmessangder lonOptix-Anlage mit dem
dazugehorigen Computerprogramm war es moglich dietidktilitdét der Myozyten zu jedem
beliebigen Zeitpunkt des Experiments zu analysieMfir entschieden uns fur vier feste
Zeitpunkte, zu denen wir die Kontraktionen der Myten der eingangs beschriebenen
Versuchsgruppen hinsichtlich bestimmter Merkmale, ich Folgenden naher erlautert werden,

verglichen:

1. 10 — 15 Kontraktionen nach ca. 100 Sek. unteicigteitigem Zufluss von NIL6sung

und einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz

2. Die letzten 3 Kontraktionen unter gleichzeitigefufluss von NT-Losung und
Isoprenalin (30 nM) wund einer Stimulationsfrequenzon 0,5 Hz, wobei die
Kontraktionsamplitude der Myozyte durch dprAdrenorezeptor-Agonisten Isoprenalin schon
sichtbar vergroRRert sein sollte

3. Die letzten 10 — 15 Kontraktionen vor Beendigdeg5 Hz Belastungs-Phase

4. 10 Kontraktionen ca. 60 Sek. nach Senkung denu&ttion auf die Ausgangsfrequenz

von 0,5 Hz, wobei nur NfFLOsung hinzugegeben wurde, um das Isoprenalinuaveschen.
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Abbildung 24: Parameter der Zellverkirzung von WT (n=19) und STAT3-KO (n=16). A
Systolische bzw. diastolische Sarkomerlan@e.Fraktionelle Zellverkirzung.C Zeit bis zur
maximalen Verkiirzung der MyozytB. Zeit bis zur 50%- bzw. 90%-Relaxation. Keine sitkaihten
Unterschiede innerhalb der ersten Versuchsgruppechen WT und STAT3-KO Mausen. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +/- SEM

Gegenstand der Zellverkirzungsuntersuchungen waggrerseits die systolische bzw.

diastolische Sarkomerlange, sowie die fraktioneBarkomerverkirzung, aber auch die
Zellverkirzungszeit (Zeit zum Maximum; ,Time-to-R¢awelche die Zeit bis zur maximalen

Verkirzung der Myozyte wiedergibt und ebenso dig His zur 50-prozentigen, bzw. bis zur 90-
prozentigen Relaxation. Dabei zeigte sich, daser®n signifikanten Unterschied in weder der
systolischen, noch der diastolischen Sarkomerlaraygschen den peripartalen und

unbehandelten STAT3-KO und den WT Mausemyozyteh(gibb. 24 A).

Die fraktionelle Zellverkirzung (Abb. 24 B) nimmt beiden Gruppen gleichermalRen stetig zu
und erreicht nach Zuftihren von Isoprenalin ihr Maoam. In Abb. 24 C wird die Time-to-Peak
(TTP) zu allen vier Zeitpunkten des Messprotokalésgestellt, wobei sich kein signifikanter
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Unterschied in der Zeit bis zur maximalen Kontraktzwischen STAT3-KO und WT Myozyten
ergab. Beide Gruppen zeigten auch annahernd gl¥udree flr die Zeit bis zur 50-prozentigen,
bzw. bis zur 90-prozentigen Erholung (RT) (Abb.2¢4

4.3.2 Messung des Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(Pund FADH./FAD

5 Hz Isoprenalin
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Abbildung 25: Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(P), FADH./FAD in WT (n=27) und STAT3-KO
(n=18). Angaben in Prozent der am Ende jeder Messung m@FR;Cyanid und kD, kalibrierten
NAD(P)H- und FAD-Gesamtmenge. Der Redoxstatus ki@l in beiden Gruppen auch unfer
adrenerger Stimulation mittels Isoprenalin konst&stbestehen keine signifikanten Unterschiede. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +/- SEM

Bei den Autofluoreszenzmessungen von NAD(P)H/FADrdea die Myozyten beider
Versuchsgruppen hinsichtlich ihres Redoxstatusinateler verglichen. Dieser war wahrend des
gesamten Messprotokolls in STAT3-KO und WT Myozysenwohl fir NAD(P)H, als auch fur
FAD nicht unterschiedlich (Abb. 25). Die Werte fdie Autofluoreszenz von NAD(P)H bzw.
FAD waren relativ konstant (NAD(P)H c@0% fir WT und STAT3-KO. FAD ca30% fur WT
und STAT3-KO), wobei die NAD(P)H-Autofluoreszenzten5 Hz und Isoprenalin fur beide
Gruppen gleichermalRen geringfligig anstieg, wéahrehel FAD-Autofluoreszenz keine
Veranderung zeigte. In Abb. 26 ist zusatzlich dash¥ltnis von NAD(P)H/FAD als sensitiver
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und ratiometrischer Index des mitochondrialen Rethins dargestellt, welches eine transiente
Verschiebung in Richtung Reduktion wahrend erhthAebeitslast zeigt. Auch in dieser
Darstellung zeigt sich jedoch kein Unterschied de®chondrialen Redoxstatus in Myozyten
von peripartalen WT und STAT3-KO Méausen.

5 Hz Isoprenalin
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Abbildung 26: Verhéaltnis von NAD(P)H zu FAD' als ratiometrischer Indikator des
mitochondrialen Redoxstatus in WT (n=27) und STAT3KO (n=18). Unter basalen Bedingungen
bei 0,5 Hz konstante Ratio. Unter erhohter Arbed#isibei 5 Hz geringgradige Reduktion des
Redoxstatus. Keine signifikanten Unterschiede ZwaacWT und STAT3-KO. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwerte +/- SEM.

4.3.3 Messung der mitochondrialen Superoxid-Produktion

Abb. 27 prasentiert die Messergebnisse als Fluergsatensitat (F) zum jeweiligen Zeitpunkt
der Messung im Verhaltnis zur Ausgangsfluoreszeamsitat (I;) zu Beginn der Messung, unter
den in der Abbildung gekennzeichneten BedingunBatei scheinen sich WT und STAT3-KO
Myozyten hinsichtlich der Superoxid-Produktion un@®5 Hz Stimulationsfrequenz zunachst
einmal nicht zu unterscheiden. Auch nach ErhéhuergStimulationsfrequenz auf 5 Hz konnte
kein signifikanter Unterschied in der Netto-SupedeRroduktion festgestellt werden. Etwa 90
Sek. nach Arbeitslasterhhung zeigte sich ledighicke geringgradige Tendenz zu einer héheren
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Superoxidproduktion in den STAT3-KO Myozyten, diechs allerdings wéahrend der
Auswaschphase des Isoprenalins unter 0,5 Hz Stilontdrequenz wieder an die Rate der

Superoxidproduktion in WT Myozyten anglich.
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Abbildung 27: Mitochondriale Superoxid-Produktion gemessen mit dem Farbstoff MitoSOX-Red

in isolierten Kardiomyozyten von WT (n=30) und STAT3-KO Mausen (n=14).Die gemessene
Superoxid-Rate war in WT und STAT3-KO vergleichls®ipst unter Erhéhung der Arbeitslast bei 5 Hz
und gleichzeitiger Infusion von Isoproterenol (3%M). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte
+/- SEM.

