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1 EinfUhrung

Glukose ist das wichtigste Monosaccharid im menschlichen Kohlenhydrat-
stoffwechsel und der Hauptmetabolit des Gehirns. Etwa 5-6 g Glukose pro
Stunde bzw. 50 % der gesamten Glukoseutilisation von 2 mg/kg/min unter
Basalbedingungen passieren insulinunabhéngig die Blut-Hirn-Schranke, um
intrazerebral verbrannt zu werden. Um die Vitalitat des Gehirns sicherzustel-
len, bedarf es also einer akribischen Regulation des Blutzuckers. Den beiden in
den pankreatischen 3- bzw. A-Zellen gebildeten Hormonen Insulin und Gluka-
gon kommt bei der Konstanthaltung der extrazelluldren Glukosekonzentration
zwischen 60 und 180 mg/d¢ groRte Bedeutung zu. Insulin hat anregende Wir-
kung auf anabole Prozesse in Muskulatur, Fettgewebe und Leber und hemmen-
de Wirkung auf katabole Vorgange. Durch Steigerung des Glukosetransportes
in die peripheren Zellen fordert es die Glykogensynthese sowie die Glykolyse
und stellt somit Energie und Bausteine im intermediéren Stoffwechsel bereit.
Glukagon hingegen fiihrt durch Stimulation der Glykogenolyse und der Glu-
koneogenese in der Leber zur Erhéhung der Glukosekonzentration im Blut.
Die Ausschittung von Insulin und Glukagon wird zentralnervés gesteuert und
durch eine Vielzahl von Neurotransmittern und Hormonen vermittelt. Auch
beeinflussen sich die sezernierenden Zellen wechselseitig, parakrin, und wer-
den direkt durch die Nahrungsbestandteile Kohlenhydrate, Proteine und Fette
und ihre Abbauprodukte angeregt. Angesichts der groRen Anzahl von neu-
roendokrinen Peptiden des gastro-entero-pankreatischen Systems, die an der
Insulinsekretion beteiligt sind, gestalten sich die Wechselwirkungen der in den
pankreatischen Inselzellen gebildeten Hormone &uRerst komplex und sind zum
Teil noch gar nicht bekannt. Zweifellos jedoch stimuliert Glukagon die Aus-
schittung von Insulin, wahrend Insulin hemmende Wirkung auf die Glukagon-
sekretion hat. Das in den D-Zellen der Pankreasinseln gebildete Somatostatin
inhibiert sowohl Insulin als auch Glukagon. Der Antagonismus zwischen Glu-
kagon und Insulin gelingt nicht zuletzt aufgrund der anatomischen Anordnung
der sie produzierenden Zellen so minutiés. Zum einem besteht ein direkter

1



2 1 Einfihrung

Kontakt zwischen den Insulin bildenden -Zellen und den Glukagon sezernie-
renden A-Zellen, der eine parakrine Interaktion ermdéglicht. Zum anderen er-
folgt die arterielle Blutversorgung der Langerhansschen Inseln vom Zentrum,
in dem vor allen 3-Zellen zu finden sind, zur Peripherie hin, die durch einen
Reichtum an A-Zellen charakterisiert ist. Der vendse Abflul} aus der Bauch-
speicheldruse erfolgt Giber die V. portae zur Leber, die beherrschende Funktion
Im Intermedidrstoffwechsel hat. Unter kérperlicher Belastung wird die von der
sich kontrahierenden Muskulatur vermehrt benoétigte Glukose durch die ad-
renerge Stimulation der Glykogenolyse und der unter dem EinfluR von Gluka-
gon ablaufenden Glukoneogenese bereitgestellt. Die anabole Wirkung des In-
sulins wird durch das Adrenalin inhibiert [1], [2]. Angesichts der Komplexitat
der Glukosehomoostase hat der Ausfall eines der beteiligten Hormone schwer-
wiegende Konsequenzen. Bei Fehlen von Insulin wird Glukose vermindert
in die insulinabhéngigen Muskel- und Fettzellen aufgenommen und verwer-
tet. Die resultierende Hyperglykamie wird durch die in der Leber unter unge-
hemmter Glukagonwirkung stattfindende Glykogenolyse und Glukoneogene-
se noch verstarkt. Das enge Zusammenspiel zwischen Glykolyse und Gluko-
neogenese wird kontrolliert tiber die Beeinflussung ihrer Schrittmacherenzyme
Phosphofruktokinase-1 bzw. Fruktose-1,6-biphosphatase durch Fruktose-2,6-
diphosphat, dessen Konzentration durch ein komplexes Enzymsystem reguliert
wird. Fruktose-2,6-diphosphat bewirkt eine Inhibition der Glukoneogenese
und eine Stimulation der Glykolyse. Eine vergleichbare Interaktion existiert
ebenfalls zwischen Glykogensynthese und Glykogenolyse. Die unter Insulin-
mangel auftretende Hemmung der Fettsauresynthese und die Freisetzung von
Fettsauren aus den Depots fiihrt zu einem Uberangebot von freien Fettsauren
und Acetyl-CoA im Blut, das eine verstarkte Ketogenese zu Folge hat. Der
glykolytische Fluf3 ist aufgrund des verminderten Transportes von Glukose in
die Zelle und wegen der Hemmung des Schrittmacherenzymes der Glykoly-
se, der Phosphofruktokinase-I, durch das im Rahmen der Fettsdureoxidation
vermehrt anfallende Zitrat vermindert. Daraus ergibt sich, da Malonyl-CoA,
das aus Pyruvat, dem Endprodukt des oxidativen Glukoseabbaus, entsteht und
Ausgangsstoff der Lipogenese ist, vermindert vorliegt. Somit entfallt seine
inhibierende Wirkung auf die Carnitin Palmitoyltransferase I, mit deren Hilfe
langkettige Fettsduren die sonst fur sie undurchlassige Mitochondriummem-



1 Einfihrung

bran passieren, und die Bildung von Ketonkorpern wird beginstigt [3]. Die
Interaktion zwischen Fettsdure- und Kohlenhydratstoffwechsel gemaR Bild 1.1

Inhibition der Hexokinase wird der glykolytische Fluf3 herabgesetzt.
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D
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(
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)

wird in dem sog. Randle-Zyklus [4] formuliert. Das bei Insulinmangel zu be-
obachtende Uberangebot an freien Fettsauren filhrt Gber ihren Abbau durch
B-Oxidation zu einem erhohten Gehalt an Acetyl-CoA und NADH + H™, der
direkt die Pyruvatdehydrogenase und (ber das vermehrt anfallende Zitrat die
Phosphofruktokinase-I hemmt. Glukose-6-Phosphat akkumuliert und durch

/
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Bild 1.1: Darstellung der Wechselwirkungen zwischen dem Fettsédure- und dem Glu-
kosestoffwechsel



4 1 Einfuhrung

Die zuvor beschriebenen Auswirkungen eines absoluten Insulinmangels
werden im Rahmen eines Typ-1-Diabetes beobachtet. Der Typ-I-Diabetes be-
ruht auf einer autoimmunologischen, chronisch-progredienten Entziindung der
Langerhansschen Inseln, die in eine selektive Zerstorung der insulinproduzie-
renden B-Zellen miindet [5]. Als ursachlich fir die Entwicklung dieses Insulin-
mangelsyndroms werden eine genetische Disposition und bislang noch unbe-
kannte, vermutlich in den ersten Lebensjahren einwirkende Umweltfaktoren
angenommen [6]. Hingegen stellt sich die Pathogenese des Typ-11-Diabetes
weitaus komplexer dar und &Rt sich nicht an einem einzelnen Defekt in der
Glukosehomoostase festmachen. Der Typ-11-Diabetes ist vielmehr charakteri-
siert durch die nicht regelrechte Ausschiittung von Insulin auf den Glukosereiz,
das verminderte Ansprechen der peripheren Gewebe auf Insulin und einer er-
hohten Glukosesynthese in der Leber trotz der bereits bestehenden Hyperglyk-
amie [7]. Beglnstigende Faktoren sind eine familiare Belastung, Ubergewicht,
Bewegungsarmut und andere Aspekte des sog. metabolischen Syndroms. Der
Diabetes mellitus betrifft jeden zwanzigsten Birger in Deutschland [8]. Mehr
als 95 % der Diabetiker gehoren dem Typ-II-Diabetes an [9], dessen Inzidenz
in den letzten Jahrzehnten stetig gestiegen ist. Als ursachlich werden eine
erhohte Kalorienzufuhr, verminderte korperliche Betéatigung und ein Anstieg
des mittleren Lebensalters angenommen. Nach [10] zeichnete sich auch fir
den Typ-I-Diabetes in den letzten drei Jahrzehnten eine Inzidenzzunahme ab.
Angesichts ausgefeilter Therapie- und Schulungsprogramme ist die Mortali-
tat an akuten Komplikationen des Diabetes mellitus, wie etwa Hypoglykami-
en und Ketoazidosen, verschwindend gering [11]. Morbiditat und Mortalitat
werden entscheidend von den Diabetes-Spéatfolgen Retinopathie, Neuropathie,
Nephropathie und der diabetesspezifischen Erkrankung des Herzmuskels be-
einfluBt. Die im Diabetes zu beobachtende Herzmuskelerkrankung ergibt sich
aus der koronaren Herzkrankheit, die zweifellos prognostisch wegweisend ist,
aus der diabetischen Kardiomyopathie und aus der autonomen Neuropathie
[12]. Das Risiko eines ménnlichen Diabetikers im Alter von 45-74 Jahren
eine Herzinsuffizienz zu entwickeln ist um den Faktor 2 im Vergleich mit
einem Nichtdiabetiker derselben Altersstruktur gesteigert, das einer diabeti-
schen Frau sogar um den Faktor 5 [13]. Die Erkenntnis, dal} auch bei Aus-
schluB aller zu einer Herzinsuffizienz pradisponierender Erkrankungen, wie
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etwa einer koronaren Herzkrankheit, das Risiko eines Diabetikers unverén-
dert um das zwei- bis flinffache erhoht ist, legt die Vermutung nahe, daR eine
diabetische Herzmuskelerkrankung existiert. Bestarkt wird diese Annahme
durch den echokardiographischen und den radionuklidventrikulographischen
Nachweis einer eingeschrénkten linksventrikuldren Funktion bei klinisch un-
auffalligen Diabetikern, bei denen keine Anzeichen fir eine Koronarsklerose
bestehen [14]. Insgesamt herrscht noch viel Unklarheit tiber die Ursachen der
diabetischen Kardiomyopathie. Als mégliche Griinde werden die herabgesetz-
te Glukoseaufnahme in die Herzmuskelzelle und die Hemmung des oxidativen
Glukoseabbaus durch die vermehrte Verstoffwechselung von freien Fettsauren
angenommen. Daraus ergeben sich schwerwiegende Konsequenzen. Das ge-
sunde Herzen gewinnt in Ruhe rund 80 % der bendétigten Energie durch die
Verbrennung von Fettsduren und Ketonkorpern. Bei Belastung 6konomisiert
es seinen Stoffwechsel, indem es vermehrt Glukose und Laktat unter weniger
Sauerstoffverbrauch verbrennt [15]. Im diabetischen Herzen bleibt diese me-
tabolische Umstellung aus und der Sauerstoffbedarf ist erhdht. Auch geht der
verminderte glykolytische FIuR mit einer Verringerung des zytosolischen ATP
einher, die sich in einer Aktivitdtsminderung der sarkolemmalen lonenpum-
pen manifestiert [16]. Die im Diabetes nachgewiesene Aktivitatsabnahme der
Sarkoplasmatischen Kalzium-ATPase ist vermutlich Ursache fiir die Kalziu-
muberladung der Herzmuskelzelle und somit verantwortlich fir die gestorte
Relaxation in der Diastole [17]. Wird das im Diabetes ohnehin in seiner Funk-
tion geschwéchte Herz zusatzlichen Stimuli, wie etwa korperliche Belastung,
Hypertonie oder langandauernden Einflul? von Katecholaminen, ausgesetzt,
wird es schlichtweg Uberfordert und auf diese Weise das Renin-Angiotensin-
System aktiviert [18]. Gestarkt wird diese Annahme durch den Nachweis,
dal sich durch Inhibition des Angiotensin-Converting-Enzyms die Entwick-
lung der im diabetischen Herzen auftretende Fibrose und Hypertrophie verhin-
dern 1aRt [19]. Um weitere Erkenntnisse tber die zugrundeliegenden Mecha-
nismen der diabetischen Kardiomyopathie zu gewinnen und um die Hypothese
zu testen, daB sich durch Inhibition der Fettsdureoxidation die Glukoseutilisa-
tion und infolgedessen die Leistungsfahigkeit des Herzen verbessern lait, wur-
den Streptozotocin-diabetische Ratten mit dem Carnitin Palmitoyltransferase
I-Inhibitor Etomoxir— behandelt und im AnschluR Bestandteile der Kardio-
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myozyten analysiert, denen Bedeutung in der Pathogenese des ,,diabetischen
Herzen* zugeschrieben werden. Die Einfuhrung zu den jeweiligen Themen
erfolgt in den entsprechenden Abschnitten.
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2.1 Isolierung kardialer Endothelzellen [20]

Nichtdiabetische Ratten mit einem Gewicht von 250-400 g dienten der Gewin-
nung kardialer Endothelzellen. In Atheranasthesie wurde bei den Tieren eine
Sternotomie durchgefiihrt. Die Aorta descendens wurde inzidiert, eine Kani-
lenspitze vorgeschoben und mit einer Schlaufe befestigt. Nach Eréffnung des
rechten Vorhofes und Durchtrennung der Vv. pulmonales wurde das Herz mit
Perfusionsmedium | gemaR Tabelle 2.1 blutleer gespiuilt.

Losungen zur Herzperfusion

Kalziumfreie Dulbeco‘s Phosphat Buffered Saline (DPBS)
Perfusionslésung | e KHy,PO4 1,45 mM

e NapHPO4 8,10 mM

e KCl 2,68 mM

e NaCl 0,13 M

Perfusionsmedium | | Dulbeco‘s Modified Eagles Medium (DMEM)
Glutamin 584 mg//¢
Supplement 20 m¢/¢

e DPBS 9.55¢g/¢

e Penicillin 100 mg/¢

e Streptomycin 100 mg/¢

e HEPES 179 g//¢
Kollagenaselosung | | Kollagenase Typ X1 133 U /m¢ und Typ CLSII
45,33 U /m¢ in DPBS

Tabelle 2.1: Lésungen zur Herzperfusion. Nach Ansetzen wurden die Ldsungen
durch Filter mit der Maschenweite 0.22um sterilfiltriert.

Anschlieend wurde dem Tier das Herz entnommen und die in der Aorta
liegende Kanile an eine Perfusionsanlage angeschlossen. Die Perfusionsanla-
ge stand in einer sterilen Werkbank und war wie alle in diesem Versuch ver-
wendeten Puffer und Lésungen auf 37°C temperiert. Diese Temperatur wurde
wéhrend der gesamten Perfusion aufrechterhalten. Nach einem weiteren Spi-

7
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len des Herzens (Flul3: 10 m¢/min) mit 50 m¢ Perfusionsmedium | und mit 50
m¢ kalziumfreier Perfusionslosung | gemall Tabelle 2.1 wurde entsprechend
[21] das Herz 30 Minuten lang mit 40 m¢ Kollagenaseldsung | gemaR Tabelle
2.1 rezirkulierend perfundiert.

2.1.1 Erstellen der Percoll-Gradienten [22]

Zur Auftrennung der Herzzellen wurden Losungen mit unterschiedlichen Gra-
dienten verwendet. 15,55 m¢ Percoll-Stammldsung gemal Tabelle 2.2 und
4,45 m¢ HES-Puffer gemal Tabelle 2.2 wurden zur Erstellung des ersten
Gradienten mit einem Dichtebereich von 1,020-1,101g/m¢ in ein 50 m¢-
Zentrifugenréhrchen gegeben und miteinander gemischt.

Zusammensetzung der zur Percoll-Gradienten

Percoll-Stammldsung Percoll 90 m/
Earlsalz-Konzentrat 5 m¢
e NaCl 163,6 mg/¢ (2,8 mM)
e KCI 7,54 g/¢ (100 mM)
e MgCl, 3,26 g/¢ (16 mM)
e NaH,PO4 2,76 g/£(20 mM)
HEPES-Konzentrat (pH 7,2) 5 m¢
e HEPES 112 g/¢ (500 mM)
e BSA 20 g/¢ (0,2% (w/V))
HEPES-Earlsalz (HES) | NaCl 8,128 g/¢ (140 mM)
- Puffer [pH 7,4] KCl 373 mg/¢ (5 mM)
MgCl, 163 mg/¢ (0,8 mM)
CaCl, 265 mg/¢ (1,8 mM)
NapyHPO4 178 mg/¢ (1 mM)
HEPES 5,958 g/¢ (25 mM)
Glukose 901 mg/Z (5 mM)

Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Percoll-Gradienten

Im Anschlu® wurde der Inhalt des Zentrifugenréhrchen vorsichtig mit ei-
ner Lésung, die sich aus 7,8 m¢ Percoll-Stammldsung und 9,7 m¢ HES-Puffer
zusammensetzte, tberschichtet. Durch 30miniitiges Zentrifugieren bei 2000
r pm (ohne Bremse) bildete sich ein kontinuierlicher Dichtegradient aus. Um
die Dichteunterschiede wahrnehmen zu koénnen, wurden in ein zweites Zen-
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trifugenrdhrchen farbige Kigelchen verschiedener Dichte (density marker be-
ads, Pharmacia) gegeben, die sich nach Beendigung der Zentrifugation ihrer
Dichte entsprechend in dem Zentrifugenréhrchen verteilten. Zur Herstellung
des zweiten Gradienten, dessen Dichtebereich zwischen 1,015 und 1,074 g/m¢é
lag, wurde eine L6sung, die 11,1 m¢ Percoll-Stammlésung und 8,9 m¢ HES-
Puffer enthielt, mit einem Gemisch aus 2,5 m¢ Percoll-Stammldsung und 12,5
m¢ HES-Puffer Gberschichtet und anschlief3end ftir 30 Minuten bei 2000 r pm
(ohne Bremse) zentrifugiert.

2.1.2 Trennung der Herzzellen [22]

Nach Abschlul? der Perfusion mit Kollagenase-L6sung | wurde das Herz von
der Perfusionsanlage genommen und die Kantile aus der Aorta entfernt. In ei-
ner sterilen Petrischale wurde das Herz aus dem Perikardbeutel herausgeldst
und die Vorhofe von den Ventrikeln abgetrennt. Anschliefend wurde das Ven-
trikelmyokard mit zwei Pinzetten mechanisch zerkleinert, in einen sterilen 25
m¢ fassenden Erlenmeyerkolben Gberfihrt und 30 Minuten lang in 10 m¢ Kol-
lagenasel6sung I, die auf 37°C temperiert war, inkubiert. Die Inkubation fand
unter intermittierender Rotation mit einem Magnetrihrer bei 300 rpm in 10
Sekunden dauernden Intervallen statt. Das Homogenat wurde durch ein Ny-
lonsieb mit 200 um Maschenweite in ein Zentrifugenrohrchen tberfihrt. Nach
der ersten Zentrifugation bei 25 g, bei der die intakten Herzmuskelzellen sedi-
mentierten, wurde der Uberstand mit 1 m¢ Percoll-Stamml&sung versetzt und
vorsichtig auf den ersten Percoll-Gradienten (Dichte: 1,020-1,101g/¢) gege-
ben. Die sich anschlieBende Zentrifugation diente der Auftrennung der Herz-
zellen ihrer Dichte entsprechend. Die Endothelzellen, die sich in einer Phase
mit einer Dichte von etwa 1,051-1,060g/m¢ angereichert hatten, wurden ent-
nommen. Eine zweite Schicht, deren Dichte zwischen 1,035 und 1,051g/mv
lag, wurde ebenfalls entnommen, in einem Verhéltnis von 1:3 mit HES-Puffer
verdinnt und auf den zweiten Gradienten mit einer Dichte von 1,015-1,074
g/¢ gegeben. Nach 20minditiger Zentrifugation bei 2500 r pmwurde auch die-
sem Gradienten eine Phase, deren Dichte zwischen 1,051 und 1,060 g/m¢ war,
entnommen. Die in den beiden Zentrifugatiosschritten gewonnenen, mit Endo-
thelzellen angereicherten Schichten wurden in einem Verhéltnis von 1:4 mit
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HES-Puffer verdinnt. Zur Sedimentierung der Zellen erfolgte eine 10 Minu-
ten dauernde Zentrifugation bei 100 g.

Losungen zur Zellkultivierung

Kulturmedium DMEM
Glutamin 584 mg//¢
Supplement [pH 7,4] 20 mé/¢
e DPBS 9,55 g//
e Penicillin 100 mg/¢
e Streptomycin 100 U /¢
e HEPES 178,7 g/¢
Fotales Kélberserum (FCS) 20 % (v/v)
30 min bei 549C inaktiviert
Trypsin-Losung | Trypsin 1,86 g/¢
DPBS 9,54 g/¢
EDTA 0,20 g/¢

Tabelle 2.3: Lésungen zur Zellkultivierung. Nach Erstellen wurden die Lésungen
sterilfiltriert (0,2 um).

Anschlielend erfolgte die Resuspension der sedimentierten Zellen in
4 m¢ Kulturmedium gemald Tabelle 2.3, dem Endothelzellwachstumsfaktor
(3mg/100 m¢ ECGF) beigefiigt wurde. Die Zellsuspension setzte sich aus
Endothelzellen, aber auch Fibroblasten und Perizyten zusammen. Zur Zell-
separierung wurde das unterschiedliche Anwachsverhalten der Zelltypen auf
Nahrmedien genutzt. Dazu wurde die Zellsuspension auf eine mit Gelatine
gemaR Tabelle 2.4 beschichtete Zellkulturflasche mit einer Flache von 25 cn?
ausplattiert.

Vorbereitung der Zellkulturflaschen mit Gelatinelosung (0,2 % (w/v) Gelatine in sterilem Wasser)
10minitige Vorinkubation bei Raumtemperatur mit Gelatinelésung (100 p¢/cn?)
und anschlieRendes Verwerfen der LAsung

Vorbereitung der Zellkulturflaschen mit Kollagen A-L6sung (0,05 % (w/v) Kollagen A in PBS )
60miniitige Vorinkubation bei 379C mit Kollagen A-Lésung (80 p¢/cn?),
anschlieBendes Verwerfen der Losung und Waschen mit DPBS

Tabelle 2.4: Vorbereitung der Zellkulturflaschen.
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Nach 20-30mintiger Inkubation bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 8%
CO, wurde der Uberstand mit den nicht angewachsenen Zellen auf eine frische
ebenfalls mit Gelatine beschichtete Zellkulturflasche (25 cn?) gegeben. Wie-
derum fand eine 20-30 Minuten dauernde Inkubation unter den oben genannten
Bedingungen statt mit sich anschlieRender Umsetzung des Uberstandes auf ei-
ne mit Kollagen A gemaR Tabelle 2.4 beschichtete Kulturschale (12,5 cn¥),
die flr mindestens 60 Minuten im Brutschrank vorinkubiert wurde. Der zu-
letzt beschriebene Schritt wurde ein- oder zweimal wiederholt. Abschliel3end
wurde der letzte Uberstand verworfen und die zur Zellseparierung genutzten
Kulturflaschen mit frischem Kulturmedium, das Endothelzellwachstumsfaktor
(3mg/100 m¢ ECGF) enthielt, versetzt. Uber die nachsten 3-5 Tage wurden
die Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert. In der Regel ergab sich nach der
geschilderten Zelltrennung eine Kulturflasche mit einer einzelligen Endothel-
zellschicht.

2.1.3 Zellkultivierung

Die Zellkultivierung erfolgte auf mit Gelatine beschichteten Zellkulturschalen
(25 cn?) gemaR Tabelle 2.4 im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und einem CO,-Gehalt der Luft von 8%. Das Kulturmedium wurde jeden
dritten Tag gewechselt und wahrend der ersten 5 Passagen mit Endothelzell-
wachstumsfaktor (3mg/100m¢ ECGF) versetzt. Nach Erreichen der mikrosko-
pisch gesicherten Konfluenz wurden die Zellen in DPBS gewaschen, mit 1
m¢ Trypsin-Losung (40 p¢/c?) gemal Tabelle 2.3 fir 1-2 Minuten inkubiert
und durch leichtes Klopfen vom Schalenboden abgeldst. Nach Inhibierung der
Trypsin-Wirkung durch Zugabe von 5 m¢ Kulturmedium wurde eine 10 Minu-
ten dauernde Zentrifugation der zellhaltigen Lésung bei 100 g durchgefihrt.
Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in frischem Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellen konnten abhéngig von ihrer Passagenzahl (,,Alter
der Zellen) in einer Verdiinnung von 1:3 bis 1:8 in der frischen Zellkulturschale
ausplattiert werden.
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2.2 Isolierung von Kardiomyozyten [23]

Die Herzen wurden gemaR der oben beschriebenen Methode zur Gewinnung
von Endothelzellen prapariert und mit Perfusionslésung Il geméaR Tabelle 2.5
perfundiert. Nach 5 Minuten der Perfusion mit kalziumfreier Kollagenasel6-
sung Il gemalk Tabelle 2.5 wurde die Kalziumkonzentration auf 100 pmo¢ /¢
und nach weiteren 2 Minuten auf 200pmo? /¢ gesteigert.

Ldsungen zur Isolierung von Myozyten

Standardmedium [pH 7.55] | NaCl 128 mM

KCI 5.9 mM

NaH,PO4 0.2 mM

Na,H,PO4 0.8 mM

MgSO4 1.4 mM

HEPES 11.9 mM

Pyruvat 2 mM

Glukose 5.5 mM

Perfusionslosung 11 Buthandionmonoxim (BDM) 15mM in Standardmedium

Kollagenaselosung 11 BDM 15mM

Kollagenase Typ XI 12000U

Bovines Serumalbumin fettsaurefrei (BSA faf)
0,7% in 35ml Standardmedium

Schittellésung BDM 15mM

CaCl, 0.2 mM

Bovines Serumalbumin (BSA) 1%

BSA faf 1% in Standardmedium

Sedimentationsldsung BDM 15mM

CaCly, 1mMm

BSA 1%

BSA faf 1% in Standardmedium

Tabelle 2.5: Ldsungen zur Isolierung von Myozyten

Nach insgesamt 15-20mintiger Perfusion wurden die Herzen aus der Ap-
paratur genommen. In einer sterilen Petrischale wurde das Herz aus dem Pe-
rikardbeutel herausgelost und die Vorhofe von den Ventrikeln abgetrennt. Die
zerteilten Ventrikel wurden in einem Gemisch, das zu gleichen Teilen aus Kol-
lagenaseldsung Il und Schiittelldsung geméal Tabelle 2.5 bestand, aufgenom-
men und unter leichtem Schiitteln fiir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im An-
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schluR wurde das Ventrikelmyokard vollstdndig mechanisch aufgeschlossen
und 5 Minuten lang in frischer Schittellésung gehalten. Wahrend dieser Zeit
wurde die Kalziumkonzentration durch Zugabe von Kalziumchlorid von 200
Mmoo/ /¢ in 8 Schritten auf | mmo¢/¢ gesteigert. Das Homogenat wurde durch
ein Nylonnetz mit einer Maschenweite von 200pum in ein Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt und bei 10 g fir 2 Minuten zentrifugiert. Um intakte und gescha-
digte Myozyten voneinander zu trennen, wurde das lockere Zellpellet, das sich
am Boden des Zentrifugenréhrchens gebildet hatte, auf eine Sedimentations-
|6sung gemal Tabelle 2.5 in einem sich verjingendem Reagenzglas gegeben.
Die Kardiomyozyten, die innerhalb von 3 Minuten sedimentierten, wurden als
intakt angenommen. Ein Teil der sedimentierten Kardiomyozyten wurde licht-
mikroskopisch kontrolliert, die restlichen Herzmuskelzellen wurden 5 Minuten
lang bei 750 g sedimentiert und bis zur RNA-Extraktion in TRIzol-Reagenz
bei -20 °C gelagert.

