Charakterisierung der transmembranen Wasserkanalproteine
(Aquaporine) am Beispiel des Sdugermyokards:

Regulatoren des Wassertransportes in Kardiomyozyten

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen-Fakultéat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von
Calvo Sanchez; David
aus Madrid (Spanien)

Juni 2006



Aus der Klinik fir Kardiovaskulare- und Thoraxchirurgie
Forschungsgruppe Experimentelle Chirurgie und
dem Institut fur Zoomorphologie, Zellbiologie und Parasitologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Referent: Prof. Dr. Heinz Mehlhorn
Koreferent: Prof. Dr. Jochen D. Schipke
Tag der mundlichen Prufung: 24.04.2006



Inhaltsverzeichnis

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10

2.11

LT LT AU T o PR UPUPPPPTRPPRR 1
RESPITALIONSWASSEN ...ttt 3
Regulation des ZellVOIUMENS ........ccoi oo e e e eaanaes 5
Myokardiale ischamische Prakonditionierung .........ccccceeeiieeeiiieeeiiiiieie e 5
Einfluss der Proteinkinase-C (PKC) auf die AQP-EXPression .......cccceeeeeeeeeeenns 7
Genexpression der Wasserkanalproteine ..o 8
ZICISEIZUNG oo 8
Material UNd MetNOEN .......uuuiiiiiiiiiiiii e 11
Biologisches Material .........ooooiiiiiiiiiii e 11
KIT=SYSTRIME .ttt 11
N €14 ] 1= 12
e 11T ST TUPPPPPRTRPPRIN 12
Molekulargewichtsstandards ... 13
[ =] 1 1o 14
RESIIKIIONSENZYIME .oeiiiiii e e e e e e e e e e e e aeees 14
ANTIDIOTIKA. ..o 14
Weitere REAGENZIEN .....oouiiiiii it e e e e e e 14
LOSUNGEN UNA PUTTEI L.uiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
2101 MEAIEN ... 15
2.00.2 GeIE e 16
2003 PUMEF e 17
Zellulare-MethOden ... 19
2.11.1 Silikonisieren von GIasWaren ... 19
2.11.2 Isolierung adulter ventrikularer Kaninchen-Kardiomyozyten...................... 20
2.11.3 Praparation und Aufschluss der Kardiomyozyten..............ooooeeeiiiiiiiiiienns 20
2.11.4 Qualitatskontrolle der Zellisolate ... 21
2115 PrimaArKUIUIEN ... 21
2.11.6 Inkubation isolierter Kardiomyozyten.............cccceeiiiiiiiiieiiiiiiiie e 22
2.11.7 Laminin Beschichtung ... 24
2.11.8 Pharmakologische Induktion der Primarkultur...............ccooiiiiiniiinnennnn, 24

2.11.9 Passagieren der kardialen Primarkulturen.............cccccoviiiiiiiieeeeeeeei, 25



2.12

2.13

2.14

BioChemiSChe MEth OGN .....oeiee e 25

2121 Lyse des Herzgewebes ... 25
2.12.2 Subzellulare Fraktionierung des Ventrikelgewebes................cccooeeii. 25
2.12.3 Praparation der Rohmembran-Fraktionen...............ccccooooiiiiiiiieceeen, 26
2.12.4 Proteinbestimmung ......coooo oo 26
2.12.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen..............ccccoeeieeeeee. 26
2.12.6 Transfer der Proteine (Western-Blotting)...........cooooeeiiiii 27
2.12.7 FarbeteChniKeN.. ..o 27
2.12.8 ImmuNdeteKtion ..o 28
2.12.9 Detektion mit verstarkter Chemilumineszenz (ECL) ..........ccoooeieiiiiiieeennnn. 28
2.12.10 Strippen von Membranen ............ccoooo oo 28
2.12.11 Prasentation der Daten und Statistik .......................ooc 29
Molekularbiologische Methoden ... 29
2.13.1 Direkte Probenentnahme und Transport ............ccccooviiiiiiiiiiiiii e, 29
2.13.2 Isolierung von Ribo-NUKIEINSAUrEN............cooviiiiiiieieeeeeece e 29
2.13.3 Elektrophoretische Trennung VON RNS ..., 30
2.13.4 Elektrophoretische Trennung VON DNS ..., 30
2.13.5 Nukleinsauren-Konzentrationsbestimmung............cccooooiiiiieee e, 31
2.13.6 COPY DNS-SYNtNESE ......coiiiieeeeeee e 31
2.13.7 PCR BediNQUNQEN......coiiiiiiiieeeeeee e 32
2.13.8 Primer-gerichtete-Fragmentierung der cDNS ..., 32
2.13.9 LIQatioN.. ..o 33
2.13.10 Herstellung kompetenter Bakterien ..............ccoeiiiiiiiiiiiiiccii e, 33
2.13.11 Transformation von E. COli..........uuuiiiiiiiiieci e 34
2.13.12 Praparation im Kleinmalfdstab (Miniprap) .........ccooeeeeeieeeiiiiiiieeeeeeeeeenn 34
2.13.13 RestriKtioNSVerdau.............ooooiiiiiiiii e 35
2.13.14 GlyZerinKUIUL ....coeeeieeee e e e e e s 35
2.13.15 DNS-SEQUENZIEIUNG ....coeeieieeeeeeeee e 35
2.13.16 In vitro Transkription und Sonde fir Northern Blot .................cccoooeiinn. 36
2.13.17 Northern-Blot-ANalySe .........oooveiiiiiee e 36
2.13.18 Hybridisierung der Membran ... 37
2.13.19 Detektion der Sonde auf der Membran..............ccooooiiiiiiiiiin e, 37
2.13.20 Auswertung der SONAEN .........ouvuiiiii i 37
Mikroskopische Methoden ............cooiiiiiiiiiie e 38
2.14.1 Fixierung isolierter Kardiomyozyten ............ccooeuviiiiiiiiiiiiieeiice e, 38
2.14.2 LichtmiKrOSKOPIE. ... ..ciiieiie e 38
2.14.3 ElektronenmikroSKOPIE ........ccoviiiiiiiiiee e 38
2.14 4 Fixierung, Entwasserung und Einbettung der Proben ............................... 38
2.14.5 Herstellung der Schnitte ..........ooovviiiiiiiiiie e 39
2.14.6 Immunfluoreszenzfarbung kultivierter Kardiomyozyten...............cccccoee. 39

2.14.7 Konfokale LaserscanmikroSKOPI€.........ccovveeivvuiiiiiieeiieeeiicee e 40



3.2

3.3
3.4
3.5
3.6

3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.14

4.1
4.2

4.3
4.4
4.5
4.6

4.7
4.8
4.9

EF gD SO e 41

Kardiomyozyten-CharakteriSierung........oouuuuuiriiiiii e 41
3.1.1 Vitalitat und Energiezustand isolierter Kardiomyozyten.................cccceeee. 41
3.1.2 Ca’-Toleranz isolierter Kaninchen-Kardiomyozyten ..............c..ccccoeevene.... 43
3.1.3 MOIPNOIOGIE. ... 43
3.1.4 Vitalitat und Energiezustand kultivierter Kardiomyozyten..............cc............ 44
Charakterisierung der Membran-Fraktionen...........ccccceeeiiieeiiieieiiiiiic e 45
3.2.1 Plasmamembran-Fraktion ... 46
3.2.2 Mikrosomale-Membran-Fraktion.............cccoii 46
Expression der Ouabain-sensitiven Na'/K*™-ATPaSE .........ccccoeuvvvvreveeveeceannnn. 46
Expression von AQP1 und pharmakologische Induktion..............ccccceeeeee. 47
Expression von AQP4 und pharmakologische Induktion........cccccccceeeeeennnnee. 51
Effekte der Proteinkinase-C (PKC) auf die kardiale AQP-Expression ........... 54
3.6.1 Effekte der PKC auf die AQP1-EXPression .......ccoovevevvveeeiiiiiineeeeeeeeeeeiiinnn 54
3.6.2 Effekte der PKC auf die AQP4-EXPression .......ccoovveeevveeeiiiieiieeeeeeeeeeeiinnn 55
Reinheitsanalyse der Gesamt-RNS..........oooiiiii e 56
Primer-gerichtete Fragmentierung der CDNS ...........ouiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee 57
[ = 1o T L= 1 (o | o KT o I 60
Klonierung der AQP4-Fragmente........ccooiiiiiiiiiiii e 65
SEAUENZANGIYSE ..ot ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e eeeanaes 65
Northern Blots (HybDridiSIierung)...........uuuuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 73
DISKUSSION Lttt 75
Isolierte Herzmuskelzellen als biologisches Modell ..., 75

Charakterisierung von Kaninchen-Kardiomyozyten mit stabiler

AQP-EXPIrESSION ... 77
Translokation und Lokalisation der AQPs in Kardiomyozyten 78
Bedeutung der mitochondrialen ATP-abhéangigen Kalium-Kandle................ 80
Regulation der AQP-Protein-Expression durch die Proteinkinase-C ............ 82
F @ ] i (=Y o) o] g o 11T o PR 86
4.6.1 Orthogonal arrays of particles (OAPS).........ccuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 91
AQP-KNOCKOUT-MAUSE ...oeuiiieii et e e e e e e e aeaen s 94
Das MRNS-AQPA-TranSKITPt ..oeeueeeiii e e e e 96

Zell-und Organschwellung iN VIVO ... 96



6 ZUSAMMENTASSUNG .. i ieiiieieiiiii e e e e e et e e e e e e e e e ee s s e e e e e e e eeaaaanaseeeeeeeeennnns 101
7 7N ] = o Yo PSP 103
ADbDbIldUNGSVEIZEICANIS ... .o 103
TabellenverzeiChNis. ... e 104
Y o] (U 74 U T [T o PP PP PPPPPPPPPPP 105
8 LT = A PSP 108
D=1 ] (7= To 18] o o [P PP P PP PPPPPPPPPPPPP 127

= LU T o PP SUPPPPPPRRRI 129



Einleitung

1. Einleitung

Wasser ist fur die Funktion von Zellen und Organen in allen biologischen Organismen
von zentraler Bedeutung. Ungeachtet ihrer fundamentalen Bedeutung sind die Mecha-
nismen des Wassertransportes durch biologische Membranen, Zellen und Epithelien
nicht vollstandig geklart. Nach gultiger Lehrmeinung wird der Wassertransport von einem
transepithelialen osmotischen Gradienten getrieben (Spring, 1999).

Die Zelle verfugt Uber eine Fulle von regulativen Mechanismen, die der Aufrecht-
erhaltung der Elektrolyt- und Wasserbalance dienen. So ermdoglichen z.B. Signaltrans-
duktionskaskaden die Adaption der Zelle an einen veranderten osmotischen Druck
(Droillard et al., 2000). Unter anderem kdnnen mechanosensitive Kanale eine Umwand-
lung eines osmotischen Signals in ein elektrisches Signal vornehmen (Oliet and
Bourque, 1993).

Nach jahrzehntelangen Untersuchungen sind die Auffassungen Uber die Wege des
Wassertransportes kontrovers. Entweder passiert Wasser die Membran-Lipiddoppel-
schicht unmittelbar (Paula et al., 1996; Paula et al., 1998), oder es nutzt transmembra-
nare Poren (Jansen and Blume, 1995). Alternativ soll eine molekulare Wasserpumpe in
einer Art Mikropinozytose Wasser auch gegen den osmotischen Gradienten transpor-
tieren. An diese Pumpe sollen Transportproteine, z.B. spezifische Na*-Glukose-Cotrans-
porter, den Wassertransport mit den Transport anderer Substanzen koppeln (Loo et al.,
1999). Es wurde allerdings angezweifelt, ob die erforderlichen Transportvolumina auf
diesem Weg oder Uber die Diffusion zu realisieren seien (Spring, 1999).

Schon in den funfziger Jahren vermutete man selektive Kanale, uber welche Wasser-
molekule ohne Diffusion schnell und spezifisch in die Zelle eindringen konnten. Ein
derart erleichterter Durchtritt durch biologische Membranen wurde fir Erythozyten,
Nierentubuli und Urinblasen von Amphibien beschrieben (Macey, 1984; Meyer and
Verkman, 1987; Verkman et al., 1989). Es blieb aber ungeklart, ob es sich um spezi-
fische oder unspezifische Wasserkanale handelt. Erst 1988 isolierte Peter Agre von der
Johns Hopkins University in Baltimore in der Zellmembran roter Blutkdrperchen ein
Protein, das eine Rolle beim Wassertransport spielen kénnte. Spatere Arbeiten (Zhang
et al., 1991) zeigten, dass die Wasserpermeabilitdt in Xenopusoozyten anstieg, wenn
diese eine heterologe mMRNS aus Nieren, Retikulozyten und Urinblasen von Amphibien
exprimierten. Dieser erste Hinweis auf das Vorhandensein spezifischer Wasserkanale
wurde durch die Analyse eines 30 kDa Wasserkanals in Erythrozyten und an den Mem-

branen proximaler Tubuli bestatigt (van Hoek et al., 1990; van Hoek et al., 1991).

1
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Dennoch blieb der Wassertransport durch Wasserkanale hinsichtlich eines Cotransports
von lonen umstritten (Yool et al., 1996; Weaver et al., 1994).

Das humane 28 kDa ,channel-forming-integral-protein“ (CHIP28) wurde erstmals im Jahr
1991 kloniert (Preston and Agre, 1991). Xenopusoozyten, die den Wasserkanal CHIP 28
exprimierten, wiesen eine hdéhere Wasserpermeabilitat auf (Preston et al., 1992). Da
dieser Kanal porig und fur den Durchfluss von Wasser wichtig war, erhielt er den Namen
Aquaporin (AQP).

Inzwischen sind die unterschiedlichsten AQPs von Bakterien, Pflanzen und Tieren
bekannt. Im Saugetier existieren mindestens elf verschiedene Varianten. Aufgrund der
grol3en Homologien in den Aminosaurensequenzen wurden die AQPs zu einer Familie

zusammengefasst. Die funktionelle Einteilung erfolgte in zwei Gruppen:

a) reine Wasserporen (AQP-0,-1,-2,-4,-5,-6,-8) (= permselektive Wasserkanale) und

b) Poren, die neben Wasser auch kleine ungeladene Molekile wie Glycerol und
Harnstoff passieren lassen (AQP-3,-7,-9,-10) (Lee et al., 1997; Connolly et al.,
1998; Murata et al., 2000; Agre et al., 2002).

Zu den neueren Aspekten der Aquaporin-Funktion gehort, dass CO, den Wasserkanal
AQP1 und Chlorid- und Nitrat-Anionen den Wasserkanal AQP6 passieren kdnnen (lkeda
et al., 2002; Frigeri et al., 1995a).

Erste Strukturmodelle von Wasserkanalen wurden im Jahr 1999 beschrieben. Obwohl
diese Kanale so feinporig sind, dass nur eine Kette einzelner Wassermolekule hindurch-
gelangt, erreichen Aquaporine die erstaunlich hohe Wasserleitfahigkeit von bis zu drei
Milliarden Molekllen pro Sekunde und Kanal (Agre et al., 1999). Eine 10 x 10 cm grofRe
Membran mit eingebetteten Aquaporinen kodnnte somit etwa einen Liter Wasser in

wenigen Sekunden filtern und entsalzen (de Groot et al., 2001).

Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen und durch Roéntgenstrukturanalysen
wurde die Struktur des Proteins aufgeklart (Murata et al., 2000). Das Protein bildet in der
Zellmembran einen 2 nm langen und an der engsten Stelle einen nur 0,3 nm breiten
Kanal; fir ein einzelnes Wassermolekil gerade grof3 genug (de Groot et al., 2001; Sui et
al., 2001).

Hydropathieplots der Aminosauresequenz der Aquaporine (Hasegawa et al., 1994b;
Jung et al., 1994a) lieRen auf ein Protein mit einer 6-Transmembran-Region sowie auf

intrazellulare N-und C-Termini und zwei ,tandem-repeats-Regionen” schliel3en. In deren
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Sequenz befinden sich jeweils vier Membran-umspannende Segmente, die den Amino-
und Carboxy-terminalen Halften des Proteins entsprechen (Shi et al., 1995). Jede Halfte
enthalt eine fur Aquaporine typische, hoch konservierte NPA-Region (Asparagin-Prolin-
Alanin), die von anderen konservierten Resten innerhalb zweier hydrophober Domanen
flankiert wird (Jung et al., 1994Db; Lee et al., 1997; Mathai and Agre, 1999).