4.4 Fluoreszenz- und Zellverkirzungsexperimente an STA3-KO und WT

Mausemyozyten nach Behandlung mit Bromocriptin

4.4.1 Zellverkiirzungsmessungen

Die Zellverkirzungsmessungen an den mit dem Dopd&giRezeptor-Agonisten Bromocriptin
behandelten WT und STAT3-KO Mausemyozyten ergabexdew fir die systolische bzw.
diastolische Sarkomerlange, noch fiur die fraktin&ellverkiirzung signifikante Unterschiede
(Abb. 28 A,B).
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Abbildung 28: Parameter der Zellverkiirzung von WT + B (n=16) und STAT3-KO + B (n=20).
A Systolische bzw. diastolische SarkomerlanBeFraktionelle ZellverkiirzungC Zeit bis zur
maximalen Verkirzung der MyozytB. Zeit bis zur 50%- bzw. 90%-Relaxation. Keine sitgaihten
Unterschiede innerhalb der zweiten Versuchsgrupgechen WT und STAT3-KO Mausen nach
Behandlung mit Bromocriptin. Die Ergebnisse sindhdatellt als Mittelwerte +/- SEM.

Die WT Myozyten tendierten unter erhohter Arbegslaind Isoprenalin langer bis zur
maximalen Kontraktion zu brauchen, als die STAT3-KAyozyten, dieser Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 28 Cudh bei der Zeit bis zur 50-prozentigen bzw.
90-prozentigen Erholung traten keine wesentlichemteléchiede zwischen beiden
Versuchsgruppen auf (Abb. 28 D).

4.4.2 Messung des Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(Pund FADH,/FAD

Hinsichtlich des Redoxstatus der behandelten Vesyrappen ergaben sich keinerlei

signifikante Unterschiede. Dieser zeigte allerdinges Gegensatz zur unbehandelten
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Versuchsgruppe im Verlauf eine leichte Tendenz @uidation, welche insbesondere unter
erhohter Arbeitslast und Isoprenalin zunahm (Alsh.AD(P)H ca.60% fur WT und STATS3-
KO. FAD ca.35% fur WT und STAT3-KO).
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Abbildung 29: Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(P), FADH,/FAD in WT + B (n=10) und STAT3-
KO + B (n=16). Geringgradige Tendenz zur Oxidation unter erhtArdeitslast bei 5 Hz in beiden
Gruppen. Keine signifikanten Unterschiede zwisciéh und STAT3-KO Mausen nach Behandlung
mit Bromocrintin.Die Eraebnisse sind daraestellt als Mittelwert- SEM.,

Im weiteren Verlauf erfolgte in beiden Versuchsgremp gleichermal3en nach Beendigung der 5
Hz Sequenz die Regeneration der Redoxaquivalem#ass sich die Werte wieder den
Ausgangswerten anglichen (NAD(P)H @&% fur WT und STAT3-KO. FAD ca28% fur WT
und STAT3-KO).

Das ratiometrische Verhaltnis von NAD(P)H/FAD, destellt in Abb. 30, verdeutlicht diesen
oxidierten Redoxzustand wahrend der Einwaschphasdstprenalins und des Stressprotokolls
und die darauffolgende Erholung der Redoxaquiveleltsgesamt ergab sich auch hier kein
Unterschied zwischen behandelten WT und STAT3-K@&en.
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Abbildung 30: Verhdltnis von NAD(P)H zu FAD als ratiometrischer Indikator des
mitochondrialen Redoxstatus in WT+B (n=10) und STAB-KO+B (n=16). Geringgradige Tendenz
zur Oxidation unter erhdhter Arbeitslast bei 5 Keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und
STAT3-KO nach Behandlung mit Bromocriptin. Die Bogesse sind dargestellt als Mittelwerte +/-
SEM.

4.4.3 Messung der mitochondrialen Superoxid-Produktion

Auch die Gruppe der behandelten WT und STAT3-KO kyen wurde auf die Produktion von
Superoxid untersucht. Bei der Messung der mitochaleh Superoxid-Produktion mit dem

Farbstoff MitoSOX-Red gemal’ vorher beschriebeneotoRoll konnten keine Unterschiede
zwischen den behandelten WT und STAT3-KO Mausetgdéstellt werden (Abb. 31). Die

Fluoreszenzintensitat (F) blieb wahrend des gesarMessprotokolls weitgehend konstant.
Uberraschenderweise anderte sich diese auch mot erhohter Arbeitslast (farbig unterlegtes
Areal in der Abbildung).
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Abbildung 31: Mitochondriale Superoxid-Produktion in isolierten Kardiomyozyten von WT+B
(n=13) und STAT3-KO+B Mausen (n=9) nach Behandlungnit Bromocriptin. Es stellten sich
keine Unterschiede nach der Behandlung mit Brorptinrzwischen WT und STAT3-KO dar. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +/- SEM

In Abbildung 32 wurden jeweils die unbehandelten lbehandelten Mause einer Gruppe zur
besseren Beurteilbarkeit des Bromocriptin-Effeleégea@ntbergestellt. Auch hierbei zeigten sich

allerdings keine statistisch signifikanten Unteredp.

70



Ergebnisse

A
Isoprenalin (3x10°M)

2.0+ : ;
— WTn=30:
WT+B n=13

S 1.5 f f
c
x
O
(72}
2
= 0.5

0.0 —— . i

0 100 200 300

Zeit (s)

5,0 Hz
0,5 Hz

— STAT3-KO n=14
STAT3-KO+B n=9

100 200 300
Zeit (s)

Abbildung 32: Mitochondriale Superoxid-Produktion in isolierten Kardiomyozyten von A WT
(n=30) und WT+B (n=13) und B STAT3-KO (n=14) und SRAT3-KO+B (n=9). Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisad dargestellt als Mittelwerte +/- SEM.
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5 Diskussion

5.1 Auswirkungen des STAT-3-Knockouts auf die mitochondale Energetik

und ATP-Produktion bei postpartalen Mausen

Eine Abhangigkeit der mitochondrialen Funktion \a@m myokardialen Protein STAT3 konnte
mittlerweile in mehreren Studien gezeigt werderledloran zeigte die Arbeit von Wegrzyn et
al. eine signifikant reduzierte State 3 Atmungsalierten Mitochondrien aus pro-B-Zellen von
STAT3-KO Mausen in einem Alter von 8 Wochen. Dumén Einsatz komplexspezifischer
Substrate bei der Atmungsmessung an Mitochondrieh durch Enzymaktivititsmessungen
konnte bei Wegrzyn et al. die verschlechterte Raspn auf die Komplexe | und II der

Atmungskette zurtickgefuihrt werden. Diese war bei Werwendung von Substraten fir
Komplex | um 70% und fir Komplex Il um 50% verrimgeZu ahnlichen Ergebnissen kam es
auch bei Boengler (2010) und Elschami et al. (20di®) beide eine verringerte State 3 Atmung
an isolierten Mitochondrien gemessen haben, wobeEkschami et al. die Aktivitat aller vier

Komplexe der Atmungskette reduziert vorlagen undBmoengler et al. vor allem Komplex | in

seiner Funktion beeintrachtigt zu sein schien.