2.3 Tierexperimentelle Techniken

Als Versuchstiere dienten mannliche Wistar-Ratten, die zu Versuchsbeginn
212 + 7 gwogen. Sie wurden unter standardisierten Bedingungen (12 Stunden
Hell-dunkel-Rhythmus) gehalten, erhielten eine Standarddiét sowie Wasser ad
libitum und waren unter standiger Aufsicht des Tierschutzbeauftragten. Die
Trinkwassermengen wurden regelmaRig kontrolliert. Die nichtdiabetischen
Tiere tranken ca. 20 m¢/Tag, die diabetischen Tiere etwa 100 m¢/Tag.

2.3.1 Induktion des Diabetes mellitus [24]

Der Diabetes wurde durch eine einmalige intraperitoneale Injektion von 60
mg,/kg Korpergewicht Streptozotocin (N-(Methylnitosocarbamoyl)-alpha-D-
glucosamin) unter leichter Athernarkose der Tiere induziert. Dazu wurden 100
mg Streptozotocin in 3,5 m¢ eines Zitrat-Phosphatpuffers (Natriumzitrat 0,05
M, Natriumphosphat 0,1 M, pH 4,5) gel6st und 0,5 m¢ dieser Lésung pro 250
g Korpergewicht appliziert. Der Erfolg der Diabetesinduktion wurde durch
die Messung der Glukosekonzentration in Urin und Blut mittels Teststreifen
(Gluketur-Test und Haemo-Glukotest, Boehringer Mannheim) kontrolliert.
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2.3.2 Behandlung der Tiere mit Etomoxir®

Etomoxir®ist ein Razemat von zwei optisch aktiven Phenoxyalkyloxiran-
carboxylsaure-ethylestern und gehdrt in die Gruppe der Carnitin Palmitoyl-
transferase I-Inhibitoren, die nach [25] antiketotisch und blutzuckersenkend
wirken. Demnach hemmt nur das (+)-Enantiomer und nicht das (-)-Enantiomer
das Enzym Carnitin Palmitoyltransferase | (CPT 1), das sich gemaR [26]
an der inneren Seite der aufReren Mitochondrienmembran befindet und am
Transport von langkettigen Fettsduren vom Zytosol in die Mitochondrienma-
trix, dem Ort der B-Oxidation, beteiligt ist. Etomoxir> wird, wie in [25]
beschrieben, schnell aufgenommen und wahrend des Absorptionsprozesses
in seinen pharmakologisch wirksamen Hauptmetaboliten p-Chloro-phenoxy-
propionsaure umgewandelt. In der vorliegenden Arbeit wurde den Versuch-
stieren das (+)-Enantiomer, Natrium-(R)-(+)-2[6-(4-chlorophenoxy)-hexyl]-
oxiran-2-carboxylat, verabreicht.

2.3.2.1 Orale Applikation

Etomoxir® wurde in einer Dosierung von 10 mg/kg Korpergewicht taglich im
Trinkwasser verabreicht. Die Konzentration der Ldsung wurde unter Bertick-
sichtigung der Trinkwassermenge ermittelt. Eine Gruppe von Tieren wurde
10 Tage nach Induktion des Diabetes fur 8 Wochen behandelt. Fir die Tiere
einer zweiten Gruppe begann 8 Wochen nach Gabe des Streptozotocins eine
zehntdgige Behandlung.

2.3.2.2 Intraperitoneale Applikation

Einer weiteren Gruppe von Tieren wurde das in physiologischer Kochsalzl6-
sung geloste (60 mg in 15 m¢ 0,9 %iger NaCl-Losung) Etomoxir®in einer
Dosierung von 9 mg/kg Korpergewicht taglich intraperitoneal injiziert. Die
Behandlung erfolgte einen Monat nach Induktion des Diabetes fir 10 Tage.



2.4 Bestimmung der Serumparameter 15

2.3.3 Organentnahme

Unmittelbar nach Abschluf3 der Behandlung wurden die Versuchstiere in Nar-
koseétherbetdubung sterniotomiert. Die Aorta descendens wurde inzidiert, ei-
ne Kanilenspitze vorgeschoben und mit einer Schlaufe befestigt. Nach Eroff-
nung des rechten Vorhofes und Durchtrennung der Vv. pulmonales wurde das
Herz mit PBS gemaR Tabelle B.5 blutleer gespiilt. Anschlielend wurden die
Herzen entnommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weite-
ren Analyse bei - 80°C gelagert.

2.4 Bestimmung der Glukose-, Triglyzerid- und D-(-)-3-Hy-
droxybutyratkonzentration im Serum

Nach Entnahme des Blutes aus der Vena cava inferior wurde Serum durch
10minttige Zentrifugation bei 3000 g und 4°C gewonnen. Glukose und Tri-
glyzeride im Serum wurden im ,,Klinischen Labor* des Diabetes-Forschungs-
Institutes ermittelt. Die Bestimmungen erfolgten am Auto-Analyzer (Hitachi)
mittels der entsprechenden Analytika (Gluco-quant Glucose/HK und Trigly-
ceride GPO-PAP, Boehringer Mannheim). D-(-)-3-Hydroxybutyrat im Serum
wurde nach der 3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase-Methode in [27] ermittelt.

2.5 Nachweis und Quantifizierung von Glukosetransporter-
Proteinen mittels der Immunoblot-Analyse [28], [29],
[30]

Die Immunoblot-Analyse beruht auf der Elektrophorese denaturierter Proteine
in einem SDS-Polyacrylamid-Gel, dem Transfer der fraktionierten Proteine
auf eine Membran, der Inkubation der Membran mit einem ersten gegen das
Ziel-Protein gerichteten Antikorper sowie dem abschliefenden Nachweis des
ersten Antikorpers mit einem immunologisch wirksamen Reagenz.

2.5.1 Lyse der Myokardzellen [31]

Gemorsertes, tiefgefrorenes Herzgewebe (etwa 100mg) wurde in einem 50 m¢-
Kunststoffrohrchen eingewogen. AnschlieRend wurden 15 — 20m¢ Homoge-
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nisationspuffer gemal Tabelle 2.6 hinzugegeben, Gewebe und Puffer gemischt
und das Gemisch auf Eis gestellt. Die Homogenisation des Gewebes erfolgte
mit einem Ultra-Turrax auf Eis dreimal 30 Sekunden lang mit jeweils 30 Se-
kunden Pause. Nach Abschlul} einer weiteren Homogenisation in einem Pott-
ergefal’l (15-30 StoRe) wurde das Vollhomogenat 10 Minuten lang bei 9500
rpm (ca. 10800 g) und 4°C zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge, Rotor SS34).
Der Uberstand wurde in ein Ultrazentrifugenrohrchen dekantiert, wahrend das
Pellet in 15-20 m¢ Homogenisationspuffer geldst, einer weiteren manuellen
Homogenisation in einem Pottergefald unterzogen und unter denselben Bedin-
gungen wie das Vollhomogenat zentrifugiert wurde.

Der Uberstand dieser

zweiten  Zentrifugation wurde Homogenisationspuffer [pH 7,4]
mit dem der ersten verei- |HEPESS5,96g//¢ 25mM
nigt und zwei Stunden bei |EDTA-L6sung [500mM]8m¢/¢ 4mM
45000 rpm (208000 g) und |Saccharose 85,5g/¢ ~ 8,3% (W/w)|250mM
4°C  zentrifugiert (Beckmann- [ aprotinin 1U /¢
Ultrazentrifuge, Rotor Ti70).  genzamidin 3g/¢ 25mM
Nach Abnehmen des U.bersta.n- PMSE 200uM
des wurde das Pellet in Tris- .

Pepstatin A 1uM
EDTA-SDS (TES) 1x-Puffer .

Leupeptin 1uM

gelést und durch mehrmaliges
AufZIehen durch elne Plpetten_ Tabe”e 26 Zusammensetzung des Homo-

spitze sowie eine Insulinspritze genisationspuffers

homogenisiert. Bis zur weiteren Analyse wurde die Probe bei - 20°C gelagert.

2.5.2 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure (BCA)

Die Proteinkonzentrationermittlung in den Proben wurde mittels einer modi-
fizierten Lowry-Reaktion durchgefiihrt, die darauf beruht, daB einige Amino-
sauren im alkalischen Milieu Kupferionen aus der zweiwertigen Oxidations-
stufe in die einwertige reduzieren. Bicinchoninsaure reagiert mit den einwer-
tigen Kupferionen zu einem farbigen Komplex, dessen Absorption bei 540 nm
(Absorptionsmaximum bei 569nm) am Spektralphotometer bestimmt wurde.
Bei Annahme einer gleichmaRigen Verteilung der Aminosauren in den Proben



2.5 Immunoblot-Analyse 17

kann die Proteinkonzentration mittels eines Standardproteins ermittelt werden.
Dazu wurde mit Rinderserumalbumin als Standardprotein im Dreifachansatz
eine Eichgerade von 0 bis 20ug erstellt. Von den zu analysierenden Proben
wurden einheitlich drei unterschiedliche Volumina im Doppelansatz abgenom-
men und mit Wasser auf 100 W aufgefiillt, so dal’ zu jeder Probe zweimal drei
LOsungen mit verschiedenen Proteinkonzentrationen erhalten wurden. Nach
Zugabe von 2 m¢ eines Gemisches aus 50 Teilen Bicinchoninsdure-L&dsung,
die Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Bicinchoninséure und Natri-
umtartrat in 0,2 N Natronlauge enthielt, sowie einem Teil Kupfer-Il-sulfat-
Losung 4% (w/v) wurden die Proben und die Standards fir eine halbe Stunde
bei 60°C inkubiert, in kaltem Wasser abgeschreckt und eine Stunde lang auf
Raumtemperatur abgekdihlt. AnschlieBend erfolgte die Absorptionsmessung
am Spektralphotometer bei 540nm und die regressive Ermittlung der Protein-
mengen der Proben mit Hilfe der erstellten Eichgeraden.

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [32], [33], [34]

SDS-Polyacrylamid-Gele
Angaben fir ein Gel Sammelgel | Trenngel
Acrylamid-Bisacrylamid-Ldsung [30% (w/w)] 2mé 10m¢
e Acrylamid 291g/¢
e Bisacrylamid (N,N’-Ethylenbis-acrylamid) 9g/¢
4x Gelpuffer [pH 8,8] 3amé|  7,5m¢
e Tris 181,8g//
e SDS 4q//
e Natriumazid 100mg//¢
Wasser mé| 12,5m¢é
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 150 150
1 mischen, dann Polymerisationsstart durch Zugabe von
Ammoniumperoxodisulfat (APS) [20% (w/V)] 150p¢| 2004

Tabelle 2.7: Erstellen der SDS-Polyacrylamid-Gele
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Die Glasplatten der Gelkammer wurden mit Aceton gereinigt, um sie von
jeglichem Fett zu befreien. Die Apparatur wurde nach Angaben des Herstellers
(Hoefer Spacer-Mate) aufgebaut. In einem Becherglas wurden die Bestandtei-
le des zu gieBenden Trenngels gemaR der Tabelle 2.7 gemischt.

Nach Zugabe von Ammoniumpersulfat wurde die Acrylamid-Lésung z-
gig in den Spalt zwischen den beiden Glasplatten gegossen. Um zu verhindern,
dal} Sauerstoff in das Gel diffundierte und die Polymerisation behinderte, wur-
de das Gel mit Isobutanol tberschichtet. Nach Abschlul? der Polymerisation,
die in vertikaler Position und bei Raumtemperatur erfolgte, wurde das Isobu-
tanol abgegossen. Der obere Rand des Gels wurde mehrere Male mit Wasser
abgespult, um nichtpolymerisiertes Acrylamid zu entfernen, und mit einem Pa-
pierhandtuch getrocknet. Anschlielend wurde die Sammelgel-Ldsung geman
Tabelle 2.7 in einem Becherglas hergestellt und nach Zugabe von APS ziigig
zwischen die Glasplatten auf das polymerisierte Trenngel gegossen.

In das noch nicht ausgehéartete Sammel-

gel wurde ein Gelkamm luftblasenfrei ge- Laufpuftfer 10x

steckt. Das Gel wurde in vertikaler Positi- | Glycin 144g/¢ 1,92M
on bei Raumtemperatur gelagert. Die Pro- |Tris 30,28g/¢ 25mM
ben wurden vorbereitet, indem gleiche Pro-  |sps 10g/¢ 1%(w/v)

teinmengen (elll’.]helﬂlch 30-50 pg) in e_ln 1,5 Tabelle 2.8: Laufpuffer 10x, er-
m¢-Eppendorfréhrchen gegeben und mit TES gibt einen pH-Wert je nach Che-

1x - Puffer ad 40 ¢ aufgefiillt wurden. Wei-  mikalien zwischen 8,3 und 8,8.
terhin wurden 40 p¢ La&mmli 2x-Probenpuffer Im Anodenraum kdnnen SDS
geméal Tabelle B.9 und 1p¢ Dithiothreitol und G_chin weggelassen werden,
allerdings muf8 dann der pH-
(DTT) 50 % (w/v) zugegeben. Nach kurzer |ypr eingestellt werden.,
Zentrifugation in einer Tischzentrifuge wur-
den die Proben 5 bis 10 Minuten bei 100°C denaturiert. Es folgten eine kurz-
zeitige Zentrifugation in einer Tischzentrifuge und das Zugeben von 1/ Di-
thiothreitol (DTT) 50 % (w/v) zu den Proben. Nach AbschluR der Polymeri-
sation des Gels wurde der Kamm entnommen. Die Geltaschen wurden durch
Spiilen mit Wasser von nichtpolymerisiertem Acrylamid befreit und mit Lauf-
puffer 1x gemaR Tabelle 2.8 gefiillt. AnschlielRend wurden die Proben mit ei-
ner Hamilton-Pipette in die Geltaschen eingefiillt und die Geltaschen eventuell
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mit der Pipettenspitze begradigt. Die Pipette wurde nach dem Auftragen einer
Probe durch mehrmaliges Aufziehen von Wasser gereinigt. Das Gel wurde in
die Elektrophoreseapparatur eingespannt und die denaturierten Proteine sowie
zusatzlich Proteine mit bekanntem Molekulargewicht wurden tber Nacht bei
7 mA pro Gel aufgetrennt. Wenn das in LAmmli 2x-Probenpuffer enthaltene
Bromphenolblau das untere Ende des Gels erreichte, wurde die Gelkammer
aus der Elektrophoreseapparatur entnommen. Die beiden Glasplatten wurden
voneinander mit einem Spatel getrennt. Das Sammelgel wurde verworfen, das
Trenngel zurechtgeschnitten und die Gelstlicke wurden durch Abschneiden ei-
ner Ecke markiert.

2.5.3.1 Farben der SDS-Polyacrylamid-Gele mit Coomassie Brilli-
ant Blue [35]

Nicht geblottete Gelstiicke wurden mit 0,1 %igem (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250, geldst in Methanol 50 % (v/v) mit 10 % (v/v) Essigsdure, ge-
farbt. Entfarbt wurde in derselben Losung ohne Farbstoff, bis der gewiinschte
Kontrast erreicht war. Anschliefend wurden die Gelstiicke in einer Lésung,
die 6 % (w/v) Glycerin sowie 20 % (v/v) Methanol enthielt, ,,getrocknet* und
wahlweise photographiert oder in nasser Zellophanfolie eingeschlagen und in
einem Geltrockner fiir 2 Stunden unter Vakuum und bei 80°C getrocknet. Um
ein Brechen des Gels zu verhindern, wurde die Heizung einige Minuten vor
Beendigung des Vakuums ausgeschaltet.

2.5.4 Protein-Transfer von SDS-Polyacrylamid-Gelen auf Mem-
branen (Western Blotting) [32]

Die zu blottenden Gele wurden ausgemessen und entsprechende Membranen
und Filterpapiere zurechtgeschnitten. Ein Uberhdngen der Filterpapiere hat-
te einen KurzschluR zwischen den Enden der ober- und unterhalb des Gels
liegenden Filterpapiere zufolge gehabt und somit den Erfolg des Proteintrans-
fers vom Gel auf die Membran geféhrdet. Gele und Membranen wurden in
Anodenpuffer 2 gemaR Tabelle 2.9 dquilibriert. Zuvor waren die Membranen
mit einer Pinzette durch Methanol gezogen worden. Der Transfer der Proteine
vom Gel auf die Membran, wurde mittels einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur
(BioRad) durchgefiihrt.
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Dazu wurden auf die mit An-

odenpufferl gemaR Tabelle 2.9 be- Anodenpuffer 1
feuchtete Anode aufeinanderfolgend | Tris 36,3g/¢ 300mM
luftblasenfrei (durch Rollen mit ei- | Methanol 20%(v/V)
ner Glaspipette) sechs in Anoden- Anodenpuffer 2
puffer 1 getrankte Filterpapiere, drei | Tyis 3,03g /t 25mM
in Anodenpuffer 2 getrankte Filter-  [\1othanol 20%(v/V)

papiere, drei Membranen, das Gel

. . Kathodenpuffer
und neun in Kathodenpuffer gemaR ot : 5pz Y
Tabelle 2.9 getrénkte Filterpapiere |0/ mino-hexansaure 5,2g/ m
SDS 100mg/¢ 0,01%

gelegt. Die Kathode wurde mit Ka-
thodenpuffer befeuchtet. Das We- | Meéthanol 20%(v/V)
stern Blotting erfolgte elektrophore- Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Puf-
tisch filr eine bis zwei Stunden bei fer zum Western Blotting
Raumtemperatur und 0,8 mA/cn? Gelflache. Es handelte sich um ein dis-
kontinuierliches Western-Blotting, weil die im Kathodenpuffer vorhandene 6-
Aminohexansdure den Transport der niedermolekularen Proteine verlangsamte
und auf diese Weise einen gleichméligen Transfer von Proteinen aller Mole-
kulargewichte ermdglichte. Nach Abschlul’ des Transfers wurde die Blotting-
Apparatur abgebaut. Die Filterpapiere wurden verworfen.

Das Gel wurde wie zu-

vor beschrieben ge- bzw. Tween Tris buffered saline (TTBS) [pH 7,6]
entfarbt, um zu beurteilen, |Tris 2,4g/¢ 20mM
ob der Proteintransfer kom- | Natriumchlorid 8g/¢ 137mM
plett erfolgt war. Tween 20 0,05%(v/V)
Die unterste, d.h. die der  |Kaiziumchlorid-dihydrat 294mg/¢ 2mM

Anode am néchsten gelege-
ne, Membran wurde zwei- Tabelle 2.10: Zusammensetzung von Tween Tris
mal in TTBS gemal Tabel- buftered saline

le 2.10 gewaschen und anschlieBend in TTBS mit India Ink (100 p¢/100 mv¥)
angeféarbt, ebenfalls um den Erfolg des elektrophoretischen Transfers zu beur-
teilen.
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2.5.5 Blockieren unspezifischer Bindungsstellen [35]

Die beiden oberen Membranen wurden nach dem Blotten in einer Blockierl6-
sung gemaR Tabelle 2.11 bei Raumtemperatur fir 90 Minuten geschittelt, um
maogliche Bindungsstellen abzuséttigen, an denen es bei der Inkubation mit
den Antiseren zu unspezifischen Bindungen kommen konnte.

Blockierldsung

Phosphat-Natriumchlorid-Puffer (PBS) 1x [pH 7,4]
Magermilchpulver 10%(w/v)

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaureat) | 0,05%(v/V)

Tabelle 2.11: Zusammensetzung der Blockierlésung

2.5.6 Inkubation mit dem spezifischem Antikorper [31]

Nach einmaligem Waschen in PBS 1x mit 0,05 % (v/v) Tween 20 wur-
den die Membranen in jeweils einem 50 m¢-Kunststoffrohrchen in PBS 1x,
das 10 % Magermilchpulver enthielt, unter stindigem Rotieren auf einem
Taumel-Rollen-Mischer iber Nacht bei Raumtemperatur mit dem unmarkier-
ten, fur das Zielprotein spezifischen Antikorper inkubiert. Dazu wurden die
kommerziell erhdltlichen Glutl- (Calbiochem; Anti-Glukose Transporter, Rat-
te (Kaninchen); Katalognummer 400055) im Verhéltnis 1:1000 und Glut4-
Antikorper (Calbiochem; Anti-Glukose Transporter, Insulin-regulierbar, Ratte
(Kaninchen); Katalognummer 400057) im Verhaltnis 1:500 verdiinnt einge-
setzt.

2.5.7 Nachweis des ersten Antikdrpers mit 1*°lod-Protein A [36]

Die Antikorperlosung wurde dekantiert. Im Anschlul? wurden die Membranen
viermal 15 Minuten lang in PBS 1x mit 0,05% Tween 20 und einmal fir 5 Mi-
nuten in PBS 1x ohne Tween 20 gewaschen. Die Inkubation der Membranen
mit dem radioaktivmarkierten Antikorper (*2°1-Protein A 0,3 pCi /mv) erfolgte
in PBS 1x, versetzt mit 10 % Magermilchpulver, fir 4 Stunden bei Raum-
temperatur unter stindigem Rotieren auf dem Taumel-Rollen-Mischer. An-
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schliefend wurden die Membranen, um mogliche unspezifische Hintergrund-
radioaktivitat zu reduzieren, in TTBS, dem Tween 20 in einer Endkonzentra-
tion von 0,05% zugegeben wurde, gewaschen, solange bis die Strahlung der
Waschldsung weniger als 200 cpm/m¢ oder einen konstanten Wert aufwies.
Die Membranen wurden zwischen zwei Papiersaugttichern abgetupft und in
Frischhaltefolie eingepackt.

2.5.8 Signalauswertung am Phospho-Imager

Den in einer Photokassette befestigten Membranen wurde anstelle eines Ront-
genfilms eine Bildplatte (Screen) aufgelegt. Die Expositionsdauer war ab-
héngig von Signalstarke sowie unspezifischer Hintergrundradioaktivitat und
lag zwischen 12 und 18 Stunden. Die Quantifizierung erfolgte am Phospho-
Imager mittels der mitgelieferten Software.

2.6 Nachweis spezifischer mRNA mittels der Northern Blot-
ting Hybridisierung

Die Northern Blotting Hybridisierung beruht auf der Elektrophorese denatu-
rierter RNA in einem Agarosegel, dem Transfer der fraktionierten RNA auf
eine Nylonmembran sowie der abschlieRenden Hybridisierung der immobili-
sierten RNA mit einer radioaktiv markierten Probe.

2.6.1 Photometrische Reinheits- und Ausbeutebestimmung von
Nukleinsaureldsungen

Mittels der photometrischen Bestimmung der optischen Dichte einer nuklein-
sdurehaltigen Losung lassen sich qualitative und quantitative Aussagen uber
die eingesetzten Nukleotide machen. Nukleotide absorbieren als substituier-
te Aromaten UV-Licht in einem Wellenlangenbereich von 220 - 320nm. Das
Absorptionsmaximum liegt bei 260nm. Die Messung der Nukleinsdurepré-
parationen, die mit TE-Puffer pH 7,6 gemal der Tabelle B.6 verdinnt wur-
den, erfolgte an einem Spektralphotometer in einer Quarzkuvette bei den Wel-
lenldngen 260, 280 und 325nm gegen einen Pufferleerwert. Selbst bei guter
Préaparation stimmten der Leerwert und der bei 325nm gemessene Wert nicht
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Uberein. Deshalb wurden die bei 260 und 280 nm ermittelten Werten um den
bei 325 nm gemessenen Wert korrigiert. Die weiteren Berechnungen erfolgten
mit den korrigierten Werten.

Das Absorptionsmaximum bei 260 nm wurde zur Konzentrationsbestim-
mung benutzt. Die Extinktionskoeffizienten von RNA und DNA unterschieden
sich, da das Absorptionsmaximum von einzelstrangiger Nukleinsaure groler
ist als das von doppelstrangiger. Eine Optische Dichte-Einheit (OD) entspricht
einer Nukleinsiure-Konzentration von

e 40 pg/mv¢ fir Einzelstrang-RNA und
e 50 pg/mv¢ fiir Doppelstrang-DNA.

Der Reinheitsfaktor liel sich tiber den Quotienten der Absorptionen bei 260
und 280 nm bestimmen. Er sollte zumindestens 1,7 - 2,0 betragen.

2.6.2 Extraktion und Reinigung von RNA

Die entnommenen Herzen wurden in PBS 1x gespdlt, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei - 80°C gelagert. Die Herzen wurden bei - 196 °C
Kihlung zu einem feinen Pulver gemdrsert, das bis zur weiteren Analytik bei
- 80°C gelagert wurde.

2.6.2.1 Phenol-Guanidiniumisothiocyanat-Methode [37]

Das Gewebepulver (ca. 180 mg) wurde in 2,4 m¢ Guanidiniumisothiocyanat-
Puffer | (GTC-Puffer 1) geméal} Tabelle 2.12 aufgenommen und in einem 15
m¢-Kunststoffréhrchen mit einem Ultra-Turrax dreimal 30 Sekunden lang ho-
mogenisiert mit jeweils 30 Sekunden Pause zwischen den Homogenisations-
schritten.

Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 1000 r pm. AnschlieBend wur-
de das Homogenat auf drei 2m¢-Eppendorfgefalie verteilt. Dem Homogenat
wurde 1/10 Volumen Natriumacetat (2 M pH 4,0), 1 Volumen mit Wasser
abgesattigtes Phenol und 2/5 Volumen Chloroform zugegeben. Die Proben
wurden 20 Sekunden lang gemixt und fir 15 Minuten auf Eis stehengelassen.
Es schloR sich eine 20min(tige Zentrifugation an bei 4°C und 10.000 g. Die
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Guanidiniumisothiocyanat-Puffer |

Guanidiniumisothiocyanat 100g
steriles Wasser 117,2m¢
Natriumacetatpuffer [0,75M, pH 7,0] 7mé

N-Lauroylsarcosin-Ldsung [20% (w/V)] 10,6m¢
sterilfiltrieren (0, 8um) und Zugabe von
2-Mercaptoethanol 3604 /50m¢é

Tabelle 2.12: Zusammensetzung des Guanidiniumisothiocyanat-Puffers |

wasserige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal’ tberfihrt und 1 Volumen
Isopropanol hinzugegeben. Die Proben wurden gemixt. Nach zweistiindiger
Prazipitation bei - 20°C wurde die RNA 20 Minuten lang bei 4°C und 10.000
g zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen. 1000 p¢ Ethanol 70 %
wurden hinzugegeben und die Proben gemixt. Nach einer weiteren 5 Minuten
dauernden Zentrifugation bei 7.500 g und 4°C wurden die Uberstande abge-
nommen und die Pellets in 200 u¢ GTC-Puffer resuspendiert. Dazu wurden
die Proben 10 Minuten lang bei 56°C inkubiert und anschlieRend fiir 5 Minu-
ten auf Eis gestellt. Die drei zu einer Herzprobe gehdrenden Volumina wurden
miteinander vereint und die oben beschriebene RNA-Fallung wiederholt. Nach
mindestens zwei Stunden Préazipitation bei - 20°C wurde die Probe fiir 20 Mi-
nuten bei 4°C und 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Pellet in 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach funfmin(tiger Zentri-
fugation bei 4°C und 7.500 g wurde wiederum der Uberstand abgenommen.
Das Eppendorfgefaly wurde mit ge6ffnetem Deckel fiir 10 Minuten bei Raum-
temperatur stehengelassen. Anschlielend wurde das Pellet in Wasser geldst.
Dazu wurde die Probe 10minditig bei 56°C inkubiert und dann fiir 5 Minuten
auf Eis gestellt. Bevor die RNA zu je 20 pg aliquotiert und als Ethanolprazipi-
tat bei - 20°C gelagert wurde, erfolgte die Bestimmung der Konzentration und
der Qualitat der RNA mit Hilfe eines Spektralphotometers.
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2.6.2.2 Total RNA Isolation (TRIzol)

Das als Pulver vorliegende Gewebe (etwa 100 mg) wurde in 1000 W TRIzol-
Reagenz aufgenommen und mit einer Eppendorf-Mikropistille homogenisiert.
Die Probe wurde 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert, um die kom-
plette Dissoziation der Nukleoprotein-Komplexe zu ermdglichen. Nach Zuga-
be von 200 p¢ Chloroform wurde das Eppendorfgefal kraftig fiir 15 Sekunden
mit der Hand geschuittelt und 2-3 Minuten lang bei Raumtemperatur stehenge-
lassen. Die nachfolgende 15 Minuten dauernde Zentrifugation bei 12.000 g
und 4°C trennte das Homogenat in eine untere rote Phenol-Chloroform Pha-
se, eine Interphase und eine farblose obere wasserige Phase. Die RNA befand
sich ausschliellich in der wésserigen Phase, dessen Volumen etwa 60 % des
\Volumens des TRIzol Reagenz ausmachte, in dem das Gewebe homogenisiert
worden war. Die wésserige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal tber-
fihrt und 1 Volumen Isopropanol hinzugegeben. Die Probe wurde gemixt und
10 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine 10mindtige
Zentrifugation bei 12.000 g und 4°C. Das RNA-Prazipitat bildete ein gelar-
tiges Pellet an Seite und Boden des EppendorfgefaRes. Der Uberstand wurde
abgenommen und das RNA-Pellet in 75 %igem Ethanol gewaschen. Dazu
wurden 1000 w/ Ethanol 75% in das Eppendorfgeféal} gegeben, die Probe ge-
mixt und fir 5 Minuten bei 7.500 g und 4°C zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde einmal wiederholt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand ver-
worfen und das Pellet 10 Minuten lang luftgetrocknet bei gedffnetem Deckel
des Eppendorfgefélies. Anschlielend wurde das Pellet in Wasser durch mehr-
maliges Aufziehen durch eine Pipettenspitze geldst, die Probe fir 10 Minuten
bei 56°C inkubiert und fir 5 Minuten auf Eis gestellt. Bevor die RNA zu je
20 g aliquotiert und als Ethanolprézipitat bei - 20°C gelagert wurde, erfolgte
die Bestimmung der Konzentration und der Qualitat der RNA mit Hilfe eines
Spektralphotometers.

2.6.2.3 Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation [38], [35]

Das pulverisierte Gewebe (etwa 500 mg) wurde in einem 50 nv-
Kunststoffrohrchen in 8 m¢ Guanidiumisothiocyanat-Puffer Il gemé&l Tabel-
le 2.13 aufgenommen und mit einem Ultra-Turrax dreimal 30 Sekunden lang
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Guanidiniumisothiocyanat-Puffer 11

Guanidiniumisothiocyanat 94,53g/200m¢ AM
Natriumacetat [3M pH 6,01 1,67m¢/200m¢| 25mM

sterilfiltrieren (0, 2um) und Zugabe von
2-Mercaptoethanol 1670p¢/200m¢ 120mM

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des Guanidiniumisothiocyanat-Puffers 11

mit jeweils 30 Sekunden Pause zwischen den einzelnen Schritten homogeni-
siert. Im Anschlul? erfolgte eine 10mindtige Zentrifugation bei 1000 g und
49C, um den bei der Homogenisation entstandenen Schaum zu verringern. In
ein Ultrazentrifugenréhrchen wurden 4 m¢ Casiumchloridldsung gemal3 Tabel-
le 2.14 vorgelegt und mit dem Guanidiumisothiocyanat-Homogenat vorsichtig
uberschichtet. Nach dem Austarieren mit Guanidiumisothiocyanat-Puffer er-
folgte die Ultrazentrifugation in dem Swingout-Rotor SW 40 fir 24 Stunden
bei 32.000 rpm und 20°C. Wahrend der Zentrifugation wurden die Zellbe-
standteile entsprechend ihrer Schwebedichte in den sich bildenden kontinuier-
lichen Casiumchloridgradienten (etwa 1,85 bis etwa 1,6 g/cm?®) aufgetrennt.
Dabei wurde die RNA pelletiert, wahrend die DNA eine Bande im Cé&sium-
chlorid bildete. Proteine und Zelltrimmer verbleiben in der GTC-Phase, auf
der Oberflache sammelten sich Lipide und Membrantrimmer.

Die  Guanidiumiso-

thiocyanatphase  wurde Casiumchlorid-Losung
mit einer Pasteurpipette | Casiumchlorid 95,79g/100m¢ 5,7M
entfernt und die R&n- | Natriumacetat [3MpH 6,0] 1,67m¢/200m¢ | 25mM
der des ROhrchens mit sterilfiltrieren (0, 2pm)

einem Wattestabche_n Tabelle 2.14: Zusammensetzung der Césiumchlo-
von GTC-Puffer befreit. rid-Lésung

Nun wurden die ersten

zwei Milliliter der Céasiumchloridlésung mit einer frischen Pasteurpipette
abgenommen und der Rest der Césiumchloridlésung in ein Glasschalchen
umgestilpt.  Mit einem Wattestdbchen wurden die letzten Tropfen der
Césiumchloridldsung entfernt. Das Pellet wurde in Natriumacetat (0,3 M pH
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6,0) gelost und in ein Eppendorfgefal? Gberfihrt. 1 Volumen eines Phenol-
Chloroformgemisches (1:1) wurde hinzugegeben und gemixt. Durch eine
funfmindtige Zentrifugation bei 14.000 r pm und 4°C wurde die Probe in eine
untere Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase und eine obere wasserige
Phase, in der sich die RNA ausschlielilich befand, getrennt. Die Oberphase
wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorfgefaly tberfthrt.
Nach Zugabe der 2,5fachen Menge an Ethanol 100 % erfolgte eine mindestens
zweistiindige Prazipitation der RNA bei - 20°C. Wéhrend der anschlieBenden
zehnminUtigen Zentrifugation bei 14.000 r pmund 4°C bildete die prazipitierte
RNA ein Pellet an Seite und Boden des EppendorfgefaBes. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 75%igem Ethanol gewaschen. Dazu
wurden 1000 p¢ Ethanol 75 % in das Eppendorfgefal? gegeben, die Probe
gemixt und 10 Minuten lang bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen. Nach 10minitigem Trocknen bei gedffnetem
Deckel des Eppendorfgefaes wurde das Pellet in Wasser geldst, fir 10
Minuten bei 56°C inkubiert und 5 Minuten lang auf Eis gestellt.

2.6.3 Vergleich der RNA-Isolierungsverfahren

Im Vergleich der Methoden zur Isolierung von RNA wurde deutlich, dal3 die
Phenol-Guanidiniumisothiocyanat-Methode nach [37] mit 0,3 bis 1,1 ug RNA
pro eingesetztem mg Herzgewebe (im Mittel 0,75 4 0,04 pug/mg) die héchsten
Ausbeuten lieferte. Mittels der TRIzol-Methode betrug die Menge an gewon-
nener RNA zwischen 0,3 und 0,6 pg pro eingesetztem mg Herzgewebe (0,42
+ 0,05 pg/mg), mit der Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation sogar
noch weniger. Eine durchgefiihrte Hybridisierung mit radioaktivmarkierten
Oligonukleotiden, die gegen o-MHC- und B-MHC-mRNA gerichtet waren,
ergab flr die verschiedenen Methoden bei gleicher eingesetzter RNA-Menge
ahnliche Signalstarken. Aus diesem Grunde entschied ich mich fir die Metho-
de, die die gréiiten Ausbeuten lieferte, die Phenol-Guanidiniumisothiocyanat-
Methode, dartiberhinaus bedurfte sie mit 1 bis 1,5 Tagen einer geringeren Pré-
parationszeit als die Casiumchlorid- Dichtegradientenzentrifugation (1,5 bis 2
Tage).
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2.6.4 Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese [35]
Ein  RNA-Aliquot,

das als Ethanolprazipi- RNA-Probenpuffer (2000p¢)

tat bei - 20°C gelagert |steriles Wasser 630u¢

worden war, wurde 30 |deionisiertes Formamid 1000u¢ 50%(v/V)
Minuten lang bei 14.000 | Formaldehydlosung [37%] 350 2,3M
rpm und 4°C zentrifu- | Ehidiumbromidiosung [10mg/m¢] 20p | 100pg,/m¢

giert. Nach Abnehmen
des Uberstandes wurden
1000 ¢ Ethanol 70 %
hinzugegeben und die Probe gemixt.

Tabelle  2.15: Zusammensetzung des  RNA-
Probenpuffers

Es schlol’ sich eine 15minitige Zentrifu-
gation bei 14.000 r pmund 4°C an. Der Uber- Blaumarker
stand wurde verworfen und das RNA-Pellet | Bromphenolblau|0,1%(w/v)
10 Minuten lang luftgetrocknet. Das Pellet | Xylencyanol FF |0,1%(w/v)
wurde in 15 p¢ RNA-Probenpuffer gemal Ta- | Glycerol 30%(v/V)
belle 2.15 gel6st, indem die Probe fir 10 Mi-
nuten bei 65°C inkubiert und anschlieBend 5
Minuten lang auf Eis gestellt wurde. Dem
Probenpuffer wurden 3 p¢ Blaumarker gemaR Tabelle2.16 hinzugegeben.

Tabelle 2.16: Zusammenset-
zung des Blaumarkers

Formaldehyd-Agarosegel (200my)

Agarose 2,4g 1,2% (w/v)
v-Morpholino-propansulfonsaure (MOPS) 10x 20m¢ 1x

e MOPS (83,72g/¢) 400mM

e Natriumacetatlésung [3M] (33,3m¢/¢) 100mM

e EDTA-L0Asung [500mM] (20m¢/¢) 10mM
steriles Wasser 146m¢

Agarose I6sen und abkdihlen lassen

Formaldehydlésung [37%] 34m¢ 2,3M

Tabelle 2.17: Zusammensetzung des Formaldehyd-Agarosegels
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Die RNA wurde in denaturierter Form in einem gemaR Tabelle 2.17 vor-
bereiteten Formaldehyd- Agarosegel, an das eine Spannung von 25V angelegt
wurde, Uber Nacht bei 4°C nach ihrer GroRe aufgetrennt. Die vollstandige
Denaturierung der RNA muf gewahrleistet sein, da sonst keine lineare Abhan-
gigkeit zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit und dem Molekulargewicht
der RNA besteht.

2.6.5 Transfer der denaturierten RNA auf die Membran [35]

Nach Ende der elektropho-
retischen Auftrennung wurde
die RNA unter UV-Licht op-
tisch kontrolliert. Besondere
Beachtung galt der Degradati-
on, die sich als Schmier im
niedermolekularen Bereich be-
merkbar machte.  Desweite-
ren sollten die Banden der 285

und _18S-r|bosomaler1 RN_AS Bild 2.1: Beispiel fiir das Intensitdtsverhélt-
deutlich erkennbar sein. WUn-  pjs der Banden der 28S- und 18S-ribosomalen
schenswert war ein Intensitits- RNAs. 20 pg Gesamt-RNA pro Bahn wur-
verhaltnis 28S: 18Svon etwa 2  den in einem Formamid-Formaldehyd-Agarose-
. Gel elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-
(Bild 2.1). ) A
Licht visualisiert.

288

18§

Im Anschlul® wurde das Gel zurechtgeschnitten und ausgemessen. Dieser
Grolie entsprechend wurden eine Membran und vier Filterpapiere ausgeschnit-
ten. Es folgte der Aufbau der Blot-Apparatur. Dazu wurde das Gel umgedreht
auf einen Trager gelegt. Zwischen Tréager und Gel befanden sich ein zurechtge-
schnittenes Filterpapier sowie ein zusatzliches Filterpapier, das den gesamten
Tréager bedeckte und rechts und links des Trégers in jeweils eine mit SSPE 20x-
Puffer gemaR Tabelle B.4 gefiillte Glasschale reichte. Das Gel wurde mit einer
Plastikfolie umgeben, um ein Ubereinanderliegen der ober- und unterhalb des
Gels liegenden Filterpapiere zu verhindern. Da ein KurzschluR den Erfolg des
RNA-Transfers erheblich eingeschrénkt hatte. Auf das Gel wurde die Mem-
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bran und drei in SSPE 20x-Puffer getréankte Filterpapiere gelegt. Luftblasen
zwischen den einzelnen Schichten wurden durch Rollen mit einer Glaspipette
verhindert. Um einen kapillaren Sog zu erzeugen, wurde auf die Filterpapie-
re ein Stapel Papierhandtiicher, eine Glasplatte sowie ein Gewicht gelegt, das
ungefahr 500 g wog. Auf diese Weise wurde eine Diffusion der RNA aus dem
Gel auf die Membran ermdglicht. Der Transfer erfolgte zwischen 24 und 48
Stunden. NalRgewordene Papierhandtiicher wurden ausgetauscht. Nach Ab-
schlul} des Transfers wurde die Membran gewaschen, um sie von jeglichen
Agaroseresten zu befreien. Dazu wurde die Membran in eine mit SSPE 5x-
Puffer gefillte Glasschale gelegt, die 2-5 Minuten lang bei Raumtemperatur
in einem Schittelinkubator hin- und herbewegt wurde. Die Membran wurde
zwischen zwei Papiersaugtiichern abgetupft. Um die RNA auf der Nylonmem-
bran zu fixieren, wurde die Membranseite, die die RNA trug, fir 5 Minuten
UV-Licht ausgesetzt, und anschlieRend die Membran 2 Stunden lang bei 80°C
»gebacken®. Das Gel und die drei Filterpapiere, die der Membran aufgelegen
hatten, wurden unter UV-Licht auf verbliebene RNA kontrolliert.

2.6.6 cDNA-Gewinnung

Zum Nachweis von spezifischer mRNA eignet sich DNA, die zu der zu ana-
lysierenden mRNA komplementér ist. Dazu wird komplementare DNA (cD-
NA), die durch Umschreiben der nachzuweisenden mRNA mittels der Rever-
sen Transkriptase gewonnen wurde, unter Verwendung von Restriktionsendo-
nukleasen in Plasmide eingebaut. Plasmide sind ringférmige doppelhelikale
DNA-Molekiile, die Gene fiir die Inaktivierung von Antibiotika, die Produk-
tion von Toxinen und den Abbau natirlicher Produkte tragen und die sich un-
abhangig vom Wirtschromosom replizieren. AnschlieBend wird der Plasmid-
vektor in die Wirtszelle durch Transformation eingeschleust, die darauf beruht,
dal} einige Bakterien nackte DNA-Molekiile aus dem Medium aufnehmen, und
deren Wirkungsgrad sich durch eine Reihe von Techniken verbessern laRt. Die
in dem Plasmid enthaltenen Gene, die Enzyme zum Abbau von Antibiotika
exprimieren, helfen die Bakterienzellen zu erkennen, die transformiert worden
sind, da in einem Zellmedium, dem ein Selektionsantibiotikum beigegeben
wird, nur solche Zellen wachsen, die tber die im Plasmid enthaltene Infor-
mation verfligen. Nach dem Bakterienwachstum, das der Vervielfaltigung der
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Plasmid-DNA dient, werden die Zellen lysiert und die DNA extrahiert. Um
das urspriinglich in das Plasmid eingebaute cDNA-Fragment zu erhalten, wird
die DNA mit Restriktionsendonukleasen geschnitten, gelelektrophoretisch ih-
rer Groél3e entsprechend aufgetrennt und das interessierende Fragment aus dem
Gel eluiert.

2.6.6.1 Praparation und Transformation kompetenter E.coli [39]

Bakterien des E.coli-Stammes

DH50. wurden zur Transformation von SOB-Medium

Plasmid-DNA vorbereitet (,kompe- | Hefeextrakt 10g/¢ 1%(w/V)
tent” gemacht), indem sie in 50 m¢ | Trypton 20g/¢ 2%(w/V)
SOB-Medium gemafll Tabelle 2.18 |NaCl 584,4mg/¢ 10mMm
unter Schitteln bei 250rpm und bei  |kcy 186,4mg/¢ 2 5mM

37°C gehalten wurden, bis sie eine
optische Dichte, gemessen bei 600 nm
gegen den SOB-Leerwert, von 0,44 bis
0,55 erreichten. Die Bakterien wurden
fir 10 Minuten auf Eis abgekdhlt, in
ein gekiihltes Zentrifugenrohrchen ge-  Tabelle 2.18: Zusammensetzung des
geben und 5 Minuten lang bei 2500r pm SOB-Mediums

und 4°C zentrifugiert (Sorvall Zentrifuge, SS34-Rotor). Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Sediment in 17m¢ FSB-Ldsung gemaR Tabelle 2.19
aufgenommen und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde dem
Ansatz 140¢ Stickstoff-begastes DMSO zugegeben und weitere 5 Minuten
auf Eis gehalten. Nach Wiederholen der beiden zuletzt beschriebenen Schritte
wurden die Bakterien zu jeweils 210/ in eisgekihlte GefaRe aliquotiert und
langsam bei -70°C eingefroren. Bei dieser Temperatur waren sie mehrere

Monate haltbar.

pH 7,5, Autoklavieren und
anschliel’endes steriles Zugeben von
MgCl, 952,1mg/¢ 10mM
MgSO, 1,204g/¢ 10mM
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Nach dem Auftauen der kompe-
tenten Bakterien auf Eis wurde ihnen
die Plasmidldsung zugegeben, deren
Volumen maximal 5% des Gesamt-
volumens ausmachte, und fir 30 Mi-
nuten auf Eis inkubiert. Anschlie-
Rend wurden sie 90 Sekunden lang
bei 42°C gehalten und erneut auf Eis
gestellt. 800w/ LB-Medium gemaR
Tabelle 2.20 wurden zugegeben und
die bakterienhaltige L6sung 1 Stunde
lang bei 37°C und 250r pm geschiit-

Freeze Stock Buffer (FSB)
Kaliumacetat 981,4mg/ ¢ 10mM
KCI 7,455qg/¢ 100mM
MnCl, x 4H,0 8,906g//¢ 45mM
CaCl, x2H,0 1,479/¢ 10mM
[Co(NH3)g|Cl3 802,4mg/ ¢ 3mM
Glycerol 100m¢/¢ 10 %(v/v)
pH 6,4, sterilfiltrieren und bei 4°C Lagern

Tabelle 2.19: Zusammensetzung des
Freeze Stock Buffers

telt. Es folgte das Ausstreichen der Bakterien auf Agar-Platten, die gemal
Tabelle 2.20 mit dem Selektionsantibiotikum Ampicillin versetzt waren, und
eine ca. 12 Stunden dauernde Inkubation. Bakterien, die das Plasmid auf-
genommen hatten, synthetisierten das Enzym B-Lactam-Aminohydrolase und
waren damit beféahigt, das bakterizid wirkende Antibiotikum Ampicillin ab-
zubauen. Nichttransformierte Bakterien hingegen verfligten nicht tGber dieses
Enzym und starben ab. Als Kontrolle diente ein Transformationsansatz ohne

Plasmid.

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

Hefeextrakt 5g/¢ 0,5% (w/V)
Trypton 10g// 1% (w/V)
NaCl 10g/¢ 1% (w/v)

pH 7,5, autoklavieren

LB-Agar: wie LB-Medium, zusétzlich 15g/¢ Agar

Ampicillin-Stocklésung [25mg/m¢] steril zugeben 25ug,/m¢

Tabelle 2.20: Zusammensetzung des Luria-Bertani-Mediums
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2.6.6.2 Extraktion und Reinigung der Plasmid DNA [35], [40]

Nach der Inkubation der ausgestrichenen Agarplatte wurden einige Kolonien
in 5m¢ LB-Medium, dem Ampicillin beigeftigt wurde, tUberfiihrt und etwa 10
Stunden unter Schitteln bei 250r pm und 37°C gehalten. Die Bakterien wur-
den wiederum ausgestrichen und etwa 12 Stunden in 250m¢ LB-Medium mit
Ampicillin inkubiert. Anschlielend wurden die Bakterien durch 15minitige
Zentrifugation bei 4°C und 6000r pm sedimentiert (Sorvall, SS34-Rotor) und
uber eine Fertigsaule (QIAGEN-Kit) mit den dazugehdrigen Puffern aufgerei-
nigt. Dazu wurden die Bakterien in einer Lésung, die sich aus Tris 50mM,
EDTA 10mM sowie RNase A 100mg/m¢ zusammensetzte und deren pH-Wert
8,0 war, aufgenommen und in einer zweiten Losung, die NaOH 200mM und
SDS 1% (w/v) enthielt, lysiert. Das Detergenz wurde durch Zugabe von Kali-
umacetat 3M als schwerl6sliches Kaliumsalz geféllt. AnschlieRend wurde das
Lysat 30 Minuten lang bei 4°C und 16000 r pm zentrifugiert (Sorvall SS34)
und gefiltert. Das klare Lysat wurde auf die zuvor aquilibrierte Fertigsau-
le gegeben. Nach zweimaligem Waschen der Fertigsdule mit einer Ldsung,
die aus NaCl 1M, MOPS 50mM und Ethanol 15% (v/v) bestand, wurde die
am Saulenmaterial adsorbierte Plasmid-DNA mit der NaCl 1, 25M, Tris 50mM
und Ethanol 15% (v/v) enthaltenen Ldsung eluiert, mit 0,7 Volumina Isopro-
panol gefallt und 30 Minuten lang bei 4°C und 150009 zentrifugiert (Sorvall
SS34). Nach Abnehmen des Uberstandes wurde das Sediment in 70%igem
Ethanol gewaschen, erneut fur 15 Minuten zentrifugiert und nach Dekantieren
des Uberstandes luftgetrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in sterilem Wasser
gel6st und am Spektralphotometer und durch Agarosegel- Elektrophorese be-
zuglich Konzentration und Reinheit analysiert. Zur Kontrolle der Praparation
wurden entsprechend den Herstellerangaben Proben von samtlichen Arbeits-
schritten mit Isopropanol geféllt und gelelektrophoretisch analysiert.

2.6.6.3 Restriktion der Plasmid DNA und Gelelektrophorese der
Plasmidfragmente [35], [45]

Die Konzentration und die Qualitadt der Plasmide wurden spektralphotome-
trisch bestimmt. AnschlieBend wurden 5 bis 10 pg Plasmid in einem 20 /-
Ansatz gemal Tabelle 2.21 mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen in Frag-
mente zerschnitten. Die Enzymkonzentration sollte 1 Unit Enzym pro ug zu-



34 2 Material und Methoden

schneidende Plasmid-DNA und pro Schnittstelle des Enzyms betragen. Die
Restriktionsenzyme waren so zu wahlen, dalk die erhaltenen Fragmente sich in
ihrer Groél3e unterschieden, um das Fragment, das als Sonde dienen sollte, von
den anderen gelelektrophoretisch trennen zu kdnnen. Desweiteren mufite der
Puffer auf das Enzym abgestimmt sein.

Restriktionsbedingungen
cDNA | Plasmid- Vektor Restriktion Fragment-
name mit groie
GAPDH| pGAPD pBR322 Sfi bei 50°C, anschl. Bst Ell bei 60°C | 1000 bp
ratGlut4 | pSM1-1-1 | pBbluescript KS+ Eco R1 und Bgl Il bei 47°C 1500 bp

Tabelle 2.21: Restriktionsbedingungen [41], [42]

Nach Abschlul3 der Restriktion wurden 2 p¢ Blaumarker zu dem 20 p¢-
Restriktionsansatz gegeben, beides gemischt und in die Geltaschen eines 0,8
%igen Agarosegeles (TAE 1x)gefillt. Die elektrophoretische Auftrennung
fand bei 100 V und 50 mA fir 30 bis 40 Minuten statt. Anschliel’end wurde
die zu isolierende Fragmentbande mit einem Skalpell unter UV-Licht aus dem
Gel ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefall tberfuhrt und gewogen. Mit Hilfe
eines Kits und den dazugehdrigen Puffern (Jetsorb) wurde die cDNA aus dem
Gel eluiert. Prinzip des Kits ist die Zerstérung der Gelmatrix bei 50°C in 7 M
Natriumperchlorat-L6sung und die gleichzeitige Adsorbierung der DNA an Si-
licagelpartikel. Es wurden 300 p/ Puffer Al und 10 p¢ Jetsorb-Suspension/100
mg Gel in das Eppendorfgefal gegeben. Die Probe wurde gemixt und bei 50°C
fiir 15 Minuten inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde die Probe alle 3 Mi-
nuten gemixt. Nach Zentrifugation fir 30 Sekunden bei 14.000 g in einer
Tischzentrifuge wurde der Uberstand verworfen. 300 p¢ Puffer A1 wurden
hinzugegeben, gemixt und ein weiteres Mal zentrifugiert. Wiederum wurde
der Uberstand abgenommen, 300 ¢ Puffer A2 hinzugegeben und ein letztes
Mal zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes trocknete das Pellet fiir 5-
10 Minuten an der Luft. Anschlielend wurde die DNA mit 30-50 y¢ TE-Puffer
gemal der Tabelle eluiert. Um die Konzentration der DNA-LGsung abzuschét-
zen, wurden 1 ¢ und 4 ¢ der DNA-LGsung sowie 25 ng, 50 ng, 75 ng, 100
ng und 150 ng der Plasmid-DNA in einem 0,8 % Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und die Signalstarken miteinander verglichen.
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2.6.7 Prahybridisierung [35]

Die Bedingungen fiir die Prahybridisierung sowie ftr die Hybridisierung wa-
ren davon abhangig, ob cDNA-Fragmente (mehr als 100 Nukleotide) oder Oli-
gonukleotide (bis 50 Nukeotide) verwendet wurden.

Denhardt’s 100x

Rinderserumalbumin (BSA) | 2%(w/V)
Ficoll 2% (wW/V)
Polyvinylpyrrolidon 2% (wW/V)

Tabelle 2.22: Zusammensetzung des Denhardt’s 100x

2.6.7.1 Prahybridisierung mit cDNA-Fragmenten

Die Membran wurde in eine festverschlie3bare Glasréhre mit der Seite, die die
RNA trug, nach innen geschoben und fiir mindestens zwei Stunden bei 42°C
mit Préahybridisierungslésung gemal Tabelle 2.23 durch stdndige Rotation der
Glasréhre um die eigene Achse benetzt.

Prahybridisierungslésung fir cDNA-Fragmente
SSPE 20x 7,5m¢ 5X
Denhardt’s 100x 1,5m¢ 5x
SDS [10% (w/v)] 1,5m¢ 0,5% (w/V)
Formamid deionisiert 15m¢ 50%
Wasser 4,5m¢

denaturierte Heringssperma-DNA 100pg,/m¢é

Tabelle 2.23: Zusammensetzung der Préahybridisierungslésung fiir cDNA-Fragmente
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2.6.7.2 Prahybridisierung mit Oligonukleotiden

Zum Nachweis spezifischer mRNA wurden

e das synthethische 42er Oligonukleotid o-MHC (Myosin Heavy Chain)
3'-GGA CAG GTC GTC TTT CTC GGA GCG GCA ACG GTA GGG TGT TAT-5’,
das komplementér zu den Nukleotiden 5855-5896 der mRNA (EMBL

Accession Nr. X15938, [44]) ist, sowie

e das synthethische 42er Oligonukleotid B-MHC
3'-GAG ATG GGT TGG GAT TCC TAC GGA CAC TTC GGG ACT CTG GAC-5’,
das komplementér zu den Nukleotiden 5825-5866 der mRNA (EMBL

Accession Nr. X15939, [43]) ist, verwendet.