Durch die Aminosaure Cystein an der Stelle 189 am Protein sind AQPs gegenuber
Quecksilber sensitiv (Hasegawa et al., 1994b; Zeidel et al., 1992; Jung et al., 1994b). Sie
lassen sich also mit Quecksilber inhibieren. Als ,Mercurial Insensitive Water Channel®
(MIWC) oder AQP4 wurde der erste Kanal bezeichnet, der Quecksilber-unempfindlich
war und ausschliellich Wasser transportierte. Das Uberlappen von Domanen der Schlei-
fen B und E (Abb. 1) bildet den Weg fur die Passage von Wassermolekulen: das so
genannte ,Stundenglas-Modell“. Die Assoziation von AQP1 in nichtkovalent verbundene
Tetramere mit einer Glykolisierung einer der vier Untereinheiten wurde durch Sedimen-
tation und Lektin-Chromatografie bewiesen (Jung et al., 1994b; Agre et al., 1999). Es
handelt sich um hydrophobe, antiparallel angeordnete und die gesamte Membran durch-
querende Alphahelices, die zusammen ein funktionstichtiges Monomer mit zentralem
Wasserkanal bilden (Katsura et al., 1995).

repeaeat 1

A,

Hg Dlockade

repaeat 2

Abb. 1: Strukturmodell von AQP1 (Mathai and Agre, 1999)

1.1 Respirationswasser

Die Funktionen eines Organismus und seines Stoffwechsels hangen von der standigen
Zufuhr von Sauerstoff und dem Abtransport von Kohlendioxid ab. Dies ist nur durch

einen ungestorten Blutkreislauf moglich, welcher durch das Herz aufrechterhalten wird.
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Pathologische Veranderungen des Herzens (z.B. Arteriosklerose) sind fur Kreislauf-

stérungen verantwortlich.

FUr die Regulation des Energiestoffwechsels im Myokard ist eine Vielzahl von Faktoren
verantwortlich. Den Transport von Energie und wichtigen Botenstoffen zu den Organen
ubernimmt das Blut. Die Versorgung des Herzmuskels selbst geschieht Uber die
Koronardurchblutung und regional durch den myokardialen Blutfluss (MBF). Der MBF
variiert in verschiedenen Bereichen des Saugetierherzens zwischen 20 % und 200 %
(King et al., 1985). Da ein MBF von nur 20 % nicht durch einen Anstieg der arterio-veno-
sen Sauerstoffdifferenz kompensiert werden kann, mussten derartige 'Niederflussareale'
nekrotisch werden. Daher sollte der Stoffwechsel in Niederflussarealen niedrig sein.
Andererseits ist zu vermuten, dass er in Hochflussarealen hoch sein sollte. Untersuchun-
gen unserer Arbeitsgruppe an Langendorff-blutperfundierten, isolierten Kaninchenherzen
ergaben eine signifikante Korrelation zwischen MBF und regionalem oxidativen Stoff-
wechsel. Dabei wurde durch '®0,-Markierung des Respirationswassers eine qualitative
Aussage Uber den oxidativen Stoffwechsel erzielt (Schipke et al., 1998; Schwanke et al.,
2000).

In 'Hochflussarealen' und bei regularer Zellatmung eines Organismus mit hohem norm-
oxischem oxidativen Stoffwechsel fallt bei der oxidativen Phoshorylierung in den Mito-
chondrien viel Respirationswasser an (Deussen and Bassingthwaighte, 1996). Dieses
Wasser muss durch die aul3ere Mitochondrienmembran und durch die Membranen der

Kardiomyozyten und der Endothelzellen transportiert werden.

Es wurde postuliert, dass flr den myokardialen Wassertransport die Aquaporine verant-
wortlich sind. In Arealen mit hohem Stoffwechsel und hoher Respirationswasser-Produk-
tion sollte dann die AQP-Expression hoch sein. Tatsachlich haben wir mit dem SDS-
PAGE-Verfahren in humanen Myokard-Gewebeproben und in Kaninchen-Myokard-
Gewebeproben eine unterschiedliche AQP1-Protein-Expression flr den rechten und den

linken Ventrikel ermittelt (Birkenkamp-Demtroder et al., 2003).

Des Weiteren wurde postuliert, dass AQP4 als permselektiver effizienter Wasserkanal
am Wassertransport involviert ist. Eine Fluss-und Stoffwechselheterogenitat an definier-
ten Stellen des Myokards konnte jedoch nicht gleichzeitig gemessen werden. Die Regio-
nen der Heterogenitat im Myokard sind nicht ohne weiteres zu identifizieren. Zusatzlich

verschiebt sich das Heterogenitatsmuster in Abhangigkeit von der Zeit.
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In der vorliegenden Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, wo AQP1 im Myokard
zellular exprimiert wird. Auch sollte die Existenz weiterer Aquaporine an Kaninchen-
Kardiomyozyten und im humanen Myokard (Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie)
untersucht werden. Des Weiteren sollte die Lokalisation der Aquaporine beschrieben und

visualisiert werden.

1.2 Regulation des Zellvolumens

Osmotische Gradienten fuhren zu Volumenanderungen der Kardiomyozyten und damit
des Herzmuskels. Bisher wurde die Permeabilitdt des Sarkolemms nicht genau
bestimmt, und somit ist auch der Mechanismus des Wasserein- und -austritts unklar
(Suleymanian and Baumgarten, 1996). Das Zellvolumen verandert sich ebenfalls bei
metabolischer Aktivitat, Proteolyse und Glykolyse sowie wahrend des Zellzyklus, bei
Sekretion und Muskelaktivitat. Unter pathophysiologischen Bedingungen verandert sich
das Zellvolumen bei Ischamie, Azidose und im Rahmen von chronischen Stoffwechsel-
stérungen wie z.B. bei einer Hyperglykdamie (McManus et al., 1995; Parker, 1993). Einige
Zellen, z.B. Endothelzellen, reagieren nach initialer Schrumpfung durch eine Erhéhung
der Tonizitat des extrazellularen Mediums mit einer regulatorischen Erhdhung des Zell-

volumens (Banderali and Roy, 1992). Wasser muss also in die Zelle gelangen.

Es stellt sich die zusatzliche Frage, ob es bei isolierten Kardiomyozyten nach Beeinflus-
sung des Stoffwechsels zu einer Einlagerung von Wasser kommt, und wie die Aqua-

porine an diesen Prozess beteiligt sind.

1.3 Myokardiale ischamische Prakonditionierung

Bei einer Ischamie ist das Zellvolumen pathophysiologisch verandert. Eine ischamische
Prakonditionierung (IP) bedeutet, dass eine kurzfristige Ischamie die Toleranz gegen-
uber einer langandauernden Ischamie (= Indexischamie) erhoht (Murry et al., 1986).
Daher war nach IP und nachfolgender Okklusion eines Koronargefalles die Infarktgrofle
vermindert. Protektive Effekte der IP wurden in verschiedenen Organen wie Herz, Leber,
Niere, Skelettmuskel und Nervengewebe nachgewiesen (Cochrane et al., 1999). Die

Verkleinerung der Infarktareale, aber auch die zellulare Protektion der ischdmischen
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Randzone, verursachen am Herzen funktionelle Verbesserungen (Murry et al., 1986;
Jennings et al., 1991; Wolfe et al., 1993; Walker et al., 1993; Peralta et al., 1999).

Die molekularen Hintergrinde der IP sind bisher nicht vollstdndig charakterisiert.
Bekannt ist, dass das Ausmal} der IP Organ-, Spezies- und Alters-abhangig ist.

Nach einer ersten Phase der Protektion (Intervall zwischen Reperfusion und Insult) 6ffnet
sich beim Myokard nach 24 — 72 h ein ,second window of protection®. Die spate IP kann
durch Blockade eines Adenosinrezeptors (Auchampach and Gross, 1993) oder durch
einen Blocker der Proteinkinase-C (Cheleritrine) gehemmt werden. Ob jedoch Protein-
kinasen in den Protektions eingreifen, ist derzeit unklar (Hu et al., 1999; Okubo et al.,
2003; Chou and Messing, 2005; Um et al., 2005).

Mitochondriale ATP-sensitive-K*-Kanale (mitoKatp) Werden als Effektoren der IP ange-
sehen, ohne dass der genaue molekulare Mechanismus bisher geklart ware (Baines et
al., 1999; Walsh et al., 1994; Uchiyama et al., 2003; Zaugg and Schaub, 2003).

Eine dritte Frage bestand darin, ob sich isolierte Kaninchen-Kardiomyozyten pharma-
kologisch prakonditionieren lassen, und ob sich die Expression der Wasserkanalproteine

dabei verandert.

Kanalaktivatoren. Nach ihrer Entdeckung im Saugermyokard im Jahre 1988 (Ashcroft
et al., 1988) wurde rasch die Bedeutung der Karp.Kanale fur die ischamische Prakondi-
tionierung klar (Walsh et al., 1994; Tomai et al., 1994). Entscheidend fur die Signaltrans-
duktion ist, dass die Hohe des Ruhemembranpotenzials durch die Offen-Wahrscheinlich-
keit der K*-Kanale in den Membranen (mitochondriale- und Plasma-Membran) bestimmt
wird (Quast and Cook, 1989Db; Liu et al., 1996). Steigt die Offen-Wahrscheinlichkeit, wird
das Ruhemembranpotenzial in Richtung auf das K'-Gleichgewichtspotenzial verscho-
ben. Die Membran hyperpolarisiert, und der tiber die spannungsabhangigen Ca**-Kanale
vermittelte Ca®*-Einstrom verringert sich (Murata et al., 2001).

Eine chemisch heterogene Gruppe von Stoffen, denen die Fahigkeit gemeinsam ist, die
Offnungswahrscheinlichkeit der mioKatr.Kanéle zu erhdhen, wird als K'-Kanaloffner
(K*-Aktivatoren) bezeichnet. In der glatten Muskulatur arterieller BlutgefaRe ist die Wir-
kung besonders ausgepragt und fuhrt dort zur Vasorelaxation (Quast and Cook, 1989a;
Murata et al., 2001). Im Myokard sorgen die K'-Aktivatoren durch Verkiirzung des
Aktionspotenzials zu einer pro- oder antiarrhytmischen Wirkung (Liu et al., 1996). Bereits
in der Klinik verwendete K'-Kanaloffner sind Benzothiadiazin (= Diazoxid), Pyrimidin

(= Minoxidil) und Cyanoguanidin (= Pinacidil). Diazoxid ist besonders interessant, weil es
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ein spezieller miKatp-Kanal-Offner ist und die Membran hyperpolarisiert (Sato et al.,
2000b).

Die Wirkung der K*-Aktivatoren auf die Kanale ist experimentell durch Substanzen aus
der Gruppe der Sulfonylharnstoffe (z.B. Glibenclamide) antagonisierbar (Tomai et al.,
1994). Diese Substanzen sind spezifische Blocker der mioKarp-Kanale (Grover et al.,
1990). Schon kleine K*-Aktivator-Dosen, die kaum hamodynamische Wirkungen haben,
scheinen das Myokard vor Ischamie-Schaden zu schitzen, weil im ischamischen
Myokard ein Absinken des intrazellularen ATP-Gehaltes zum Offnen der miKarp-Kanale
fuhrt. Dadurch erfolgt eine Verkiirzung des Aktionspotenzials, wodurch der Ca®*-Ein-
strom verringert und die Kontraktionskraft vermindert wird. Dieser Vorgang erspart der
Zelle Energie und verlangert so ihr strukturelles Uberleben. Da die Wirksamkeit der K*-
Kanaloffner umgekehrt proportional zur intrazellularen ATP-Konzentration ist, reichen
schon geringe Konzentrationen aus, um die miKatp-Kanale im ischamischen Bereich zu
offnen (Grover et al., 1992; Van Winkle et al., 1994; Liu et al., 1996; Wang et al., 1999;
Sato et al., 2000a; Murata et al., 2001; Hanley et al., 2002; Moses et al., 2005).

1.4 Einfluss der Proteinkinase-C (PKC) auf die AQP-Expression

Etwa 3 % der Gene des menschlichen Genoms kodieren fur Proteinkinasen. Diese sind
wichtige Ubertrager von Signalen zwischen und innerhalb der Zellen und regulieren Zell-
wachstum, -wanderung, -differenzierung und -transformation sowie die Apoptose, den
programmierten Zelltod.

Die Phosphorylierung von Proteinen durch Proteinkinasen ist fur die Regulierung von
Zellfunktionen und von interzellularen Reaktionen wichtig (Krebs and Beavo, 1979; Lind-
berg et al., 1992;Cohen, 2000). Die PKC hat einen regulatorischen Einfluss auf die mito-
chondrialen-ATP-abhangigen-K*-Kanale (de Weille et al., 1989a;de Weille et al., 1989b;
Dunne, 1994; Light et al., 1995; Kane et al., 1996; Chou et al., 1998; Hu et al., 1996). Die
durch Proteinkinasen eingefiihrten Phosphatgruppen verandern die biologischen Eigen-
schaften von Proteinen. Aquaporine weisen je nach Wasserkanaltyp eine bis mehrere
Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinasen auf (Abb. 1). Bei einer Vielzahl von Erkran-
kungen, wie z.B. bei kardiovaskularen und neurologischen Erkrankungen und insbeson-
dere bei Tumoren, sind die Proteinkinasen fehlerhaft oder nicht adaquat aktiviert (Krebs
and Beavo, 1979; Brewster et al., 1993; de Welille et al., 1989b; Brewster et al., 1993;

Kuwahara et al., 1995; Barancik et al., 2000). Proteinkinasen sind daher ein bevorzugtes
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Target fUr die Entwicklung neuer Medikamente (van Balkom et al., 2002; Ravingerova et
al., 2003; Murphy and Frishman, 2005). Daruberhinaus ist die PKC an Prakonditionie-
rungs-Vorgangen beteiligt (Hu et al., 1999; Okubo et al., 2003; Chou and Messing, 2005;
Um et al., 2005).

Dadurch ergeben sich weitere Fragen. Sind biologische Eigenschaften isolierter Kardio-
myozyten nach Aktivierung oder Inhibierung der PKC verandert? Gibt es katalytische
Eigenschaften der Proteinkinasen an Kardiomyozyten, die sich auf die Expression der
Aquaporine auswirken? Lassen sich modifizierte Zustande an den Wasserkanalen durch

Phosphorylierungen mittels Proteinkinasen identifizieren?

1.5 Genexpression der Wasserkanalproteine

Die Zelle — und somit jedes Organ — besitzt die Fahigkeit, den Stoffwechsel an Verande-
rungen der Umwelt (z.B. Temperatur, Nahrstoffquellen und Wasser) anzupassen. Je
nach vorliegenden Bedingungen wird zeitweise nur ein gewisser Anteil an Proteinen
bendtigt, um den Stoffwechsel aufrechtzuhalten. Um zu gewahrleisten, dass nur Proteine
gebildet werden, fur die ein physiologischer Bedarf besteht, verflugt die Zelle Gber regula-
torische Mechanismen. Diese Regulation der Genexpression kann auf verschiedenen
Ebenen stattfinden. Auf der Ebene der Transkriptionsinitiation kann sie z.B. durch unter-
schiedliche Promoterstarken und den Grad der Superhelikalitdt im Promoter-Bereich
reguliert werden, sowie durch DNS-bindende-Proteine, welche als Aktivatoren oder

Repressoren den Zugang zu der RNS-Polymerase modulieren (Alberts et al., 1995).

Es stellt sich die Frage, wie die im Saugetiermyokard exprimierten Aquaporine in Abhan-
gigkeit metabolischer Veranderungen reagieren. Fuhren pharmakologische Induktionen
zu einer veranderten Genexpression? Wie unterscheiden sich humane und Kaninchen-
Kardiomyozyten in Bezug auf die Aquaporin-Genexpression? Wie grof ist das fur AQP4-

kodierende RNS-Transkript beim Kaninchen?

1.6 Zielsetzung

Um die Pathophysiologie der Herzmuskelzelle zu verstehen und um Veranderungen
nach Myokardinfarkten besser erklaren zu konnen, wurden Versuche auf zellularer
Ebene durchgefuhrt.
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Ein insuffizientes Herz kann seinen beiden Aufgaben -ein ausreichendes Volumen
fordern und dabei einen ausreichenden Druck aufbauen- nicht nachkommen. Auf mole-
kularer Ebene kommt es zu einer Aktivierung verschiedener Gene und dadurch zu einem
veranderten Phanotyp der hypertrophen Kardiomyozyten (Chien et al., 1991). Stérungen
des kontraktilen Apparates, Beeintrachtigung der Mitochondrien und des Energie-
stoffwechsels bei einer Minderversorgung von ischamisch geschadigten Myokardarealen
fuhren ebenfalls zu Veranderungen auf molekularer Ebene. Ein wichtiges Kennzeichen

ist eine gestorte Ca®*-Homdostase der Myozyten (Carre et al., 1993).

Hochvitale Kardiomyozyten wurden aus dem Kaninchen-Myokard (Cuniculosus spec.)
isoliert und dienten als biologisches Modell. Es war ein Ziel, an diesem Modell meta-
bolische und pharmakologische AQP-Expressions-Veranderungen darzustellen.

Zunachst sollten durch Proteinaufschlisse (SDS-PAGE) die beteiligten Wasserkanal-
proteine identifiziert werden, die als Parameter metabolischer Prozesse bei Veranderun-
gen des zellularen Wasserhaushaltes fungieren. Zur Klarung der Wirkung einer pharma-
kologisch induzierten 'Ischamie' und einer pharmakologischen Prakonditionierung am
Modell isolierter Kardiomyozyten sollte der Einfluss auf die AQP-Expression ermittelt
werden. Zusatzlich sollte eine mogliche Membran-Translokation -von der mikrosomalen

Membran zur Plasmamembran- der AQPs ermittelt werden.