Eine funktionelle Analyse an Mitochondrien von pastalen Mausen mit einem STAT3-KO
wie wir sie durchgefuhrt haben wurde bisher nocthinivorgenommen. In der Arbeit von
Hilfiker-Kleiner et al. (2007) konnten als Zeicheder Hypoxie deutlich verringerte

Konzentrationen der energiereichen Phosphate ATIPAIDP und eine erhdhte Expression von
HIF-1a (hypoxia inducible factord) in Kardiomyozyten von postpartalen STAT3-KO Mause
festgestellt werden. Die Ergebnisse unserer Expmarien an isolierten Mitochondrien von
postpartalen STAT3-KO Mausen sind in Bezug auf demringerten ADP-induzierten

Sauerstoffverbrauch deckungsgleich mit den zuvavaknten. Dabei konnten wir bei der
Verwendung von Komplex-I-Substraten eine verringestate 3 Atmung in den STAT3-KO

Mausen im Vergleich zu den WT Geschwistertiereristeen, der auch bei uns auf einen

Defekt an Komplex | hindeuten konnte.

Ein derartiger Unterschied in der mitochondrialdmAng kénnte zu einer Beeintrachtigung der
elektromechanischen Kopplung in den Kardiomyozytdiihren, da die grof3ten

energiekonsumierenden Prozesse, zum einen di&aBhangige Myosin ATPase und zum
anderen samtliche lonen-ATPasen, sehr sensibeVatdnderungen der ATP-Konzentration

reagieren und eine verringerte’G8eladung des SR zur Folge haben kénnten (Bald0g),
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aus der wiederum Anderungen im Kontraktionszykles Myozyten resultieren wiirden. Unsere
Experimente an intakten Kardiomyozyten haben ahgslkeine signifikanten Unterschiede in
den Zellverkirzungsparametern zwischen STAT3-KO WAdMausen gezeigt, sodass sich hier
eine Diskrepanz zwischen den Resultaten aus deeriaxgnten an den isolierten Mitochondrien
einerseits und denen an intakten Kardiomyozyten emangeits ergibt. Die akute
Verschlechterung der Respiration in den Mitochagrdidnnte sich jedoch auch erst im Verlauf
auf die zellulare Ebene niederschlagen, sodass nderéngen in der Kontraktilitat der
Myozyten noch im Langzeitverlauf folgen kdnnten. Eericksichtigen ist auf3erdem, dass der
Phanotyp der STAT3-KO Mause teilweise heterogen ggusigt war (personliche
Kommunikation mit Prof. Dr. Hilfiker-Kleiner). Dies unterschiedlich ausgepragte Phanotyp
der PPCM konnte weiterhin zu den scheinbar widédpichen Ergebnissen beitragen. Ferner
muss  bertcksichtigt  werden, dass die apoptotischéviyozyten bei  den
Zellverkirzungsexperimenten nicht verwertet wordemd, sondern nur die intakten
kontrahierenden Myozyten ausgewahlt wurden. Da Kadiomyozyten im Rahmen der
Zellverkirzungsexperimente im Vergleich zur in visiuation einer eher geringeren Arbeitslast
ausgesetzt waren, kann es auch durchaus seinsitassierbei noch keine schwerwiegende
Beeintrachtigung der Kontraktilitdt manifestiertthBes Weiteren gilt es zu berilcksichtigen,
dass sich die isolierten Mitochondrien in keinemygblogischen Kontext befanden, d.h.
samtliche Interaktionen zwischen ihnen und weiteZetibestandteilen und der Einfluss des
zellularen lonenhaushalts auf die Mitochondrierg wiB. der N¥Ca&*-Haushalt, welcher sich
im Rahmen der Herzinsuffizienz auf Grund einer btao intrazellularen NaKonzentration

stark verandert, nicht beriicksichtigt werden konnte

In unseren Vorarbeiten wurden ahnliche Untersucbongurchgefihrt, jedoch nicht an
postpartalen, sondern an basaterlipara STAT3-KO Mausen (Stapel et al., 2016). Dabei
stellten sich entgegen der Ergebnisse der eingasmggihnten Arbeiten an isolierten
Mitochondrien weder bei der respiratorischen Untelnsing der Mitochondrien, noch an den
isolierten Kardiomyozyten Differenzen zwischen wstgessten STAT3-KO und WT Mausen
heraus. Dies passt auch zu den Befunden von HilKkeiner et al. (2007), die bei den basalen
STAT3-KO Mausen Kkeine erhohte Mortalitait oder Awchen einer beginnenden
Herzinsuffizienz zeigen konnten. Auch die stéchibmeehe Analyse von Phillips et al., die eine
relevante Interaktion von STAT3 mit Komplex | und &ufgrund einer zu geringen
Konzentration von STAT3 in den Mitochondrien unwsdireinlich macht, unterstitzt die

Ergebnisse von J.A. Saar. Phillips et al. schatienabsolute Menge von STAT3 auf etwa
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1:1C/mg Protein, was der ublichen Konzentration vonluklen Transkriptionsfaktoren
entspricht (EIf et al., 2007). Daher wird auch amgamen, dass die durch STAT3 verursachten
Veranderungen nicht auf direkter Protein-Proteiiedaktion, sondern vielmehr auf
transkriptioneller Ebene und tber die Aktivieruriigm@nativer Signaltransduktionswege basieren,
die bisher noch Gegenstand aktueller Forschungeh(Bhillips et al., 2010).