Die Prahybridisierung erfolgte ebenfalls mindestens 2 Stunden lang in dem
Hybridisierungsofen, unterschied sich jedoch gemaR Tabelle 2.24 von der fir
cDNA-Fragmente in der Temperatur (45°C anstatt 42°C) und dem geringeren
Gehalt der Préhybridisierungslosung an Formamid (20% anstatt 50%).

Prahybridisierungslésung ftr Oligonukleotide

SSPE 20x 7,5m¢

5Xx

Denhardt’s 100x 1,5m¢

5X

SDS [10% (w/v)] 1,5m¢

0,5% (w/v)

Formamid deionisiert 6m¢

20%

Wasser 13,5m¢

denaturierte Heringssperma-DNA

100ug,/m¢

Tabelle 2.24: Zusammensetzung der Prahybridisierungslésung fiir Oligonukleotide

2.6.8 Radioaktive Markierung der Sonde

Mittels einer radioaktiv markierten Sonde gelingt die autoradiographische Dar-
stellung, an welcher Stelle der Membran die komplementdre DNA mit der
nachzuweisenden mRNA hybridisiert. Dazu wird unter Verwendung von En-
zymen, wie etwa einer DNA-Polymerase, in die DNA-Sonde ein Nukleotid

eingebaut, das ein Radioisotop enthélt.
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2.6.8.1 Radioaktive Markierung doppelstrangiger DNA [46]

Die durch Restriktion und anschliel}ender Gelelution gewonnenen doppel-
strdngigen cDNA-Fragmente wurden unter Verwendung von

e ,,Random Primern“, einem Gemisch aus Hexanukleotiden, und dem

e Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |

mit [a-32P]-dATP gemé&R Tabelle 2.25 radioaktiv markiert.

Random Primed DNA-Labeling

Erstellung der DNA-L6sung 11,5/
e DNA 20 —200ng
e HyOad 11,5

Zugabe von:

dCTP-Stammlosung [500puM] 1pe 25uM
dGTP-Stammldsung [500uM] 1/ 25uM
dTTP-Stammldsung [500puM] 1pe 25uM

10x Reaktionspuffer (enthalt Random Primer) 2|

10 Minuten bei 95 °C inkubieren und anschlieBend 5 Minuten in Eis abkiihlen

Zugabe von:

[0-32P]-dATP [3000Ci /mmol , 10uCi /pé] 2, 54 25Ci
mit Pipettenspitze mischen

Zugabe von:

Klenow DNA-Polymerase 1/ 10U

mit Pipettenspitze mischen und

mind. 3 Stunden bei 379C oder ca. 12 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren

Tabelle 2.25: Random Primed DNA-Labeling
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2.6.8.2 5’-Markierung (Endlabeling) von Oligonukleotiden [35]

Zur radioaktiven Mar-
kierung  mit [7-32P]-ATP 5’-Endmarkierung mit Polynukleotid-Kinase

wurden die synthetischen |Erstellung der Oligonukleotid-Ldsung 12/
Oligonukleotide, die uber e Oligonukleotide (5’-OH) 30pmol
freie 5’-OH-Gruppen ver- e H,Oad 12w

flugten, gemaR Tabelle
2.26 mit dem Enzym Poly-
nukleotid-Kinase inkubiert.
Nach der Inkubation wurde
der Ansatz fir 5 Minuten
auf 90°C erhitzt, um das

Enzym durch Denaturieren

zu inaktivieren. Tabelle 2.26: 5’-Endmarkierung mit Polynukleo-
tid-Kinase

Zugabe von:
10x Kinase-Puffer 2/
[y—32P]-ATP 5/
[> 5000Ci /mmol, 10uCi /¢, < 10pmol ]
Polynukleotid-Kinase [10U /p¢] 14
1 Stunden bei 37°C inkubieren

2.6.9 Trennung von nichteingebauten Nukleotiden und radioaktiv
markierter DNA [35]

In eine autoklavierte Fertigsdule wurden 2 m¢ einer Biogel P30-Suspension
gegeben. Nach Absetzen des Gels wurde die ausgehartete Sdaule dreimal mit
1 m¢ STE-Puffer pH 8,0 gemél Tabelle B.6 aquilibriert. Der Ansatz der ra-
dioaktiven Markierung wurde mit STE-Puffer pH 8,0 ad 200 p¢ aufgefillt, auf
die Saule gegeben und mit demselben Puffer eluiert. Jeweils vier Tropfen wur-
den in einem 1,5 m¢-Eppendorfgefal aufgefangen. Um eine gute Auftrennung
von den nicht eingebauten Nukeotiden und der Sonde zu erhalten, wurden 15-
20 Fraktionen gesammelt. Jeweils 2 u¢ der aufgefangenen Tropfen wurden
entnommen und in ein Szintillationsgefal? gegeben. Nach Zugeben von 3 m¢
Szintillationsflissigkeit und kraftigem Schiitteln, wurde die Radioaktivitat im
Beta-Counter bestimmt. Das Auftragen der erhaltenen Zerfalle pro Minute ge-
gen die Fraktionsnummern in einem Diagramm lieferte zwei Maxima. Das
erste, in der Regel das groRere, beinhaltete die markierte DNA und das zweite
die nicht eingebauten Nukleotide.
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2.6.10 Hybridisierung [35]

Die vereinigte, markierte DNA wurde bei 95°C fiir 10 Minuten denaturiert,
auf Eis 5 Minuten lang abgeschreckt und zur Prahybridisierungslosung gege-
ben. Die Hybridisierung erfolgte bei Prahybridisierungstemperatur fiir 16-72
Stunden in einem Hybridisierungsofen mit Agitation.

2.6.11 Waschen der Membran [35]

Um die Hintergrundradioaktivitat auf der Membran zu reduzieren und die spe-
zifischen Signale deutlicher hervortreten zu lassen, wurde die Membran nach
der Hybridisierung gewaschen. Bei Hybridisierung mit cDNA-Fragmenten
wurde zweimal mit SSPE 2x geméaR Tabelle B.4 mit 0,1% (w/v) SDS bei
Raumtemperatur und anschlieBend zweimal mit SSPE 2x mit 0,1 % (w/v)
SDS bei 42°C jeweils 15 Minuten lang gewaschen. Bei Hybridisierung mit
Oligonukleotiden wurde einmal mit SSPE 5x mit 0,1 % (w/v) SDS bei Raum-
temperatur, einmal mit SSPE 2x mit 0,1 % (w/v) SDS bei Raumtemperatur
und einmal mit SSPE 2x mit 0, 1% (w/v) SDS bei 45°C jeweils 5 Minuten lang
gewaschen. War nach diesen Waschschritten die unspezifische Hintergrundra-
dioaktivitat noch zu hoch, wurden weitere Waschschritte durchgeftihrt, bei de-
nen der Salzgehalt der Waschldsung verringert, die Temperatur erhdht oder die
Dauer der Waschschritte gesteigert wurde. Wurde mit derselben Membran ei-
ne zweite Hybridisierung mit einer neuen Sonde durchgefiihrt, durfte die RNA
nicht eintrocknen und die erste Sonde muRte vollstandig entfernt werden. Da-
zu konnte die Membran entweder in Wasser mit 0,1 % (w/v) SDS gekocht
werden, oder aber, schonender, fiir 30 Minuten in 50 % (v/v) Formamid bei
60°C inkubiert werden. Um die Wirksamkeit des Waschens zu (berpriifen,
wurde der Membran eine Bildplatte aufgelegt. Im Erfolgsfalle durften keine
Signale mehr gesehen werden.

2.6.12 Auswertung am Phospho-Imager

Nachdem die Membran zwischen zwei Papiersaugttichern abgetupft, in Frisch-
haltefolie geschlagen und in einer Photokassette befestigt worden war, wurde
ihr eine Bildplatte (Screen) aufgelegt. Die Expositionsdauer war abhangig von
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Signalstarke sowie unspezifischer Hintergrundradioaktivitat und lag zwischen
12 und 18 Stunden. Die Quantifizierung erfolgte am Phospho-Imager mittels
der mitgelieferten Software.

2.7 Nachweis spezifischer mRNA durch Reverse Transkrip-
tase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) [47], [48], [49]

Die Polymerasekettenreaktion dient dazu, ein DNA-Segment, das zwischen
zwei Regionen mit bekannten Sequenzen liegt, zu vervielféltigen. Zum
Nachweis von mRNA ist diese vor Durchfiihrung der PCR mit einer DNA-
abhéngigen RNA-Polymerase in cDNA umzuschreiben.

2.7.1 Extraktion und Reinigung von RNA

Die in [37] vorgestellte Phenol-Guanidiumisothiocyanat-Methode bietet sich
zur RNA-Extraktion an, da sie gleichzeitig Zellen auseinanderbricht und Ribo-
nukleasen inaktiviert. Die im Homogenisationspuffer wirksamen Substanzen
sind Guanidiumisothiocyanat und 3-Mercaptoethanol. Das Guanidiumisothio-
cyanat inaktiviert wie das 3-Mercaptoethanol RNasen, zusatzlich desintigriert
Guanidiumisothiocyanat Zellstrukturen und dissoziiert Nukleoproteinkomple-
xe. Das TRIzol-Reagenz, eine monophasische LAsung aus Phenol und Guani-
diumisothiocyanat, ist eine Vereinfachung der in [37] entwickelten Methode.

2.7.1.1 Praparation der Endothelzellen (TRIzol)

Die Endothelzellen wurden aus perfundierten Rattenherzen gewonnenen (Ab-
schnitt 2.1, Seite 7) und standardmaélig zellkultiviert (Abschnitt 2.1.3, Seite
11). Nach mikroskopisch gesicherter Konfluenz wurden die Endothelzellen
fir 1-2 Minuten mit 1 m¢ Trypsin-L6osung inkubiert und durch leichtes Klop-
fen vom Schalenboden abgel6ést. Um die Wirkung des Trypsins abzustoppen,
wurden 5 m¢ Kulturmedium in die Kulturflasche gegeben. Zur Sedimentie-
rung der Zellen wurde 10minditig bei 4 °C und 100 g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, das Sediment in TRIzol-Reagenz aufgenommen und
durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 1 mé-Insulinspritze homogenisiert.
Die Menge an zugefugtem TRIzol-Reagenz war abhangig von der Flache der
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Kulturflasche (1 m¢ pro 10 cn?), nicht jedoch von der Zellzahl. Die sich nun
anschlieRenden Schritte der RNA-Isolierung unterschieden sich nicht von den
bereits in Abschnitt 2.6.2.2 (Seite 25) dargestellten Schritten, so daR von einer
erneuten Schilderung abgesehen und an vorherigen Abschnitt verwiesen wird.

2.7.1.2 Praparation der Kardiomyozyten (TRIzol)

Die Kardiomyozyten wurden aus perfundierten Rattenherzen isoliert (Ab-
schnitt 2.2, Seite 12), in TRIzol-Reagenz aufgenommenen und bei -20 °C
bis zur weiteren Analyse gelagert. Nach dem Auftauen bei 4 °C wurden sie
durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 1 m¢-Insulinspritze mechanisch aufge-
schlossen. Die RNA-Extraktion erfolgte analog zu der bereits zuvor beschrie-
benen RNA-Isolierung aus Herzgewebe mittels TRIzol-Reagenz (Abschnitt
2.6.2.2, Seite 25).

2.7.1.3 Praparation des Herzmuskelgewebes [37]

Die RNA-Isolierung aus dem bei -196 °C pulverisiertem Herzmuskelgewebe
wurde nach der bereits im Abschnitt 2.6.2.1 (Seite 23) beschriebenen Phenol-
Guanidiniumisothiocyanat-Methode durchgefiihrt.

2.7.2 Reverse Transkription von mRNA [50]

Ein RNA-Aliquot, das als Ethanolprézipitat bei - 20°C gelagert worden war,
wurde 30 Minuten lang bei 14.000 r pm und 4°C zentrifugiert. Nach Abneh-
men des Uberstandes wurden 1000 p¢ Ethanol 70 % hinzugegeben und die
Probe gemixt. Nach einer 15minitigen Zentrifugation bei 14.000 r pm und
49C wurde der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet 10 Minuten lang
luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 30 ¢ Wasser gelost, indem die Probe fir
10 Minuten bei 65°C inkubiert und anschlieBend fiir 5 Minuten auf Eis gestellt
wurde. AnschlieRend erfolgte wie oben beschrieben die Konzentrations- und
Qualitatsbestimmung der RNA-L6sung mit Hilfe des Spektralphotometers.
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Der Schlissel zur Herstellung von komplementdrer DNA (cDNA) aus
RNA ist die Reverse Transkriptase, ein Enzym, das Retroviren der Replikation
ihres RNA-Genoms dient. Die Reverse Transkriptase erzeugt in Anwesenheit
eines Primers, der an die RNA ankoppelt und tber eine freie 3’-OH-Gruppe
verfligt, und der vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten einen zur eingesetz-
ten RNA-Matrize komplementdren DNA-Strang. Das Umschreiben von RNA
in cDNA mittels der Reversen Transkriptase kann, wie nachfolgend beschrie-
ben, unter Verwendung verschiedener Primer vorgenommen werden.

2.7.2.1 cDNA-Synthese mit gen-spezifischen Primern

2 ug Gesamt-RNA wurden

in ein 0,5 m¢-EppendorfgefaR | 3’ (antisense) Primer 2,0 u
gegeben und mit Wasser ad 5 x First Strand Puffer 6,0 W
17,75 ¢ aufgefullt. Der An- e Tris—HCI [pH 8,3] 250 mM

satz wurde fur 3 Minuten bei 70 e KCI 375 MM

- 80°C inkubiert, anschlieRend e MgCl, 15 mM

kurzzeitig bei 14.000 rpm und  |dNTP [10 mM] 1,5
Raumtemperatur in einer Tisch- RNasin 0,75 W
zentrifuge zentrifugiert und auf | Rrage [2U/p(] 2,010

Eis gestellt. AnschlieRend wur- _

Tabelle 2.27: Mastermix zur cONA-Synthese
de zu der Probe 1225 pe mit 3’(antisense) gen-spezifischen Primern
des cDNA-Mastermixes gemall  (dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphate;
Tabelle 2.27 hinzugefiigt und RTase: Reverse Transkriptase; RNasin: RNase

durch mehrmaliges Aufziehen [nhibitor).

durch eine Pipettenspitze gemischt. Die Probe wurde fir 1 Stunde bei 42°C
inkubiert. Die sich daran anschlieRende 10minttige Inkubation bei 70-80°C
diente dazu, die Reverse Transkriptase zu inaktivieren und die Reaktion abzu-
stoppen. Die Probe wurde fiir 1 Minute bei 4°C und 14.000 r pm zentrifugiert
und bis zur Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion bei - 80°C gelagert.
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2.7.2.2 cDNA-Synthese mit Oligo(dT)-Primern

2 ug Gesamt-RNA wurden

in ein 0,5 m¢-EppendorfgefaR | Wasser 11,5p
gegeben und mit Wasser ad 8 |5 xFirst Strand Puffer 6,0
e aufgefillt. Es wurden 2 e Tris—HCI [pH 8,3] 250 mM

K¢ Oligo(dT)-Primer (1 pg/peé) e KCl 375 mM

hinzugegeben und der Ansatz e MgCl, 15 mM

durch mehrmaliges Aufziehen DTT [0,1 M] 4,0 W
mit einer Pipette gemischt. Die dNTP [10 mM] 4,0 W
Probe wurde fur 5 Minuten bei  |RNasin 0,5 W
60°C inkubiert, anschlieBend  [prace U] 2.0

kurzzeitig bei 14.000 r pm und

o : Tabelle 2.28: Mastermix zur cONA-Synthese
Raumtemperatur in einer Tisch-

) o ~ mit Oligo(dT)-Primern (DTT: Dithiothreitol;
zentrifuge zentrifugiert, um si-  ynTp: Desoxyribonukleosidtriphosphate; RTa-
cherzustellen, dal} sich die ge- se: Reverse Transkriptase; RNasin: RNase In-

samte Fliissigkeit am Boden des  hibitor).

Eppendorfgefales befand, und auf Eis gestellt. 30 ¢ des Mastermixes gemali
Tabelle 2.28 wurden zu dem Ansatz gegeben. Mastermix und Ansatz wur-
den durch mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette gemischt und kurzzeitig
bei 14.000 r pmund Raumtemperatur in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Es
schloB sich eine einstiindige Inkubation bei 37°C und darauffolgend eine zehn-
mindtige Inkubation bei 72°C an. Die Probe wurde fiir 1 Minute bei 4°C und
14.000 r pm zentrifugiert und bis zur weiteren Analyse bei - 80°C gelagert.

2.7.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) [51]

Da ein Teil der vorliegenden Arbeit die Optimierung der Polymerasekettenre-
aktion zum spezifischen Nachweis der mRNA zweier in der Entwicklung der
Kardiomyopathie bedeutsamen Zellproteine war, erfolgt die ausftihrliche Dar-
stellung dieses Nachweisverfahrens im Ergebnisteil (Abschnitte 3.5.2, Seite
58 und 3.6.1, Seite 67). Der \Vollstandigkeit halber wird aber bereits an die-
ser Stelle der Ablauf der Polymerasekettenreaktion aufgezeigt. 42,5 p¢ des
PCR-Mastermixes gemal’ Tabelle 2.29 wurden in ein 0,5 m¢-Eppendorfgefald
gegeben, 5 p¢ cDNA-Template zugefligt und beides gemischt. Bei jeder Po-
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lymerasekettenreaktion wurden Negativkontrollen verwendet. Um eine DNA-
Verunreinigung des PCR-Mastermixes zu erkennen, wurden anstelle des Tem-

plates 5 p¢ Wasser zugefigt.

Zum AusschluR einer
DNA-Kontamination der
in die cDNA-Synthese
eingesetzten RNA, wur-
de nicht umgeschriebene
RNA in die Polymerase-
kettenreaktion eingesetzt.
Die Anséatze, einschliel3-
lich der Negativkontrol-
len, wurden mit 50 p¢ Mi-
neralOl Uberschichtet, um
eine Verdunstung wah-
rend der Reaktion zu ver-
hindern. Bevor man
die Eppendorfgefale in
den Thermocycler stellte,
wurden sie Kkurzzeitig in
einer Tischzentrifuge bei
14.000 rpm und Raum-
temperatur zentrifugiert.
Der Ablauf der PCR stell-

te sich wie nachstehend beschrieben dar.

Wasser 16,5 W
10 x PCR Reaktionspuffer 50 W
e Tris— HCI (pH 8,0) 256 mM
e KCI 50 mM
e 2-Mercaptoethanol 1 mM
e autoklavierte Gelatine 100 pg/¢
e NP-40 0,5 % (w/V)
e Tween-20 0,5 % (w/V)
MgCl,-Puffer 25 mM 3,0 e
dNTP 1,25 mM 8,0 W
5’sense Primer (GAPDH) 4 uM 2,5 W
3’antisense Primer (GAPDH) 4 uM 2,5 W
5’sense Primer ((AT1 oder SERCA) 4 uM 2,5 W
3’antisense Primer (AT1 oder SERCA) 4 UM | 2,5 W/
Tabelle 2.29: Mastermix zur  Polymeraseket-
tenreaktion  (dANTP:  Desoxyribonukleosidtriphos-
phate; GAPDH:  Glyzerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase; AT1: Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor;
SERCA: Sarkoplasmatische Retikulum Kalzium-
ATPase).

Die Denaturierung der DNA er-

folgte bei 94°C fur 3 Minuten. Die DNA sollte vollstandig denaturiert sein,
weil die nur zum Teil voneinandergetrennten DNA-Doppelstrange sehr schnell
wieder hybridisiert waren. Dies hétte ein nichteffizientes Annealing und ei-
ne Selbsthybridisierung der Oligonukleotide zur Folge gehabt. Wahrend der
10minttigen Inkubation bei 72°C wurden in jedes Eppendorfgefal 2,5 p¢ Tag-
Polymerase (1 U /p¢) gegeben. Daran schlossen sich die Reaktionszyklen mit
einer optimierten Anzahl an (30 Sekunden bei 92°C, 1 Minute bei Hybridisie-
rungstemperatur, 1 Minute bei 72°C). Die Trennung des neu synthetisierten
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DNA-Stranges von der Matrize erfolgte bei 92°C. Bei der Annealingtempera-
tur hybridisierten die Primer mit der DNA. Die Elongation fand bei 72°C, dem
Temperaturoptimum der Taq-Polymerase, statt. Nach Durchlaufen aller Zy-
klen wurden die Proben bei 72°C fiir 10 Minuten gehalten, um die vollstandi-
ge Elongation der PCR-Produkte und die Hybridisierung von komplementéren
DNA-Einzelstrangen zu gewahrleisten. Nach AbschluRR der Reaktion wurden
die Reaktionsansatze bei 25°C im Thermocycler und nach Entnahme bis zur
weiteren Analyse bei 4°C gelagert.

2.7.4 Agarose-Gelelektrophorese [35]

Aus einem Gesamtvolumen von 50 W/ wurden 10 p¢ des PCR-
Reaktionsgemisches entnommen, mit 3 ¢ Blaumarker gemischt und in die
Geltaschen eines 2 % (w/v) Agarosegels (TAE 1x mit 0,5 pg/m¢ Ethidium-
bromid) gefillt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte unter Anlegung
einer Spannung von 80 V fiir 50 Minuten. Anschliefend wurden die ampli-
fizierten cDNA-Fragmente unter UV-Licht visualisiert und photographiert 45
Sekunden Belichtungszeit, 30 Sekunden Entwicklungszeit). Die Bildpositive
wurden mittels eines Scanners eingelesen und unter Verwendung des Bild-
verarbeitungssystem Bioimage Whole-Band-Analyzer die erhaltenen Signale
ausgewertet.

2.8 Mathematisch-statistische Methoden

Die statistischen Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) an-
gegeben. Zweiseitige p-Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet. In den experimentellen Untersuchungen wurde der Student-t-Test
flr ungepaarte Stichproben eingesetzt.
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Zur Gewinnung von Erkenntnissen uber die Auswirkungen des Diabetes auf
die Herzmuskular wurden bei den Versuchstieren ein Diabetes mellitus durch
die einmalige Injektion von Streptozotocin induziert. Dabei galt es herauszu-
finden, inwieweit die Gabe von Etomoxir die im Diabetes beschriebene Kar-
diomyopathie positiv beeinflulit. Die nachstehenden Ausfiihrungen geben eine
detaillierte Ubersicht (iber das gesamte Vorgehen wahrend der Untersuchun-
gen.

3.1 Orale Applikation von Etomoxir®

Die Versuchstiergruppen setzten sich aus
e einer nichtbehandelten nichtdiabetischen Kontrollgruppe (n=8),
e einer nichtbehandelten diabetischen Gruppe (n=5),
e einer 8 Wochen lang behandelten nichtdiabetischen Gruppe (n=5),

e einer 8 Wochen lang behandelten diabetischen Gruppe, deren Behand-
lung 10 Tage nach Induktion des Diabetes begonnen wurde (n=5), und

e einer 10 Tage lang behandelten diabetischen Gruppe, deren Behandlung
8 Wochen nach Induktion des Diabetes begonnen wurde (n=>5),

zusammen. Das Medikament wurde den Versuchstieren in Trinkwasser ge-
|6st in einer Konzentration von 10 mg/kg Korpergewicht pro Tag verabreicht.
Mittels dieser Versuchsplanung galt es, zum einem die Auswirkungen des
Diabetes auf das Gewichtsverhalten und auf die Serumparameter der Tie-
re aufzuzeigen, zum anderen die Veranderungen durch eine Behandlung mit
Etomoxir— zu dokumentieren.

46
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3.1.1 Auswirku@ggen des Diabetes und der oralen Gabe von
Etomoxir— auf die Gewichtsparameter

Der diabetische Zustand ging mit einem um 26 % verringerten Korpergewicht
und einem um 15 % reduziertem Herzgewicht, bezogen auf die Kontrolle, ein-
her (Tabelle 3.1). Das relative Herzgewicht war im Vergleich mit den gesunden
Tieren jedoch um 14 % erhoht. Die Behandlung mit Etomoxir— hatte sowohl
bei den gesunden als auch bei den diabetischen Tieren eine Zunahme des re-
lativen Herzgewichtes zufolge. Bei den nichtdiabetischen Ratten fiihrte die
Gabe der Substanz auch zu einem Anstieg des absoluten Herzgewichtes um 20
% (Tabelle 3.1).

KG (g) | AKG (g) HG () HG/KG (g/1009)

Kontrolle 411 +12 (198 + 12| 1,13+ 0,03 0,28 £ 0,01
Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir || 430+ 23 |211+21|1,36 £0,07#| 0,324+ 0,01#
Diabetisch 304 +13*(81+9*|097+£0,04*| 032+0,01*

Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir|| 254 +27 | 44 +23 | 0,95+ 0,11 0,37 + 0,02 §
Diabetisch + 10 T. Etomoxir || 249+ 20 | 43+19 | 0,80 £ 0,12 0,32 + 0,02

Tabelle 3.1: Auswirkungen des Diabetes und der oralen Gabe von Etomoxir auf die
Kdrper- und Herzgewichte am Tag der Organentnahme. Angegeben sind die Mittel-
werte einer Gruppe + SEM. (KG: Kérpergewicht, HG: Herzgewicht, HG/KG: Herz-
gewicht bezogen auf das Korpergewicht, AKG: Differenz der Kérpergewichte gemes-
sen am Tag der Diabetesinduktion und der Organentnahme). xp < 0,05: Kontrolle
vs. diabetische Tiere, #p < 0,05: nichtdiabetische behandelte Tiere vs. Kontrolle,
8p < 0,05: 8 Wochen lang behandelte diabetische vs. nichtbehandelte diabetische
Tiere.

3.1.2 Auswirkungen des Diabetes und der oralen Gabe von
Etomoxir— auf die Stoffwechselparameter

Durch Induktion des Diabetes kam es zu einem Anstieg der Glukose-
konzentration um 230 % und zu einem Anstieg der D-(-)-3-Hydroxy-
butyratkonzentration im Serum um nahezu 300 % (Tabelle 3.2). Die Glukose-
und Triglyzeridkonzentrationen im Serum waren bei den behandelten nicht-
diabetischen Tieren signifikant um 25 % kleiner als bei den Kontrolltieren
(Tabelle 3.2). Nach der Behandlung der diabetischen Tiere traten lediglich
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geringfugige, nichtsignifikante Veranderungen der Laborparameter auf.

GK (mg/d¢) | TG (mg/d¢) | DHB (umol /m¢)
Kontrolle 275+ 19 1414+ 9 0,250 4+ 0,035
Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir || 206 4 22# | 106 +11# | 0,210 4+ 0,013
Diabetisch 641 +21* | 116+ 18 |0,700 &+ 0,205 *
Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir || 573 £ 33 139 +52 | 0,798 £+ 0,328
Diabetisch + 10 T. Etomoxir 575 + 33 111 +32 | 0,847 £+ 0,266

Tabelle 3.2: Auswirkungen des Diabetes und der oralen Gabe von Etomoxir auf die
Serumparameter am Tag der Organentnahme. Angegeben sind die Mittelwerte einer
Gruppe + SEM. (GK: Glukosekonzentration, TG: Triglyzeridkonzentration, DHB: D-
(-)-3-Hydroxybutyratkonzentration) * p < 0,05: Kontrolle vs. diabetische Tiere, # p <
0,05: nichtdiabetische behandelte Tiere vs. Kontrolle.