Ebenso sollte die Wirkung der aktivierten Proteinkinase-C (PKC), durch Phorbolester
und geeignete PKC-Inhibitoren, auf die AQP-Expression an Kardiomyozyten ermittelt
werden. Hintergrund war der durch die pharmakologische Prakonditionierung veranderte
zellulare Stoffwechsel und das dabei entstandene Respirationswasser. Durch die Inhibie-
rung der Zellatmung sollte eine pharmakologische ’Ischamie’ in den Zellen induziert
werden. Die Befunde sollten sowohl auf molekularer als auch auf morphologischer
Ebene erhoben werden. Durch degenerierte Primer sollte Gber PCR und mit cDNS-
Banken die Prasenz der analysierten Wasserkanalproteine untersucht werden. Auch
sollten die Expressionsstarke und der Expressionsort bei humanen- und Kaninchen-

Proben auf Unterschiede untersucht werden.

Humane Proben stammten aus explantierten Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie.
Mogliche Phosphorylierungs-Zustande sowie das Vorkommen von Isoformen sollten
ebenfalls untersucht werden; Bisher ist die Grolle der mRNS fur die Wasserkanal-

proteine und die Genexpressionsrate am Kaninchen nicht bekannt.
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Uber die Ergebnisse sollten die Folgen einer Minderversorgung der Kardiomyozyten
sowohl auf zellularer als auch auf molekularer Ebene besser zu verstehen sein. Zur
Klarung der veranderten Prozesse dienen die verschiedenen Expressionen der myo-

kardialen Aquaporine.
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2. Material und Methoden

2.1 Biologisches Material

Adulte humane DCM-Ventrikel-Biopsien

Juvenile humane Ventrikel-Biopsien

New Zealand White Kaninchen

Unit of Pharmacology and
Therapeutics University of

Louvain Medical School

53 Avenue Monier B-1200 Brussels
Herz- und Diabeteszentrum NRW
Georgstrasse 11

D-32545 Bad Oeynhausen
Tierversuchsanstalt Dusseldorf
Universitatstrasse 1

D-40225 Dusseldorf

TOP 10F-E. coli kompetente Zellen Invitrogen, Eggenstein
Genotyp: F'(laclgq, Tn10 (Tet®) mrcA A(mrr-hsdRMS-mrcBC) ®80LacZAM15 AlacX74
deoR recA1 araD139 A(araAleu) 7697 galU galK rpsL(StrR) endA1

INV aF’- E.coli kompetente Zellen Invitrogen, Eggenstein
Genotyp: F'endA1 recA1 hsdR17 (r«, mk’) supE44 thi-1 gyrA96 relA1

®80lacZAM15 A (lacZYA-argF) U169

2.2 Kit-Systeme

ABC-Immunokit

Dig Labelling Kit

Dig Northern Starter Kit

ECL Western Blotting detection reagents
First Strand cDNA Synthesis Kit

Plasmid Miniprep Kit

RNeasy Mini Kit

RT-PCR Synthesis Kit
TOPO-TA-Cloning Kit

Taq Polymerase Kit

11

Santa Cruz Biolabs, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham Pharmacia, Freiburg
Invitrogen, Eggenstein

Qiagen, Hilden
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2.3

24

Antikorper
Erstantikdrper

Anti-Aquaporin 1 rabbit polyclonal IgG
Anti-Aquaporin 4 rabbit polyclonal IgG
Anti Aquaporin 1 goat polyclonal 1IgG
Anti Aquaporin 4 goat polyclonal IgG
Anti- Aquaporin 4 mouse polyclonal IgG
Anti- Na*/ K*-ATPase a-1

mouse monoclonal IgG Clone-C

Goat ABC Staining System (sc-2023)

Zweitantikorper

Donkey anti goat IgG-Biotin
Donkey anti goat IgG-HRP
Donkey anti goat IgG FITC
Donkey anti goat IgG Texas Red
Goat anti mouse 1IgG HRP
Mouse anti rabbit IgG HRP
Streptavidin HRP

Primer

alomone labs, Israel
alomone labs, Israel
Santa Cruz Biolabs, Heidelberg
Santa Cruz Biolabs, Heidelberg

Chemicon, Southampton

Upstate Biotechnology, Hamburg
Santa Cruz Biolabs, Heidelberg

Santa Cruz Biolabs, Heidelberg
Santa Cruz Biolabs, Heidelberg
Santa Cruz Biolabs, Heidelberg
Santa Cruz Biolabs, Heidelberg
Upstate Biotechnology, Hamburg
Chemicon, Southampton

Dako, Hamburg

Die Primer wurden Uber die Firma EUROGENTEC bestellt und synthetisiert.

Tabelle 1: Primertabelle

Name Nukleotidsequenz Referenzen

B e 3
Naka sense GCTGATCATGGTGGCTTTCAAAGGC Glia 25 [Nakahama 1998]
Naka antisense GCTCTAGATACAGAAGATAATACCTC Glia 25 [Nakahama 1998]
Sobue sense TTGGACCAATCATAGGCGC BBA 1489 [Sobue 1999]

12
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Sobue antisense GGTCAATGTCGATCACATGC BBA 1489 [Sobue 1999]
hR-Aktin sense AGAGATGGCCACGGCTGCTT Cell 12 [Gandt 1980]
hi3-Aktin antisesense | ATTTGCGGTGGACGATGGAG Cell 12 [Gandt 1980]

hMIWC sense

GAAGATCTATGGTGGCTTTCAAAGGGGT

JBC 270 [Yang 1995]

hMIWC antisense

CCATGGTGACTCCCAGGCCTCCCA

JBC 270 [Yang 1995]

hMIWC sense

GGAATCCTCTATCTGGTCACA

JBC 270 [Yang 1995]

hMIWC antisense

TGTTTGCTGGGCAGCTTTGCT

JBC 270 [Yang 1995]

hA1/A2 sense

CCCCTAACACTCCAAAAACCCAAT

Genomics 50 [Umenishi
1998]

hA1/A2 antisense

TCATGCCTTCCCCAGCCAGA

Genomics 50 [Umenishi
1998]

hA1/B1 sense

TTTCCTTTCTAGGGACAGTTTGGA

Genomics 50 [Umenishi
1998]

hA1/B1 antisense

GATGTTCTCTCTGGTACACAAAGG

Genomics 50 [Umenishi
1998]

hA1/C1 sense

CCCCTAACACTCCAAAAACCCAAT

Genomics 50 [Umenishi
1998]

hA1/C1 antisense

GATGTTCTCTCTGGTACACAAAGG

Genomics 50 [Umenishi
1998]

rGAPDH sense

TGAAGGTCGGAGTGAACGGA

Glia 25 [Nakahama 1998]

rGAPDH antisense

GATGACCTTGGCCAGGGGGG

Glia 25 [Nakahama 1998]

2.5 Molekulargewichtsstandards

Proteingele

Color-3-Marker Wide Range

LMW Calibrations Kit fur SDS

SDS-PAGE Standard Marker Low Range
SDS-Page Standard Marker Broad Range
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Sigma, Deisenhofen
Amersham Pharmacia, Freiburg
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen
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Nukleinsauregele

DNA XVII 500bp Ladder

DNA Molecular Weight V Dig labelled
DNA Molecular Weight VIII 19-1114bp
Mass Ruller DNA-Ladder High Range
Mass Ruller DNA-Ladder Low Range
RNA-Marker G319A

RNA-Ladder low range SMO 0419

RNA Molecular Weight Marker | 0,3-6,9kb
Track-IT 10bp DNA-Ladder

2.6 Plasmide

pcR® 2.1 Vektor
pcR® TOPO 2.1 Vektor

2.7 Restriktionsenzyme

Eco RI
Eco RV

2.8 Antibiotika

Ampicillin Na-Salz cristal.
Ampicillin anhydrous
Gentamicin
Kanamizin-Solution

Streptavidin

2.9 Weitere Reagenzien

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Promega, Heidelberg
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, Mannheim

Invitrogen, Eggenstein

Invitrogen, Eggerstein

Invitrogen, Eggerstein

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggerstein
Sigma, Deisenhofen

Dako, Hamburg

Aprotinin; DNase; Hyaluronidase; Leupeptin; 1,2 Deoxyglukose; 3,3-Diaminobenzidin;
5-Hydroxydecanoat; R-Mercaptoethanol; Acrylamid 30 % Creatin Diaminobenzidin

Diazoxid; Guanidin; Thiocyanat; Natriumcyan; Taurin; Pepstatin A, Twen 20; Tween 100;

14
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Phorbolester PMA; Natriumorthovanadat; Paraformaldehyd; Protein Kinase C Inhibitor
(Sigma, Deisenhofen). Ethidiumbromid, Laminin, Protease Inhibitor Complete, T4 DNA-
Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim). Trypsin, Trypsininhibitor, Kollagenase aus CI.

histolyticum, Proteinkinase K (Serva, Heidelberg).

Alle weiteren nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wurden von den Firmen
Promega, Heidelberg; Biomol, Hamburg; Dade Behring, Marburg; Dako, Hamburg;
Gibco, Eggerstein; Fluka, Deisenhofen und Perkin ElImer, Rodgau bezogen und hatten
den Reinheitsgrad p.A. Zur Herstellung von Puffern und um Festsubstanzen in Lésung
zu bringen, wurde Uberwiegend bidestilliertes Wasser verwendet. Bei Verwendung ande-

rer Losungsmittel werden diese im folgenden Methodenteil besonders vermerkt.

2.10 Losungen und Puffer

2.10.1 Medien

Sterile Myozyten Medien:

Anwachsmedium: Medium 199 Mod. Earle's Salts

Kulturmedium: 0,5 mM L-Glutamin, 10 pg/ml Gentamicin, 5 mM Creatin,
5 mM Taurin, 5 ug/ml Insulin, 10 mM Hepes, in Medium 199
Mod. Earle’s Salts pH:7,4

Sterile E.coli- Medien:
LB-Medium: 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton, mit HyOpjgest auf 1 1.
LBamp-Medium:  steriles Ampicillin (100 pg/ml) zu autokl. LB-Medium.

LB-Agar: LB Medium mit 15 g/l Agar autoklavieren.
SOC- Medium: 5 g NaCl, 2 g KCI, 5 g Hefeextrakt, 20 g Trypton/Pepton
aus Casein, 10 mM Glukose, 100 mM MQgClz, mit H2Opjgest

auf 11, pH 7,5, autoklavieren
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2.10.2 Gele

Tab. 2: Gelzusammensetzungen

Gel

Zusammensetzung

Agarosegel (1 -4 %)

Formaldehyd-RNS-Gel

SDS-Sammelgel

SDS-Trenngel 7,5 %

SDS-Trenngel 12 %

1-4 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer plus EtBr

1-2 % (w/v) Agarose

10 % (w/v) 5 x MOPS-Puffer
73 % (w/v) DEPC-Wasser
17 % (w/v) Formaldehyd

1,3 ml H,O

250 pl 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

20 pl 10 % (w/v) SDS

333 pl Acrylamid/Bis (30 % Stock)
10 yl 10 % APS

2 yl TEMED

1,781 ml H,O

1,875 ml 1,5M Tris-HCI, pH 8,8

50 pl 10 % (w/v) SDS

1,250 ml Acrylamid/Bis (30 % Stock)
40 pl 10 % APS

4 ul TEMED

0,948 ml H,O

1,875 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

50 pl 10 % (w/v) SDS

2,083 ml Acrylamid/Bis (30 % Stock)
40 pl 10 % APS

4 ul TEMED

16
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2.10.3 Puffer

e 5-Hxdroxydecanoid Inhibierungspuffer: 32 yM 5-HD, 119 mM NacCl,
5 mM KCI, 1,2 mM KH;PO4 25 mM NaHCO3, 1,2 mM MgSO4 10 mM Glukose,
1 mM CaCl;,
e Agarosegel-Denaturierungspuffer: 0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl.
e Agarosegel-Neutralisationspuffer: 5 M Tris/HCI, pH 7,4; 3 M NaCl.
¢ Anodenpuffer Blotting I: 0,3 M Tris, 20 % (w/v) Methanol mit H,O auf 1 I.
e Anodenpuffer Blotting Il: 25 mM Tris 20 % (w/v) Methanol mit H,O auf 1 I.
e Blockldésung (Immunfarbung): 0,5 % Triton / PBS.
e Blockpuffer (Western-Blot): 5 % Magermilchpulver in PBS-0,05% Tween 7,4.
e Coomassie-Entfarbelésung: 100 ml CH;COOH,75 ml Methanol, 825 ml H,O0.
e Coomassie-Farbeldsung: 0,5 g Coomassie Blue R 250, 25 ml CH3COOH,
125 ml Methanol.
e Coomasie-Fixierlosung: 100 ml CH;COOH, 500 ml Methanol, 400 ml H»O.
e Diazoxid Kanal-Trigger-Losung: 18 uM Diazoxid in DMSO, 119 mM NacCl,
5 mM KCl, 1,2 mM KH;PO4 25 mM NaHCO3 1,2 mM MgSO4, 10 mM Glukose,
1 mM CaCly, pH 7,4.
e Denatuierungsldsung fur RNS: 35 pl Formaldehyd, 100 ul Formamid,
40 pl 5x MOPS-Puffer, 2 yl EtBr (10 mg/ml).
e DNS 10 x Ladungspuffer: 0,21 % (w/v) Bromphenolblau, 0,21 % (w/v) Xylene-
Cyanol, 0,2 M EDTA pH 8, 50 % Glycerin.
e EM Puffer 50 mM: 38,8 g KH2p04, 61,2 g Na,HPO, pH: 7,2.
e Ethidiumbromid-Farbel6sung: 1 ug/ml EtBr in TBS-Puffer.
e Fixierldsung (Immunfarbungen): 4 % Paraformaldehyd in 1 x PBS.
e Fixierldsung (isolierte Kardiomyozyten): 4 % Paraformaldehyd,
0,5 % Glutaraldehyd in 0,2 M Krebs-HEPES-Puffer, pH 7,4.
e Hauptperfusat (Kollagenasepuffer): 119 mM NaCl, 5 mM KCI,
1,2 mM KH2POy4, 25 mM NaHCO3, 1,2 mM MgSO4 10 mM Glukose,
0,15% (w/v) Hyaluronidase, 0,1 % (w/v) Kollagenase, pH 7,4.
e Hamalaun-Farbeldsung: 0,1 % (w/v) Hamatoxylin, 0,2 % (w/v) Natriumjodat,
2 % (w/v) Kalialaun.

e Hypotonischer-Puffer: 10 mM Tris/HCI, 0,1 mM PMSF, 2,6 mM DTT, ph 7,4.
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Isotonischer-Puffer: 250 mM Sacharose, 10 mM Tris/HCI, 0,1 mM PMSF,
2,6 mM DTT ph 7,4.

Kathodenpuffer: 40 mM 6-Aminohexansaure, 0,01 % SDS,

20 % (v/v) Methanol.

Krebs-Hepes-Puffer: 140 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 200 mM Hepes,

6,5 mM Glukose, 1,2 mM KH2POy4, pH 7,4.

Ladungspuffer 5 x f. RNS: 50 % Glycerin, 0,25 % Bromphenolblau,

1 mM EDTA (pH8) in DEPC-Wasser.

Ladungspuffer (Lammli) f. Proteine: 1,75 ml 0,5M Tris-HCI, pH 6,8,

1,5 ml Glycerin, 5 ml 10 % (w/v) SDS, 0,5mI MecEtOH, 1,25 g Brom-
phenolblau.

Lyse-Puffer (Gewebe): 50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 1% Triton 100,

0,5 % Natriumdeoxycholat, 1 mM EDTA, 1mM Natriumvanadat, 10 mM NaF,
2 yg/ml Leupeptin, Pepstatin, 5 pg/ml Aprotinin, 1 mM PMSF, pH 7,4.
Miniprap-Losung-1: 50 mM Tris-Base, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAse,

pH 5,5 mit HCI.

Miniprap-Lésung-2: 200 mM NaOH, 1 % SDS.

Miniprap-Losung-3: 3 M K-Acetat, pH 5,5.

Lésung-D flir RNS-Prap.: 250 g Guanidintiocyanat, 293 ml DEPC-Wasser,
17,6 ml 750 mM Na-citrat, 26,4 ml 10 % Sarcosyl, 3,6 yM 3-Mercaptoethanol.
MOPS-Puffer 5 x: 0,1 M MOPS, 40 mM Na-acetat, 5 mM EDTA, in DEPC-
Wasser.

PBS: 140mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Naz;HPO4 1,8 mM KH,PO4 pH 7,4.
Pharmakologischer-Inhibierungspuffer: 20 mM NaCN, 119 mM NaCl, 1,2 mM
KH2PO4, 25 mM NaHCO3 1,2 mM MgSO.4, 20 mM 1,2 Deoxyglukose, pH 7,4.
Phorbolesterpuffer zur PKC-Aktivierung: 500 nM PMA in 0,1 % DMSO,

119 mM NaCl, 5 mM KClI, 1,2 mM KH,PO4 25 mM NaHCO3 1,2 mM MgSOQO,4,
10 mM Glukose, 1 mM CaCl,, pH 7,4.

Ponceau-S-Farbelosung: 0,1 % Ponceau-S, 5 % CH3;COOH in H,O
Prahybridisierungs-Blockreagenz: 2 x SSC, 0,1 % SDS oder 0,5 % SSC,

0,1 % SDS, pH 7,2.