Dass sich dennoch in unseren Versuchen mit poatpar6TAT3-KO Mausen eine signifikant
reduzierte Atmung im Vergleich zum WT darstellteygs nicht im Widerspruch zu den Arbeiten
von Saar und Phillips et al. stehen. Der wohl besteiste Unterschied zwischanllipara und
postpartalen STAT3-KO Mausen besteht, neben deduge der Schwangerschaft auftretenden
u.a. hamodynamischen Veranderungen, in dem vererehforkommen des proteolytischen
Enzyms Cathepsin D (Hilfiker-Kleiner et al., 200Welches durch in der Abwesenheit von
STAT3 gesteigerten oxidativen Stress aus den Lysemoins Zytosol der Kardiomyozyten
freigesetzt wird (Corbacho et al., 2002; Roberglget1998) und hauptsachlich fur die Spaltung
des Prolaktins in das 16-kDa-PRL verantwortlich. iBtieses maladaptive 16-kDa-PRL-
Spaltprodukt fuhrt in Endothelzellen zu Apoptosel lnemmt deren Proliferation, sodass es zu
einer relevanten Beeintrachtigung der kardialen rbkkulation kommt. Zudem wurde
mehrfach gezeigt, dass auch STATS3 kritisch an degidgenese im Herzen beteiligt ist (Bartoli
et al., 2003; Hilfiker-Kleiner, 2004; Osugi et ak002). So kam es in basalen STAT3-KO
Mausen bereits unmittelbar postnatal zu einer redien Vaskularisierung, welche auch im
Verlauf nach 8 — 12 Wochen deutlich geringer ausigipvar als in der WT Kontrollgruppe. In
postpartalen STAT3-KO Mausen kann es schlief3lich, slass die Mikrozirkulation nicht nur
durch das maladaptive 16-kDa-PRL, sondern auchhddas Fehlen von STAT3 massiv
beeintrachtigt wird. Gerade in der Schwangerschafte/. Perinatalperiode, in der das Herz als
Reaktion auf die veranderten hdmodynamischen Badmen eine physiologische Hypertrophie
entwickelt (Hudlicka et al.,, 1996), ist eine ausheinde Angiogenese essenziell, um den
Herzmuskel mit ausreichend Sauerstoff und Substrate versorgen. Wird dies nicht
gewahrleistet, so kann es folglich Uber die redtzieBereitstellung von Substraten und
Redoxaquivalenten an der Atmungskette zu einer b$etaung der mitochondrialen Funktion
bzw. der einzelnen Komplexaktivitaiten kommen, wié \Wwei unserer polarographischen

Atmungsmessung feststellen konnten.
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5.2 Auswirkungen des STAT3-Knockouts auf die mitochondiale ROS-

Emission

Es ist bekannt, dass wahrend der Schwangerschafiehet oxidativer Stress entsteht, der
Ublicherweise mit einer entsprechenden Heraufreguiig antioxidativer Enzyme einhergeht
und dass diese besonders stark in der postpaRalese bei gesunden Frauen ansteigen (Toescu
et al., 2002). Hierbei wird die Notwendigkeit detdguaten Elimination von ROS fir einen
komplikationslosen Verlauf der Schwangerschaft ldgut Bei Frauen mit PPCM konnten im
Serum erhohte Level von oxidiertem LDL als Zeicliénoxidativen Stress (Weinbrenner et al.,
2003) nachgewiesen werden (Hilfiker-Kleiner et &007). Dartber hinaus haben Hilfiker-
Kleiner et al. einerseits eine reduzierte mRNA-Egsion und eine verringerte Protein-
Konzentration des mitochondrialen antioxidativenzyins Mn-SOD und andererseits eine

verstarkte ROS-Produktion im linken Ventrikel voAREM-Patientinnen feststellen kdnnen.

Unsere Experimente an isolierten Mitochondrien pastpartalen STAT3-KO Mausen zeigen in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Hilfikeakteine besonders im State 2 signifikant
hohere Superoxid-Konzentration und auch unter AlRizierter Respiration die Tendenz zu
mehr Superoxid als in der WT-Kontrollgruppe. Dags Superoxid-Konzentration vor allem im
State 2 deutlich hoher ausféllt, lasst sich dadwedtiaren, dass die ETC bei ausreichend
vorhandenen Substraten, jedoch in Abwesenheit v, ,Alber ein hohes Redoxpotential
verflgt und dabei wie schon eingangs beschriebe®@S-Produktion an der ETC umso hdher
ist (Chen et al., 2003), da kein koordinierter Elekentransport stattfindet, sondern Elektronen
in diesem Zustand unkoordiniert mit molekularem e3saioff reagieren kdnnen (Murphy, 2009;
Nickel et al., 2014). Die relative Superoxid-Konzation im Verhaltnis zur Respiration war in
STAT3-KO Mausen nicht nur im State 2, sondern aaclstate 3 unter Hinzugabe von 100 uM
ADP, einer Konzentration, wie sie auch physiololgigt vivo vorkommt, signifikant héher als
im WT, was unsere These weiter unterstutzt. Ingsame®rweise war die absolute,(4-
Konzentration in den Mitochondrien von STAT3-KO Mé&un hierbei signifikant geringer als im
WT.

H.O, entsteht bei der Dismutation vor @urch die Mn-SOD, welche unter transkriptionellem
Einfluss von STAT3 steht (Negoro et al.,, 2001). 8aist HO, kein Sauerstoff-Radikal im

eigentlichen Sinne, kann jedoch durch die Aufnahemees Elektrons zum hochreaktiven
Hydroxyl-Radikal weiterreagieren (siehe Abb. 2)salb es trotzdem zu den ROS gezéahlt wird.

Durch die NADPH-abhéangigen Enzyme Glutathionperagedund Peroxiredoxin wird es dann
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weiter zu Wasser umgesetzt und somit unschadliaiagkt. Das Verhaltnis von,B, zu -Q,
das wir als Parameter der Mn-SOD Aktivitdt bestimmtwar demnach in den postpartalen
STAT3-defizienten Mausen signifikant geringer, wasg der reduzierten mRNA und Protein-
Expression der Mn-SOD in Ubereinstimmung ist (IK#fi-Kleiner et al.). Fir die Funktionalitat
und das Zelliberleben spielt die antioxidative Riomkder Mn-SOD eine wichtige Rolle, so
ging ein heterozygoter Mn-SOD-Knockout in transgerddusen mit erhohtem oxidativen
Stress und Zelltod von Kardiomyozyten einher (VamiRen et al., 2001). Dies allein reichte
jedoch unter basalen Bedingungen nicht aus, um kKamdiomyopathie hervorzurufen. Erst bei
postpartalen heterozygoten Mn-SOD-Knockout Mausamdes vermutlich auf Grund des
schwangerschaftsbedingten Stresses eine Kardionihyepmduziert (Hilfiker-Kleiner et al.,
2007), sodass auch in unserem Tiermodell davonugeben ist, dass die reduzierte Aktivitat
der Mn-SOD erheblich zur Pathogenese der PPCMéalgeitm weiteren Studien war das Fehlen
der Mn-SOD ebenfalls mit einer erhdhten neonat&@erblichkeit und der Entstehung einer
DCM assoziiert (Lebovitz et al., 1996; Li et al99b). In den Zellverkirzungsuntersuchungen
konnten wir jedoch keine signifikanten UnterschiedeBezug auf die Generation von O
feststellen. Dass sich die Veranderungen der mutoghalen Energetik, welche bei unseren
Experimente an isolierten Mitochondrien auftratenicht auf die zellulare Ebene
niedergeschlagen haben, zeigten bereits die urtbishtigte elektromechanische Kopplung und
der nahezu unveranderte Redoxstatus, den wir andandAutofluoreszenzmessungen von
NAD(P)H/FAD bestimmten. Moégliche Ursachen wurdemnrelts diskutiert (s. Abschnitt 5.1).
Insofern passt auch der Befund der unveréndertes-R@ission zu den Ergebnissen der
Zellverkirzungsexperimente. Insbesondere der b@dac Redoxstatus in den intakten
Kardiomyozyten der STAT3-KO Mause gewahrleistet eeseits die regelrechte ROS-
Elimination Uber die Bereitstellung von Reduktiomsi&alenten fir die NADPH-abhangigen
Enzymsysteme GPX und PRX, und limitiert anderessgi¢ Entstehung von ROS an der ETC
(Murphy, 2009) und spricht fur einen kompensieZeistand der Kardiomyozyten. Wir kbnnen
demnach davon ausgehen, dass die erhthte ROS-&misght auf einer Verarmung von
NADH, NADPH oder FADH beruht.