3.1.3 Bewertung der Ergebnisse

Mit dieser Versuchstierreihe waren eindeutige Veranderungen im Diabetes
mellitus hinsichtlich der Glukose- und D-(-)-3-Hydroxybutyratkonzentration
Im Serum nachzuweisen. Unverandert war die Triglyzeridkonzentration im
Vergleich mit der Kontrolle. Hingegen war in [52] ein massiver Anstieg der
Triglyzeridkonzentration im Serum nach Induktion des SZ-Diabetes zu se-
hen. Eine signifikante Erniedrigung der Triglyzeridkonzentration unter der
Gabe von Etomoxir— war lediglich bei den behandelten nichtdiabetischen Rat-
ten nachzuweisen, nicht jedoch bei den diabetischen Tieren. Durch die Be-
handlung mit Etomoxir® wurde wider Erwarten die Konzentration an D-(-)-3-
Hydroxybutytkonzentration im Serum nicht beeinfluBt. Da diese Beobachtun-
gen vorausgehenden Untersuchungen wie auch den aufgrund des Wirkungs-
profils der Substanz zu erwartenden Veradnderungen widersprachen, wurde ver-
mutet, daR die Substanz bei der Applikation nur begrenzt wirksam ist und daf3
der Unterschied in den Beobachtungen mdglicherweise durch die unterschied-
lichen Applikationsformen bedingt sind. Aus diesem Grunde wurde eine zwei-
te Versuchsreihe durchgefiihrt, in der den Tieren das Medikament intraperito-
neal injiziert wurde, um auszuschlieBen, dal} die Applikationsform Ursache
dafir war, da die Veranderungen nicht mit dieser Deutlichkeit auftraten wie
in [53].
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3.2 Intraperitoneale Applikation von Etomoxir®

Die Versuchstiergruppen setzten sich aus
e einer nichtbehandelten nichtdiabetischen Kontrollgruppe (n=5),
e einer nichtbehandelten diabetischen Gruppe (n=5),
e einer 10 Tage lang behandelten nichtdiabetischen Gruppe (n=5) und

e einer 10 Tage lang behandelten diabetischen Gruppe, deren Behandlung
4 \WWochen nach Induktion des Diabetes begonnen wurde (n=>5),

zusammen. Das Medikament wurde den Versuchstieren in der Konzentration
von 9 mg/kg Kdrpergewicht taglich intraperitoneal injiziert.

3.2.1 EinflulR des D(i@abetes und der intraperitonealen Applikation
von Etomoxir — auf die Gewichtsparameter

KG (g) HG (g) |HG/KG (g/100g)

Kontrolle 422 + 2 1,01 £ 0,04 0,24 + 0,01
Kontrolle + Etomoxir 414 +5 1,254+ 0,07 # 0,30 £+ 0,02
Diabetisch 276 £ 16 *(0,74 £ 0,06 * 0,27 + 0,02

Diabetisch + Etomoxir|| 251 +59 | 0,80 +0,08 0,32 + 0,03

Tabelle 3.3: EinfluB8 des Diabetes und der intraperitonealen Applikation von Eto-
moxir auf die Kérper- und Herzgewichte am Tag der Organentnahme. Angegeben
sind die Mittelwerte einer Gruppe = SEM. (KG: Koérpergewicht, HG: Herzgewicht,
HG/KG: Herzgewicht bezogen auf das Kdérpergewicht). * p < 0,05: Kontrolle vs.
diabetische Tiere, # p < 0,05: nichtdiabetische behandelte Tiere vs. Kontrolle.

Das Korpergewicht und das absolute Herzgewicht waren im Diabetes deut-
lich um 35 % bzw. 26 % erniedri% (Tabelle 3.3). Die Behandlung der
nichtdiabetischen Tiere mit Etomoxir— bewirkte eine Zunahme des absoluten
und des relativen Herzgewichtes um etwa 25 %. Durch die Verabreichung
von Etomoxir— wurden bei den diabetischen Ratten weder das Korpergewicht,
noch das absolute oder relative Herzgewicht in signifikanter Weise beeinfluf3t
(Tabelle 3.3).
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3.2.2 Einflul3 des D(i@abetes und der intraperitonealen Applikation
von Etomoxir — auf die Stoffwechselparameter

Die Glukosekonzentration sowie die D-(-)-3-Hydroxybutyratkonzentration im
Serum waren im Diabetes um mehr als das 2,5 fache gesteigert (Tabelle 3.4).
Die Applikation des Medikamentes hatte sowohl bei den gesunden Tieren als
auch bei den diabetischen Tieren einen deutlichen Abfall der Triglyzeridkon-
zentration im Serum zufolge. In beiden Fallen war er jedoch aufgrund des
groRBen Fehlers nichtsignifikant (Tabelle 3.4). Die Glukose- und die D-(-)-
3-Hydroxybutyratkonzentrationen zeigten sich von der Behandlung unbeein-
fluft.

GK (mg/d?) [ TG (mg/d¢) [ DHB (pmol /m¢)

Kontrolle 270 + 25 180 + 20 0,228 +0,018
Kontrolle + Etomoxir 260 4+ 20 132 £+ 26 0,208 + 0,009
Diabetisch 723+ 15* | 1744+ 42 |0,628 £ 0,023 *

Diabetisch + Etomoxir || 779 &4 58 106 + 13 0,895 4+ 0,137

Tabelle 3.4: EinfluB des Diabetes und der intraperitonealen Applikation von Etomo-
xir auf die Serumparameter am Tag der Organentnahme. Angegeben sind die Mittel-
werte einer Gruppe + SEM. (GK: Glukosekonzentration, TG: Triglyzeridkonzentra-
tion, DHB: D-(-)-3-Hydroxybutyratkonzentration). * p < 0,05: Kontrolle vs. diabeti-
sche Tiere.

3.2.3 Vergleich der Applikationsformen

Insgesamt zeigte sich in der zweiten Versuchsreihe ein &hnliches Bild wie
in der ersten. Die Veranderungen der Gewichts- und Serumparameter schie-
nen unabhdngig von der Applikationsform des Medikamentes. Die sich an-
schliefenden Untersuchungen wurden an den Herzen der ersten Versuchsreihe
durchgefihrt.
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3.3 Einflul von Diabetes und der Behandlung mit
Etomoxir®auf die Expression der Myosin schwere
Ketten-mRNA

Im Diabetes mellitus ist die Kontraktilitdt der Myokardzellen deutlich einge-
schrankt. Die Vermutung, dal} diese auf eine Veradnderung der kontraktilen
Elemente der Zelle zurtick zu fihren ist, wird dadurch bekraftigt, dal es durch
Induktion des Diabetes zu einem Wechsel des aktiveren V1 Myosin Isoenzyms
zu der weniger aktiven V3 Isoform kommt [54]. Das Myosin-Protein setzt
sich aus zwei schweren Ketten (engl.: Myosin Heavy Chain, MHC) und vier
leichten Ketten (engl.: Myosin Light Chain, MLC) zusammen. Die schwe-
ren Ketten kdnnen aus zwei gleichen oder zwei unterschiedlichen Isoformen
aufgebaut sein. Abhangig von der Zusammensetzung der schweren Ketten ent-
stehen Myosine mit unterschiedlicher ATPase-Aktivitat [55]. Das V1 Myosin
Isoenzym, welches sich aus zwei o-Ketten zusammensetzt, hat eine héhere
ATPase-Aktivitét als die aus zwei B-Ketten bestehende V3 Isoform. Das V2
Myosin Isoenzym verfiigt Uber ein - und B-Protein und nimmt hinsichtlich
seiner Aktivitat eine Mittelstellung zwischen den erstgenannten ein [56]. Bei
der vorgenommenen Untersuchung galt es zu zeigen, inwieweit die oben be-
schriebene Verschiebung der Proteine auch mit einer Veranderung der mRNA-
Expression einhergeht. Dazu wurden 20 pg denaturierte RNA gelelektrophore-
tisch ihrer GroRe entsprechend aufgetrennt und die fraktionierte RNA auf eine
Nylonmembran Ubertragen. Die Membran wurde zum einem mit radioaktiv
markierten Oligonukleotiden, die komplementar zur a-MHC- und B-MHC-
MRNA war, zum anderen mit radioaktiv markierter, fiir die GAPDH-mRNA
spezifischer cDNA inkubiert. AbschlieRend erfolgte die Auswertung der Si-
gnale und die Standardisierung der Signale fir a-MHC- und B-MHC-mRNA
auf die fir GAPDH-mRNA. Im Diabetes konnte eine Abnahme der Menge
von a-MHC-mRNA um 38 % festgestellt werden (Bild 3.1). AulRerdem ver-
ringerte sich der Anteil von o.-MHC an der Summe von o-MHC- und B-MHC-
Transkripten von 51,7 4+ 5,9 % auf 28,3 + 3,4 % (Tabelle 3.5). Dagegen
stiegen die Zahl der B-MHC-Transkripte und der Anteil von 3-MHC an der
Summe von a-MHC- und B-MHC-Transkripten um das 1,5fache an (Bild 3.1,
Tabelle 3.5). Die Menge an a-MHC-mRNA bei den behandelten gesunden
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Tieren kann als von der Applikation des Medikamentes unbeeinflu3t angese-
hen werden. Der Anstieg des Anteils von o-MHC an den Gesamttranskripten
war durch den Abfall der Menge an B-MHC-mRNA um 35 % bedingt (Bild
3.1).

"ﬂm'a;..‘

L3

- 28§

- 18§

1 2345|123 45|1 23435
a) b) ©)

Bild 3.1: Beispiel fiir die Intensitatsverteilung von o.-MHC- (a), B-MHC- (b) und
GAPDH- mRNA-Signalen (c) in der Northernblotting Hybridisierung. Zu-
ordnung gemdl3 Tabelle 3.5; Kontrolle (1), Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir (2),
Diabetisch (3), Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir (4) und Diabetisch + 10 T.
Etomoxir (5).

Nach Behandlung der gesunden Tiere war die Gesamttranskriptmenge von
o-MHC und B-MHC um 15% im Vergleich mit der Kontrolle verringert. Die
Gabe von Etomoxir— hatte sowohl bei den 10 Tage als auch bei den 8 Wo-
chen lang behandelten diabetischen Tieren eine Zunahme an o-MHC-mRNA
um etwa 10 % der Kontrolle sowie einen Anstieg des Anteils von a-MHC an
der Gesamttranskriptmenge um 30 % zur Folge (Tabelle 3.5). Die Zahl der
Transkripte von B-MHC verringerte sich bei den fir 8 Wochen behandelten
diabetischen Ratten um 30 %, die bei den 10 Tage lang behandelten nur ge-
ringfugig. Aufgrund des groRen Fehlers waren die Abnahmen jedoch nicht
signifikant. Der Anteil von 3-MHC an der Summe von o-MHC- und 3-MHC-
Transkripten reduzierte sich bei beiden behandelten Gruppen um 14 % (Tabelle
3.5).
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OMHC | _oaMHC | PBMHC [ BMHC
GAPDH |oMHC+BMHC| GAPDH |oMHC+PMHC|oaMHC+BMHC
in % in % in % in % in %

Kontrolle 100 + 15| 51,7 +£5,9 | 100 + 14 | 48,3+ 5,9 100+ 8
Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir |[102 £+ 15| 65,04+ 4,8 | 65+ 19 | 3504+ 4,8 85+ 15
Diabetisch 62 + 13*(28,3 + 3,4 *|167 £ 21 *|71,7 + 3,4 *| 112+ 15
Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir|| 71 +10(37,1 +£3,08| 127+ 9 62,94+ 3,08 98 + 8
Diabetisch + 10 T. Etomoxir || 74 + 13 (36,6 + 10,1 | 163 £+ 38 | 63,4 + 10,1 | 117 4+ 13

Tabelle 3.5: EinfluB des Diabetes und der Behandlung mit Etomoxir auf die Signal-
intensitdten von o.-MHC- und B-MHC-mRNA. Nach Agarose-Gelelektrophorese von
20 g denaturierter Gesamt-RNA und Transfer der fraktionierten RNA auf eine Ny-
lonmembran wurden o.-MHC- und B-MHC-mRNA mit fir sie spezifischen, radioaktiv
markierten Oligonukleotiden und GAPDH-mRNA mit einer fir sie spezifischen, ra-
dioaktiv markierten cDNA nachgewiesen (Northernblotting Hybridisierung). Die Ein-
zelsignale fiir o.-MHC- und B-MHC-mRNA wurden auf das GAPDH-Signal derselben
RNA standardisiert. Zur Bestimmung des Anteils von o.-MHC- bzw. 3-MHC-mRNA
an der Gesamttranskriptmenge wurde der Quotient aus standardisiertem Einzelsignal
und der Summe beider standardisierter Einzelsignale gebildet. Angegeben sind die
Mittelwerte einer Gruppe = SEM. * p < 0,05: Kontrolle vs. diabetische Tiere, § p <
0,05: 8 Wochen lang behandelte diabetische vs. nichtbehandelte diabetische Tiere.

3.4 Glukose-Transporter Glut4

Glukose spielt als Energielieferant und Ausgangssubstanz anderer organischer
Verbindungen eine bedeutende Rolle im Stoffwechsel. Mittels eines Trans-
portersystems wird sie durch die flr sie nicht permeable Plasmamembran in
die Zelle geschleust. Die Familie der Glukose-Transporter umfaft funf solcher
Proteine. Sie unterscheiden sich u.a. in der Gewebeverteilung. Gemeinsam ist
ihnen, daR die Glukose entlang ihres chemischen Gradienten, ohne Energie zu
verbrauchen, die Plasmamembran passiert. Besondere Bedeutung im Diabetes
kommt dem ausschlief3lich in Muskel- und Fettgewebe vorkommenden Glut4
zu, da dieser auf Insulin reagiert [57]. Unter Insulinstimulation werden im
Zytosol der Zelle gespeicherte Glukosetransporter-Proteine zur Zellmembran
gebracht und dort zur Glukosebefdrderung rekrutiert. Griinde fir eine Insu-
linresistenz im Diabetes, dem Nichtansprechen der Gewebe auf ausreichend
vorhandenes Insulin, kdnnte zum einem eine verringerte Zahl der insulinsen-
siblen Glukosetransporter und zum anderem eine Storung in der Translokation
der Proteine vom Zytosol zur Basalmembran sein [58].
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3.4.1 Einfluf3 von Diabetes und Etomoxir®

Die Glukoseaufnahme in die Herzmuskel-
zelle und der glykolytische Abbau zum Laktat
sind sowohl bei diabetischen Patienten als auch
bei streptozotocin-induzierten diabetischen Tieren
vermindert [59]. Nicht bekannt ist jedoch, ob die
verringerte Aufnahme in das Myokard in Verande-
rungen des Glukosetransportes oder aber der Glu-
koseverstoffwechselung innerhalb der Zelle be-
grindet ist. Aus der Familie der Glukosetrans-
porter dominiert im Myokard der Glukosetrans-
porter Glut 4 [60]. In der Tat ist die Gluko-
setransportaktivitdt des Sarkolemms im diabeti-
schen Stoffwechselzustand vermindert [61]. Der

auf Glut4-Protein

- 43kd

1 23 45

Bild 3.2: Beispiel fiir die
Intensitétsverteilung  von
Glut4-Proteinsignalen  im
Immunoblot-Nachweis.

Zuordnung gemdl3 Tabelle
3.6; Kontrolle (1), Kontrol-

le + 8 Wo. Etomoxir (2),
Diabetisch (3), Diabetisch
+ 8 Wo. Etomoxir (4)

Frage, ob fur die gezeigte verminderte Aktivitat
eine Verringerung der Anzahl an Glukosetrans-
porter in der dufleren Zellmembran oder aber ei- ynd Diabetisch + 10 T.
ne Funktionsabnahme der Glukosetransporter ur-  Etomoxir (5).

sachlich ist, wurde in [61] nachgegangen und eine Reduktion der Menge an
Glukosetransporter-Protein im Sarkolemm gezeigt. Ziel der vorliegenden Ar-
beit war es, zum einem festzustellen, ob der Grund fir die verminderte An-
zahl an Glukosetransportern im Sarkolemm bei diabetischen Ratten eine Sto-
rung der Translokation der im Zellinnern gespeicherten Proteine zur &uf3eren
Membran oder eine insgesamt verminderte Menge an Glukosetransportern in
der gesamten Zelle ist, zum anderen, ob Etomoxir— Einfluf3 auf den Glukose-
transport nimmt. 40 pg der in der Membranpréparation gewonnenen Proteine
wurden gelelektrophoretisch ihrer Grél3e entsprechend aufgetrennt und mittels
einer Blotting-Apparatur auf eine Membran transferiert. Nach der Inkubati-
on der Membran mit einem gegen das Glut4-Protein gerichteten Antiserum
und dem Nachweis des ersten spezifischen Antikorpers mit einem zweiten ra-
dioaktivmarkierten folgte die Auswertung der Signale. Nach Induktion des
Diabetes mellitus verringerte sich die Menge an Transporterprotein um mehr
als ein Viertel (Bild 3.2). Die Behandlung mit Etomoxir— hatte sowohl bei den
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diabetischen als auch bei den gesunden Tieren keinen positiven EinfluB auf die
Anzahl von Glukosetransportern. Tatsachlich war sogar eine nichtsignifikante
\erringerung zu beobachten (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Einflug des Diabe- G'“tf"F;VOte‘”
tes sowie der Behandlung mit Eto- In %
moxir auf die Signalintensitéten von | Kontrolle 100 + 19,1
Glutd-Protein im Herzen. Gleiche | Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir || 88,0 +7,2
Mengen an Protein (40 pg) wurden | Diabetisch _ || 7264116
einer Immunoblot-Analyse unterzo- | Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir || 489+ 76

einem polyklonalem, fiir Glut4-Protein spezifischen Antikérper und 2°I-Protein
A nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting nachgewiesen.
Angegeben sind die Mittelwerte einer Gruppe + SEM.

3.4.2 Einflu® von Diabetes und Etomoxir® auf Glut4-mRNA

Bild 3.3: Beispiel fiir die Inten-
sitatsverteilung von Glut4 (a) und - 28§
GAPDH (b) -mRNA-Signalen in

der Northernblotting Hybridisie- W & . %
rung. Zuordnung gemdals Tabelle

3.7: Kontrolle (1), Kontrolle + 8 oo (1 ]
Wo. Etomoxir (2), Diabetisch (3),
Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir (4)
und Diabetisch + 10 T. Etomoxir

(5).

- 18§

1 2345|123 45
a) b)

Nachdem gezeigt wurde, daR im Diabetes die Menge an Glut4-Protein in
der gesamten Zelle reduziert ist, stellte sich die Frage, ob diese Verminderung
in einem vermehrten Abbau des Proteins und in einer verminderten Expressi-
on der mRNA und somit einer eingeschrankten Synthese begriindet ist. Zur
Beantwortung der Frage, ob die dargestellten Verdnderungen bezuglich des
Transporter-Proteins auch mit solchen der mRNA einhergehen, wurden 20 pg
denaturierte RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmem-
bran Ubertragen. Die Membran wurde zum einem mit radioaktiv markierter
cDNA, die komplementar zur Glut4-mRNA war, zum anderen mit radioaktiv
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markierter, fir die GAPDH-mRNA spezifischer cDNA inkubiert. Abschlie-
Rend erfolgte die Auswertung der Signale und die Standardisierung der Signale
fir Glut4-mRNA auf die fir GAPDH-mRNA.

Tabelle 3.7: EinfluB des Dia- GlUt_Ar-TRNA
betes sowie der Behandlung mit In %
Etomoxir auf die Signalintensitaten | Kontrolle 100 + 19
von Glut4-mRNA-Signalen. Nach Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir 101 + 13
Agarose-Gelelektrophorese von 20 | Diabetisch 55 + 8,5*
g Gesamt-RNA und Transfer auf Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir 64 + 9
eine Nylonmembran wurden Glut4- | Diabetisch + 10 T. Etomoxir 68 + 8

MRNA und GAPDH-mRNA mit fiir sie spezifischen, radioaktiv markierten cDNAS
nachgewiesen (Northernblotting Hybridisierung). Das Einzelsignal fiir Glut4-mRNA
wurde auf das GAPDH-Signal derselben RNA standardisiert. Angegeben sind die
Mittelwerte einer Gruppe £ SEM. * p < 0,05: Kontrolle vs. diabetische Tiere

Die Transkriptmenge von Glut4 betrug im diabetischen Zustand nahezu
nur die Halfte (Bild 3.3). Die Behandlung der gesunden Tiere lieR die Zahl der
Transkripte unbeeinfluBt. Nach der Applikation von Etomoxir® konnte bei den
diabetischen Tieren ein leichter, wegen des grofien Fehlers jedoch nichtsigni-
fikanter, Anstieg an Glut4-mRNA beobachtet werden (Tabelle 3.7).

3.5 Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor

Die haufige Anwendung von ACE-Hemmern und neuerdings auch Angio-
tensin I1-Rezeptorenblockern bei kardiovaskuldaren Erkrankungen unterstreicht
den groRen Einflul? des Renin-Angiotensin-Systems auf Herz und GefalRe [62].
Ausgangspunkt der Renin-Angiotensin-Kaskade ist das in der Leber gebildete
Angiotensinogen. Dieses wird durch das in der Macula densa produzierte En-
zym Renin zum Angiotensin | hydrolysiert. Es schlieRt sich eine Spaltung
durch das Uberwiegend endothelstdndige Angiotensin I-Konversionsenzym
(ACE) zum Angiotensin Il an, der eigentlich physiologisch wirksamen Sub-
stanz [63]. Angiotensin Il entfaltet seine Wirkung zum einen indirekt Uber
die Stimulierung der Aldosteronausschittung aus der Nebennierenrinde und
zum anderen direkt tber Angiotensin I1-Rezeptoren [64]. Mit dem Angioten-
sin Il Typ 1-Rezeptor (AT1-Rezeptor) und dem Angiotensin Il Typ 2-Rezeptor
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(AT2-Rezeptor) lassen sich zumindestens zwei Rezeptor-Subtypen unterschei-
den [65]. Die meisten Effekte des Angiotensin 11, wie beispielsweise Erhdhung
von Blutdruck und extrazellularem Volumen sowie vermehrte Zellproliferati-
on, werden Uber den AT1-Rezeptor vermittelt.

3.5.1 Auswirkungen von Diabetes und Etomoxir® auf die Expres-
sion von Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-mRNA im Herzen

Im Diabetes kommt es zu pathologischen Verdnderungen der Herzmuskelzel-
len, die nicht durch die Risikofaktoren Atherosklerose, Hyperlipidamie oder
arterieller Hypertonie zu erkléren sind, die aber tber das Renin-Angiotensin-
System positiv zu beeinflussen sind. Nach [66] laRt sich durch die Hem-
mung des Angiotensin Il Typ 1-Rezeptors die im diabetischen Stoffwechsel-
zustand auftretende Reduzierung der Glukosetransporter 4-Proteine, und so-
mit die insbesondere unter Belastung auftretende Einschrankung der Gluko-
seutilisation, verhindern. Die nachfolgend beschriebenen Experimente wur-
den unter der Fragestellung durchgefiinrt, ob sich die vermehrte Aktivitat
des Renin-Angiotensin-Systems im Diabetes durch die vermehrte Expressi-
on von AT1-Rezeptor-mRNA erklaren 1ait und inwieweit die Behandlung mit
Etomoxir®die Synthese des Angiotensin Il Typ 1-Rezeptors beeinflult. Die
Anwendung der Northernblotting Hybridisierung war in diesem Fall wegen der
erwarteten, geringen mRNA-Mengen an dem Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor
problematisch [67], so daR an dieser Stelle der Nachweis der mRNA mit Hilfe
des im nachstehenden Abschnitt 3.5.2 aufgezeigten Verfahrens, der Reversen
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR), erfolgte.
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3.5.2 Optimierung der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Wie schon zuvor angedeutet, war wegen der erwartet geringen myokardialen
MRNA-Mengen an Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor der Nachweis durch die
Northernblotting Hybridisierung schwierig. Aus diesem Grunde wurde eine
Optimierung der Polymerasekettenreaktion fiir den Nachweis von mRNA des
AT1-Rezeptors vorgenommen,.

3.5.2.1 Wirkungsweise der Polymerasekettenreaktion

Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion entspricht dem der DNA-
Replikation in der Zelle. Als Ausgangsmaterial dient ein doppelstrangiges
DNA-Stiick, das unter Hitzeeinwirkung zu zwei Einzelstrdngen denaturiert
wird. Nun koppeln zwei synthetisch hergestellte Primer, die aus den flankie-
renden Bereichen der Matrize abgeleitet sind und somit die gesuchte Sequenz
einrahmen, an den Einzelstrang an und hybridisieren mit ihm. Sie dienen als
Starter der DNA-Polymerase, die in Anwesenheit der Desoxynukeotide dATP,
dCTP, dGTP und cTTP einen zur Matrize komplementaren Strang syntheti-
siert. Benotigt werden also eine DNA-Matrize, eine DNA-Polymerase, Des-
oxynukleotide, zwei Primer (synthetisierte Oligonukleotide) und ein Puffer-
system, das die Reaktion erméglicht. Werden Denaturierung, Hybridisierung
(Annealing) und Polymerisation wiederholt, verdoppelt sich jeweils die Aus-
gangsmenge an DNA und es ist eine exponentielle Zunahme zu beobachten.

3.5.2.2 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Die Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) unterscheidet
sich grundsatzlich nicht von der oben beschriebenen Polymerasekettenreakti-
on, ihr ist lediglich ein Schritt vorangestellt. Als Ausgangsmaterial dient nicht
DNA, sondern RNA. Anhand von dieser RNA-Matrize wird mit Hilfe eines
Enzyms, der Reversen Transkriptase, eine komplementarer DNA (cDNA) er-
stellt und anschliel?end, wie oben beschriebenen, die gesuchte DNA-Sequenz
amplifiziert.
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3.5.2.3 Reverse Transkription, Methodenvergleich

Wurde die cDNA als Template in die Polymerasekettenreaktion eingesetzt,
so zeigte sich, daR mit der, die mit Oligo(dT)-Primern synthetisiert worden
war, spezifischere PCR-Produkte zu erhalten waren als bei Verwendung der
mit 3’(antisense) gen-spezifischen Primern hergestellten cDNA-Matrize (Bild
3.4). Aus diesem Grunde wurde in den nachfolgenden Analysen die cDNA-
Synthese mit Oligo(dT)-Primern durchgefihrt.

B 607 bp

Bild 3.4: Gegeniiberstellung der Ergebnisse nach Durchfiihrung der PCR mit cDNA,
die mit 3’(antisense) Primern erstellt wurde (1-3), und nach Durchfiihrung der PCR
mit cDNA, die mit Oligo(dT)-Primern synthetisiert wurde (4-6), Negativkontrolle (7)
und Marker 100 bp (8). Nach der Reversen Transkription von 2 pug Gesamt-RNA mit
3’(antisense) Primern sowie mit Oligo(dT)-Primern wurde die fiir den AT1-Rezeptor
spezifische Sequenz (vermutete Transkriptgrél3e 607 bp) der resultierenden cDNA
mittels der PCR amplifiziert. Anschlielend erfolgte die gelelektrophoretische Auf-
trennung der PCR-Produkte und Sichtbarmachung unter UV-Licht.