Prahybridisierungspuffer: 50 mM Na-Phosphat pH 7, 50 % Formamid,

2 % Blockreagenz, 7 % SDS, 5 % SSC, 0,1 % Lauroylsarcosin, alles in
DEPC.
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e Proteinkinase-C-Inhibitor-Losung: 10 nM PKCI, 119 mM NaCl, 5 mM KClI,
1,2 mM KH,PO4 25 mM NaHCO3; 1,2 mM MgSQO4, 10 mM Glukose,
1 mM CaCl;,

e RF1-Puffer: 100 mM RbClI, 30 mM K-Acetat, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,
15 % (w/v) Glycerin, pH 5,8 mit 0,2 M CH3COOH.

e RF2-Puffer: 10 mM RbCI, 10 mM MOPS, 75 mM CaCly, 15 % (w/v) Glycerin,
pH 6,8 mit 0,2 M CH3COOH.

¢ RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 1 % NP 40, 0,25 % Natrium-
deoxy-cholat, 1 mM EDTA, 1 mM Natriumvanadat, 1 mM NaF, 2 uyg/ml Leu-
peptin, Pepstatin, 5 ug/ml Aprotinin, oder Proteasencocktail (Roche),
1 mM PMSF, 1 mM Na-Orthovanadat, pH 7,4.

e SSC-Puffer: 15 mM Natriumcitrat pH 7, 150 mM NaCl.

e Speicherpuffer: 25 mM KCI, 1 mM MgCl;, 0,5 mM EGTA, 120 mM K-Glutamat,
10 mM Hepes, 10 mM Glukose, pH 7,4.

e  Stripping-Puffer: 2 % SDS, 62,5 mM Tris/Cl pH 6,8, 67,5 % H-0,
0,78 % 2-MecEtOH.

e TBE-Puffer 10 x: 89 mM Tris/Borat, 108 g Trisbase, 55 g Borsaure,
40 ml 0,5 M EDTA.

e  TE-Puffer mit unterschiedlichen pH: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA.

o TE-Puffer f. RNS: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, in DEPC-Wasser, pH 7,4.

e Tyrodepuffer: 119 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,2 mM KH,PO4 25 mM NaHCO3
1,2 mM MgSQO4, 10 mM Glukose, pH 7,4.

e Vorperfusat: 119 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,2 mM KH,PO4 25 mM NaHCOs;,
1,2 mM MgSO4, 10 mM Glukose, 1 mM CaCl,, pH 7 ,4.

2.11 Zellulare-Methoden

2.11.1 Silikonisieren von Glaswaren

Um das Anhaften von Zellen in Suspensionskulturen und Zellaufschlissen zu verhin-
dern, wurden alle verwendeten Glaswaren mit einem Silikonfilm Gberzogen. Das Sili-
kondl wurde in die zu beschichtenden Gefalte gegeben. Nach 30-s Schitteln waren
diese vollstandig benetzt. Nach Abgief3en des Silikondls wurde bis zu 6 x mit Aqua
bidest. gespllt und anschlieBend das Ol im HeiRluftschrank bei 100 °C eingebrannt.
Dann wurden die Gefalie fur 2 h bei 180 °C sterilisiert.
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Zum Entfernen des Silikons wurden die Glaswaren fur 30 min in 0,5 M NaOH erhitzt und

anschliel3end grundlich gespdilt.

2.11.2 Isolierung adulter ventrikularer Kaninchen-Kardiomyozyten

Es wurden mannliche New Zealand White Kaninchen mit einem Gewicht von 2900 bis
3200 g und einem Alter von 6 - 8 Monaten verwendet. Die Experimente waren aufgrund
der Organentnahmen nach §8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes, anzeigepflichtig und
entsprachen in allen Teilen den gesetzlichen Bestimmungen Uber den experimentellen
Umgang mit Saugetieren.

Zur Narkose erhielten die Tiere zunachst Uber die Ohrvene eine intravendse Kombi-
nationsanasthesie von 0,25 mg/kg Ketavet und Rompun. Danach wurden die Tiere tra-
cheotomiert und Uber einen Kleintier-Respirator (Ugo-Basile 7025) mit O,-angereicherter
Raumluft beatmet. Die Muskelrelaxation erfolgte mit Pancuroniumbromid (0,25 mg/kg).
Nach medianer Sternotomie und Perikardiotomie wurden die Herzen durch ein kalzium-
haltiges, Carbogen-begastes Perfsionsmedium (Tyrode-Bikarbonat-Puffer) in einer modi-
fizierten Langendorff-Anlage Uber 5 bis 10 min blutfrei gespult (Eckel and Reinauer,
1983). Danach wurden die Herzen 10 min lang mit einem Tyrode-Bicarbonat-Puffer ohne
CaCl; von Kalzium freigespult. In einer dritten Perfusionsphase wurde die Lyse des
Bindegewebes mit einem rezirkulierenden Kollagenase-Puffer eingeleitet. Der Durchfluss
betrug etwa 10 ml/min. Der Perfusionsdruck von 80 mmHg wurde wahrend des Binde-
gewebe-Verlustes mit einer zusatzlichen Pumpe (Fohr FKE 2001) aufrechterhalten.

Diese Perfusion mit dem Hauptperfusat wurde nach 8 bis 15 min beendet.

2.11.3 Praparation und Aufschluss der Kardiomyozyten

Das Herz wurde isoliert, die Ventrikel voneinander getrennt und mechanisch zerkleinert.
Nach einer 5 bis 10-min Inkubation mit dem Hauptpuffer in einem offenen, silikonisierten
Erlenmeyerkolben wurden die Kardiomyozyten in einem Carbogen-gesattigten Speicher-
puffer (s. 2.10.3) bei 37 °C unter Rundschuttelung im Wasserbad (150 upm) weiter auf-
gearbeitet.

Bei der Passage der Zellsuspension durch ein Sieb (Porengrofle 700 um) wurden Binde-
gewebspartikel abgetrennt. Danach wurden die Zellen fur 3 min bei 25 x g (300 upm)
zentrifugiert und anschliellend im Speicherpuffer resuspendiert. Um Zellaggregate zu
vereinzeln, wurden die Kardiomyozyten fur 7 min mit Trypsin (0,59 U/ml) inkubiert und

die Proteolyse anschlieRend durch Zugabe eines Trypsininhibitors (2,4 U/ml) gestoppt.
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Die Zellen wurden durch Gaze (Porengrof3e 300 pm) filtriert und erneut bei 25xg
(300 upm) zentrifugiert. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationseigenschaften
wurden schliel3lich die abgestorbenen Kardiomyozyten von den vitalen Muskelzellen
durch 3 Waschschritte mit Storagepuffer abgetrennt. Dabei sedimentierten die stabchen-
formigen, vitalen Kardiomyozyten schneller als die abgerundeten, toten Zellen, deren
kontraktiler Apparat abgebaut oder zerstort war. Nach ca. 20 min wurden die finalen

Konzentrationen von Magnesium und Kalzium auf 1 mM eingestellt.

2.11.4 Qualitatskontrolle der Zellisolate

Zellzahl und Vitalitat (prozentualer Anteil der stabchenférmigen Zellen an der Gesamt-
zellzahl) wurden mit einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt.
Die Gesamtzellzahl der voneinander getrennten ventrikularen Kardiomyozyten ergab
sich aus dem Produkt der ausgezahlten Zellen in einer 1:10 Verdlinnung, Umrechnungs-
faktor der Fuchs-Rosenthal Zahlkammer (= 6250) und dem Suspensionsvolumen. Die
Vitalitatsrate der Zellen ergab sich aus der Zahl lebender Zellen dividiert durch alle
Zellen im Auszahlquadranten (lebende plus tote) multipliziert mit 100.
Bis zur weiteren Verwendung wurden die Herzmuskelzellen fir 1 h bei 37 °C im Rund-
schuttler inkubiert. Nach Abschluss der Inkubation wurden die Zellen des rechten und
linken Ventrikels entsprechend weiterbehandelt. Sie wurden entweder

- in flussigen Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert oder

- direkt aliquotiert und fur die folgenden Untersuchungen mit unterschiedlichen Sub-

stanzen inkubiert oder

- fur die Kultivierung als Primarzellen mit dem spezifischen Medium vorgewaschen.

2.11.5 Priméarkulturen

Zunachst wurden die Kulturschalen oder die Objekttrager (OTs) mindestens 1 h vor der
Aussaat mit Laminin (2 pg/cm?) vorbeschichtet. Tote Kardiomyozyten liessen sich auf-
grund ihrer unterschiedlichen Sedimentationseigenschaften von den vitalen Zellen tren-
nen (s.2.11.3.). Der Uberstand mit den toten Zellen wurde vorsichtig abgenommen.
Nachfolgend wurden die Zellen 1 x mit Anwachsmedium (37 °C; Medium 199; s. 2.10.1)
gewaschen und fir 5 min bei RT und 25 x g pelletiert; der Uberstand wurde verworfen.
Die gereinigten Kardiomyozyten wurden gleichmaRig in Anwachsmedium resuspendiert
und direkt auf die Laminin-vorbeschichteten Kulturschalen / OTs verteilt. Anschliel3end

wurden die Zellen fur 3 h im Anwachsmedium im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) inkubiert.
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Das Medium wurde abgesaugt, abgeldste Zellen verworfen und die vitalen Zellen fir
16 h in Kulturmedium inkubiert. Nach erneutem Wechsel des Mediums wurden die Zellen

fur die anschlielenden Messungen oder Induktionen fur 3 h in Kulturmedium inkubiert.

2.11.6 Inkubation isolierter Kardiomyozyten

Pharmakologische metabolische Induktion. Es wurden stets frisch praparierte Kardio-
myozyten verwendet, die im Ca?*/Mg**-haltigen Tyrode-Puffer in insgesamt fiinf Zell-
aliquots (Abb. 2) vorinkubiert wurden. Ein erstes Aliquot mit Puffer fungierte als Kontrolle
(K). Die Aufarbeitung und Inkubation der pharmakologisch induzierten Zellen fand im

Kontrollpuffer statt.
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Abb. 2: Modifizierte Versuchsgruppen fur den Zellaufschluss (Murata et al., 2001)

K: Kontrolle; M: metabolische Inhibierung; DZ: Diazoxid; 5-HD: 5-Hydroxydecanoad;
NaCN: Natriumcyanid

Im 2. Aliquot wurde durch Inhibierung der Zellen eine pharmakologische Ischamie simu-
liert (M). Nach einer 20-min Vorinkubationszeit im Kontrollpuffer wurde den Zellen NaCN-
1,2-Deoxyglukose (20 mM) statt Glukose uber 50 min verabreicht. NaCN in Verbindung
mit 1,2-Deoxyglukose ist ein Hemmpharmakon.

Zur Triggerung der mitochondrialen ATP-abhangigen K*-Kanale wurde Diazoxid (18 uM)
dem 3. Zellaliquot noch vor der Inhibierung mit NaCN verabreicht (M+D2Z).
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Einem weiteren Zellaliquot wurde Diazoxid (18 uM) erst nach einer 25-min Einwirkzeit
der NaCN-1,2-Deoxyglukose (20 mM) verabreicht (M+DZs).

Das 5. Zellaliquot wurde unter den gleichen Bedingungen wie das dritte Zellaliquot mit
dem Zusatz von 5-HD (36 uM; MI+DZ+5HD) inkubiert. 5-HD ist ein Antagonist des

mitochondrialen ATP-abhéngigen-K*-Kanaléffners Diazoxid.
Den Protokollschritten fur die Aliquots 2 bis 5 folgte je eine Reoxygenierung uber 10 min.

Die so gewonnenen Kardiomyozyten wurden subzellular fraktioniert, fir Proteinanalysen

oder Nukleinsaureanalysen aufgeschlossen oder eingefroren und bei -80°C gelagert.

Mit aktivierter Proteinkinase C. Auch in dieser Serie wurden stets frisch praparierte
Kardiomyozyten verwendet, die im Ca**/ Mg?**-haltigen Tyrode-Puffer in vier Zellaliquots
(Abb. 3) vorinkubiert wurden.

Ein Aliquot fungierte im Tyrode-Puffer als Kontrolle (K). Die Aufarbeitung und Inkubation
der Zellen mit den zugefuhrten Substanzen fand im Kontrollpuffer statt.

Im 2. Zellaliquot wurde den Zellen Phorbol-12-Mystrat-13-Acetat (PMA), ein starker NO-
Promoter, zugesetzt. PMA ist in der Lage, die PKC zu aktivieren (Nakahama et al., 1999)
(Akt). Dies geschah nach einer 20-min Vorinkubationszeit im Kontrollpuffer. Dann wurde
den Zellen PMA (500 nM) uber 50 min verabreicht. Es folgte eine 10-min Reperfusion.
Dem 3. Zellaliquot wurden 500 nM PMA mit einer verkirzten Einwirkzeit von 35 min
zugegeben. Anschlielend folgte 15 min lang die Zugabe des Protein-Kinase-Inhibitors
F19-36 (10 mM). Es folgte eine 10-min Reperfusion (Inh).

Zur Triggerung der mitochondrialen ATP-abhangigen Kaliumkanale wurde dem 4. Zell-
aliquot Diazoxid (18 uM) verabreicht. AnschlieRend wurde ebenfalls mit Hilfe des PKC-
Inhibitors (iber 25 min inhibiert (DZ-Inh). Das Offnen der ATP-sensitiven K-Kanéle in
Kardiomyozyten wird als protektiv beschrieben (Liu et al., 1996; Walsh et al., 1994;
Tomai et al., 1994).

Am Ende des Protokolles fur die Aliquots 2 bis 5 wurden die Zellen 10 min lang reoxy-

geniert.

Die so gewonnenen Kardiomyozyten wurden entweder subzellular fraktioniert, fir Pro-
teinanalysen oder Nukleinsaureanalysen aufgeschlossen oder eingefroren und bei
-80 °C gelagert.
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Abb. 3: Versuchsanordnung und Verlauf fur den zelluléren Proteinkinase-Aufschluss

K: Kontrolle; Akt: Aktivierung der PKC; Inh: Inhibierung der PKC; DZ: Diazoxid;
PMA: Phorbol-12-Mystrat-13-Acetat; PKC-Inh.F19-36: spezifischer PKC Inhibitor

2.11.7 Laminin Beschichtung

Zur Adhasion der Kardiomyozyten wurde die Suspensionskultur auf steril mit Laminin
(20 pg/ul) beschichteten OTs in Flexiperm-Kammern uberfuhrt. Dazu wurden die frisch
isolierten Kardiomyozyten fur die Kultivierungsversuche - wie in 2.11.5 beschrieben -
behandelt und in einem COgz-Inkubator fur 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlielRend wurde
das uberschissige Laminin steril abgesaugt und die steril Gberflihrten Zellen mit dem

Anwachsmedium in die Gefalte oder Kammern tberfuhrt.

2.11.8 Pharmakologische Induktion der Primarkultur

Adharente Kardiomyozyten wurden unter ischamischen Bedingungen (Ml) (s. 2.11.6) mit
Kardiomyozyten unter normoxischen Bedingungen (K) verglichen.
Die ischamischen Zellen wurden in drei Gruppen unterteilt.

MI Gruppe 1: Ischamiezeit von 1 h.

MI Gruppe 2: Ischamiezeit von 3 h und

MI Gruppe 3: mit Ischamie-induzierenden Substanzen, 16 h.
Es folgte bei allen drei Gruppen eine Reoxygenierung nach Ablauf der Versuchszeiten.
Die Kardiomyozyten wurden subzellular fraktioniert, fur Proteinanalysen oder Nuklein-

saureanalysen aufgeschlossen oder eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.11.9 Passagieren der kardialen Primarkulturen

Der Zellrasen wurde zweimal mit 1 x PBS pH 7,4 gewaschen. Uber 3 min wurden die
Zellen mit Trypsin-EDTA-LA6sung (3 ml; 37 °C) vom Boden der Zellkulturflaschen geldst
und auf beschichtete Kulturflaschen (75 cm?®) mit je 5 ml Medium/Flasche ausgesét. Die
Zellkulturen wurden anschlielend bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und jeden zweiten
Tag unter dem Mikroskop kontrolliert. Die verwendeten Zellen bendétigen beim Umsetzen
(Passagieren) bis zum Erreichen der Konfluenz auf dem Boden der Zellkulturflaschen 2
bis 3 Tage. Diese passagierten Zellen lielken sich bis zu 14 Tage kultivieren und fur
Direktversuche oder Langzeitversuche verwenden. Nach Beendigung der Versuche

wurden die Zellen im flissigen Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.12 Biochemische Methoden

2.12.1 Lyse des Herzgewebes

Herzen von mannlichen NZW Kaninchen wurden entnommen (s. 2.11.2) und in eine
Petrischale mit eiskaltem, isotonen Aufschlusspuffer (pH 7,4) tberfuhrt. Mit diesem Puf-
fer wurde das Herz blutfrei gespult. Nach Entfernung der Vorhéfe und anhangender Ge-
fake wurde das Ventrikelgewebe entweder in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei

-80 °C gelagert oder direkt auf Eis inkubiert, aufgeschlossen und subzellular fraktioniert.