Oxidativer Stress kann tUber mehrere Mechanismestedt@n, geht aber in den Mitochondrien
hauptséachlich auf die ROS-Produktion an der ETGeden Wesentlichen an Komplex I, und in
unserem Tiermodell, wie wir vermuten, auf die felde Elimination von -© durch die bei

einem STAT3-Verlust verminderte Expression der MdESzurtick. Untersuchungen von HIF-

la zeigten Uberraschenderweise aul3erdem, dass eshypiaxischen Bedingungen zu einer
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sogar verstarkten Superoxid-Produktion kommt (Selebfet al., 2004; Semenza et al., 2011).
Bei postpartalen STAT3-KO Mausen konnte eine emhdhtpression von HIFelals Zeichen

der Hypoxie, welche vermutlich nicht nur auf Basier fortgeschrittenen Herzinsuffizienz
entstanden ist, sondern ebenso auf die durch dakDA4’RL verursachte reduzierte
Vaskularisierung zurickzufuhren ist, nachgewiesemden (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Es

besteht demzufolge die Mdglichkeit, dass die Hypoki unseren STAT3-KO Mausen (es
handelt sich um die gleiche Mausezucht, wie bélikgit-Kleiner et al.) einen weiteren Trigger

fur die Entstehung von ROS darstellt.

Weshalb es bei der PPCM und generell bei chroniddeezinsuffizienz zu einer verminderten
Expression von STAT3 bzw. Herunterregulierung dé&/$TAT-Signaltransduktionswegs
kommt, ist bislang noch nicht hinreichend gekld&abenso wenig wie die Frage, ob diese
Herunterregulierung Folge oder Ursache der Erkragkst. Allerdings wurde schon mehrfach
die Redoxsensibilitdt von STAT3 an dessen Cystastéh thematisiert, Uber welche die
transkriptionale Aktivitat des Proteins regulierengden konnte (Butturini et al., 2014; Kurdi et
al., 2012; Xie et al., 2009), wobei es unklar @, die mitochondriale Aktivitat von STAT3
dadurch beeinflusst wird. In dem Falle eines Fumadverlustes von STAT3 infolge von
Oxidation durch ROS mit konsekutiv verringerter Eegsion der Mn-SOD kdnnte ein
Teufelskreis entstehen, durch den die ExpressidnAktivitat von Cathepsin D und in der Folge
die Entstehung des 16-kDa-PRL, als wesentliche Mal& in der Pathophysiologie der PPCM,
immer weiter gesteigert wirden. Mause mit einemtr@dal generierten Kardiomyozyten-
spezifischem STAT3-KO entwickeln im Alter eine Hesuffizienz (Hilfiker-Kleiner, 2004).
Die Redoxsensibilitdt und der nachfolgende Funisienlust von STAT3 kdnnten diese im
gealterten Myokard auftretende Herzinsuffizienzudal erklaren, dass das myokardiale Protein
STATS3 einer dementsprechend langfristigen ROS-FR«ioalu exponiert ware.

Der Verlust von STAT3 war neben unseren Ergebnissesh in weiteren Studien mit einer
verstarkten ROS-Produktion in Mitochondrien assori{Szczepanek et al., 2012; Zouein et al.,
2014), wobei eine direkte Kausalitat bzw. die gemaMechanismen, die zur ROS-Entstehung
gefuhrt haben, bisher noch nicht aufgedeckt wur@&mge Autoren vertreten die Ansicht, dass
STATS3 Uber eine Interaktion mit dem Protein GRIM&@|ches zur Untereinheit NDUFA13 des
Komplex | der ETC gehort (Zouein et al., 2015) aer dRegulation der Aktivitat dieses
Komplexes beteiligt sei (Wegrzyn et al., 2009; Zhahal., 2013; Zouein et al., 2014). GRIM19
ist bedeutend fiir die Stabilitat von Komplex | utié Aufrechterhaltung des mitochondrialen
Membranpotentials (Huang et al., 2004) und solltevhin sogar fur die mitochondriale
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Aufnahme von STAT3 verantwortlich sein (Tamminerti a&., 2013), sodass eine intakte
Interaktion mit STAT3 in der Tat essenziell fur aegelrechte Aktivitat von Komplex | sein
kénnte (Zhang et al., 2013). ROS entstehen vorwmigége Komplex | und Il der Atmungskette
(Chen et al., 2003). Eine Assoziation zwischen STANd Komplex | ware folglich bei einer
verminderten Expression von STAT3 eine mdglicheadhng fir die verstarkte ROS-Emission,

die wir in unseren Experimenten nachweisen konnten.

In der Arbeit von Szczepanek et al. konnte geaemyiden, dass bei transgenen Mause (MLS-
STAT3E) mit einer Uberexpression von STAT3 in Mioadrien die Komplex I- und II-
Aktivitat wahrend Ischamie reduziert vorlag. Im @agatz zu der WT-Vergleichsgruppe war die
ROS-Produktion bei diesen MLS-STAT3E Mausen nichhdbt und ein Freilassen des
Cytochrom ¢ mit nachfolgendem Zelltod konnte vedeirt werden (Szczepanek et al., 2011). Da
die beschriebenen Effekte bereits nach 45 Minusehdmiezeit nachweisbar waren, gehen die
Autoren davon aus, dass diese nicht auf die gembmisAktivitat von STAT3 als
Transkriptionsfaktor, sondern vielmehr auf eineckiie Interaktion von STAT3 und der ETC
zuriickzufiihren sind. Die Uberexpression von STAMm3Mitochondrien soll also in diesem
Modell durch die Blockade von Komplex I- und Il wahd Ischamie fur die verringerte ROS-
Produktion verantwortlich und somit besonders lefuirem Stress protektiv sein, wahrend sie

unter basalen Bedingungen keinen Einfluss auf @&®roduktion zeigte.