3.5.2.4 Primer

Der Erfolg der Polymerasekettenreaktion ist ganz entscheidend von der Pri-
merwahl abhangig, da Primerldnge und Basenzusammensetzung die Hybridi-
sierungstemperatur beeinflussen. Die synthetisierten Oligonukeotide sollten
zwischen 22 und 30 Basen lang sein und sollten sich in A/T- und G/C-Gehalt
nicht unterscheiden, damit die optimale Hybridisierungstemperatur der beiden
Primer &hnlich ist. Hier wurden zur Durchfiihrung der Polymerasekettenreak-
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tion die nachstehend angegebenen Primer-Sequenzen verwendet. Das Primer-
Paar

1. sense 5’- GGAAACAGCTTGGTGGTG- 3’ und
antisense 5’-GCACAATCGCCATAATTATCC- 3’

wurde nach dem in [68] sowie in [69] zu findenden Sequenzen entworfen und
lieferte nach [71] ein fur den Angiotensin Il Typ 1 -Rezeptor spezifisches Pro-
dukt mit einer Lange von 607 bp und das Primer-Paar

2. sense 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA- 3’ und
antisense 5’-AGATCCACAACGGATACATT-3’

wurde nach dem in [70] zu findenden Sequenzen entworfen und lieferte nach
[72] ein fir die Glyzerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase spezifisches
Produkt mit einer Lange von 307 bp.

3.5.2.5 Annealingtemperatur

607 bp
307 bp

50°C 52°C 54°C 55°C 56°C 58°C 60°C 62°C

Bild 3.5: EinfluB der Annealingtemperatur auf die Signalstarke bei der PCR. 2 g
Gesamt-RNA wurden mit Oligo(dT)-Primern in cDNA umgeschrieben, die flir den
AT1-Rezeptor spezifische Sequenz (vermutete Transkriptgrélse 607 bp) und die fiir
den internen Standard GAPDH spezifische Sequenz (vermutete Transkriptgréfse 307
bp) der resultierenden cDNA mittels der PCR amplifiziert, die PCR-Produkte gelelek-
trophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht photographiert.

Unter der Annealingtemperatur versteht man die Temperatur, bei der die
Primer spezifisch an die DNA-Matrize ankoppeln und mit ihr hybridisieren.
Sie wird ganz entscheidend von Lénge, Basenzusammensetzung und Konzen-
tration der Oligonukleotide beeinfluBt. In der Tat ist die Annealingtemperatur
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der kritischste Faktor der Polymerasekettenreaktion. Denn, ist sie zu hoch, fin-
det keine Primerhybridisierung statt, ist sie zu niedrig, steigt die Zahl unspezi-
fischer Hybridisierungen und somit unspezifischer PCR-Produkte deutlich an.
Zur Optimierung der Hybridisierungstemperatur wurde sie variiert unter sonst
gleichen Bedingungen. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch auf-
getrennt und unter UV-Licht visualisiert und photographiert (Bild 3.5). Mit
60°C wurde fir die folgenden Experimente die hochstmogliche Hybridisie-
rungstemperatur gewabhlt, bei der noch ein deutliches Signal erhalten wurde.

3.5.2.6 Zyklenzahl

607 bp
307 bp

20 25 26 28 30 32 36 38 40

Bild 3.6: EinfluB der Zyklenzahl auf die Menge an DNA, die mit der PCR syntheti-
siert wurde. Nach der Reversen Transkription von 2 ug Gesamt-RNA mit Oligo(dT)-
Primern wurde die fiir den AT1-Rezeptor spezifische Sequenz (vermutete Transkript-
gréle 607 bp) und die fiir den internen Standard GAPDH spezifische Sequenz (vermu-
tete Transkriptgréfse 307 bp) der resultierenden cDNA mittels der PCR amplifiziert.
AnschlieBend wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt, unter UV-
Licht photographiert und am Densitometer ausgewertet.

Die PCR ist definitionsgemaR eine Kettenreaktion. Die Produkte eines
Amplifikationszyklus dienen als Matrizen fur den nachsten. Die Menge an
PCR-Produkt vermehrt sich also exponentiell, jedoch nur theoretisch. Expe-
rimentell zeigt sich, dall die DNA-Menge anfangs in der Tat exponentiell zu-
nimmt, nach einer gewissen Zyklenzahl wird die Zunahme jedoch geringer bis
sie letztendlich stagniert (Plateau-Effekt). Aufgrund dieses Plateau-Effektes
wird keine wesentliche Erhéhung der Ausbeute erzielt, sondern eher eine Zu-
nahme der Menge und Komplexitat unspezifischer Nebenprodukte erreicht.
Desweiteren besteht die Gefahr, daRR bei sehr groRer Zyklenzahl Unterschie-
de zwischen verschiedenen Proben nivelliert werden. Um Aufschluf? Gber die
Abhéngigkeit der Ausbeute an PCR-Produkt von der Zyklenzahl zu gewin-
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nen, wurden PCR-Reaktionen mit unterschiedlichen Zyklenzahlen und sonst
gleichen Bedingungen durchgefiihrt (Bild 3.6). Anschlieend wurden die Si-
gnale der PCR-Produkte am Densitometer ausgewertet und deren Werte gegen
die jeweilige Zyklenzahl in einem Diagramm eingetragen. Die nachfolgen-
den Untersuchungen wurden bei einer Zyklenzahl von 30 durchgefiihrt, da sie
eine ausreichende DNA-Menge lieferte und in dem Bereich lag, in dem die
Zunahme an PCR-Produkten exponentiell war.

3.5.2.7 Interner Standard

b 9 | 9

607 bp
307 bp

1 2 3 1 2 31 2 3 1 2 3

Bild 3.7: Gegeniiberstellung der Signalintensitédten nach Durchfiihrung der RT-PCR.
Nach der Reversen Transkription von 2 ug Gesamt-RNA mit Oligo(dT)-Primern wur-
de die resultierende cDNA in vier unabhdngigen Reaktionen (a)-(d) genutzt, um in
einem gemeinsamen Ansatz die flir den AT1-Rezeptor spezifische Sequenz (vermu-
tete Transkriptgréfse 607 bp) und die fiir den internen Standard GAPDH spezifische
Sequenz (vermutete Transkriptgréf3e 307 bp) (1) sowie in getrennten Ansétzen die fiir
den AT 1-Rezeptor spezifische Sequenz (2) und die fiir den internen Standard GAPDH
spezifische Sequenz (3) der resultierenden cDNA zu vervielféltigen. AnschlielSend
wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt, unter UV-Licht photo-
graphiert und am Densitometer ausgewertet.

Die Menge an Produkt kann von PCR-Reaktion zu PCR-Reaktion unter-
schiedlich sein, obwohl zur Amplifikation dieselbe cDNA eingesetzt, glei-
che Zyklenzahl und gleiche experimentelle Bedingungen gewahlt, sogar ein
PCR-Mastermix verwendet werden (,,tube-to-tube variation”). Um diesen
Unterschieden herrzuwerden, wurde mit der Glyzerinaldehyd-3-phosphat-
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Dehydrogenase (GAPDH), einem Enzym der Glykolyse, ein interner Standard
benutzt. Ein zweites genspezifisches Primerpaar ermoéglicht die Amplifika-
tion dieses Fragmentes, das als endogener Standard dient, entweder in einer
zweiten PCR-Reaktion oder in derselben Reaktion, in der die eigentlich ge-
suchte Sequenz vervielfaltigt wird. Durch Amplifikation von Ziel-mRNA und
Standard-mRNA in einer Reaktion wird zwar ,,tube-to-tube variation* umgan-
gen, es beinhaltet jedoch die Gefahr, dal sich die Primerpaare gegenseitig be-
einflussen.

Zur Abschatzung der Primerinterferenz wurde nach der Reversen Tran-
skription von 2 pg Gesamt-RNA mit Oligo(dT)-Primern die resultierende cD-
NA in vier unabhéngigen Reaktionen genutzt, um in einem gemeinsamen An-
satz Ziel- und Standard-Sequenz sowie in getrennten Anséatzen die fir AT1 und
fir GAPDH spezifischen Sequenzen zu vervielfaltigen. Die Auswertung der
Signale am Densitometer, die in Bild 3.7 dargestellt sind, ergab, dal} die Pro-
duktmenge fir den Angiotensinrezeptor in dem getrennten Ansatz gegentber
dem gemeinsamen geringflgig erhoht war (100 4 5,53 % vs. 89,27 + 5,56
%), wéhrend bei der Produktmenge fir GAPDH kaum einen Unterschied ge-
sehen wurde (gemeinsamer Ansatz 44,95 &+ 4,08 %, getrennter Ansatz 43,20
+ 2,57%). Daraus wurde geschlossen, daR eine Primerinterferenz zu vernach-
lassigen ist, zumal der beobachtete minimale Unterschied aufgrund des grof3en
Fehlers nicht das Signifikanzniveau erreichte. Wegen der oben genannten \or-
teile wurden bei den folgenden Polymerasekettenreaktionen Ziel- und Stan-
dardsequenz gemeinsam in einer Reaktion amplifiziert.

3.5.2.8 Parameter der optimierten Polymerasekettenreaktion

Nach der oben beschriebenen Optimierung der einzelnen PCR-Parameter voll-
zog sich die Polymerasekettenreaktion uber

1. 3 Minuten bei 94°C zur Denaturierung der DNA-Doppelstréange zu Ein-
zelstrangen,

2. 10 Minuten bei 72°C unter Zugabe von 2,5 w Tag-Polymerase (1
U/ue)),

3. 30maliges Durchlaufen eines PCR-Zyklusses tber
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(a) 30 Sekunden bei 92°C zur Trennung der neusynthetisierten DNA-
Strange von den Matrizen,

(b) 1 Minute bei 60°C zur Hybridisierung der Primer mit der Matrize
sowie

(c) 1 Minute bei 72°C zur Polymerisation,
4. 10 Minuten bei 72°C und

5. bis zur Entnahme der Proben bei 25°C.

3.5.3 Ergebnisse durch Anwendung der optimierten Polymerase-
kettenreaktion

In den durchgefiihrten Versuchen wurden sowohl die Auswirkungen des Dia-
betes und der Gabe von Etomoxir auf die Expression der AT1-Rezeptor-mRNA
Im Herzmuskelgewebe als auch die Expression der AT1-Rezeptor-mRNA in
isolierten Kardiomyozyten und Endothelzellen untersucht.

3.5.3.1 Expression der Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-mRNA in
Herzmuskelgewebe

Bild 3.8: Beispiel fiir die In-
tensitédtsverteilung von Signa-
len der Angiotensin Il Typ
1-Rezeptor-mRNA (vermutete
TranskriptgrofRe 607 bp) und
von Signalen der mRNA des in-
ternen Standards GAPDH (ver-
mutete Transkriptgré3e 307 bp)
in der Reversen Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion. Zu-
ordnung gemdls Tabelle 3.8;
Diabetisch (1), Diabetisch + 8
Wo. Etomoxir (2), Diabetisch +
10 T. Etomoxir (3), Kontrolle +
8 Wo. Etomoxir (4), Kontrolle
(5) und Marker 100 bp (6).

607 bp
307 bp
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Im diabetischen Zustand war die Anzahl der PCR-Produkte fiir AT1 mi-
nimal vermindert. Die Behandlung der gesunden Tiere veranderte die Tran-
skriptmenge nicht. Die behandelten diabetischen Ratten wiesen eine nichtsi-
gnifikante Erhéhung an PCR-Produkten auf (Bild 3.8 und Tabelle 3.8). Wegen
der grol3en Fehler waren die genannten Veranderungen nicht signifikant.

Tabelle 3.8: Auswir- AT1/GAPDH

kungen des Diabetes und Kontrolle 0,97 £ 0,10 | (100,0 %)
der Gabe von Etomoxir Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir 0,99 + 0,16 | (102,0 %)
auf die  Signalstarken Diabetisch 0,86 £ 0,10 | (88,6 %)
von Angiotensin Il Typ Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir || 1,02 + 0,12 | (105,1 %)
1-Rezeptor-mRNA in der Diabetisch + 10 T. Etomoxir 0,97 + 0,13 | (100,0 %)

Reversen Transkriptase-

Polymerasekettenreaktion. Nach der Reversen Transkription von 2 ug Gesamt-RNA
mit Oligo(dT)-Primern wurde die fir den AT1-Rezeptor spezifische Sequenz sowie
die fiir den internen Standard GAPDH spezifische Sequenz der resultierenden cDNA
mittels der PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch auf-
getrennt, unter UV-Licht visualisiert und die Signale am Densitometer ausgewertet.
Das Signal fiir AT1-PCR-Produkte wurde auf das GAPDH-Signal derselben cDNA
standardisiert. Angegeben sind die Mittelwerte einer Gruppe + SEM.

3.5.3.2 Expression der Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-mRNA in
Endothelzellen und Kardiomyozyten

In den vorangehenden Untersuchungen wurde der quantitative Nachweis von
Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-mRNA im Herzgewebe vorgenommen, ohne
zu differenzieren in welchen Zellen die nachgewiesene RNA exprimiert wur-
de. Um Aufschluf’ Gber den Ort der mRNA-Expression zu gewinnen, wurden
Endothelzellen und Kardiomyozyten aus perfundierten Herzen nichtdiabeti-
scher Ratten isoliert. Die Endothelzellen wurden standardmaRig zellkultiviert.
AnschlieRend wurde RNA aus den Zellen extrahiert, durch Reverse Transkrip-
tion in cDNA umgeschrieben und die Zielsequenz mittels der Polymeraseket-
tenreaktion amplifiziert. Wie in Bild 3.9 verdeutlicht, wird Angiotensin Il Typ
1-Rezeptor-mRNA sowohl in isolierten Herzmuskelzellen als auch in zellkul-
tivierten kardialen Endothelzellen synthetisiert.
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607 bp
307 bp

607 bp
———— T

1 2 1 2 3
a) b)

Bild 3.9: Qualitativer Nachweis von Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-mRNA in Kar-
diomyozyten und Endothelzellen. 2 ug Gesamt-RNA der isolierten Zellen wurden mit
Oligo(dT)-Primern in cDNA umgeschrieben und die fiir den AT1-Rezeptor spezifi-
sche Sequenz (vermutete Transkriptgrof3e 607 bp) sowie die fiir den internen Standard
GAPDH spezifische Sequenz (vermutete Transkriptgréfse 307 bp) der resultierenden
cDNA der Kardiomyozyten (a) 1-2) und der Endothelzellen (b) 1-3) in unabhéngigen
Reaktionen mittels der PCR amplifiziert. AnschlieSend wurden die PCR-Produkte
einer Gelelektrophorese unterzogen und unter UV-Licht photographiert.

3.6 Einflu3 von Diabetes und Etomoxir® auf Expression der

Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase-mRNA

Der Diabetes mellitus geht mit einer Storung des intrazelluldaren Kalzium-
gleichgewichtes der meisten Gewebe, auch des Herzens, einher [73]. Als ur-
séchlich fur den erhéhten Kalziumgehalt der Herzmuskelzelle kénnen die Her-
absetzung der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase-Aktivitat, des
Natrium-Kalzium-Austausches, der Natrium-Kalium-ATPase-Aktivitat sowie
des Natrium-Wasserstoffionen-Austausches angesehen werden. Insbesondere
die Aktivitatsminderung der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase
(SERCA) kann zu KontraktionseinbufRen der Herzmuskelzelle fiihren [74]. Da
der Transport des Kalziums vom Sarkoplasma in das sarkoplasmatische Reti-
kulum die Relaxation erleichtert, besteht die Moglichkeit, dal? diese bei erhOh-
tem Kalziumgehalt des Sarkoplasmas eingeschrénkt ist. Letztendlich kann der
verringerte Kalziumtransport in das sarkoplasmatische Retikulum durch Be-



3.6 Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase 67

einflussung der Homoostase anderer lonen zu einem Fortschreiten der diabeti-
schen Kardiomyopathie fihren. Besonderer Augenmerk bei der vorliegenden
Arbeit galt der Fragestellung, ob die in [17] gezeigte Aktivitatsminderung der
Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase in einer Funktionsabnahme
der SERCA bei unverénderter Menge, oder aber in einer verminderten Expres-
sion als Zeichen einer reduzierten Synthese begriindet ist. Andere Arbeits-
gruppen hatten sich bereits mit dieser Fragestellung beschéftigt und mittels
der Northernblotting Hybridisierung SERCA-mRNA in der Herzmuskulatur
nachgewiesen [75], [76]. Jedoch kamen sie zu unterschiedlichen Ergebnissen
hinsichtlich des myokardialen Gehaltes an SERCA-mRNA im diabetischen
Stoffwechselzustand. Aus diesem Grunde wurde der Polymerasekettenreak-
tion, die im Vergleich mit der Northernblotting Hybridisierung das sensitive-
re Nachweisverfahren ist, der Vorzug gegeben, um auch kleine Unterschiede
in der Expression der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase wahr-
zunehmen. Die Polymerasekettenreaktion wird im nachstehenden Abschnitt
3.6.1 beschrieben.

3.6.1 Optimierung der PCR

Aufgrund der bereits zuvor angesprochenen Notwendigkeit einer sehr sen-
sitiven Nachweismaoglichkeit fir mRNA, galt es die Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion fir den Nachweis von Sarkoplasmatischer Retiku-
lum Kalzium-ATPase-mRNA zu optimieren. Dies geschah, wie bereits aus-
fuhrlich in Abschnitt 3.5.2 (Seite 58) beschrieben, unter besonderer Beriick-
sichtigung der Annealingtemperatur, der Zyklenzahl und dem Internen Stan-
dard.

3.6.1.1 Primer

Gemal den Ausfuhrungen in Abschnitt 3.5.2.4 (Seite 59) wurden zur Durch-
fuhrung der Polymerasekettenreaktion die nachstehend angegebenen Primer-
Sequenzen verwendet. Das Primer-Paar

1. sense 5’-CAGTGTAAGGAGGACAACCCAGAC- 3’ und
antisense 5’-AACAACGCACATGCACGCAC- 3’
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wurde nach dem in [77] zu findenden Sequenzen entworfen und lieferte ein fir
die Sarkoplasmatische Retikulum Kalzium-ATPase spezifisches Produkt mit
einer Lange von 433 bp [78] und das Primer-Paar

2. sense 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA- 3’ und
antisense 5’-AGATCCACAACGGATACATT-3’

wurde nach dem in [70] zu findenden Sequenzen entworfen und lieferte nach
[72] ein fir die Glyzerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase spezifisches
Produkt mit einer Lange von 307 bp.

3.6.1.2 Parameter der optimierten PCR

Nach der oben beschriebenen Optimierung der einzelnen PCR-Parameter voll-
zog sich die Polymerasekettenreaktion tber

1. 3 Minuten bei 94°C zur Denaturierung der DNA-Doppelstréange zu Ein-
zelstrangen,

2. 10 Minuten bei 72°C unter Zugabe von 2,5 w Tag-Polymerase (1
U/ue)),

3. 30maliges Durchlaufen eines PCR-Zyklusses tber
(a) 30 Sekunden bei 92°C zur Trennung der neusynthetisierten DNA-
Strange von den Matrizen,

(b) 1 Minute bei 63°C zur Hybridisierung der Primer mit der Matrize
sowie

(c) 1 Minute bei 72°C zur Polymerisation,
4. 10 Minuten bei 72°C und

5. bis zur Entnahme der Proben bei 25°C.
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3.6.2 Ergebnisse durch Anwendung der optimierten Polymerase-
kettenreaktion

Tabelle 3.9:  EinfluB des SERCA/GAPDH
Diabetes und der Etomoxirbe- Kontrolle 2,30 £ 0,19
handlung auf die Signalstdrken Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir 2,27+ 0,16
der Sarkoplasmatische Retiku- Diabetisch 1,88 + 0,20
lum  Kalzium-ATPase-mRNA Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir 1,77 + 0,13
in der Reversen Transkriptase- Diabetisch + 10 T. Etomoxir 1,77 + 0,08

Polymerasekettenreaktion. Nach

der Reversen Transkription von 2 g Gesamt-RNA mit Oligo(dT)-Primern wurde die
flir SERCA spezifische Sequenz (vermutete Transkriptgréf3e 433 bp) und die fiir den
internen Standard GAPDH spezifische Sequenz (vermutete Transkriptgréf3e 307 bp)
der resultierenden cDNA mittels der PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt, unter UV-Licht photographiert und die Signale am
Densitometer ausgewertet. Das Signal fiir SERCA-PCR-Produkte wurde auf das
GAPDH-Signal derselben cDNA standardisiert. Angegeben sind die Mittelwerte
einer Gruppe + SEM.

Die Induktion des Diabetes fuihrte zu einer Abnahme der PCR-Transkripte
fir SERCA um 18,3 % im Vergleich mit der Kontrolle (Tabelle 3.9). Die
Behandlung mit Etomoxir— lie} die PCR-Produktmenge sowohl bei den ge-
sunden Tieren als auch bei den diabetischen nahezu unbeeinfluf3t (Bild 3.10).

Bild 3.10: Beispiel fiir die In-
tensitétsverteilung von  Signalen
der  Sarkoplasmatischen  Reti-
kulum Kalzium-ATPase-mRNA
(vermutete  TranskriptgroBe 433
bp) und der mRNA des internen
Standards  GAPDH  (vermute-
te Transkriptgrolle 307 bp) in
der Reversen Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion.  Zuord-
nung gemafl Tabelle 3.9; Diabetisch
(1), Diabetisch + 8 Wo. Etomoxir
(2), Diabetisch + 10 T. Etomoxir (3),
Kontrolle + 8 Wo. Etomoxir (4),
Kontrolle (5) und Marker 100 bp (6).

433 bp
307 bp




4 Diskussion

4.1 Tierexperimentelles Modell fir den Diabetes mellitus

Im Diabetes mellitus, einer Erkrankung, die durch einen Mangel an Insulin
oder durch das fehlende Ansprechen der Gewebe auf Insulin gekennzeichnet
ist, besteht eine erhohte Inzidenz, kardiovaskular zu erkranken [79]. Zu den
beschriebenen Dysregulationen des Herz- und GefaRsystems zéhlen arteriel-
le Hypertonie, Atherosklerose, Mikroangiopathie, Herzinsuffizienz und auto-
nome Neuropathie. Das Risiko eines Diabetikers, an einer kardiovaskularen
Krankheit zu versterben, ist fast dreimal so gro3 wie das eines Nichtdiabe-
tikers [79]. Um Erkenntnisse tber die Ursachen des vermehrten Auftretens
von Erkrankungen an Herz und Gefélien im Diabetes mellitus zu gewinnen,
wurden tierexperimentelle Modelle fiir den Diabetes entwickelt. Zu unter-
scheiden sind der spontane, der viral induzierte und der chemisch induzierte
Diabetes mellitus. Zu letzterem gehort das Streptozotocin-Modell. Strepto-
zotocin ist ein aus dem grampositiven Bakterium Streptomyces achromogenes
gewonnenes Antibiotikum. Strukturell ist es eine 2-Deoxy-D-glukose mit ei-
ner Methylnitrosoharnstoffgruppe an der C,-Position. Die diabetogene Wir-
kung des Streptozotocins wurde erstmals in [80] beschrieben. Der Wirkungs-
eintritt der Substanz ist duferst schnell. Bereits 1 Stunde nach der Gabe von
Streptozotocin sind histologische Veranderungen an den 3-Zellen des Pankre-
as zu erkennen [81]. Da selbst bei hohen Dosen von Streptozotocin, die eine
Insulintherapie erforderlich machen, keine histologischen Verédnderungen an
Leber und Nieren nachzuweisen sind [81], wird angenommen, dal} Streptozo-
tocin selektiv die insulinproduzierenden [-Zellen der Pankreasinseln zerstort.
Vermutlich wegen der Strukturhomologie zur Glukose wird es in die pankrea-
tischen B-Zellen aufgenommen, um im Zellinnern durch die Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffradikalen und durch die Alkylierung von Proteinen und der
DNA seine zytotoxische Wirkung zu entfalten [82]. Klinisch findet es Anwen-
dung als Chemotherapeutikum bei nicht operablen Pankreaskarzinomen [83].

70
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Durch die einmalige intraperitoneale Injektion von Streptozotocin (60 mg/kg
Korpergewicht) wurde bei den Versuchstieren ein chronischer Insulinmangel-
diabetes induziert, bei dem noch eine Restfunktion der B-Zellen erhalten ist,
um die Entwicklung einer ketotischen Stoffwechselentgleisung zu verhindern
[84]. Dieser Zustand ist gekennzeichnet durch Hyperglykdmie, Glukosurie,
Polyurie, Polydipsie, Erhéhung der D-3-Hydroxybutyratserumkonzentration
sowie einem geringeren Korpergewicht im Vergleich mit den Kontrolltieren
[85]. Charakteristisch war auf’erdem die Zunahme des relativen Herzgewich-
tes, die schon von anderen Autoren als diabetische Organomegalie beschrieben
wurde [86], [87].