2.12.2 Subzellulare Fraktionierung des Ventrikelgewebes

Die subzellulare Fraktionierung erfolgte in Anlehnung an die Literatur (Uphues et al.,
1994). Zunachst wurde das Ventrikelgewebe in hypotonem Aufschlusspuffer flir 20 min
aufgetaut und dann mit Hilfe eines Ultraturrax (IKA-Werke, Neu-lsenburg) 6 x 10 s
mechanisch zerkleinert. Zwischen den einzelnen Ultraturrax-Behandlungen lagen Pau-
sen von je 20 s, um das Gewebe nicht zu erwarmen. Die endgultige Homogenisation
erfolgte in einem Glas-Teflon-Homogenisator (Braun, Melsungen). Der Aufschluss des
Gewebehomogenats wurde im Mikroskop Uberprift. Durch Zugabe einer 1,43 M Sac-
charoselosung wurde das Vollhomogenat isotonisiert. Nach 10-min Zentrifugation bei
3000 x g wurde der Uberstand abgenommen und in einer Ultrazentrifuge (Beckman)
unter Verwendung eines Ti50-Festwinkelrotors bei 200.000 x g fur 90 min zentrifugiert,
um das Zytosol (Uberstand) von der Rohmembran-Fraktion (Pellet) zu trennen. Die Roh-

membran-Fraktion wurde in isotonem Aufschlusspuffer resuspendiert (Eppendorf-Homo-
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genisator). Die Fraktionen wurden aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80°C gelagert.

2.12.3 Praparation der Rohmembran-Fraktionen

Die weitere Auftrennung der Rohmembran-Fraktion von solubilisierten Kardiomyozyten
oder des Ventrikelhomogenats in Plasmamembran und mikrosomale Membran erfolgte
durch einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten. Daflr wurde die resuspendierte
Rohmembran-Fraktion auf den Gradienten, bestehend aus 0,572 M, 0,715 M; 1,0725 M
und 1,43 M Saccharose-LOosungen, aufgeschichtet und 16 h bei 40.000 x g zentrifugiert -
Beckman SW60-Ausschwingrotor). Als Plasmamembran-Fraktion wurde die 0,572 M und
0,715 M Saccharoseschicht und als mikrosomale Fraktion die 1,0725M und 1,43 M
Saccharoseschicht abpipettiert. Beide Fraktionen wurden in hypotonem Aufschlusspuffer
isotonisiert, sedimentiert und in 200 — 500 ul isotonem Aufschlusspuffer resuspendiert.
Schliel3lich wurden alle Fraktionen in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weite-

ren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.12.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der Plasmamembran-Fraktion und der mikrosomalen und der
zytosolischen Fraktion wurde mit einem Bio-Rad-Proteintest (Bio-Rad, Minchen) nach
Bradford (Bradford, 1976) durchgefuhrt. Sowohl die Membranproben als auch die Stan-
dard-Konzentrations-Reihe (8fach) aus Rinderserumalbumin (1 pg/ml, reinst, Behring,
Mannheim) zur Ermittlung einer Eichgeraden wurden fir 1 h in 1 N NaOH bei 60 °C im
Thermoblock inkubiert, mit 2 N HCI neutralisiert und mit 0,2 ml Bio-Rad-Reagenz ver-
setzt und gemischt. Nach einer ca. 10-min Inkubationszeit wurde die Extinktion bei
A =595 nm gemessen und die Proteinkonzentration berechnet.

Handelte es sich um I6sliche Proteine, so wurden die Proben und der Standard in Aqua
bidest. aufgenommen. Mittels einer Verdinnungsreihe wurde die effizienteste Verdun-
nung zur Adsorptionsmessung ermittelt. Nach einer ca. 10-min Inkubationszeit mit dem
Bio-Rad-Reagenz wurde die Extinktion bei A = 595 nm gemessen und die daraus resul-

tierende Proteinkonzentration berechnet.

2.12.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in SDS-Polyacrylamid-Gelen

in der Gelapparatur Mini-Protean Ill Cell (Bio-Rad, Munchen) nach Laemmli (Laemmli,
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1970). Zur Auftrennung der Proteine wurden 0,75 mm dicke, diskontinuierliche, 5 %ige
Sammel- und 7,5 - 12 %ige SDS-Polyacrylamid-Mini-Gele (Bio-Rad, Minchen) gegos-
sen. Die mit HyOpigest in gleicher ug-Menge je Probe verdinnten Proben wurden mit 3 pl
3 x Laemmli-Puffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und 30 min bei 15 mA im Sammel-
gel und 16 h mit einer konstanten Stromstarke von 10 mA und bei 4 °C im Trenngel auf-
getrennt. Zur GroRenbestimmung wurden je nach zu erwartender Molekulgrosse unter-
schiedliche Protein-Molekulargewichts-Standards mitgefuhrt, die unter den gleichen

experimentellen Bedingungen verwendet wurden.

2.12.6 Transfer der Proteine (Western-Blotting)

Nach Auftrennung im SDS-Gel wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Mem-
bran transferiert. Die aufgetrennten Proteine wurden in einer Trans-Blot-SD-Apparatur
mit Graphitelektroden (Bio-Rad, Minchen) auf Hybond PVDF-Membranen (Immobilon P,
PorengroRe 0,45 um; Amersham Pharmacia) transferiert. 6 Filterpapiere (Mukoll) wurden
auf GelgroRe zurechtgeschnitten, in Anodenldsung | getrankt und auf die Anodenplatte
der Blot-Apparatur gelegt. Drei weitere Filterpapiere wurden in Anodenlosung Il getrankt
und auf die ersten sechs geschichtet. Das Gel wurde fur 5 min in Anodenlosung Il aquili-
briert, die Tragerglasplatte entfernt und auf das letzte Filterpapierpaket aufgelegt. Die in
Anodenldsung Il aquilibrierte markierte Blotmembran wurde ebenfalls auf das Gel gelegt.
Neun weitere Filterpapiere wurden in Kathodenlésung getrankt und auf das Gel gelegt.
Nach der Entfernung von Luftblasen wurde mit der Kathoden-Graphitplatte abgedeckt
und der Transfer bei 0,8 mA x cm? / Blotfliche, einer Spannung von 20V und einer

Leistung von 5 W flr 1,5 h gestartet.

2.12.7 Farbetechniken

Coomassie Blue-Farbung. Die Farbung der Gele erfolgte in einer Farbewanne (RT bis
50 °C), in der das SDS-Gel, welches nicht fir den Proteintransfer bestimmt war, im
Coomassie angefarbt wurde. Die Inkubation erfolgte flir 2 —4 h in einem Schuttler und
einer gefilterten Coomassie-Brillant Blue R250 Farbelosung. Anschliellend wurde der
unspezifische Hintergrund in 10 %iger Essigsaure fur 2 h bei RT wieder entfarbt und das
Gel schliellich fur 30 min in einer 8,7 %igen Glycerinldsung praserviert.

Ponceau S-Technik. Die Membranabschnitte wurden mit den Markerproteinen flr
10 min in Aqua bidest. gewaschen und anschlieRend fur 10 bis 15 min in Pongeau S-

Farbelosung inkubiert. Dann wurden die Membranen 1 x kurz und 1 x 10 min in Aqua

27



Material und Methoden

bidest. gewaschen und an der Luft getrocknet. Die Membranabschnitte dienten bei der

Auswertung der Membranen als Marker- und Positionsabgleich.

2.12.8 Immundetektion

Die Blotmembranen wurden fir 3 x 10 min in PBS-Puffer pH = 7,4) gewaschen. Zur Ab-
sattigung der unspezifischen Bindungsstellen an den Blotmembranen wurden die Blots
uber 1 h in Blockierldsung inkubiert und anschlieRend fur 10 min mit PBST gewaschen.
Es folgte eine Inkubation der Membranen mit den spezifischen Antikdrpern in einer Anti-
korperldésung (5 % (w/v) Magermilchpulver; 0,02 % (w/v) NaNs; in PBST) fur 16 h bei
4 °C auf einem Rollenmischer. Daraufhin wurden die Membranen 2 x 2 min und 4 x
10 min mit PBST gewaschen. Im Anschluss erfolgte bei RT eine 2-h Inkubation mit den
spezifischen HRP-Zweitantikorpern in einer entsprechenden Verdlinnung der Antikorper-
I6sung (5 % (w/v) Magermilchpulver; 0,02 % (w/v) NaNs; in PBST).

SchlieRlich wurden die Blotmembranen 3 x 10 min mit PBST gewaschen, bis die Spuren
des Zweitantikorpers an den nicht gebundenen Stellen entfernt waren.

Die Membranen wurden feucht bei -20 °C zur Archivierung eingefroren oder direkt mit
einem Bio-Image-System visualisiert und mit der zugehoérigen Analysesoftware (UVP

Chromaphor) quantifiziert.

2.12.9 Detektion mit verstarkter Chemilumineszenz (ECL)

Die Membranen wurden fur die Quantifizierung der gebundenen Proteine mit einer spezi-
fischen Chemilumineszenz-Loésung (Amersham, Freiburg) versetzt. Dazu wurden die
Membranen fiir ca. 10 min dunkel in einer Mischung von ECL-Signal®-Peroxid-Substrat-
I6sung und ECL®-Luminol-Verstarkerlésung im Volumenverhltnis 1:40 (Amersham
Pharmacia, Freiburg) inkubiert. Mit Hilfe eines UVP-LUMI-Imagers (Epichemi Il Dark-
room und der UVP-Chromaphor-Analyst-Software) wurden die Signale analysiert und

quantifiziert.

2.12.10 Strippen von Membranen

Analysierte Membranen wurden zur Wiederverwendung mit dem Strippingpuffer
(s. 2.10.3) sowohl zur Abtrennung des primaren Antikorpers als auch des Enzym-
Konjugats behandelt. Die Antikorper-Stripp-Losung wurde 1:1 mit H,Opigest Verdunnt und
die Blotmembran fur 30 min bei 50 °C in einem geschlossenen Gefal} in dieser Lésung

inkubiert. AnschlieRend wurden die Membranen fir mindestens 2 x5 min mit PBST
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gewaschen. Zur erneuten Blockierung wurden die Membranen mit PBST und 5 % (w/v)
Magermilchpulver fiir 1 h inkubiert. Die Membranen wurden zur Uberpriifung noch vor-
handener Konjugate mit dem ECL-Reagenz inkubiert. Die fertig gestrippten Membranen
wurden fur die Immunhistochemie erneut mit einem spezifischen Erst-Antikérper und im

weiteren Verlauf abermals verwendet.

2.12.11 Prasentation der Daten und Statistik

Unterschiede zwischen den Protokollen wurden mit Student's t-Test fur gepaarte oder
ungepaarte Daten gepruft. Die statistische Analyse wurde mit der Statistikanwendung
des Computerprogramms ,Sigma-Plot“ durchgefluhrt. Falls nicht anders angegeben,
wurden die Daten jeweils als Mittelwerte + SEM (Standardabweichung der Mittelwerte)

dargestellt. Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war.

2.13 Molekularbiologische Methoden

2.13.1 Direkte Probenentnahme und Transport

Fir die Praparation von RNS wurden ca. 100 mg Patienten-Gewebeproben (Universitat
Brussel; Herzzentrum Bad Oeyenhausen) oder Kaninchen-Gewebeproben mit 400 ul der
Losung-D (s.2.10.3) und 3 pl R-Mecaptoethanol versetzt. Die Proben in Ldsung-D
konnten mehrere Stunden bei RT transportiert werden, bevor sie ohne Losung-D bei
-80 °C dauerhaft eingefroren wurden. Frisch isolierte kardiale Zellen wurden nach Sedi-
mentation und Zentrifugation (300 upm) sofort bei —80 °C eingefroren, sofern sie nicht fur

weitere Versuche genutzt wurden.

2.13.2 Isolierung von Ribo-Nukleinsauren

Gesamt-RNS. Die Isolierung von Gesamt-RNS erfolgte aus 100 mg Gewebe oder
Zellpellet, auf N, (fliissig) zermérsert. Die Isolierung wurde in 2 ml TRIzol®-Reagenz nach
der Methode von Chomczynski (Chomczynski and Sacchi, 1987) durchgeflhrt. Alle ver-
wendeten Losungen wurden mit DEPC (0,01 %) behandelt oder steril angesetzt. Glas-
gerate und Spatel wurden nach Inkubation in DEPC-Ldsung autoklaviert. Die Proben
wurden mit Hilfe eines Ultraturrax (IKA-Werke, Neu-Isenburg), fir 3 x 20 min auf Eis
homogenisiert und nach Protokoll weiterverarbeitet. Das gewonnene RNS-Pellet wurde

in 50 — 60 pl Rnase-freiem Wasser resuspendiert, wobei in einigen Fallen zur Auflosung

29



Material und Methoden

des Pellets ein maximal 5-min Erwarmen auf 65 °C im Wasserbad notwendig war. Nach

dem Aliquotieren wurde die RNS bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Gesamt-RNS mit Kit. Die Isolierung von Gesamt-RNS aus Kaninchen-Ventrikeln
erfolgte entsprechend dem Standard-Protokoll des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden).
Das Gewebe wurde ebenfalls mit Hilfe eines Ultraturrax in 600 yl des entsprechenden
Lyse-Puffers aufgeschlossen. Die RNS wurde in einem Volumen von 30 ul Puffer eluiert
und bei -80°C gelagert.

2.13.3 Elektrophoretische Trennung von RNS

Die Gelelektrophorese-Trennung der RNS erfolgte in Horizontalgelkammern mit einem
Gelvolumen von 100 ml und einem maximalen Probenvolumen von 30 ul. Vor dem
Giessen der Gele wurden die Kammern fur 60 min mit 3 %igem H>O2 befullt und mit
DEPC-H,O gespdult. Fur ein 1 %iges Gel wurden 1 g Agarose mit 73 ml DEPC-H,0 und
10 ml 5 x MOPS-Puffer (s. 2.10.3) kurz aufgekocht (Lehrach et al., 1977). Nach dem
Abkulhlen auf ca. 60 °C wurden 17 ml Formaldehyd hinzugegeben und das Gel gegos-
sen. Den RNS-Proben wurden je 8 ul RNS-Denaturierungslosung (s. 2.10.3) aufca. 4 - 5
Mg RNS zugegeben. Die Proben wurden durchmischt, 5 min bei 65 °C denaturiert und
bis zum Beladen der Gele auf Eis gelagert. Der Gellauf erfolgte flr 1,5 h bei 40 mA. Als
Laufpuffer wurde 1 x MOPS verwendet. Mit Hilfe eines UVP-LUMI-Imagers (Epichemi Il
Darkroom, Duisburg) und der UVP-Chromaphor-Analyst-Software wurde der Gellauf der

Proben durch Signalgebung analysiert und quantifiziert.

2.13.4 Elektrophoretische Trennung von DNS

Die Gelelektrophoresen von DNS wurden in Horizontalgelkammern mit einem Gel-
volumen von 100 ml durchgefuhrt (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden 1-4 %
Agarose mit 1 x Tris-Bohrat-gepufferter Kochsalzlésung (TBS-Puffer) kurz aufgekocht,
nach dem Abkuhlen auf ca. 60 °C mit 5 pl einer 1 %igen Ethidiumbromid versetzt und
das Gel gegossen. Nach dem Abkuhlen wurde eine Volumeneinheit DNS mit 0,1 Volu-
meneinheiten 5 x Ladepuffer versetzt und die DNS fir 1,5 h bei 50V Spannung auf-
getrennt. Als Laufpuffer wurde 1 x TBS-Puffer verwendet. Zur Grof3enbestimmung wur-
den je nach zu erwartenden Fragmentgro3e der Proben unterschiedliche DNS-Mole-

kulargewichts-Standards unter den gleichen experimentellen Bedingungen mitgeflhrt.

30



Material und Methoden

Mit Hilfe unseres UVP-LUMI-Imagers (Epichemi Il Darkroom, Duisburg) und der UVP-
Chromaphor-Analyst-Software wurde der Gellauf durch Signalgebung der Proben analy-

siert und quantifiziert.

2.13.5 Nukleinséduren-Konzentrationsbestimmung

Um Qualitat und Quantitat der DNS-, RNS- und Oligo-Proben zu bestimmen, wurde die
optische Dichte (OD) entsprechend verdinnter Proben bei einer Wellenlange von
260 nm und 280 nm gemessen. Der Quotient aus der OD (optical density) bei 260 nm
und bei 280 nm ist ein Mal} fur den Reinheitsgrad der Nukleinsauren. Bei erfolgreicher
Isolation der Nukleinsauren muss der Reinheitsgrad zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

Die Konzentration wurde nach dem Lambert-Beerschen-Gesetze berechnet.

DNS50g/I'cm™;
RNS 40 g/ I"ecm™ und
Oligos 33 g/ I"em™.

Die Konzentrationen wurden aus der Absorption mit Hilfe folgender Formel ermittelt:

OD 260 x Verdunnung x Extinktionsfaktor = ....... Mg / yl Nukleinsaure
1000

2.13.6 copy DNS-Synthese

Nach Rupp (Rupp and Weintraub, 1991) erfolgte unter Anleitung des Kit-Herstellers
(Roche, Mannheim) die Umwandlung der RNS in cDNS.