Im ischamischen Zustand der Zelle ist die Geschigkait der ETC durch die fehlende,-O
Versorgung reduziert, sodass Elektronen in den dfinadrien akkumulieren (Schumacker,
2013). Die Wiederherstellung des Blutflusses ureddd#imit einhergehende Wiederaufnahme der
Aktivitat der ETC resultiert bereits nach wenigemiten in einem enormen Anstieg von ROS,
dem sog. “ROS-burst* (Ambrosio et al., 1993; Badioal., 2013). Dass besonders die Komplex |
Aktivitat im Kontext von Ischamie- und Reperfusieme bedeutende Rolle spielt, konnte durch
eine Arbeit von Chouchani et al. gezeigt werden,dee durch das spezielle Agens MitoSNO
(mitochondria-selective S-nitrosating aggntdias als Stickstoffmonoxid-Spender spezifisch in
Mitochondrien einen Cystein-Rest der ND3-Untereinhtdes Komplex | nitrosyliert, die
Aktivitdt des Komplex | reduziert und auch hieribeider Folge die ROS-Produktion verringert
werden konnte (Chouchani et al., 2013). Dabei ¢bios seit langerer Zeit bekannt, dass NO
wahrend Ischamie/Reperfusion kardioprotektiv w{ltiranski et al., 2005). Hieraus ergibt sich
ein therapeutischer Ansatz, der womaoglich auch nsetem PPCM-Modell einen positiven
Effekt auf die mitochondriale ROS-Produktion mediie konnte, zumal bei einer weiteren
Studie eine stark erhohte Vulnerabilitat gegenidbehdmie- bzw. Reperfusionschaden in der
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spaten Schwangerschaft, welche mit einer vermiade@TAT3-Expression assoziiert war,
nachgewiesen werden konnte (Li et al., 2012). Bmrigjler et al. wurde die Phosphorylierung
von STAT3 an einerseits dem Serinrest-727 und amnskeits dem Tyrosinrest-705 mit dem
spezifischen Inhibito6tattic (STAT three inhibitory compound) und somit dessdaivierung

in kardialen Mitochondrien gehemmt (Schust et 2006), was zu einer reduzierten ADP-
induzierten Respiration und insbesondere verriegeKKomplex-I-Aktivitat, einer signifikant
gesteigerten pD,-Produktion und einer erniedrigten Schwelle der RFEXfnung fuhrte
(Boengler et al., 2013). Dies stimmt neben den lEmnggsen aus zahlreichen weiteren Studien,
bei denen eine STAT3-Deletion in verschiedenenpdglllationen, darunter u.a. Osteoblasten
(Zhou et al., 2011), Astrozyten (Sarafian et aD1l® und hamatopoetischen Stammzellen
(Mantel et al., 2013), ebenfalls eine erhohte R@&&ktion verursachte, auch mit unseren

Ergebnissen Uberein.

In unseren Experimenten haben wir die mitochoneriakw. extramitochondriale €a
Konzentration und die Funktion des mPTP nicht naheersucht, es ist jedoch mdglich, dass
auch in den von uns untersuchten isolierten Mitadnen die gesteigerte ROS-Emission zur
Offnung des mPTP und einem konsekutivem Ausstrom @gtochrom c gefiihrt hat, was
letztendlich in einem vermehrtem Zelluntergang Hardiomyozyten resultiert haben konnte.
Wie schon eingangs erwéahnt, scheint allerdingsitsedee verminderte Expression von STAT3
einen Effekt auf den mPTP zu haben. So zeigten §leemrt al., dass der Verlust von STAT3 die
Schwelle fiir die C3-induzierte Offnung des mPTP herabsetzte (Boergflal., 2010). Das
Offnen des mPTP, das also auf der einen Seite dliechesteigerte ROS-Emission und auf der
anderen Seite durch die STAT3-Defizienz ausgekist lgonnte, ware eine Erklarung dafir, dass
es in Kardiomyozyten von STAT3-KO Mausen nach z&ehwangerschaften zu einer deutlich
gesteigerten Apoptoserate kam, was u.a. anhand edsbhten Caspase-3-Konzentration
nachgewiesen werden konnte (Hilfiker-Kleiner et, &007). Der Phanotyp der PPCM
prasentierte sich des Weiteren mit den typischeoch&e der Herzinsuffizienz, darunter fuhrend
die Dilatation der insbesondere linken Herzkamntélfiker-Kleiner et al., 2007). Diese LV-
Dilatation ging bei Hilfiker et al. mit einer erhi@m Expression von MMP3 (Matrix
Metalloproteinase-3) einher. MMP3 gehdrt zu einengpe proteolytischer Enzyme, welche vor
allem an Gewebeumbauprozessen beteiligt sind undviéten verschiedenen Zelltypen
exprimiert werden (Vu et al., 2000). Die Aktivitkardiomyozyten-spezifischer MMPs ist bei
Herzinsuffizienz erhoht (Creemers et al.,, 2001;n8l@ et al., 1998). Weiterhin ist eine
Assoziation von MMP3 zum LV-Remodeling bekannt (Bstyidani et al., 2003; Rohde et al.,
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1999; Tziakas et al., 2005). In der Vergangenheitde au3erdem gezeigt, dass MMPs durch
ROS aktiviert werden kdnnen (Rajagopalan et al96)9sodass sich hieraus eine mdgliche
Ursache fur die LV-Dilatation ergibt. In einer Steidvon Wencker et al. wurde ferner gezeigt,
dass bereits niedrige chronische Apoptoseratereighgein, um eine Dilatative Kardiomyopathie
(DCM), welche der PPCM in der klinischen Auspragwair &hnelt (Hilfiker-Kleiner et al.,
2012:), auszulosen (Wencker et al., 2003). Durthblihion der Apoptose gelang es aul3erdem,
das Auftreten der DCM zu verhindern (Wencker et2003). Vorstellbar ware also auch, dass
die erhohte Apoptoserate bei der PPCM zur Dilatatites linken Ventrikels beitragt.
Unabhéngig von der Schwangerschaft kam es in eiMausmodell mit einem genetisch
generierten gp-130-KO, der eine Herunterregulaties JAK/STAT-Signaltransduktionswegs
zur Folge hatte, zu einer akut auftretenden DCMmassiv erhdhter Apoptose wahrend akuter
Druckbelastung (Hirota et al., 1999), wodurch dieedButung des JAK/STAT-
Signaltransduktionswegs fur die Kardioprotektion durdie regelrechte Adaptation an

Stresssituationen hervorgehoben wird.