4.2 Behandlung mit Etomoxir®

In [4] wurde die nahezu vollstdndige Inhibierung des Einflusses von Insulin auf
den Glukosetransport im Herzen durch Fettsduren und Ketonkorper demon-
striert und mit dem ,,Glukose-Fettsdure-Zyklus“ das Wechselspiel zwischen
Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel formuliert. Als Ursache fir die vermin-
derte Glukoseutilisation im Diabetes mellitus werden eine Hemmung der ent-
scheidenden Schritte des Glukoseabbaus, ndmlich des Membrantransportes,
der Phosphorylierung der Glukose, der Phosphofruktokinasereaktion sowie der
Pyruvatdehydrogenasereaktion, angenommen. Die im Diabetes vermehrt an-
gebotenen Fettséduren fiihren tber ihr Abbauprodukt Acetyl-CoA, das in den
Zitratzyklus einmiindet, zu einem erhohten Gehalt der Herzmuskelzelle an Zi-
trat. Da Zitrat die Phosphofruktokinase-l hemmt, akkumulieren die sich vor
dem Block befindenden Glukoseabbauprodukte [88]. Zu diesen z&hlt Glukose-
6-Phosphat, welches tber Inhibierung der Glukosephosphorylierung durch die
Hexokinase den Eintritt der Glukose in die Glykolyse hemmt [89]. Zudem
hemmen die durch die B-Oxidation der Fettsduren entstehenden Acetyl-CoA
und NADH + HT den Pyruvatdehydrogenasekomplex und damit den Abbau
des Pyruvats zum Acetyl-CoA [90], [91]. Die daraus abgeleitete Hypothe-
se, daB sich die Insulinempfindlichkeit im Diabetes durch Beeinflussung des
Fettstoffwechsels verbessern laRt, wurde in [84] bestatigt, indem an isoliert
perfundierten Herzen SZ-diabetischer Ratten gezeigt wurde, dal sich unter
Perfusion mit Natrium-2-(5-[Chlorphenyl]-pentyl)-oxiran Carboxylat (POCA)
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der Glukosestoffwechsel und die Insulinsensitivitat verbessern. POCA wird
deshalb eine blutzuckersenkende Wirkung zugeschrieben. Nach [25] zeigt
sich Etomoxir®, ein Abkdmmling des POCA, der Ausgangssubstanz in seiner
hypoglykamischen und antiketotischen Wirkung sowie seinen fettsenkenden
Eigenschaften (berlegen. Gemeinsames Wirkungsprinzip beider Substanzen,
die keine akuten Nebenwirkungen haben sollen [25], ist die selektive Inhibi-
tion der Carnitin Palmitoyltransferase | (CPT I) mit der Folge, dal3 die Auf-
nahme langkettiger Fettsduren in das Mitochondrium und somit ihre Oxidati-
on vereitelt werden. Es wird diskutiert, daB fir die Inhibierung der Carnitin
Palmitoyltransferase | eine kovalente Bindung an dem Enzym, das sich an
der Innenseite der duf’eren Mitochondrienmembran befindet, notwendig ist.
Die Bildung von Azyl-Carnitin aus Azyl-CoA und Carnitin ist damit extrami-
tochondriell blockiert. Die Oxidation kurz- und mittelkettiger Fettsduren wird
dagegen nicht vermindert [92], da diese, auch ohne an Carnitin gekoppelt zu
sein, die Mitochondrienmembran passieren und in die Mitochondrienmatrix,
den Ort der B-Oxidation, %elangen konnen. Aufgrund der dargestellten Wir-
kungsweise von Etomoxir—, der Inhibtion der CPT I, wurde angenommen,
dal? sich die im Diabetes mellitus erh6hten Serumkonzentrationen von Gluko-
se und D-(-)-3-Hydroxybutyrat unter der Therapie mit Etomoxir® verringern.
Tatsdchlich zeigten sich in den durchgefiihrten Untersuchungen die Glukose-
und D-(-)-3-Hydroxybutyratkonzentrationen sowohl durch die orale als auch
durch die intraperitoneale Behandlung unbeeinfluBt. Die erwarteten Verén-
derungen der Serumparameter nach der Applikation von Etomoxir— blieben
aus. Diese Beobachtungen decken sich nicht mit den in [85] und in [53]
erzielten Ergebnissen. In beiden Arbeiten gelang der Nachweis einer Ver-
ringerung der D-(-)-3-Hydroxybutyratkonzentration im Serum streptozotocin-
diabetischer Ratten unter der Therapie mit Etomoxir— . Wahrend in [85] auch
eine Senkung der Glukosekonzentration um 20 % und eine leichte Verminde-
rung der Triglyzeridkonzentration im Serum durch die Behandlung von dia-
betischen Ratten mit dem Carnitin Palmitoyltransferase I-Hemmer beobachtet
wurden, blieben signifikante Verdnderungen dieser beiden Parameter in [53]
aus. Die nach [85] fettsenkenden Eigenschaften von Etomoxir— sind aufgrund
des angenommenen Wirkungsprinzips, der Hemmung der CPT 1, nicht zu er-
warten, sind aber moglicherweise durch die Hemmung der de novo Fettsau-
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resynthese zu erklaren. Wegen der Inhibierung des Transportes von langketti-
gen Fettsduren in das Mitochondrium ist im Zytosol der Quotient von lang-
kettigen Azyl-CoA-Molekilen zu Azyl-Carnitinen erhéht und bewirkt eine
,feed-back“-Hemmung der de novo Fettsauresynthese [93]. Eine weitere Er-
klarungsmoglichkeit stellt die nach POCA-Gabe beobachtete Stimulierung der
Lipoproteinlipase mit dem damit vermehrten Abbau von Triglyzeriden im Se-
rum dar [94]. Bei der Suche nach Griinden fiir das Ausbleiben der erwarteten
Veranderungen, sollte berticksichtigt werden, dal} sowohl unter oraler als auch
unter intraperitonealer Gabe von Etomoxir— das relative Herzgewicht der dia-
betischen und der gesunden Tiere erhdht war. Diese Beobachtung deckt sich
mit der in [85] beschriebenen Zunahme von Triglyzeriden und Phospholipiden
Im Herzen nach der Gabe von Etomoxir— und spricht gegen eine vollstandi-
ge Wirkungslosigkeit der eingesetzten Substanz. Vielmehr ist anzunehmen,
dal} das Medikament in nicht ausreichenden Mengen gegeben wurde, um die
D-(-)-3-Hydroxybutyrat- und die Glukoseserumkonzentration zu senken. In
der vorliegenden Arbeit wurde das (+)-Enantiomer von Etomoxir— (Applied
Science & Technology, Zug) in der ersten Versuchsreihe in einer Dosierung
von 10 mg/kg Korpergewicht taglich im Trinkwasser verabreicht und in der
zweiten Versuchsreihe in einer Dosierung von 9 mg/kg Korpergewicht taglich
intraperitoneal injiziert. Wahrend in [85] das Racemat von Etomoxir— (Byk
Gulden, Konstanz) in einer Dosierung von 18 mg/kg Korpergewicht taglich
intraperitoneal verabreicht wurde, erhielten die Versuchstiere in [53] das (+)-
Enantiomer (Byk Gulden, Konstanz) in einer Dosierung von 9 mg/kg Korper-
gewicht taglich intraperitoneal. Somit wurde das Medikament in der vorliegen-
den Arbeit in gleichen Mengen und unter gleichen Bedingungen wie in [53]
gegeben. Einziger Unterschied bestand darin, daR die Substanzen von unter-
schiedlichen Herstellern stammten. Diese Erkenntnisse legen die Vermutung
nahe, dal} Unterschiede beziiglich der Verfligbarkeit und der Pharmakokinetik,
die moglicherweise auf herstellerbedingten modifizierten Synthetisierungspro-
zessen beruhen, ursachlich fiir das Ausbleiben der erwarteten Veranderungen
der Serumparameter unter der Applikation von Etomoxir®sind.

Zusammenfassend laRt sich sagen, dall das Medikament in nicht ausrei-
chenden Mengen dosiert wurde, um die in anderen Arbeiten beschriebene
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Verringerung der D-(-)-3-Hydroxybutyratserumkonzentration nachzuweisen.
Dennoch legt die in beiden Versuchsreihen signifikante Zunahme des relativen
Herzgewichtes eine, wenn auch eingeschrankte, Wirksamkeit nahe. Zur Ab-
schatzung der Wirksamkeit des eingesetzten Etomoxir® -Enantiomers werden
in der Zukunft Studien erforderlich sein, die Verfligbarkeit und Pharmakokine-
tik der Substanz analysieren, um insbesondere eine Aussage dartiber machen
zu konnen, ob eine hohere Dosierung im Vergleich mit dem (+)-Enantiomer
(Byk Gulden, Konstanz) erforderlich ist.

4.3 EinfluR von Diabetes und Etomoxir®auf die kardialen

Isomyosine

Um die Ursachen der ,,diabetischen Kardiomyopathie* zu verstehen, wur-
den eine Reihe von Tiermodellen entwickelt, darunter der Streptozotocin-
induzierte Diabetes mellitus der Ratte. Im Rahmen dieses Modells wird ver-
mutet, dal3 die KontraktilitdtseinbufRen und die verminderte Energieprodukti-
on, die nach [18] und [95] kennzeichnend fir die diabetesspezifische Erkran-
kung des Herzmuskels sind, ursachlich mit Anderungen im Muster der myo-
kardialen Myosine einhergehen. Im Rattenherzen kdnnen mit o- und B-MHC
zwei von benachbarten Genen exprimierte Isoformen der Myosin Schweren
Ketten (MHC - Myosin Heavy Chain) unterschieden werden [96]. Die a-MHC
Isoform verfligt Gber eine hohe Adenosintriphosphatase (ATPase) - Aktivitat,
so daR gemal [97] das Herz einer gesunden jungen Ratte, das reich an «-
MHC ist, sehr gute Kontraktionseigenschaften hat. Die ATPase-Aktivitat von
B-MHC liegt deutlich unter der von o-MHC. Das Muster von o-MHC und
B-MHC hat somit einen bestimmenden Einflu auf die Kontraktionskraft des
Herzens. Die Expression beider Isoenzyme und somit ihr Anteil an der Ge-
samttranskriptmenge sind vom Stoffwechsel des Tieres [98], vom Hormon-
haushalt [99], von mechanischen Einwirkungen auf das Herz [100] sowie vom
Alter des Tieres [77] abhéangig. Im Diabetes mellitus wird eine Anderung des
Proteinmusters beobachtet, die durch eine deutliche Abnahme von o-MHC
und eine ausgepragte Zunahme von B-MHC charakterisiert ist [52]. Diabeti-
sche Tiere, die wie in [52] beschrieben, mit Etomoxir— behandelt werden, bil-
den einen deutlich verringerten Anteil an B-MHC aus, der jedoch immer noch
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ein Vielfaches der gesunden Kontrollen ausmacht. In der vorliegenden Arbeit
wurde der Fragestellung nachgegangen, ob die im Diabetes beschriebene Pro-
teinverschiebung mit Verénderungen auf der Transkriptionsebene einhergeht,
und ob die partielle Angleichung an den Normalzustand unter der Applikation
von Etomoxir— sich nicht nur im Proteinmuster, sondern auch in der Expres-
sion von mRNA zeigt. Dazu wurde die mRNA der Myosin Schweren Ketten
analysiert. Im Diabetes wurde eine Abnahme der Menge von a-MHC-mRNA
um 38 % sowie ein Anstieg der B-MHC-Transkripte um das 1,5fache beob-
achtet. Die Gabe von Etomoxir — fiihrte zu einer partiellen Normalisierung des
Isoenzymmusters. Die Menge an o-MHC-mRNA nahm um etwa 10 % zu, die
B-MHC-Transkripte verringerten sich um 30 %. Damit konnte gezeigt wer-
den, daR die Anderung im Proteinmuster der myokardialen Myosine im diabe-
tischen Stoffwechselzustand und die partielle Angleichung der Proteinvertei-
lung unter der Therapie mit Etomoxir— in einer modifizierten Genexpression
begrindet ist. Die Beobachtung, daB es unter der Gabe von Etomoxir—, also
durch Beeinflussung des Fettsauremetabolismus, zu einer teilweisen Anglei-
chung an den Normalzustand der im Diabetes veranderten Transkription der
Myosine im Herzmuskel kommt, 148t vermuten, da Anderungen im Fettstoff-
wechsel urséchlich flr eine modifizierte Genexpression von o- und B-MHC
sind. Aufgrund des angenommenen Wirkungsprinzips von Etomoxir®liegt
die Annahme nahe, dal} die Hemmung der Carnitin Palmitoyltransferase | zu
der partiellen Normalisierung der im Diabetes massiv erhdhten B-MHC- und
der stark erniedrigten o.-MHC-Transkripte fuhrt. Da jedoch nach [52] auch
die Umgehung der CPT | durch die Gabe von mittelkettigen Fettsduren, die
gemaR [102] die Mitochondrienmembran, auch ohne an einen Transporter ge-
bunden zu sein, passieren kdnnen, eine Verringerung der Menge an der B-
MHC-Isoform zur Folge hat, die etwas weniger stark ausféllt als die ohne
Umgehung der CPT I, ist anzunehmen, daR die partielle Normalisierung des
Proteinmusters nicht ausschlieBlich durch die CPT I-Hemmung bedingt ist.
Vermutlich kommen den lipidsenkenden Eigenschaften des Etomoxir— durch
die in [93] gezeigte Hemmung der de novo Fettsduresynthese entscheidende
Bedeutung fiir die reduzierte B-MHC-Expression zu. Nach [4] existiert ein
Wechselspiel zwischen Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel, das sich in einer
Hemmung der Glukoseutilisation im Herzen durch Fettsduren und Ketonkor-
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per manifestiert. Die Hypothese, dal} es im Diabetes nicht primér die erhdhte
Lipidserumkonzentration, sondern die daraus resultierende und durch den In-
sulinmangel verstarkte Reduzierung der Glukoseaufnahme ist, die zu einem
Wechsel im Protein- und auch im mRNA-Muster der myokardialen Myosi-
ne flhrt, wird durch die Beobachtung in [103] und [104] bestéarkt, dal eine
vermehrte Zufuhr von Kohlenhydraten bei hungernden Ratten mit einer Ver-
ringerung der im fastenden Zustand erhdhten B-MHC-Proteine assoziiert ist.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, da3 die im Diabetes auftretende
Umkehr von der Glukoseutilisation zur vermehrten Fettsureverstoffwechse-
lung in der Herzmuskelzelle als Signal flr die vermehrte Transkription von [3-
MHC-mRNA zu deuten ist und daB sich die Menge an B-MHC-mRNA durch
Beeinflussung des gestorten Wechselspiels zwischen Kohlenhydrat- und Li-
pidstoffwechsel partiell normalisieren l&Rt.

4.4 Einflul von Diabetes und Etomoxir®auf die kardialen

Glukosetransporter 4

In dem mit Sauerstoff ausreichend versorgten Herzen stellen freie Fettsauren,
die entsprechend ihrer Serumkonzentration aufgenommen und verstoffwech-
selt werden, die Hauptenergiequelle dar [105], [106]. Steigt der Energiebedarf
des arbeitenden Herzen an, kann es nicht die Aufnahme und den Metabolismus
der freien Fettsauren entsprechend erhohen. Stattdessen werden nach [107]
und [108] Glykolyse und Glukoseoxidation forciert infolge einer verstéarkten
Glykogenolyse und eines vermehrten Glukosetransportes und auf diese Wei-
se die notwendige Energie bereitgestellt. Hingegen ist das ischamische Herz
nicht mehr in der Lage, freie Fettsduren zu verbrennen, sondern gewinnt die er-
forderliche Energie zu grol3en Teilen iber den anaeroben Glukoseabbau [109].
Da das in den Myokardzellen abgelagerte Glykogen entsprechend [110] inner-
halb weniger Stunden verbrannt wird, kommt dem Glukosetransport die grof-
te Bedeutung hinsichtlich der ausreichenden Versorgung der Herzmuskelzelle
mit Glukose zu. Storungen, die sich im Bereich des Glukosetransportes abspie-
len, kdnnen also, da unter Umstanden nicht geniigend Energie bereitgestellt
wird, zu Schadigungen am Herzen fuhren. Der Glukosetransport in die Myo-
kardzelle wird durch verschiedene Faktoren beeinfluf3t. Positiv wirken sich
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aus korperliche Betatigung [111], Insulin [112] ebenso pathophysiologische
Zustéande wie Hypoxie und Ischamie [113], [114]. Freie Fettsduren oder ein
erhohter ventrikuléarer Druck hingegen inhibieren den Glukosetransport [115].
Im diabetischen Stoffwechselzustand sind der insulin-stimulierte Glukosever-
brauch und der Glukosetransport im Herzen eingeschrankt [116], [117], ver-
mutlich wegen der nach [118] verminderten Translokation von Glukosetrans-
portern aus intrazelluldren Kompartimenten in die Plasmamembran und der
damit gemaR [61] herabgesetzten Proteinmenge der sarkolemmalen Glukose-
transporter 4. Zur Beantwortung der sich aus diesen Beobachtungen ableiten-
den Frage, ob neben der verringerten Proteinmenge in der Plasmamembran
auch die Anzahl an Glukosetransportern in der gesamten Zelle reduziert ist,
wurden in der vorliegenden Arbeit die myokardialen Glut4-Proteine in den
Gesamtmembranen untersucht. Nach Induktion des Diabetes mellitus wurde
eine Abnahme der Transporterproteinmenge um mehr als ein Viertel beobach-
tet. Die sich anschlielenden Analyse der Glut4-mRNA, die Aufschlul3 dariiber
geben sollte, ob die Reduzierung der Glut4-Proteine durch einen vermehrten
Abbau des Proteins oder durch eine verminderte Transkription der fir Glut 4
spezifischen mMRNA und damit durch eine eingeschrankte Synthese bedingt ist,
ergab, dal? die Transkriptmenge von Glut4 im diabetischen Zustand nahezu nur
die Halfte der gesunden Kontrolle betrug. In der vorliegenden Arbeit gelang
also der Nachweis, daB im Diabetes neben der eingeschrankten Translokati-
on von im Zytosol gespeicherten Glukosetransportern auch die Proteinmenge
an Glut 4 in der gesamten Zelle sowie die Genexpression und somit die Syn-
these von Glukosetransportern vermindert sind. Vermutlich sind die geschil-
derten Veranderungen hinsichtlich des Glukosetransporters 4 miturséchlich fir
die im Diabetes reduzierte Glukoseutilisation. Aus dem in [4] beschriebenen
,»Glukose-Fettsaure-Zyklus* wurde die Vermutung abgeleitet, dal} sich die im
Diabetes eingeschrénkte Glukoseutilisation durch Hemmung der 3-Oxidation
verbessern laRt. Tatséchlich wurde in [85] die blutzuckersenkende Wirkung
von Etomoxir® gezeigt. Gegenstand der im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit durchgefiihrten Experimente war die sich daraus ergebende Frage, ob der
verbesserte Glukoseabbau unter der Therapie mit Etomoxir— moglicherweise
mit einer Zunahme an Glukosetransportern einhergeht. Nach der Applikati-
on von Etomoxir® konnte bei den diabetischen Tieren weder ein signifikan-
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ter Anstieg an Glut4-Protein noch an Glut4-mRNA beobachtet werden. Da
die blutzuckersenkende Wirkung von Etomoxir®in der vorliegenden Arbeit
nicht gezeigt werden konnte, mussen die Ergebnisse beziiglich des Glukose-
transporters zurtickhaltend diskutiert werden. Nicht auszuschlieRen ist, dal? bei
einer Dosierung des Medikamentes, die zu einer nachvollziehbaren Senkung
der Glukoseserumkonzentration gefiihrt hatte, Veranderungen an der Menge
von Glut4-Protein und/oder Glut4-mRNA zu beobachten waren. Die etwas
hypothetische Annahme, daR der unter der Gabe von Etomoxir® erwartete,
erhohte Glukoseabbau nicht tiber Anderungen des Glukosetransporters ver-
mittelt wird, lieRe sich durch einen verstarkten glykolytischen FluB stiitzen.
Wie in Abschnitt 4.2 (Seite 71) beschrieben, hemmt das im Diabetes erhoht
vorliegende Zitrat die Phosphofruktokinase-1, mit der Folge, dal} tber eine
Akkumulation von Glukose-6-Phosphat die Hexokinase gehemmt wird. Da-
neben wird der Pyruvatdehydrogenasekomplex durch bei der B-Oxidation an-
fallendem Acetyl-CoA und NADH + H™ inhibiert. Bei Einschrankung der [3-
Oxidation durch verminderten Transport der Fettsduren in das Mitochondrium,
dem von Etomoxir® angenommenen Wirkungsprofil, nimmt der Zellgehalt an
Acetyl-CoA ab, die Inhibierung der fiir die Glykolyse wichtigen Enzyme wird
aufgehoben und Glukose vermehrt abgebaut. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen. Der im Diabetes beschriebene
eingeschrankte Glukosetransport manifestiert sich in einer Abnahme der Men-
ge an myokardialem Glukosetransporter 4-Protein und -mRNA als Hinweis auf
eine reduzierte Synthese. Uber die Wirkung von Etomoxir— auf den Glukose-
transporter 4 1aRt sich aufgrund des fehlenden Nachweises seiner hypoglyk-
amischen Wirkung lediglich sagen, daR bei Dosierungen des Medikamentes,
die zu einer partiellen Normalisierung der im Diabetes veranderten kardialen
Myosine fuhren, keine Verdnderungen hinsichtlich des Glut 4 zu beobachten
sind. Ob sich eine Normalisierung der Anzahl der Glukosetransporter unter ei-
ner hoheren Dosierung des Carnitin Palmitoyltransferase I-Hemmers einstellt,
bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.5 Einflul® von Diabetes und Etomoxir®auf die kardiale

Sarkoplasmatische Retikulum Kalzium ATPase

Die Herzfunktion ist im Insulinmangeldiabetes eingeschrankt und charakteri-
siert durch eine verringerte Kontraktionsgeschwindigkeit, eine verlangerte dia-
stolische Relaxationszeit, ein herabgesetztes Herzminutenvolumen und einen
erhohten Fullungsdruck [119]. Die verlangsamte diastolische Relaxationsge-
schwindigkeit geht nach [120] und [121] mit einer verminderten Kalziumauf-
nahme des sarkoplasmatischen Retikulums und einer verringerten Aktivitat der
Ca’T-ATPase einher. Die Ca?T-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums
reguliert die intrazelluldre Kalziumkonzentration, indem sie mit der durch Hy-
drolyse von ATP freigesetzten Energie Kalzium gegen einen Gradienten in das
sarkoplasmatische Retikulum pumpt [122], [123], [124]. Zumindestens drei
Isoformen der Kalzium-stimulierten ATPase des sarkoplasmatischen Retiku-
lums werden unterschieden [125], [126]. Die Isoform der schnell kontrahie-
renden Muskeln (SERCAL) wird in groBem Male im quergestreiftem Skelett-
muskel gebildet. Die Isoform der Herz- und langsam kontrahierenden Mus-
keln (SERCAZ2) wird insbesondere im Myokard (SERCAZ2a) und eine anders
gespleilite Form in Nichtmuskelzellen (SERCAZ2b) exprimiert. Die Expressi-
on der nichtmuskularen Isoform (SERCA3) findet in diversen Zelltypen statt
[127]. Eine Reihe von Arbeiten, darunter [17], legen die Vermutung nahe, dal3
die im Diabetes verlangerte Relaxationszeit ursachlich mit einer verminderten
Ca’t-ATPase-Aktivitit einhergeht. In der vorliegenden Arbeit wurde unter-
sucht, ob die Verénderungen der Ca?*-ATPase-Aktivitat im diabetischen Her-
zen mit einer Abnahme der mRNA der Sarkoplasmatischen Kalzium-ATPase
vergesellschaftet ist. Dazu wurde die mRNA der berwiegend in den Myo-
kardzellen exprimierten Isoform SERCAZ2 analysiert. Die Induktion des Dia-
betes fuhrte zu einer Abnahme der Menge an SERCA2-mRNA um 18,3 % im
Vergleich mit der Kontrolle. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dal3
die verminderte Ca?*-ATPase-Aktivitit moglicherweise in einer reduzierten
Genexpression und einer daraus folgenden herabgesetzten Synthese von SER-
CAZ2 begriindet ist. Jedoch sind die Daten anderer Arbeitsgruppen hinsichtlich
des SERCA2-mRNA-Gehaltes der Herzmuskelzelle im Diabetes recht unter-
schiedlich. Nach [75] war im Diabetes die SERCA2-mRNA um 50 % vermin-
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dert, in [128] wurden keine Verédnderung der mRNA-Menge im diabetischen
Stoffwechselzustand gesehen und in [76] wurde eine leichte, nichtsignifikan-
te Verringerung der Menge an SERCA2-mRNA bei unverandertem Gehalt an
SERCAZ2-Protein in den Membranen des sarkoplasmatischen Retikulums be-
obachtet. Weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Abklarung, inwieweit
sich die im Diabetes gezeigte Reduzierung der Menge an SERCA2-mRNA
durch Beeinflussung des Fettstoffwechsels normalisieren 1&3t. Grund zu die-
ser Annahme waren die Erkenntnisse, dal’ nach [129] langkettige Fettsduren
einen negativen Einflul auf die Aktivitdt von SERCA2 haben und dal} sich
gemal [52] durch Reduzierung der Lipidserumkonzentrationen unter der The-
rapie mit Etomoxir— die im Diabetes eingeschréankte Aktivitat der Kalzium-
pumpe des sarkoplasmatischen Retikulums verbessern 1aRt. Die durchgefiihr-
ten Untersuchungen ergaben, dall die Behandlung der diabetischen Tiere mit
Etomoxir— den mRNA-Gehalt an SERCA2 nahezu unbeeinflul3t lie3. Bei der
Interpretation der Ergebnisse, die im Rahmen der Analyse des kardialen Ge-
haltes an SERCA2-mRNA erzielt wurden, darf nicht unberticksichtigt bleiben,
dal die lipidsenkende Wirkung von Etomoxir®und somit die in [52] ange-
nommene Ursache fir die Aktivitdtszunahme von SERCAZ2 in der vorliegen-
den Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte. Demnach ist es also durchaus
maoglich, dal’ bei einer Dosierung des Medikamentes, die zu einer nachweis-
baren Senkung der Lipidserumkonzentration gefiihrt hatte, \Veranderungen an
der Menge von SERCA2-mRNA zu sehen wéren. Zusammenfassend gelang
in der vorliegenden Arbeit der Nachweis, dall die Genexpression der Sarko-
plasmatischen Retikulum-ATPase verringert ist. Daraus leitet sich die Ver-
mutung ab, daB die bereits zuvor beschriebene Aktivititsabnahme der Ca?™-
ATPase auf einer eingeschrankten Synthese der Kalziumpumpe beruht. Un-
beeinflul3t zeigte sich die Transkription der SERCA2-mRNA unter dem Ein-
fluR von Etomoxir®, dessen Deutung jedoch erschwert ist, da die Abnahme
der Blutfette, die als urséchlich fur die Aktivitatszunahme der Ca?*-ATPase
angenommen wird, ausblieb. Daraus ergibt sich, daB weitere Analysen der
Expression der Sarkoplasmatischen Retikulum-ATPase notwendig sind, ins-
besondere wenn Etomoxir— in ausreichenden Mengen gegeben wird, um die
Lipidserumkonzentration zu senken.
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4.6 Einfluf® von Diabetes und Etomoxir®auf den kardialen

Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor

Die Blutdruckregulation sowie die Homoostase des Elektrolyt- und Was-
serhaushaltes werden nach [130] entscheidend von dem Renin-Angiotensin-
System (RAS) beeinfluRt. Ausgangspunkt der systemischen Renin-Angio-
tensin-Kaskade ist das in den juxtaglomeruldren Zellen der Niere gebildete
Renin. Eine verringerte Natriumkonzentration an der Macula densa, ein her-
abgesetzter renaler Perfusionsdruck, ein verminderter Kaliumspiegel im Blut
sowie eine sympathische Aktivierung wirken begunstigend auf die Freisetzung
des proteolytischen Enzyms [131]. Angiotensin Il und Aldosteron hingegen
hemmen die Ausschittung. Renin hydrolysiert Angiotensinogen, welches in
der Leber gebildet und in das Blut abgegeben wird, zu Angiotensin I. Die Um-
wandlung von Angiotensin | zu Angiotensin 11 erfolgt durch Abspaltung des C-
terminalen Dipeptids mittels des Angiotensinkonversionsenzyms (engl.: An-
giotensin Converting Enzyme: ACE), das insbesondere in der Lungenstrom-
bahn zu finden ist. Da das Angiotensinkonversionsenzym auch Bradykinin
und andere kleine Peptide spaltet, kommt ihm gemal [132] eine regulierende
Funktion zwischen dem RAS und dem Kallikrein-Kinin System zu. Angio-
tensin Il bewirkt eine Vasokonstriktion, sowohl der arteriellen als auch der ve-
nosen Gefélde, durch die in [133] beschriebene direkte Wirkung auf die glatte
Muskulatur und durch Beeinflussung des peripheren und zentralen Nervensy-
stems [134]. Angiotensin Il hat eine verstarkte Natriumrickresorption sowohl
am proximalen Tubulus als auch, uber die stimulierte Aldosteronfreisetzung,
am distalen Tubulus zu folge [135]. In den vergangenen Jahren konnte aul3er-
dem in [136], [137] und [138] gezeigt werden, dall Angiotensin Il das Zell-
wachstum stimuliert und eine Hypertrophie in den Gefalen und am Herzen
durch Zunahme der Proteinsynthese und der Expression von Wachstumsfak-
toren fordert. Zusammenfassend kommt Angiotensin 11, neben der Regulation
der Funktion des Herzkreislaufsystems und der Nieren, in einer Reihe von pa-
thophysiologischen Zustdnden Bedeutung zu. Dazu zéhlen die Schadigung
von Endothelzellen und vaskularer, glatter Muskelzellen [139], die Fibrosie-
rung des Myokards und die Glomerulosklerose [140], [141], [142] und [143].
Die Vermutung, dal3 Angiotensin Il in der Pathophysiologie des Diabetes mel-
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litus eine entscheidende Rolle spielt, wird dadurch bestérkt, dal3 nach [144] die
geschilderten Wirkungen des Angiotensin Il den im Diabetes zu beobachte-
ten Veranderungen an Geféallen und Niere entsprechen und daR ACE-Hemmer
nach [145] positiven EinfluR auf die diabetische Nephropathie und Retinopa-
thie haben sowie nach [146] und [150] kardioprotektiv wirken. Angiotensin
I entwickelt seine Wirkung, indem es mit speziellen in der Zellmembran lie-
genden Rezeptoren reagiert. Die genannten Mechanismen werden alle tber
den Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor (AT1-Rezeptor) vermittelt. Die genaue
Bedeutung des Angiotensin Il Typ 2-Rezeptors ist bislang unklar. Moglicher-
weise vermittelt er Wirkungen von Angiotensin Il, die die Zellproliferation
hemmen [147]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, in-
wieweit die Uberaktivitat des RAS im diabetischen Stoffwechselzustand sich
in Veréanderungen an dem Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor manifestiert. Dazu
wurde die Expression der Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-mRNA analysiert,
also des Rezeptors, der nach heutigen Erkenntnissen die tiberwiegende Mehr-
zahl der Angiotensin I1-Wirkung vermittelt. Die durchgefiihrten Untersuchun-
gen ergaben, dal im Diabetes die Menge an Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor-
MRNA im Herzen von Ratten 9 Wochen nach Diabetesinduktion nicht signifi-
kant veréndert ist. Hingegen waren in [63] der mRNA-Gehalt an Angiotensin
I1-Rezeptoren und die Rezeptorendichte in den Herzen zwei Wochen lang SZ-
diabetischer Ratten erhdht. Da die Analysen beziiglich der mMRNA-Mengen an
Angiotensin I1-Rezeptoren zu unterschiedlichen Zeiten durchgeftihrt wurden,
ist nicht auszuschlieRen, dal es sich bei der in [63] beschriebenen Zunahme
der mRNA lediglich um eine voriibergehende handelt, die wenige Tage nach
Diabetesinduktion zu beobachten ist, jedoch nicht kennzeichnend fiir den chro-
nischen Insulinmangel-Diabetes ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
legen nahe, daR die Uberaktivitit des RAS im Diabetes langfristig vermutlich
nicht mit Veranderungen beziiglich der Synthese des Angiotensin Il Typ 1-
Rezeptors einhergehen. In diesem Zusammenhang scheint die Vermutung in-
teressant, dal? einige ACE-Hemmer, die tber Sulfhydrylgruppen verfiigen, wie
etwa Captopril, moglicherweise als Fanger von Sauerstoffradikalen fungieren
[148], [149]. Die im diabetischen Herzen stdndig entstehenden Sauerstoffra-
dikale reagieren mit Stickstoffmonoxid (NO) und fiihren nach [150] durch
ein Ungleichgewicht zwischen Stickstoffmonoxid (NO) und freien Radikalen
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zu einer gestorten Vasodilatation. Die Vermutung, dall ACE-Hemmer Sauer-
stoffradikale im Herzen abfangen, bietet sich als weitere Erklarungsméglich-
keit fiir ihre bis heute nicht vollstandig bekannte kardioprotektive Wirkung an
und l&Rt ihre Gabe im Diabetes als besonders indiziert erscheinen. Unterstri-
chen wird diese Hypothese durch die in [151] beschriebenen Ergebnisse, dal3
sich die durch Angiotensin Il induzierte Fibrose im Rattenherz durch chroni-
sche Hemmung der NO-Synthase steigern lal3t. Demnach liegt die Vermutung
nahe, daR die im Diabetes beschriebene Uberaktivitat des Renin-Angiotensin-
Systems auf einer gestérten Wechselwirkung zwischen dem vasodilatatierend
wirkenden NO und dem vasokonstriktiven Angiotensin Il beruht. Da NO ver-
mehrt mit im diabetischen Herzen entstehenden Radikalen reagiert, fehlt es
letztendlich, um dem Angiotensin Il entgegen zu wirken. In der vorliegen-
den Arbeit gelang also der Nachweis, dal} der Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor
bei 9 Wochen alten SZ-diabetischen Ratten nicht vermehrt exprimiert wird
und somit Veranderungen an dem Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor vermutlich
nicht als urséachlich fir die im Diabetes beobachtete Uberaktivitit des Renin-
Angiotensin-Systems angesehen werden konnen.



5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde mit der Zielsetzung durchgeftihrt, weiteren Auf-
schluR tber die Ursachen der diabetischen Kardiomyopathie zu gewinnen.
Dazu wurde bei Wistar-Ratten durch einmalige intraperitoneale Injektion von
Streptozotocin ein Insulinmangeldiabetes induziert. Der Diabetes manifestier-
te sich in einer Hyperglykamie, einer Glukosurie, einer Polyurie, einer Poly-
dipsie sowie einer Erhdhung der D-3-Hydroxybutyratserumkonzentration. Das
Korpergewicht der diabetischen Ratten war im Vergleich mit dem der Kon-
trolltiere verringert, das relative Herzgewicht erh6ht. Nachfolgend wurde die
Genexpression von Zellbestandteilen, denen entscheidende Bedeutung in der
Pathogenese der diabetischen Kardiomyopathie zugeschrieben werden, analy-
siert. Die Untersuchung der kardialen Myosine ergab, dal im diabetischen
Herzen die energiereiche a-lsoform der Myosin Schweren Ketten stark ver-
mindert und die energiedrmere 3-Isoform deutlich gesteigert ausgebildet wer-
den, und legt die Vermutung nahe, daR die im Diabetes mellitus eingeschrank-
te Kontraktilitat des Herzens auf einer veréanderten Expression der kontraktilen
Elemente beruht. Die Analyse des Glukosetransporter 4 (Glut 4) zeigte im Dia-
betes eine Verminderung sowohl des Protein- als auch des mRNA-Gehaltes an
Glut 4 im Herzmuskel. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal3, neben der ver-
minderten Rekrutierung von im Zytosol gelagerten Glukosetransportern, eine
insgesamt verminderte Synthese des Transporters verantwortlich fir den her-
abgesetzten Glukosetransport in die Myokardzelle ist. Angesichts der in der
vorliegenden Arbeit gezeigten reduzierten myokardialen Expression von mR-
NA der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase (SERCA) im Diabe-
tes, ist anzunehmen, daR sie ursachlich fir die Aktivitatsabnahme der Sarko-
plasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase ist. Infolge der reduzierten Aktivi-
tat der SERCA kommt es zur Uberladung der Herzmuskelzelle mit Kalziumio-
nen und somit zu KontraktionseinbufRen des Herzmuskels. Die Expression des
Angiotensin Il Typ 1-Rezeptors zeigte sich vom diabetischen Stoffwechselzu-
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stand unbeeinfluBt und kann somit nicht als Erklarungsmaoglichkeit fur die er-
hohte Aktivitat des Renin-Angiotensin-Systems dienen. Vielmehr ist anzuneh-
men, daB die im Diabetes beschriebene Uberaktivitat des Renin-Angiotensin-
Systems auf einer gestérten Wechselwirkung zwischen dem vasodilatatierend
wirkenden NO und dem vasokonstriktiven Angiotensin Il beruht. Die Ergeb-
nisse, die nach der Behandlung der Versuchstiere mit Etomoxir® erzielt wur-
den, missen zuriickhaltend diskutiert werden, da sich die untersuchten Se-
rumparameter Glukose, D-3-Hydroxybutyrat und Triglyzeride unter der The-
rapie nicht veranderten. Andere Arbeitsgruppen, die das Medikament von ei-
nem anderen Hersteller bezogen, konnten, bei ansonsten gleichen Bedingun-
gen, Angleichungen der Serum&arameter an den Normalzustand zeigen. Das
nach Applikation von Etomoxir— erhohte relative Herzgewicht sowohl der dia-
betischen als auch der stoffwechselgesunden Tiere spricht jedoch gegen eine
Wirkungslosigkeit des Medikamentes. Desweiteren kam es bei der Gabe des
Carnitin Palmitoyltransferase I-Hemmers zu einer partiellen Normalisierung
der im Diabetes veranderten Myosinzusammensetzung. Bei Interpretation der
Ergebnisse hinsichtlich des Glukosetransporters 4 und der Sarkoplasmatischen
Retikulum Kalzium-ATPase kann lediglich die Aussage getéatigt werden, dal3
bei Dosierungen, die ausreichten, die Expression der Myosin-Isoformen zum
Teil zu normalisieren, Verdnderungen im Vergleich mit den unbehandelten Tie-
ren nicht gezeigt werden konnten. Nicht auszuschlie3en ist jedoch, dal} es bei
Dosierungen des Medikamentes, die zu den eigentlich erwarteten Serumpa-
rameterverdnderungen flhren, zur Angleichung der im Diabetes veradnderten
Synthese von Glut4 und SERCA kommt. Die partielle Normalisierung der
kardialen Myosine 143t eine positive Wirkung von Etomoxir— auf die diabe-
tische Kardiomyopathie vermuten. Weitere Untersuchungen werden jedoch
notig sein, um abzuschétzen, ob bei Dosierungen, die ausreichend sind, um
die D-3-Hydroxybutyrat- und die Glukoseserumkonzentration zu senken, sich
auch Veranderungen der Genexpression des Glukosetransporters 4 und der Sar-
koplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase zeigen.
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A Verwendete Materialien

Verwendete Chemikalien, Gerate sowie Lieferanten

e AGS GmbH, 69123 Heidelberg, Deutschland
Restriktionsenzyme, kleine Agarosegelkammer

e Amersham-Buchler GmbH & Co. KG, 38001 Braunschweig, Deutschland
1251 _protein A, [0-22P]-dATP, [y-32P]-ATP, Hyperfilm MP Autoradio-
graphiefilme, Sicherheitsartikel fiir Arbeiten mit Radioaktivitdt, Tag DNA
Polymerase, MgCl,-Puffer 25 mM, 10 x PCR Reactionbuffer

e Applied Science & Technology AG, CH-6302 Zug, Schweiz

Etomoxir

e Bayer AG, 51368 Leverkusen, Deutschland
Trasylol (Aprotinin)

e Beckmann Instruments GmbH, 80807 Miinchen, Deutschland
Ultrazentrifugen L5-65, L5-75, Optima, Rotoren Ti 70, SW40, SW60, Spek-
tralphotometer DU 7400

e Behr Labortechnik GmbH, 40599 Disseldorf, Deutschland
Assistent Taumelrollenmischer RM5

e Biochrom BeteiligungsGmbH & Co. Produktionsgesellschaft, 12247 Berlin,
Deutschland
Kollagen A

e Biorad Laboratories GmbH, 80939 Minchen, Deutschland (Sitz in Richmond,
California, USA)
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Zellophanfolie zum Einschweil3en
von Gelen

e Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, 85380 Eching, Deutschland (Produkte von
Biomol, Sitz in Plymouth Meeting, PA, USA)
Césiumchlorid, MOPS
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Boehringer Mannheim GmbH, 68298 Mannheim, Deutschland
Restriktionsenzyme, Random Primed Labelling Kit, Streptozotocin, faf
BSA, BSA

Calbiochem-Novabiochem GmbH, 65796 Bad Soden, Deutschland
Antisera gegen die Glukosetransportproteine GLUT1 und GLUT4

Costar, Cambridge, USA
25 cré-Zellkulturflaschen

DESAGA GmbH, Heidelberg, Deutschland
Diffusions-Entfarbe-Apparatur

DE-VAU-GE Gesundkostwerk GmbH, 21339 Lineburg, Deutschland
Frema-Reform Magermilchpulver (max. 1% Fett)

DuPont de Nemours GmbH (NEN, Sorvall), 61343 Bad Homburg, Deutschland
[0-32P]-dATP, [y-32P]-ATP , Kiihizentrifugen Superspeed RC-2B, RC-5B
und Zubehér (Réhrchen und Adapter) sowie die Rotoren SS34 und GSA.

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, 22331 Hamburg, Deutschland
Tischzentrifuge, variable Pipetten, Plastikmdrser

Gerd Grosche GmbH & Co. KG, 44894 Bochum, Deutschland
Rontgenfilm-Entwicklungstanks

Heraeus Instruments GmbH, 63450 Hanau, Deutschland
Werkbank Lamin Air HB 2448, Minifuge GL, Brutschrank Serie 6000

Hoefer Scientific Instruments (Vertrieb SERVA)
Vertikalelektrophorese-Einheit

Janke & Kunkel KG (IKA-Werk), 79219 Staufen, Deutschland
Ultra-Turrax Gewebehomogenisator

Karl Friedrich Klees GmbH, 40221 Dusseldorf, Deutschland
Potter-Glasgeféalse mit Teflon-St6l3eln

KMF Laborchemie Handels GmbH, 53757 Sankt Augustin, Deutschland
BCA Protein Assay Reagent (Artikel von Pierce Chemical Company, Rock-
ford, Illinois, USA)

Kodak-Eastman (Vertrieb: SIGMA)
Fotochemikalien (Entwickler, Fixierer)
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e Leitz International GmbH & Co., 74078 Heilbronn, Deutschland
Mikroskop Leica DM-IRB

e Life Technologies Overseas GmbH, 76344 Eggenstein-Leopoldshafen,
Deutschland
100 mM dNTPSet, 0,1 M DTT, SUPERSCRIPT™ RNase H Reverse Tran-
scriptase, TRIzol™ Reagent, 100 Base-Pair-Ladder

e Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Deutschland
gebrduchliche Lésungsmittel und Puffersalze

e Millipore GmbH, 65760 Eschborn, Deutschland
Immobilon-P Protein-Transfermembran, Sterilfilter, Whole-Band-Analyzer
(BI-Systems-Corporation)

e MWG Biotech GmbH, 85560 Ebersberg, Deutschland
Elektrophoresekammer, Hybaid Thermal Reactor, spezifische PCR-Primer

e Peter Oehmen GmbH, 45141 Essen, Deutschland
Einmalartikel der Firma Falcon, Dynagard Sterilfilter 0,22um und 0,8um,
Einmal-Pipetten der Firma Sarstedt

e Omni-Media, Cambridge, USA
Scanner XRS

e Pelikan AG, 30001 Hannover, Deutschland
Fount India Calligraphy Ink

e Pharmacia Biotech Europe GmbH, 79021 Freiburg, Deutschland
synthetische 42er-Oligonukleotide (o-, B-MHC), Percoll, Density Marker
Beads

e Pharmacia-LKB, 79021 Freiburg, Deutschland
Submarine Elektrophorese-Einheit GNA 200, Stromgeber 2301 Macrodrive
1, Stromgeber EPS 400/500, Multitemp Il Thermostatic Circulator, Gamma-
Counter Compugamma, LMW Low Molecular Weight Electrophoresis Ca-
libration Kit

e Polaroid, Cambridge, USA
Kamerasystem MP-4, selbst entwickelnder Film 665

e Promega, Mannheim, Deutschland
RNasin Ribonuclease Inhibitor
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Qiagen GmbH, 40724 Hilden, Deutschland
Plasmid-Préparations-Kit (Maxi-Saulen 500ug)

Radiometer Deutschland GmbH, 47877 Willich, Deutschland
PHM 82 Standard pH-Meter, Einstab-Mel3elektrode

Raytest GmbH, 75334 Straubenhardt, Deutschland
Phospho-Imager FUJIX BAS1000 und Zubehér

Sartorius GmbH, 37075 Goéttingen, Deutschland
Laborfein- und Analysenwaagen

Schleicher & Schill GmbH, 37586 Dassel, Deutschland
Filterpapierb6gen 580 x 600mm (20408, ,,Watman*“-Filterpapier)

Schitt Labortechnik GmbH, 37075 Goéttingen, Deutschland
Aldo-Xer-Geltrockner

SERVA Feinbiochemika GmbH & Co. KG, 69115 Heidelberg, Deutschland
Acrylamid, Ammoniumperoxodisulfat, Bisacrylamid, Bromphenolblau,
Coomassie Brillant Blue R-250 (Serva Blue), HEPES, TEMED, Produkte
von Hoefer Scientific Instruments

SIGMA-AIldrich Chemie GmbH, 82039 Deisenhofen, Deutschland
molekularbiologische Salze und Puffer, Chemikalien fiir Bakterienkultur,
Kollagenase Typ XI, Trypsin, Penicillin, Streptomycin, PCR-OI, Oligo(dT)-
Primer, GTC, Phenol, Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Pepstatin A, Benza-
midin), 6-Aminohexanséure, Autoradiographiekassetten

Sniff, Soest, Deutschland
Rattenfutter

Winkelmann Versuchstierzucht GmbH & Co., 33178 Borchen, Deutschland
ménnliche Wistar-Ratten (200-2509)

Worthington biomedical corporation, Freehold, New Jersey, USA
Kollagenase CLS 11

Zinsser Analytik GmbH, 60489 Frankfurt am Main, Deutschland
Quicksafe A Szintillationscocktail fiir die Fliissig-Szintillationsmessung [3-
strahlender Isotope



B Verwendete Puffer

Tris-Acetat-EDTA (TAE) 50x

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 242g/¢ 2M

EDTA 14,61g/¢

50mM

mit Eisessig pH-Wert auf 8,0 einstellen, autoklavieren

Tabelle B.1: Zusammensetzung des Tris-Acetat-EDTA (TAE) 50x

Tris-Borat-EDTA (TBE) 10x

Tris 108g/¢ 0,9M
Borséure 55g,/¢ 0,9M
EDTA-LGsung [500mM, pH 8,0] 20m¢/¢ 10mMm

autoklavieren

Tabelle B.2: Zusammensetzung des Tris-Borat-EDTA

SSC 20x

NaCl 175,3 g/¢

3M

Natriumzitrat 88,2 g/

300mM

pH-Wert auf 7,0 einstellen, autoklavieren

Tabelle B.3: Zusammensetzung des SSC 20x
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SSPE 20x
NaCl 210 g/¢ 3,6 M
NaH,PO, 27,6 g/¢ 200 mM
EDTA5,859/¢ 20 mM
pH-Wert auf 7,7 einstellen, autoklavieren

Tabelle B.4: Zusammensetzung des SSPE 20x

PBS 10x (ohne Ca2t, Mg?t)

NaCl 80 g/¢ 1,37 M
KH,PO,4 2 g/¢ 15 mM
KCl 2 g/¢ 2,7 MM
NaH,PO, 14,2 g/¢ 80 mM

PBS 1x sollte einen pH-Wert von etwa 7,4 und eine Osmolalitat von 280-
320 mosmo/ /kg aufweisen.

Tabelle B.5: Zusammensetzung des PBS 10x (ohne Ca?*, Mg®™)

(S)TE
NaCl 5,84 g/¢ 100 mM
Tris 1,21 g/¢ 10 mM
EDTA 292 mg/¢ 1mM
pH-Wert je nach Anwendung auf 7,4, 7,5, 7,6 oder 8,0 einstellen und auto-
Klavieren
Tabelle B.6: Zusammensetzung von (S)TE
NaOAc2M pH 4,0
Natriumacetat 164 g/¢ 2M
mit Eisessig auf pH 4,0 (etwa 550m¢/?) einstellen und autoklavieren

Tabelle B.7: Zusammensetzung von NaOAc2M pH 4,0
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NaOAc3MpH 5,2

Natriumacetat 246,1 g/¢

3M

mit Eisessig auf pH 5,2 (etwa 100m¢/?) einstellen und autoklavieren

Tabelle B.8: Zusammensetzung von NaOAc3MpH 5,2

Lammli 2x-Probenpuffer

SDS1g 2% (W/V)
EDTA 3 mg 0,2 mM
Bromphenolblau 10 mg 0,2% (w/V)
Stammpuffer pH 6,8 2,5 m¢ 25 mM Tris
Glycerol 87% (v/v) 20 m¢ 35% (v/v)

mit Wasser auf 50 m¢ auffillen

Tabelle B.9: Zusammensetzung des Lammli 2x-Probenpuffers

Stammpuffer pH 6,8

Tris 6,06 g 0,5M
SDS0,4 g 0,4 mM
Natriumazid 0,01 g 0,01 % (w/v)

mit Wasser auf 100m¢ auffiillen und pH auf 6,8 einstellen

Tabelle B.10: Zusammensetzung des Stammpuffers pH 6,8



C Marker

Proteine (Zahlenangaben in kD, Herstellerangaben), in Klammern die
Laufgewichte (scheinbaren Molekulargewichte) der gefarbten Proteine
(soweit Herstellerangaben vorlagen)

LWM Calibration Kit (Pharmacia)

94 Phosphorylase b (Kaninchen)

67 Albumin (Rinderserum)

43 Ovalbumin (Hihner-Eiweil3)

30 Carboanhydrase (Rindererythrozyten)
20,1 Trypsin Inhibitor (Sojabohne)
14,4 o-Lactaloumin (Kuhmilch)

Rainbow protein molecular weight markers (Amersham)

200 Myosin, blau

97,4 Phosphorylase b, braun

69 Rinderserumalbumin, rot
46 Ovalbumin, gelb

30 Carboanhydrase, orangefarben
21,5 Trypsin-Inhibitor, griin
14,3 Lysozym, magenta

110



111

C Marker

Prestained SDS-PAGE Standard solution (SIGMA)
116 (116) B-Galaktosidase (E.coli)

84 (96,4) Fruktose-6-phosphat-kinase (Kaninchen)
58 (80,4) Pyruvat-Kinase (Huhn)

45 (55,7) Ovalbumin (Huhn)
36,5 (43,7) Laktatdehydrogenase (Kaninchen)
26,6 (38,8) Trisophosphatisomerase (Kaninchen)

DNA (Zahlenangaben in Basenpaaren, bp)

Phage A-DNA geschnitten mit Eco R1 und Hind 111 (AGS, Renner)

21226, 5148, 4973, 3530, 2027, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125

1 kb-Leiter (Life Technologies)

12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2036, 1636 (etwa 10 % der aufgetragenen Menge), 1018, 506/517
(Doppelbande), 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75

100 bp DNA-Leiter (Life Technologies)

2072, 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700,
600 (2-3fach starker als die anderen Banden), 500, 400, 300, 200, 100

RNA

Bei der agarosegelelektrophoretischen Auftrennung der RNA wurden kei-
ne Molekulargewichtsstandards verwendet. Das Molekulargewicht der Tran-
skripte wurde anhand der 18S und 28S-ribosomalen RNA regressiv (Lauf-
strecke linear proportional dem Logarithmus des Molekulargewichtes) ermit-
telt. Fur die 18SrRNA wurde ein Molekulargewicht von 2000b, fir die 28S
rRNA ein Molekulargewicht von 5300 b nach Angaben der Firma SIGMA

angenommen.
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EinfluB des Streptozotocin-Diabetes und des Carnitin Palmitoyltrans-
ferase I-Hemmers Etomoxir auf die myokardiale Genexpression

Karsten Thomas Miissig

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde mit der Zielsetzung durchgefiihrt, weiteren Aufschlu8 iiber die Ursachen
der diabetischen Kardiomyopathie zu gewinnen. Dazu wurde bei Wistar-Ratten durch einmalige intraperi-
toneale Injektion von Streptozotocin ein Insulinmangeldiabetes induziert. Der Diabetes manifestierte sich
in einer Hyperglykimie, einer Glukosurie, einer Polyurie, einer Polydipsie sowie einer Erhdhung der D-3-
Hydroxybutyratserumkonzentration. Das Kérpergewicht der diabetischen Ratten war im Vergleich mit dem
der Kontrolltiere verringert, das relative Herzgewicht erhoht. Nachfolgend wurde die Genexpression von
Zellbestandteilen, denen entscheidende Bedeutung in der Pathogenese der diabetischen Kardiomyopathie
zugeschrieben werden, analysiert. Die Untersuchung der kardialen Myosine ergab, daB im diabetischen
Herzen die energiereiche a-Isoform der Myosin Schweren Ketten stark vermindert und die energieidrme-
re B-Isoform deutlich gesteigert ausgebildet werden, und legt die Vermutung nahe, daB die im Diabetes
mellitus eingeschrinkte Kontraktilitit des Herzens auf einer veridnderten Expression der kontraktilen Ele-
mente beruht. Die Analyse des Glukosetransporter 4 (Glut 4) zeigte im Diabetes eine Verminderung sowohl
des Protein- als auch des mRNA-Gehaltes an Glut 4 im Herzmuskel. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
daB, neben der verminderten Rekrutierung von im Zytosol gelagerten Glukosetransportern, eine insgesamt
verminderte Synthese des Transporters verantwortlich fiir den herabgesetzten Glukosetransport in die Myo-
kardzelle ist. Angesichts der in der vorliegenden Arbeit gezeigten reduzierten myokardialen Expression von
mRNA der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase (SERCA) im Diabetes, ist anzunehmen, daB
sie ursidchlich fir die Aktivititsabnahme der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase ist. Infolge
der reduzierten Aktivitit der SERCA kommt es zur Uberladung der Herzmuskelzelle mit Kalziumionen und
somit zu KontraktionseinbuBen des Herzmuskels. Die Expression des Angiotensin II Typ 1-Rezeptors zeig-
te sich vom diabetischen Stoffwechselzustand unbeeinfluBt und kann somit nicht als Erkldrungsmoglichkeit
fiir die erhohte Aktivitit des Renin-Angiotensin-Systems dienen. Vielmehr ist anzunehmen, daB die im
Diabetes beschriebene Uberaktivitit des Renin-Angiotensin-Systems auf einer gestdrten Wechselwirkung
zwischen dem vasodilatatierend wirkenden NO und dem vasokonstriktiven Angiotensin II beruht. Die Er-
gebnisse, die nach der Behandlung der Versuchstiere mit Etomoxir  erzielt wurden, miissen zuriickhaltend
diskutiert werden, da sich die untersuchten Serumparameter Glukose, D-3-Hydroxybutyratund Triglyzeride
unter der Therapie nicht veridnderten. Andere Arbeitsgruppen, die das Medikament von einem anderen Her-
steller bezogen, konnten, bei ansonsten gleichen Bedingungen, Angleichungen der Serumparameter an den
Normalzustand zeigen. Das nach Applikation von Etomoxir erhohte relative Herzgewicht sowohl der dia-
betischen als auch der stoffwechselgesunden Tiere spricht jedoch gegen eine Wirkungslosigkeit des Medika-
mentes. Desweiteren kam es bei der Gabe des Carnitin Palmitoyltransferase I-Hemmers zu einer partiellen
Normalisierung der im Diabetes verinderten Myosinzusammensetzung. Bei Interpretation der Ergebnis-
se hinsichtlich des Glukosetransporters 4 und der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase kann
lediglich die Aussage getitigt werden, daB bei Dosierungen, die ausreichten, die Expression der Myosin-
Isoformen zum Teil zu normalisieren, Verinderungen im Vergleich mit den unbehandelten Tieren nicht
gezeigt werden konnten. Nicht auszuschlieBen ist jedoch, daB es bei Dosierungen des Medikamentes, die
zu den eigentlich erwarteten Serumparameterverdnderungen fithren, zur Angleichung der im Diabetes ver-
dnderten Synthese von Glut4 und SERCA kommt. Die partielle Normalisierung der kardialen Myosine
1aBt eine positive Wirkung von Etomoxir~ auf die diabetische Kardiomyopathie vermuten. Weitere Un-
tersuchungen werden jedoch nétig sein, um abzuschitzen, ob bei Dosierungen, die ausreichend sind, um
die D-3-Hydroxybutyrat- und die Glukoseserumkonzentration zu senken, sich auch in Veridnderungen der
Genexpression des Glukosetransporters 4 und der Sarkoplasmatischen Retikulum Kalzium-ATPase zeigen.