Die RNS-Proben wurden aufgereinigt. Alle Gefalde wurden in DEPC-Wasser vorbehan-
delt und autoklaviert. Die Konzentration der Proben wurde im Photometer bestimmt. Je
nach Versuchsreihe wurden 0,5 -3 ug RNS-Probe eingesetzt. Die Konzentrationen
richteten sich nach der Kit-spezifischen Anleitung. Diese Methode eignete sich auch zur

Quantifizierung von mRNA-Expressionen (Koehler et al., 1995).
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Die PCR-Amplifikation wurde mit folgendem Temperaturprofil durchgefihrt:

- Schritt 1: 10 min 25°C Vordenaturierung

- Schritt 2: 45 min 42 °C Annealing (Hybridisierung)
- Schritt 3: 5 min 95 °C Elongation

- Schritt 4: Pause 4°C Abbruch

2.13.7 PCR Bedingungen

Mit der von Mullis (Mullis et al., 1986) entwickelten Methode der Polymerase-Ketten-
reaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurden bestimmte Abschnitte der DNS expo-
nentiell amplifiziert. Die eingesetzten Oligonukleotidpaare (Primer) dienten in dieser
Reaktion als Startermoleklle. Die maximal zu wahlenden Annealingtemperaturen (Tw)

fur Primer berechnen sich nach folgender Formel:
Tu=4 °C x (C+G)+ 2 °C x (A+T)

Twm setzt sich aus der Summe der Anzahl der einzelnen Basen im Primer zusammen, die
dann mit einem spezifischen Faktor multipliziert werden. Oberhalb dieser Temperaturen
"schmelzen" die Primer. Eine Bindung an das Template (DNS oder RNS) ist dann nicht
mehr gewahrleistet. Die optimale Annealingtemperatur wurde fur jede Zielsequenz empi-

risch ermittelt.

2.13.8 Primer-gerichtete Fragmentierung der cDNS

Zur Herstellung von cDNS-Fragmenten fiur Klonierungen wurden die Tag- und die Pfu-
Polymerase verwendet. Der Start der Reaktionen wurde mit 5 yul RT-Produkt (DNS-
Template) durchgefuhrt. Zu dem Template wurden das sequenzspezifische Primer-Paar
sowie weitere Reagenzien nach Hersteller-Angaben (Qiagen, Hilden) hinzugegeben.

Fir die Tag-Polymerase galt das gleiche Protokoll wie fir die Pfu-Polymerase. Lediglich
die Elongationszeit wurde von 30 oder 90 s auf 2 min erhoéht.

Die verwendeten Primer wurden anhand publizierter Sequenzen (PubMed) ausgewahlt.
FiUr die Detektion der PCR-Fragmente wurden verschiedene Primer-Paare gewahlt, die
innerhalb der amplifizierten Sequenz liegen (Tab. 1). Zur Analyse der PCR-Produkte
wurde die gleiche Menge x ug Template mit 3 pl Ladungspuffer und HyOpigest Versetzt
und im 2 %igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestimmung der Frag-
mentlange wurden Molekulargewichtsstandards (s. 2.5) verwendet. Die PCR-Ampli-

fikation wurde mit folgendem Temperaturprofil durchgefuhrt:

32



Material und Methoden

- Schritt 1: 300 s 95 °C Vordenatuirung

- Schritt 2: 30-60 s 95 °C Denatuirung

- Schritt 3: 30-60 s Tm °C Primer-Annealing (Hybridisierung)
- Schritt 4: 30-60 s 72 °C Elongation

- Schritt 5: 600 s 72 °C abschlielRende DNS-Synthese

- Schritt 6: Pause 4°C Pause

Die Hybridisierungstemperatur in Schritt 3 ist abhangig von den eingesetzten Primern;
sie wurde fur jedes Primerpaar bestimmt. Die Wiederholung der Schritte 2 - 4 (Zyklen-
zahl) war ihrerseits von der Menge des eingesetzten Templates abhangig und wurde fur
Quantifizierungsexperimente ebenfalls fur jedes spezifische DNS-Produkt optimiert, um

die Plateauphase der PCR-Amplifizierung nicht zu erreichen (Koehler et al., 1995).

2.13.9 Ligation
Zur Ligation der cDNS-Fragmente in die Vektoren pcR® 2.1 Plasmid und pcR® TOPO 2.1

Plasmid (Invitrogen, Eggerstein) wurden die frisch fragmentierten cDNS-Proben und der
linearisierte Vektor (50 ng) im Verhaltnis 3 Teile cDNS zu 1 Teil Vektor in einem Ge-
samtvolumen von 10 yl mit 1 pyl T4-Ligase (1 U/pl) und dem 10fach Puffer fur mindestens
16 h bei 4 °C inkubiert. Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem Reaktions-
gefal® vermischt und kurz auf 45 °C erwarmt, um nichtkovalente Bindungen zu trennen.
Neben dem regularen Ligationsansatz wurden zur Kontrolle eine Scheinligation ohne
Ligase und eine Autoligation eines linearisierten Plasmids (pUc 19) durchgefuhrt. Die
Ansatze wurden gemischt und 3 h bei RT und/oder 16 h bei 4 °C inkubiert.

Es wurden hochkompetente E. coli INV-aF'- und TOP 10 F'-Zellen und SOC-Medium
hergestellt (Sambrook et al., 1989) und zur Ligation verwendet. Die Ligation wurde nach

Herstellerangaben (Invitrogen, Eggerstein) durchgefihrt.

2.13.10 Herstellung kompetenter Bakterien

Klonal effiziente - sogenannte kompetente - E.coli Bakterien wurden in Ubereinstim-
mung mit der Literatur (Hanahan, 1983) hergestellt. Vorkulturen der Bakterien-Zellen
wuchsen bei 37 °C im Warmeschrank fur 16 h. Jeweils 50 ml SOC- oder LB-Antibiotika-
Medium wurden mit einer frischen LB-Platten-UN-Kultur angeimpft. Je nach Zelltyp
erfolgte eine 2 - 5-h Inkubation im Kreisruttler (125 upm) bei 37 °C. Die Inkubation der

Bakterienzellen wurde bis zu einer OD von 660 belassen, bevor die Bakterien in ihre
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Log-Wachstums-Phase ubergehen. Jeweils 25 ml Kultur wurden in ein geeignetes steri-
les Zentrifugenrohrchen gefullt und 15 min auf Eis inkubiert. Dann folgte ein 25-min
Zentrifugieren (4000 upm) bei 4 °C. Der Uberstand wurde dekantiert. Je Zentrifugen-
réhrchen wurden 8,3 ml vorgekuhlter (0 °C) RF1-Puffer hinzugegeben und das Zellpellet
mit der 1 ml Eppendorfpipette resuspendiert. Es folgten eine 15-min Inkubation auf Eis
und erneutes 25-min Zentrifugieren. Der Uberstand wurde abgegossen. Je Zentrifugen-
rohrchen wurden 2 ml vorgekuhlter (0 °C) RF2-Puffer hinzugegeben und das Zellpellet
resuspendiert. Schliel3lich wurde 15 min lang auf Eis inkubiert. Je 200 pl des Ansatzes
wurden in 1,5 ml Eppendorfgefalle aliquotiert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die

Lagerung der kompetenten Zellen bei —80 °C.

2.13.11 Transformation von E. coli

Die Transformation der Expressionsplasmide in kompetente Bakterien erfolgte in Eppen-
dorf-Reaktionsgefallen nach der Hitze-Schock-Methode. Hierzu wurden 50 pyl kompe-
tente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 3 - 5 pl des Ligationsansatzes fir 30 min kahl
inkubiert. Anschlielend wurden die Kulturen im 42 °C warmen Wasserbad fur 90 s
einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach einer 2-min Inkubation auf Eis wurden die Trans-
formationsansatze mit je 250 pl sterilem SOC-Medium fir 1 h im horizontalen Bakterien-
schuttler bei 37 °C und 225 upm inkubiert.

Die Agarplatten wurden mit 40 ul einer 100 mM IPTG-Stockldsung und 40 ul einer
40 mg/ml X-Gal-Stocklosung fur 1 h vorinkubiert. Aliquots der Transformationsansatze
(50 pl und 200 pl) wurden auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert. Nach 16 h Inkubation auf
den Antibiotika-haltigen Agarplatten bei 37 °C wurde gezielt selektioniert und die Effi-
zienz der Transformation (cfu/ug) mit dem Kontrollplasmid pUC 18 verglichen (Sambrook
et al., 1989). Positive Klone wurden unter sterilen Bedingungen in 5 ml LB-Medium mit

100 pg/ml Ampicillin UN bei 37 °C im Warmeschrank zur Proliferation inkubiert.

2.13.12 Praparation im KleinmaRstab (Miniprap)

Jeweils 1 ml der Bakterien/Antibiotikum-Kultur (s.2.13.11) wurden in sterile 1,5 ml
Eppendorf-Gefale Uberfiihrt und fiir 5 min bei 14000 upm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet leicht angetrocknet und dann das Reaktionsgefaly wieder
auf Eis gestellt. Das Pellet wurde mit 200 pl Losung | (isoton. Lsg. mit RNAse) versetzt
und gevortext. Es folgten Zugabe von 200 ul Losung Il (Zelllyse alkalisch), mischen und

auf Eis inkubieren (5 min). Durch organische Ldsungsmittel und Detergenzien sowie
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Alkali- und Hitze-Einwirkung wurde eine Bakterienlyse induziert (Birnboim and Doly,
1979). Dabei wurde die chromasomale DNS denaturiert und die Plasmid DNS topo-
logisch verflochten.

Dann folgte erneut Zugabe von 200 ul Lésung III (Neutralisation), mischen und auf Eis
inkubieren (10 min). Das anschlielende Zentrifugieren (14000 upm) bei RT dauerte
10 min. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR Uberfiihrt und 420 pl
(= 0,7 vlv) Isopropanol abs. (RT) zugegeben. Nach dem Vortexen folgte eine 10-min
Inkubation bei RT und 10-min zentrifugieren (14000 upm) ebenfalls bei RT. Der Uber-
stand wurde dekantiert. AnschlieRend erfolgte eine Purifikation der DNS mittels EtOH.
Das Pellet wurde mit 1 ml 70 % EtOH gevortext und fir 5 min bei RT ruhen gelassen und
wie vorher zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet getrocknet,
bevor es in TE-Puffer (pH 8 mit 20 pg/ml RNAse A) aufgenommen wurde. Die Proben
wurden fur die Restriktion weiter verwendet oder direkt bei -20 °C gelagert. Es wurden

ausschlieBlich selbst hergestellte Lésungen verwendet (s. 2.10.1).

2.13.13 Restriktionsverdau

Es wurde in Ubereinstimmung mit der Literatur (Sambrook et al., 1989) und den Her-
stellerangaben vorgegangen. Restringiert wurde in 10 pl-Ansatzen mit etwa 1 U Restrik-
tionsenzym pro ng DNA. Die Dauer der Restriktionen variierte zwischen 1 -2 h oder 16 h
bei 37 °C. Bei Bedarf wurden die Restriktionsenzyme anschlieRend durch Erhitzen auf
65 °C fur 10 min inaktiviert. Je nach weiterer Verwendung der restringierten DNS wurde
das Enzym durch Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt. Die Bestimmung und Auf-

trennung der DNS erfolgte mit Markern Uber Agarosegele.

2.13.14 Glyzerinkultur

Es wurden 800 pl einer positiven 16-h Kultur mit 300 pl sterilem Glyzerin gemischt. Nach
dem Vortexen wurde der Ansatz fur mindestens 1 h auf Eis inkubiert. Dann folgten das

Einfrieren in flissigem Stickstoff und die dauerhafte Lagerung bei -80 °C.

2.13.15 DNS-Sequenzierung

Die DNS-Sequenzierung wurde nach einer Variante der Didesoxymethode (Sanger et
al., 1977) durchgefuhrt. Dafur wurde eine modifizierte T7-DNS-Polymerase (13 U/ul;
Sequenase 2.0™, Fa. USB/Amersham, Braunschweig) verwendet. Fir GC-reiche

Sequenzen wurde der Deaza G/A T7 Sequencing™ Kit (Fa. Pharmacia, Freiburg) mit
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7-deaza dGTP und 7-deaza dATP anstelle von dGTP und dATP verwendet. Die DNS-
Sequenzierung wurde, mit einigen Variationen, nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Alle Arbeiten des Sequenzierungs-Ansatzes und der Sequenzierungs-Ausfuhrung wur-
den vom Biologisch Medizinischen Forschungs-Zentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Uni-
versitat Dusseldorf durchgeflihrt. Die Auftrennung und Auswertung der Banden erfolgte
uber einen vollautomatischen ABI Prism DNS-Sequenzer. Die Auswertung der Sequenz-
analysen erfolgte mit der Standardsoftware CHROMAS PRO Version 1.22 (Chromas,

Braunschweig).

2.13.16 In vitro Transkription und Sonde fur Northern Blot

Der Plasmid-DNS-Vektor wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen linearisiert.
Dazu wurden 30 - 40 ug Plasmid-DNS mit Einheiten des Restriktionsenzyms EcoR1 UN
bei 25 °C inkubiert. Die Vollstandigkeit der enzymatischen Verdauung wurde gelelektro-
phoretisch Uberpruft. Mit dem linearisierten Plasmid lasst sich bei in vitro Transkription
mit einer Sonde eine Plusstrang-DNS generieren. Zum Nachweis dieser RNS mittels
Hybridisierung wurde in vitro eine Transkription mit T7-RNS-Polymerase des mit dem

Restriktionsenzym linearisierten Plasmides hergestellt.

2.13.17 Northern-Blot-Analyse

Nach Auftrennung aufgereinigter RNS-Praparationen (s. 2.13.3) in Agarosegelen unter
denaturierenden Bedingungen wurde die RNS in gleicher Menge (1 — 5 ug Gesamt-RNA
oder 5 pg Poly(A)-mRNS pro Gelspur) durch Kapillartransfer auf Nylonmembranen Uber-
tragen (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden die RNS-Gele (ohne EtBr) nach der Elek-
trophorese zur Entfernung des Formaldehyds zunachst zweimal fur 15 min in 20 x SSC-
Puffer (in DEPC-Wasser) zum Aqulibrieren gewaschen und mit einem Fliissigkeitsstrom
auf die Membranen transferiert.

Eine sterile Wanne wurde ca. 3 cm hoch mit 20 x SSC Puffer gefullt. Auf eine sterile
Glasplatte wurden ca. 2 x 45 cm lange Whatman Papier-Streifen gelegt, die in das rest-
liche SSC-Puffer-Reservoir hineinreichten. 4 - 5 Whatman-Papiere wurden in der erfor-
derlichen GelgroRe auf die Glasplatte gelegt und das RNA-Gel aufgelegt. Darauf folgte
die Nylonmembran, die wiederum mit 2 x Whatman Papier in Gelgrosse bedeckt wurde.
Eine 3 - 5 cm dicke Schicht mit Papiertichern wurde mit einer beschwerten (1 kg) Glas-
platte abgedeckt. Die Dauer des Transfers betrug 16 - 24 h bei RT. Danach wurde die

Membran bei RT getrocknet, fixiert und bei 4 °C gelagert. Zur dauerhaften Fixierung der
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RNS-Banden wurden die Banden mit einem UV-Transiluminator (254 nm) auf der

Nylonmembran dauerhaft fixiert (UV-Shadowing).

2.13.18 Hybridisierung der Membran

Es wurden 20 ml des Prahybridisierung-Puffers (High SDS-Hybridisierungs-Losung) pro
100 cm>-Membran in ein DEPC-behandeltes Falcon-Tube gegeben. Die Prahybridisie-
rung dauerte mindestens 1 h bei 68 °C. AnschlieRend wurde der Puffer verworfen und
die Membran fir die Hybridisierung weiterverwendet.

Die Hybridisierungen der mit homologen, DIG-markierten (Roche-Kit, Mannheim) RNS-
Sonden erfolgte bei den Northern Blots bei 68 °C im Wasserbad in Falcon-Tubes. Die
optimale Schmelztemperatur fur die Oligonukleotide unter 50 bp wurde nach folgender
Formel errechnet: Ty = 4 °C x (G+C) + 2°C x (A+T) (-5 °C = optimale Ty) (Wetmut,
1991). Die Konzentration der markierten RNS im Hybridisierungspuffer betrug 20 ng/ml.
Nach einer Vorhybridisierung von 1 - 2 h wurde die markierte Sonde nach 10-min Hitze-
denaturierung bei 95 °C im Wasserbad zugegeben. Danach wurde fir 12 - 16 h hybri-
disiert. AnschlielRend wurde die Membran 2 x 5 min lang bei RT mit 2 x SSC-Puffer, der
0,1 % (w/v) SDS enthielt, und dann 2 x 15 min lang mit 0,5 x SSC-Puffer, der ebenfalls
0,1 % (w/v) SDS enthielt, bei 68 °C gewaschen.