Die gesteigerte Superoxid-Konzentration in kardiaMitochondrien kdnnte weiterhin durch

Modifikation empfindlicher Strukturen direkte Scle@dan der inneren Mitochondrienmembran
hervorrufen (Mannella et al., 2008) und zur Oxidiatvon mitochondrialen Proteinen (Tsutsui et
al., 2009) fuhren. So vermuten Ide & Tsutsui et @ass ROS auch die mitochondriale DNA
(mtDNA) schadigen kdénnen und es dadurch zu einemgerten Expression mtDNA-kodierter

Gene und Enzyme der ETC kommen konnte (Ide e2@01). Diese These ware ein weiterer
Ansatz zur Erklarung der reduzierten Atmung, websirein unseren Versuchen bei den STAT3-
KO Mausen gemessen haben und hatte zugleich verisimotde Folgen, da der ROS-bedingte
Schaden an der ETC die mitochondriale Dysfunktmmer weiter unterhalten wirde.
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5.3 Auswirkungen der Bromocriptin-Behandlung auf die mitochondriale

Energetik bei postpartalen STAT3-Knockout Mausen

Bromocriptin ist ein Derivat der Mutterkornalkaleidund wird als Arzneimittel u.a. in der
Therapie der Parkinson-Krankheit und der Akromegagingesetzt. Dabei beruht die
therapeutische Wirksamkeit vorrangig auf dessennfsgous am Dopamin-PRezeptor, der zu
einer gesteigerten Dopamin-Freisetzung fuhrt. Bestpartalen Frauen wird Bromocriptin
hingegen verwendet, um die Laktation zu beenderesddurch die vermehrte Freisetzung des
Dopamins zu einer Hemmung der Prolaktin-Sekretios der Hypophyse kommt (Sliwa et al.,
2010). Unsere Versuchstiere aus der medizinischmhsthule Hannover (MHH) wurden eine
Woche vor bis zu zwei Wochen nach dem Wurf mit g Bromocriptin/d, welches lGber das
Trinkwasser appliziert wurde, behandelt. Samtlickkessungen wurden unmittelbar im

Anschluss an die Behandlung durchgefthrt.

Im Rahmen der PPCM wird dem Prolaktin bzw. dem D&JPRL-Spaltprodukt eine
Schlusselrolle in der Entstehung der Erkrankungegaigrieben, sodass von Hilfiker et al.
erstmals der Versuch einer kausalen Therapie noimBcriptin unternommen wurde (Hilfiker-
Kleiner et al.,, 2007). Eine spezifische Therapi¢ v®r dem Hintergrund der generell
eingeschrankten Therapieoptionen in der Schwaniggitsleesonders wichtig. So wurde die hohe
Sterblichkeit in postpartalen STAT3-KO Mausen urtter Behandlung mit Bromocriptin in der
Tat reduziert und ebenso konnten Zeichen des LVdetngs, wie die verminderte
Angiogenese, die erhdhte Fibrosierung und letzteindlie LV-Dilatation, vollstandig verhindert
werden (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Des Weiterdlieb in den behandelten STAT3-KO
Mausen die erhohte mRNA-Expression des Hypoxiekbtdrs HIF- und von MMP3 aus, was
also auch auf transkriptionaler Ebene auf einelgmdéache Unterbindung des PPCM Phanotyps

hindeutet.

Unsere Daten zur mitochondrialen Atmungskapazi@ wehandelten STAT3-KO Mausen
zeigen in Kongruenz zu den Ergebnissen von Hilfigelal. eine deutliche Verbesserung der
ADP-induzierten State 3 Atmung im Vergleich zur ehandelten STAT3-KO Vergleichsgruppe
und deuten somit zunachst auf eine Bromocriptinstditat hin. Diese impliziert weiterhin,

dass die reduzierte Atmungskapazitat in unbehameXTAT3-KO Mausen kausal mit dem
Auftreten des 16-kDa-PRL im Zusammenhang stehtetgn&xperimente erlauben allerdings
keine Aussage daruber, Uber welche konkreten Mesin@m die Regulation der

mitochondrialen Atmungskette stattfindet. Ein diezkEffekt wirde die Lokalisation des 16-
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kDa-PRL in myozytaren Mitochondrien voraussetzee)che bisher noch nicht beschrieben
worden ist und auch eher unwahrscheinlich ist. ifedir ist davon auszugehen, dass die
protektiven Effekte von Bromocriptin auf eine irgkte Art die mitochondriale Energetik
beeinflussen und dass Bromocriptin selbst keinektkr Wirkung auf das Myokard hat. Daflr
sprechen auch unsere Ergebnisse der polarographiggimungsmessung an behandelten WT
Mausen, die keinerlei Unterschiede in der Respinaim Vergleich zu den unbehandelten WT
Mausen zeigten. Diese Ergebnisse decken sich aitctlemjenigen von Hifiker-Kleiner et al.,
die keine Veranderungen der kardialen Funktion, Alegiogenese, des Blutdrucks oder der
Herzfrequenz bei den behandelten postpartalen Wsktifeststellen konnten (Hilfiker-Kleiner
et al., 2007). Ebenfalls in Ubereinstimmung hierzkpnnten wir auch bei den
Zellverkirzungsuntersuchungen keinen Effekt von nByoriptin auf die Kontraktilitdt der
postpartalen WT Mause feststellen. Diesbeziglichalerdings auch erwahnt, dass zwischen
behandelten STAT3-KO und WT Mausen, wie auch schen den Versuchen mit den
unbehandelten Versuchsgruppen, keine signifikantetnterschiede in den

Zellverkirzungsparametern aufgetreten sind.

Nahere Untersuchungen des 16-kDa-PRL zeigten aefderddass das Uberleben der
Kardiomyozyten in Anwesenheit des Prolaktin-Spaltipkts nicht beeintrachtigt wird (Hilfiker-
Kleiner et al., 2007). Die kardiale Dysfunktion postpartalen STAT3-KO Mausen hangt
vielmehr von der reduzierten Vaskularisierung deyokardialen Gefal3e ab, die einen
dementsprechend eingeschrankten kardialen Metatmivedingt. Schon im Jahre 1991 wurde
die antiangiogenetische Wirkung des 16-kDa-PRL Bufothelzellen von Ferrara et al.
beschrieben (Ferrara et al., 1991). Uber die A&tiug von Caspase-3 und MB-soll das 16-
kDa-PRL die Apoptose in Endothelzellen einleiteralffiuyn et al., 2003). Dartber hinaus ist
bekannt, dass es einerseits zur Inhibition der VHE@kEzierten proangiogenetischen
Signalkaskaden (Angelo et al., 1999) und andetsrsgiirch Blockade der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) zu einer Inhibitder Vasodilatation kommt (Gonzalez et
al., 2004).

Bromocriptin scheint aus den oben angefihrten Gatik@ine direkten Effekte auf das Myokard
zu verursachen. Es gewéahrleistet wahrscheinlich éidweh den Erhalt der Mikrozirkulation eine
suffiziente Substrat- und Sauerstoffversorgungnigokardialen GeféalRe und verbessert dadurch
den kardialen Metabolismus in postpartalen STAT34&usen, was sich in unseren Versuchen
in einer verbesserten Atmungskapazitat im Verglaohder behandelten WT-Versuchsgruppe
geéauliert hat.
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5.4 Auswirkungen der Bromocriptin-Behandlung auf die mitochondriale

ROS-Emission bei postpartalen STAT3-Knockout Mausen

Die zuvor beschriebenen protektiven Effekte dernBoriptin-Behandlung auf das Myokard
beruhen sehr wahrscheinlich im Wesentlichen autrthéition der Prolaktin-Ausschittung und
der konsekutiv reduzierten 16-kDa-PRL-Entstehung. W¥rmuten, dass die herunterregulierte
mitochondriale Mn-SOD infolge des STAT3-Verlusts ther PPCM mal3geblich zu der erhdhten
ROS-Konzentration in STAT3-defizienten Mausen gty welche wiederum durch Steigerung
des oxidativen Stresses die Sekretion des proteciygn Enzyms Cathepsin D (CD) und des
maladaptiven 16-kDa-PRL zur Folge hat. Eine Reguiatder STAT3- bzw. Mn-SOD-
Expression durch Bromocriptin ist nicht bekannt.i€sallerdings anzunehmen, dass die ROS-
Produktion durch die wiederhergestellte Atmungskégareduziert werden kann. Vorstellbar
ware auch, dass die Entstehung von ROS durch degesamt verbesserten myokardialen

Metabolismus verringert wird.

Die Superoxid-Produktion, welche bei Hilfiker et. ahnhand immunhistochemischer
Farbemethoden des LV in situ dargestellt wurde,nk®rerst nach 3 Wochen Bromocriptin-
Behandlung signifikant reduziert werden (Hilfiketelher et al., 2007). Unsere vorlaufigen
Ergebnisse der ESR-Spektroskopie an myozytarenchtitedrien der behandelten STAT3-KO
Mausen zeigten insbesondere im State 2, wie bei Messung an den unbehandelten
Versuchstieren, die Tendenz zu mehr, -@s in der WT-Vergleichsgruppe. Wir konnten
allerdings keinen relevanten Unterschied in deroambndrialen HO,-Konzentration der

Versuchstiere nach der Behandlung mit Bromocrifgisistellen. Es besteht die Mdglichkeit,
dass die von Hilfiker et al. beschriebenen Auswidgen von Bromocriptin auf die ROS-
Produktion erst bei einer langer andauernden Bétagdin Erscheinung treten, da unsere
Versuchstiere fur nur 2 Wochen postpartal behandetliden sind und somit einer kirzeren

Behandlungsdauer unterlegen waren.

In einer Arbeit von Yoshikawa et al. von 1994 wunteeRahmen der Behandlung der Parkinson-
Erkrankung der Effekt von Bromocriptin auf Saueifstalikale, speziell auf Superoxid, gepruft
(Yoshikawa et al., 1994). Dabei postulieren Yoshikaet al., dass Bromocriptin selbst
antioxidative Eigenschaften besitzt und als Ratikajer agieren soll, was die Reduktion der
Superoxid-Konzentration im Gewebe des LV bei Héfilet al. erklaren konnte. Des Weiteren
wurde erst kirzlich gezeigt, dass Bromocriptin GB&tivierung der kardialen Dopamin-b

Rezeptoren in einem nicht schwangeren Patientexitol] also unabhéangig von der Blockade
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der Prolaktin-Ausschittung, den Effekt der Postkibmaierung im Kontext der
Ischamie/Reperfusion verstarkt und somit kardiggktw wirkt (Gao et al., 2013). Dabei wurde
durch die Anwendung von Bromocriptin nicht nur théarktgroRe signifikant reduziert, sondern
interessanterweise auch die Aktivitat der SOD ggsie wobei in dieser Arbeit nicht zwischen
der rein in den Mitochondrien vorkommenden Mn-SODduder cytosolischen SOD
unterschieden wurde. Auch dies ware ein denkbamchginismus uber welchen der oxidative

Stress in den schwangeren Versuchstieren von Elilgk al. gesenkt worden sein kénnte.

5.5 Fazit

Wir schlussfolgern aus unseren Untersuchungen ugdbiissen, dass der STAT3-Verlust in
Kardiomyozyten von postpartalen Mausen zu einerubterregulierung der mitochondrialen
Mn-SOD mit einer konsekutiv gesteigerten SuperdXideluktion gefiihrt hat. Neben der
generell vorhandenen Belastung des Korpers dureh Sdihwangerschaft begunstigt dieser
pathologische Mechanismus auf zellularer Ebendzdistehung von oxidativem Stress, welcher
wiederum weitere maladaptive Prozesse, wie die t&misg des 16-kDa-PRL und dessen
hemmenden Effekte auf die Angiogenese, zur FolgeD®x kardiale Metabolismus wird durch
die reduzierte Vaskularisierung wesentlich beeatfitigt, welches sich deutlich durch eine
verschlechterte  mitochondriale  ADP-induzierte Regmn und eine reduzierte
Energiebereitstellung in Form von ATP geaul3ert Bag. Beeintrachtigung der Atmungskette
bietet hierbei wiederum eine weitere MdglichkeiigViROS, neben dem verminderten Abbau
durch die Mn-SOD, entstehen konnen. ROS sind in BEathogenese der chronischen
Herzinsuffizienz von groRer Bedeutung und fihrenmitelbar Gber unterschiedliche
Mechanismen, zu denen u.a. das maladaptive Remggdéie Beeintrachtigung der ETC durch
direkte Schaden an den einzelnen Komplexen undMbeifizierung von redoxsensiblen
Proteinen gehoren, zum Krankheitsprogress. Die Uiadpng der genauen Mechanismen der
ROS-Entstehung ist daher unerlasslich. Unter ba€3delingungen fuhrte der STAT3-Knockout
zu keinen wesentlichen Veradnderungen, doch wir ueem dass die peri- bzw. postpartale
Herzinsuffizienz gerade durch die erhdhte Arbeststies Herzens in der Schwangerschaft bzw.
Perinatalperiode ausgeltst worden sein kénnte. adrikteibt weiterhin, ob STAT3 seine Effekte
direkt in den Mitochondrien oder als Transkriptifaksor durch Aktivierung bestimmter Gene

mediiert.

Die Behandlung mit dem Dopamin{Agonisten Bromocriptin fihrte zu einer Verbesserder
mitochondrialen Atmungskapazitat bzw. stellte dieseder vollstandig her. Dabei konnte der
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zugrunde liegende Mechanismus darin bestehen,Rtassocriptin die fur die Entwicklung der
PPCM malgeblich verantwortliche Entstehung des O&RRL und die damit
zusammenhangenden Veranderungen der kardialen atikutation noch rechtzeitig verhindert,
sodass eine ausreichende Nahrstoff- und Sauemstséiigung des maternalen Herzens wéahrend

der Schwangerschaft gewahrleistet werden kdnnen.

Aktuell wird Bromocriptin in einer klinischen mutentrischen deutschen Studie an 60
Patientinnen Uberpruft (Haghikia et al., 2015). @abrhalten die Probandinnen neben der
standardisierten Herzinsuffizienz-Therapie fir 8 dMen taglich Bromocriptin in einer
Dosierung von 2,5 mg, um dessen Sicherheit uncedfiiekt auf die LV-Funktion zu Gberprifen.
Dennoch gilt es naturlich auch weiterhin weiteregAfispunkte zu erforschen, wie z.B. die
konkreten Mechanismen der ROS-Entstehung an der &JEC die genaue Wirkungsweise von

STATS.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung des potentlen Pathomechanismus der
PPCM. Nach Hilfiker-Kleiner et al. (2007).
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