2.13.19 Detektion der Sonde auf der Membran

Die Lokalisierung der hybridisierten DNS erfolgte nach ihrer Inkubation mit einem Anti-
korper (alkalische Phosphatase) durch Chemilumineszenz nach Angaben des Kit-Her-
stellers (Roche, Mannheim) sowie durch Colorimetrie. Die colorimetrische Detektion
erfolgte durch die Inkubation der Membran mit 5 ml Farbeldsung folgender Zusammen-
setzung: Zu 10 ml DIG-Puffer 3 wurden 45 pl einer Lésung von 75 mg / ml 4-Nitro Blue
Tetrazolium Chlorid (NBT) und 70 pl einer Losung von 25 mg/ ml 5-Brom-4-Chlor-2-
Indolyl-Phosphat (BCPIP) gegeben. Der Farbeprozess setzte innerhalb weniger Minuten
ein und war nach maximal 16 h abgeschlossen. Die hybridisierenden Plaques auf den
Membranen wurden durch ihre violette Farbung sichtbar. Die Lage der Plaques auf der

Membran wurde mit einem Bleistift dauerhaft markiiert.

2.13.20 Auswertung der Sonden

Zur Chemoluminiszenz-Auswertung wurden die Membranen im Epichemie |l Darkroom

und die Intensitat der amplifizierten Nukleinsdure-Fragmente Uber einen UVP Lumi-
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Imager ermittelt. Die Grélkenunterschiede zwischen Target- und Standard-Nukleinsaure-
Fragmenten wurden mit einem Faktor (Lange des Targets / Ladnge des Standards) kor-
rigiert. Ein Markerabgleich mit einer definierten Standardauftragung und der ermittelte
Rf-Wert (relative Mobilitat) der Fragmente lieRen eine Lokalisation und GréRenangabe

der gesuchten Fragmente zu.

2.14 Mikroskopische Methoden

2.14.1 Fixierung isolierter Kardiomyozyten

Unmittelbar nach ihrer Entnahme wurden die nativen Proben in eine mit Fixierungs-
lI6sung (s. 2.10.3) gefullte Petrischale gegeben und fir mindestens 1 h fixiert. Es folgte
eine Zentrifugation (300 upm) der Zellen fir 3 min, um sie erneut 1:1 mit dem Fixierungs-
puffer zu versetzen. In diesem Zustand wurden die Zellen zur weiteren Verarbeitung bei
4 °C gelagert. Bei langerer Lagerzeit wurden die Zellen statt mit der Fixierldsung mit
einem Krebs-Hepes-Puffer (200 mM) dauerhaft gelagert (s. 2.10.3).

2.14.2 Lichtmikroskopie

Die Untersuchungen auf Reinheit der Kulturen wurden an einem Photomikroskop mit
Phasenkontrast (Zeiss West Universal, Oberkochen) mit RS Il Filter durchgefuhrt. Zur
Dokumentation wurde eine Canon A80 Digitalkamera mit 4 Mio. Pixel und ein T2-Photo-
adapter verwendet. GroRenangaben wurden mit einem Messokular- und Messobjekt-

trager ermittelt.

2.14.3 Elektronenmikroskopie
Die Untersuchungen wurden an einem Elektronenmikroskop bei einer Beschleunigungs-
spannung von 80 kV durchgefuhrt (EM 10 Zeiss, Oberkochen). Die Dokumentation
erfolgte auf Kodak Electron Image Film (So 163; 6,5 x 9 cm; Plano GmbH, Wetzlar). Von
allen untersuchten Zellen mit unterschiedlicher pharmakologischer Behandlung wurden

mindestens 30 Zellen betrachtet.

2.14.4 Fixierung, Entwasserung und Einbettung der Proben

Die Zellen (s. 2.11.3) wurden fur 1 min bei 2700 x g abzentrifugiert und das Pellet 2 x in
EM-Puffer (s. 2.10.3) gewaschen. Die anschlielende Fixierung erfolgte fur 30 min in 5 %
Glutaraldehyd in EM-Puffer. Nachfolgend wurde fir 2 h mit 1 % Osmiumtetroxid nach-
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fixiert. Nach 5 x 5-min Waschen in EM-Puffer folgte eine ansteigende Entwasserungs-
reihe in Aceton (15, 30, 45, 60, 75, 90 %; je 15 min). Danach wurden die Proben 3 x fur
10 min in 100 % Aceton belassen und im Anschluss daran in ein Epoxidharz (= Transmit)
Uberfuhrt, wobei die Proben zuerst in Aceton/ Transmit (1/1, v/v) fur 20 min bei RT
stehen gelassen wurden. Anschliel3iend wurden die Proben in Aceton / Transmit im Ver-
haltnis (1/2, v/v) uberfihrt und Uber Nacht stehen gelassen. Nach Absaugen des
Aceton / Transmit-Gemisches und Zugabe von Transmit (100 %) wurde 3 x fur 1 h im
Exsikkator entgast. Nach Uberfiinren in Beem-Kunststoffkapseln (Roth, Karlsruhe) poly-

merisierten die Proben tber Nacht in einem Trockenschrank bei 70 °C aus.

2.14.5 Herstellung der Schnitte

Die Ultradinnschnitte mit Schnittdicken von 60 - 80 nm wurden an einem Ultramikrotom
(Ultracut S, Reichert, Wien) mit einem Diamantmesser (DuPont, Sontara) hergestellt. Die
Schnitte wurden anschlieBend auf 200 mesh Nickelnetzchen (Plano, Marburg) uber-
tragen und jeweils fur 15 s mit Kaliumpermanganat (5 %) und fur 30 s mit Bleicitrat (2 %)

nachkontrastiert.

2.14.6 Immunfluoreszenzfarbung kultivierter Kardiomyozyten

Die Zellen (s. 2.11.3) wurden zunachst auf autoklavierte Flexiperm-Kautschuk-Kammern
(Vivascience, Hannover) verteilt, die sich auf sterilisierten, mit Laminin beschichteten
OTs befanden, und in Kulturschalen unter normalen Kulturbedingungen ausgesat. Zur
Fluoreszenzanfarbung wurden dann behandelte und unbehandelte Zellen 2 x mit PBS
gewaschen. Zur Fixierung der Zellen erfolgte eine Inkubation bei RT fur 10 min mit 4 %
(w/v) frischem Paraformaldehyd in PBS. Nach zwei erneuten Waschschritten mit PBS
erfolgte zur Permeabilisierung der Zellmembranen eine Inkubation fur 10 min bei RT mit
0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS, danach wurde wieder 2 x mit PBS gewaschen Zur
Blockierung unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen wurden die Zellen fur 1 h bei RT
mit 1 % (w/v) BSA in PBS inkubiert und erneut mit PBS gewaschen. Zur Fluoreszenz-
anfarbung wurden die spezifischen Erst-Antikorper 'goat polyclonal IgG Anti-AQP1’ oder
'Anti-AQP4’ (Santa Cruz) 1:1000 in PBS verdiinnt, zu den Zellen gegeben und diese fur
16 h bei 6 °C inkubiert und 2 x mit PBS gewaschen. Zur Isotypenkontrolle wurden Zellen
ohne Antikorper-Auftragung mitbehandelt. AnschlieRend wurden die in PBS-verdinnten,
Fluoreszenz-gekoppelten zweiten Antikdrper ’donkey anti goat IgG’ Texas Red/oder
FITC (Santa Cruz Biolabs, Heidelberg) 1:500 zu den Zellen gegeben und diese fir 2 h
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bei RT lichtgeschiitzt inkubiert und 2 x mit PBS gewaschen. Die Deckblattchen wurden
getrocknet und mit Fluoreszenz-geeignetem Medium (DAKO, Hamburg) auf einem Ob-
jekttrager eingedeckt. Das Fixierpraparat wurde schlie3lich getrocknet und bei 4 °C bis

zur Analyse lichtfrei gelagert.

2.14.7 Konfokale Laserscanmikroskopie

Fixierpraparate (s. 3.1.1) Immunfluoreszenz-gefarbter Kardiomyozyten wurden mit Hilfe
eines konfokalen Laser-Scanning Systems (Zeiss LSM 150, Oberkochen) mit einem
Argon-Laser an einem inversen Axiovert-Mikroskop 100 analysiert. Die Bilder wurden
durch Anregung bei einer Wellenlange von 488 nm und einer Emission von 530 £ 10 nm
(grin) und > 585 nm (rot) erzeugt. Es wurden nur Praparate verglichen, die in allen Para-
metern gleich behandelt wurden. Dazu zahlten: Lasereinstellung, Filtereinstellung, Lin-
sen, Spannung des Photomultipliers, Anzahl der akkumulierten Scanvorgange, Format-
grofle und Zoom-Einstellung sowie Scan-Geschwindigkeit und Z-Schritt-Grolie. Bevor-
zugungen wahrend der Bildauswahl wurden vermieden. Die Bilder der Zellen wurden mit
Hilfe der Zeiss-Mikroskop-Software (Bio-Image, Oberkochen) erstellt, wobei die Kontroll-

zellen zur Isotypenkontrolle verwendet wurden.
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3. Ergebnisse

3.1 Kardiomyozyten-Charakterisierung

Da Ca2+—tolerante, von humoralen Faktoren freie, frisch isolierte, adulte Kardiomyozyten
und Primarkulturen von diesen Zellen bislang fur die Untersuchung der Aquaporin-
Expression nicht verwendet wurden, werden nachfolgend einige ihrer Charakteristika
beschrieben. Die Befunde dokumentieren die morphologische und biochemische
Integritat isolierter Kardiomyozyten und bilden den Hintergrund fir die durchgefihrten

Studien zur Aquaporin-Wirkung und -Funktion.

3.1.1 Vitalitat und Energiezustand isolierter Kardiomyozyten

Die enzymatische Dissoziation von adulten Ventrikeln in isolierte Zellen lehnte sich an
die Methode von Berry (Berry et al., 1970) und Modifikationen nach Dow (Dow et al.,
1981) an. Bei den meisten Techniken resultieren Ca**-intolerante Zellpopulationen mit
geringer Anfangsvitalitat und niedriger Haltbarkeit bei physiologischen Temperaturen.
Die verwendete kombinierte Kollagenase / Trypsin-Dissoziationsmethode eliminierte
diese Nachteile und erflllte die im Hinblick auf Expressionsstudien besonderen Anforde-
rungen an eine Zellpraparation. Die durchschnittliche Ausbeute betrug 10 - 14 x 10°
Kardiomyozyten pro Kaninchenherz, und die Anfangsvitalitat lag bei 80 £ 9 % (n = 36).
Systematische Untersuchungen zeigten, dass Vitalitat und Ausbeute der Zellen in erster

Linie von der Qualitat und der Einwirkzeit der verwendeten Kollagenase abhangig waren.

Abb. 4: Lichtoptische Ubersicht eines Kardiomyozyten nach dem letzten Waschvorgang

Bild A Achromat 40x Zeiss / 0,6 ; Ph 2 ;15x CPL-Okular Phasenkontrastaufnahme
Bild B Achromat 40x Zeiss / 0,6 ; 15x CPL-Okular
Deutlich ist die fur Kardiomyozyten typische Struktur zu erkennen.

41



Ergebnisse

Durch die Praparation wurden im wesentlichen Fremdzellen eliminiert. Die Kardiomyo-
zyten waren stabchenformig und zylindrisch und hatten eine deutlich erkennbare Quer-
streifung (Abb. 4). Nur wenige abgerundete Zellen wiesen deutliche Alterationen der
Feinstruktur auf (nicht gezeigt). Fluoreszenz-markierte Antikorper (FITC und Texas Red)
gegen AQP1 und AQP4 wiesen das Vorhandensein der AQP1 und 4 Wasserkanal-
proteine in Kardiomyozyten nach (Abb. 5).

Abb. 5. Konfokale Laser-Scan-Aufnahmen isolierter Kardiomyozyten

Bild A und B mit anti-AQP1 goat polyclonal IgG; Immunmarkierung mit
donkey anti goat IgG FITC (Santa Cruz, Heidelberg)

Bild C und D mit ant-AQP4 goat polyclonal IgG, Immunmarkierung mit
donkey anti goat IgG Texas Red (Santa Cruz, Heidelberg)

Bild A und B bei einer Laseranregung von 530 nm

Bild C und D bei einer Laseranregung von 585 nm

Achroplan 40x / 0,6 corr Ph2 10 x C-Okular

Der Skalierungbalken in Bild D gilt fur alle abgebildeten Aufnahmen
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3.1.2 Ca**-Toleranz isolierter Kaninchen-Kardiomyozyten

Die anfangliche Vitalitat der Zellpopulationen nahm nach Inkubation bei 37 °C Uber den
3-h Beobachtungszeitraum von 88 % auf 55 % ab (Abb. 6). Eine Inkubation bei RT und
in Gegenwart von Ca®* (final 1 mM) filhrte lediglich zu einer tendenziell verbesserten
Erhaltung der Vitalitat (88 % auf 60 %). In Gegenwart von Kalzium bei RT blieben die

Zellen Uber den 3-h Beobachtungszeitraum signifikant stabiler (88 % auf 78 %).

100 +
90 +
80 + e ——
70 +
60 + ——37°C - Kalzium
50 + ——RT - Kalzium
40 + —=—RT+ Kalzium
30 +
20 +
10 +

Vitalitat (%)

0 30 60 90 120 180
Zeit (min)

Abb. 6: Einfluss von Kalzium und Temperatur auf die Vitalitéat
isolierter Myozyten
Angegeben sind Mittelwerte von jeweils 10 separaten Experimenten.

3.1.3 Morphologie

Die elektronenmikroskopische Untersuchung frisch isolierter Kardiomyozyten ergab eine
Ubereinstimmung der ultrastrukturellen Merkmale isolierter Zellen mit intaktem Herz-
gewebe (McNutt and Fawcett, 1976). Kern, Mitochondrien, Myofibrillen, Sarkolemma und
sarkoplasmatisches Retikulum zeigten eine normale Morphologie. Die regulare Organi-
sation der Sarkomere und der Verlauf der Z-Linie waren deutlich erkennbar (Abb. 7). Im
Querschnitt wurde die unveranderte klassische Anordnung (nicht dokumentiert) von
Aktin und Myosin deutlich (Dispersyn et al., 2001). Unterschiede ergaben sich nach
Uberfiihrung der Zellen in eine Primarkultur. Neben intakten Kardiomyozyten in den Kon-
trollen, die allerdings immer Uber- bis hyperkontrahiert vorlagen, wurden in den Primar-
kulturen deutlich sichtbare Dedifferenzierungen erkennbar (Abb. 8 A und 8 B). Die Mito-

chondrien waren in der Regel intakt. Nach einer langeren Verweildauer der Zellen in

43



Ergebnisse

Kultur (24 h) und nach induzierter pharmakologischer Ischamie durch NaCN-Glukose
fanden sich auch Zellen mit intrazellularen Odemen. In der Regel waren auch die Mito-
chondrien stark angeschwollen (Abb. 8 C und 8 D).

Abb. 7: Intakter Kardiomyozyt unter Kontrollbedingungen

AV: Autophagie-Vakuolen; M: Mitochondrien; N: Nucleolus; Z: Z-Scheibe
Skalierung links unten entspricht 1 pm

3.1.4 Vitalitdt und Energiezustand kultivierter Kardiomyozyten

Langzeitstudien zur Regulation und zur Proteinexpression sind nur an kultivierten Zellen
moglich. Drei Stunden nach der Aussaat waren die stabchenformigen Zellen maximal
angeheftet; abgerundete Zellen zeigten keinerlei Anhaft-Tendenz. Das Waschen der
Kulturschalen fuhrte zur vollstandigen Entfernung der abgerundeten Zellen und zu einer
Population von 100 % stédbchenférmigen Zellen. Die anfangliche Vitalitat verringerte sich
wahrend der Kulturphase (Abb. 6) Eine Minderversorgung wahrend der Inkubation fuhrte

zu einer Abnahme der Zellzahl pro Kulturschale.
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Abb. 8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen isolierter Kardiomyozyten

Oben: Kontrolle nach 1 h in Primarkultur;

Uber- bis hyperkontrahierte Kardiomyozyten mit intakten Mitochondrien, die teils auRerhalb der
Zelle liegen. A: orthodoxes Stadium, B: kondensiertes Stadium nach Schmidl (Med. Hochschule
Hannover) mindl. Kommunikation

Unten: nach 24 h in Kultur

C: Kontraktionsbande mit stark geschadigten Mitochondrien und Odemen

D: geschwollene Mitochondrien mit Matrix- und Cristaeverlusten nach induzierter Ischamie
Skalierungsbalken Bild A; B; C entspricht 1 um; im Bild D entspricht er 0,5 pm

3.2 Charakterisierung der Membran-Fraktionen

Uber die Gradientenzentrifugation lieRen sich die verschiedenen Membrankomparti-
mente (Plasmamembranen und mikrosomale Membranen) lokalisieren und untersuchen,

ob eine Translokation der Wasserkanalproteine AQP1 und AQP4 erfolgt war.
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3.2.1 Plasmamembran-Fraktion

Die in der Plasmamembran lokalisierte Ouabain-sensitive Na*/K*-ATPase ist ein sarko-
lemmales Protein, dessen Verwendung als Leitenzym fir Plasmamembranen seit lan-
gem etabliert ist (Jones et al., 1980). Im Saccharosegradienten (0,6 M) fanden wir eine
Fraktion mit einer Ouabain-sensitiven Na'/K*-ATPase-Aktivitat, die in Ubereinstimmung

mit der Literatur als Plasmamembran-Fraktion definiert wurde (Kolter et al., 1992).

3.2.2 Mikrosomale-Membran-Fraktion

Die weiteren Gradientenfraktionen zeigten die niedrigste Ouabain-sensitive Na'/K'-
ATPase-Aktivitat und wurden als mikrosomale Membranen und Vesikel definiert (Uphues
et al., 1994). Weitere Charakterisierungen der Membran-Fraktionen ergaben sich durch
die Expression der Ouabain-sensitiven Na*/K*-ATPase auf der Plasmamembran mittels
spezifisch auf Ouabain-sensitive Na'/K*-ATPase gerichtete monoklonale Antikdrper
(Fuller et al., 2001).

3.3 Expression der Ouabain-sensitiven Na'/K*-ATPase

Als Nachweis der Expression der Ouabain-sensitiven Na*/K*-ATPase dienten Rohmem-
bran-Fraktionen aus frisch isolierten adulten Kaninchen-Kardiomyozyten und humanes
Ventrikelhomogenat. Nach subzellularer Fraktionierung und Auftrennung der Membran-
kompartimente auf ein 12 % SDS-Gel wurden die Unterschiede in der Expression der
Ouabain-sensitiven Na*/K*-ATPase in den Membran-Fraktionen detektiert. Die mit Hilfe
des Maus-monoklonalen IgG Anti-Na*/K*-ATPase-Antikdrpers a-1 auf der Western-Blot-
Membran detektierten Proteine verschiedener subzellularer Fraktionen wurden als Mar-
ker flr den Reinheitsgehalt der subzellularen Fraktion verwendet. In den isolierten Kanin-
chen-Kardiomyozyten und dem humanen Ventrikelgewebe wurde ein 96 kDa grolies
Protein detektiert (Abb. 9). Dieses Proteinsignal wurde ausschlie8lich in den Plasma-
membran-Fraktionen detektiert. Die GroRe des Proteinsignals korrelierte mit dem Oua-
bain-sensitiven-Na*/K*-ATPase-Protein in der Literatur. Das Vorhandensein von AQP1
oder AQP4 auf der Plasmamembran konnte nach der methodischen Lokalisation der
Plasmamembran mit geeigneten Antikorpern gegen AQP1 und AQP4 untersucht

werden.
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Abb. 9: Nachweis der OQuabain-sensitiven Na'/K*-ATPase

Western-Blot auf PVDF-Membran von verschiedenen Proben.
Deutliches Signal des monoklonalen Antikérpers bei 96 kDa als
Charakteristikum einer Plasmamembran-Fraktion.

IK: ischdmische Plasmamembran des Kaninchenmyokards
NK: normoxische Plasmamembran des Kaninchenmyokards
HV: humanes Ventrikelgewebe

3.4 Expression von AQP1 und pharmakologische Induktion

Die in der Literatur fur unterschiedliche Spezies und Gewebetypen angegebenen Mole-
kulargewichte von AQP1 wurden zum Vergleich herangezogen (Agre et al., 1993;
Nielsen et al.,, 1993; King et al., 1996; Nielsen et al., 1997a; Burghardt et al., 2003;
Birkenkamp-Demtroder et al., 2003). Der Anti-AQP1-Antikorper L-19 (sc-878; Santa Cruz
Biolabs, Heidelberg) erwies sich fur die weiteren Aufschlisse fur die Detektion des
AQP1-Proteins am besten geeignet.

In der Rohmembran-Fraktion der isolierten adulten Kaninchen-Kardiomyozyten und in
den mikrosomalen Membran-Fraktionen wurden deutliche Signale bei 23 kDa detektiert
(Abb. 10). Damit lag das AQP1-Protein nahe dem in der Literatur beschriebenen Mole-
kulargewicht fur AQP1 in anderen Gewebetypen und Spezies (Zeidel et al., 1992,
Nielsen et al., 1993; Hasegawa et al., 1994a; Burghardt et al., 2003). Bei der Quantifizie-
rung der AQP1-Expression an isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten wurden fir alle Ver-
suchsgruppen (nach Protokoll; s. 2.11.6) keine AQP1-Signale in den Plasmamembran-
Fraktionen detektiert.

Die AQP1-Protein-Expression in der mikrosomalen Membran war bei den adulten Kanin-
chen-Kardiomyozyten nach pharmakologisch induzierter Ischamie gegenuber der Kon-

troligruppe erhoht (Abb. 11). Bei Aktivierung der mitochondrialen-Katp-abhangigen-
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K*-Kanale mit Diazoxid blieb wahrend der induzierten Ischamie die AQP1-Expression
gegeniiber der Kontrollgruppe unverdndert. Wurde die Offnung der mitochondrialen-
Katp-abhéangigen-K*-Kanale antagonisiert (5-HD), war die AQP1-Expression nur leicht
erhoht (Abb. 11). Die spate Aktivierung der mitochondrialen-Karp-abhangigen-K*-Kanale
nach metabolischer Inhibierung der Kardiomyozyten fuhrte zu einer tendenziellen Erhé-
hung der AQP1-Expression. Daraus lasst sich schlieBen, dass Diazoxid Uber ein ent-
sprechendes Zeitfenster verfligen muss, um die mitochondrialen-Karp-abhangigen-K*-

Kanale wahrend einer Inhibierung zu aktivieren.

Abb. 10: Expressions von AQP1 in der mikrosomalen Membran; Beispielblot

Western-Blot; PVDF-Membran Low Molecular Marker, Bio-Rad

K: Kontrolle

M: pharmakologische Ischamie

MDZ: Diazoxid und pharmakologische Ischamie

MDZs: pharmakologische Ischamie und Diazoxid nach 25 min

MDZ5: pharmakologische Ischamie; Diazoxid und Antagonist des Kanal6ffners
Nomenklatur gilt fiir alle weiteren Proteinaufschliisse der pharmakologischen Induktion
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Das spezifische AQP1-Protein-Signal wurde an Kardiomyozyten bestatigt, welche nur
vom rechten oder nur vom linken Venrtikel stammten. Somit lieRen sich die in der mikro-
das AQP1-Protein
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Abb. 11: Mikrosomale-Membran-Fraktionen auf AQP1

Die OD (optical density) war wahrend der metabolischen Inhibierung (M, induzierte

Ischamie) bei der mikrosomalen AQP1-Fraktion signifikant erhoht. In der spéaten
Aktivierungsphase der mitochondrialen-K-ATP-Kanale durch Diazoxid (MDZs) war
die AQP1-Expression tendenziell erhdht

somalen-Membran-Fraktion ermittelten Expressionssignale fur

(Abb. 12) differenzierter den einzelnen Ventrikeln zuordnen (n = 12).
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Abb. 12: Ventrikelaufschlisse im Hinblick auf die AQP1-Protein-Expression

K: Kontrolle
M: pharmakologische Ischamie
MDZ: Diazoxid und pharmakologische Ischamie

MDZs: pharmakologische Ischdmie und Diazoxid nach 25 min

MDZ5: pharmakologische Ischamie; Diazoxid
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Die Differenzierung zeigt, dass die in Abb. 12 (links) gezeigten Ergebnisse ganz uber-
wiegend durch den linksventrikularen Zell-Aufschluss zustande kamen, denn der rechts-
ventrikulare Zell-Aufschluss zeigte eine gleich bleibende Expression des AQP1-Proteins
in allen Versuchsgruppen (Abb. 12, rechts). Die AQP1-Expression im linken Ventrikel der
mikrosomalen Kaninchen-Kardiomyozyten war nach induzierter pharmakologischer
Ischamie signifikant erhéht. Ebenso ergab sich eine tendenzielle Erhohung der AQP1-
Protein-Expression in der spaten mitochondrialen-Katp-abhangigen-Kaliumkanale-Akti-

vierung im linken Ventrikel.

Bisher wurde fur einige Spezies die Lokalisation des AQP1-Proteins innerhalb der
Plasmamembran beschrieben (Preston and Agre, 1991; Zeidel et al., 1992; Jung et al.,
1994Db; Lee et al., 1997; Burghardt et al., 2003). Bei den von uns untersuchten Kanin-
chen-Kardiomyozyten konnte AQP1 nur intrazellular in den mikrosomalen Membranen

detektiert werden.

Expression von AQP1 in humanem Gewebe. Dieses Modell zeigt den in vivo Status
der AQP1-Expression in einem nicht extern stimulierten und induzierten Ventrikel. Die
humanen Herzventrikel-Gewebeproben (n = 16) stammten von DCM-Patienten, Patien-
ten mit cerebralen Traumen oder nach plétzlichem Herztod (Unit of Pharmacology and
Therapeutics, University of Louvain Medical School, Brussels). Es wurden AQP1-Pro-
teine (28 kDa) in den Plasmamembran-Fraktionen der subzellularen Fraktionierung des
humanen Herzgewebes detektiert (Abb. 13). Innerhalb der humanen mikrosomalen-Frak-
tion lag das AQP1-Protein nicht vor. Damit differierte der Lokalisationsort fur das AQP1-

Protein zwischen Kaninchen und Mensch.
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Abb. 13: Humane subzellulare Fraktionierung

Reprasentative Gewebeproben zur plasmamembrandren AQP1-Protein Detektion
Western-Blot auf PVDF-Membran Broad Molecular Marker Bio-Rad

Apikale und linksventrikulare juvenile und adulte humane Ventrikelaufschlisse mit
Anti-AQP1-AK und Detektionssignale bei 28 kDa.

P: Patient; a: adult; j: juvenil; Nr. 1 — 4 unterschiedliche Patienten

3.5 Expression von AQP4 und pharmakologische Induktion

Die Daten aus den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen halfen bei der Auswahl der
geeigneten Anti-AQP4-Aks (Shi et al., 1995; Terris et al., 1995; Frigeri et al., 1995b; Lu
et al., 1996; Misaka et al., 1996; Yang et al., 1997; Nagelhus et al., 1998; Amiry-Moghad-
dam et al., 2003; Birkenkamp-Demtroder et al., 2003). Der Anti-AQP4-Antikorper C-19
(sc-9888; Santa Cruz Biolabs, Heidelberg) erwies sich fur die Detektion des AQP4-

Proteins am besten geeignet.

AQP4-Expression an Kaninchen-Kardiomyozyten. In den Plasmamembran-Fraktio-
nen wurden keine AQP4-Signale detektiert. Im Gegensatz dazu wurden in der mikro-
somalen Membran-Fraktion deutliche Signale bei 43 kDa mittels Anti-AQP4-Antikorper
detektiert (Abb. 14). Damit lag das AQP4-Protein nahe an den in der Literatur beschrie-
benen Molekulargewichten fur AQP4 in anderen Gewebetypen und Spezies (Shi et al.,
1995; Frigeri et al., 1995b; Lu et al., 1996; Amiry-Moghaddam et al., 2003).

51



Ergebnisse

Marker T M MDZ.YMDZS MDZ5 Marker '
' v & ' --- 66kDa

Abb. 14: Anti-AQP4 Expressions-Signale bei Kaninchen-Kardiomyozyten

Auswahl eines Blots fir die Detektionssignale auf anti-AQP4-AK mikrosomalen
Fraktion bei 43 kDa. Western-Blot auf PVDF-Membran Low Molecular Marker,
Bio-Rad

K: Kontrolle; M: pharmakologische Ischamie

MDZ: Diazoxid und pharmakologische Ischamie

MDZs: pharmakologische Ischdmie und Diazoxid nach 25 min

MDZ5: pharmakologische Ischamie; Diazoxid

Die Expression des AQP4-Proteins in der mikrosomalen Membran war nach allen Ver-
suchsgruppen-Interventionen gegentber Kontrolle nicht erhéht (n = 12). Auch die Akti-
vierung der mitochondrialen-Katp-abhangigen-K*-Kanale fiihrte wahrend einer Inhibie-
rung zu keiner gegenuber Kontrolle veranderten AQP4-Expression. In Anwesenheit des
Antagonisten 5-HD war die AQP4-Expression gegenuber Kontrolle nicht verandert. Die
metabolischen Veranderungen durch pharmakologische Induktion fihrten in den mikro-
somalen Membranen isolierter Kaninchen-Kardiomyozyten zu keiner Veranderung der
AQP4-Expression (Abb. 15).

Weitere Aufschlisse zur Ermittlung des AQP4-Protein-Expressionsortes erfolgten nach
Quantifizierung der aufgereinigten, getrennt detektierten Ventrikelaufschlisse. Das
AQP4-Protein-Signal wurde zusatzlich ausschliellich fur mikrosomale-Fraktionen links-
und rechtsventrikularer Kardiomyozyten bestimmt.

Es ergaben sich fur die beiden Ventrikel keine signifikanten Unterschiede und damit

auch keine Unterschiede gegentber der Rohmembran-Fraktion (Abb. 16).

Erstmalig wurde das AQP4-Protein fur das Kaninchen-Myokard beschrieben. Neben den
fur AQP4 typischen 43 kDa-Banden wurden mehrfach Signale von weiteren positiven
Banden unterschiedlichen Molekulargewichtes detektiert, was auf unterschiedliche
AQP4-Isoformen schlielRen lasst (Ma et al., 1998; Yang et al., 1995).
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Abb. 15: Rohmembran-Fraktionen auf Anti-AQP4

Bei allen Versuchsgruppen ergaben sich nach pharmakologischer Induktion
im Vergleich zur Kontrollgruppe keine wesentlichen Anderungen

K: Kontrolle; M: pharmakologische Ischamie

MDZ: Diazoxid und pharmakologische Ischamie

MDZs: pharmakologische Ischamie und Diazoxid nach 25 min

MDZ5: pharmakologische Ischamie; Diazoxid
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Abb. 16: Ventrikelaufschllsse in Hinblick auf die AQP4-Protein-Expression

K: Kontrolle; M: pharmakologische Ischamie

MDZ: Diazoxid und pharmakologische Ischamie

MDZs: pharmakologische Ischamie und Diazoxid nach 25 min
MDZ5: pharmakologische Ischamie; Diazoxid

AQP4-Expression in humanem Gewebe. Dieses Modell zeigt den in vivo Status der
AQP4-Expression in einem nicht extern stimulierten und induzierten Ventrikel. Die

humanen Herzventrikel-Gewebeproben (n = 16) stammten von DCM-Patienten, Patien-
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ten mit cerebralen Traumen oder nach plétzlichem Herztod (Unit of Pharmacology and
Therapeutics, University of Louvain Medical School, Brussels, und Herz- und Diabetes-
zentrum NRW, Bad Oyenhausen). Es wurden AQP4-Proteine (43 kDa) in den mikro-
somalen-Fraktionen der subzellularen Fraktionierung des humanen Herzgewebes jedoch
nicht innerhalb der Plasmamembran-Fraktion detektiert (Abb. 17). Damit war der Lokali-
sationsort der membranstandigen Wasserkanalproteine AQP1 und AQP4 bei Kaninchen
und Menschen unterschiedlich.

--- 66 kDa

--- 30 kDa

Abb. 17: Humane subzellulare Fraktionierung auf anti-AQP4-AK

Western-Blot auf PVDF-Membran Low Molecular Marker Bio-Rad

Apikaler und linksventrikularer Ventrikelaufschluss der mikrosomalen-Membran
auf Anti-AQP4 von juvenilen und adulten Patienten bei 43 kDa.

P: Patient; a: adult; j: juvenil; Nr. 1 - 3 unterschiedliche Patienten

Weitere Banden nach AQP4-AK-Immunprézipitation im humanen Gewebe
verschiedener AQP4-Isoformen sichtbar.

Auch im humanen Gewebe wurde neben der 43 kDa-Bande ein weiteres auf anti-AQP4-
AK positives Bandensignal mit einem anderen Molekulargewicht ermittelt. In der Literatur
sind bereits mehrere AQP4-Isoformen sowohl in humanen als auch fliir andere Spezies
(auRer Kaninchen-Myokard) dokumentiert (Ma et al., 1998; Umenishi and Verkman,
1998; Neely et al.,, 1999; Sobue et al., 1999; Furman et al., 2003; Silberstein et al.,
2004).

3.6 Effekte der Proteinkinase-C (PKC) auf die kardiale AQP-Expression

3.6.1 Effekte der PKC auf die AQP1-Expression

Die AQP1-Expression in isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten war nach allen Proto-
kollen gegenuber Kontrolle signifikant vermindert (Abb. 18). Zur genaueren Differen-

zierung schwacher Expressionssignale wurden Kardiomyozyten von beiden Ventrikeln
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einzeln aufgeschlossen (Abb. 19). Die Aktivierung der PKC durch den Phorbolester ver-
minderte die AQP1-Expression. Es kam jedoch nicht zu einer Translokation von AQP1-

Wasserkanalen.

Abb. 18: Charakterisierung der AQP1-Expression in Kaninchen-Kardiomyozyten

Western-Blot auf PVDF-Membran Broad Molecular Marker, Bio-Rad
M: Marker; K: Kontrolle; Akt: Phorbolester PMA; Inh: Antagonist zum Phorbolester;
DZ-Inh: Vortriggerung mit Diazoxid vor PKC-Aktivierung

N
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o

N
o
o

prozentuale Verteilung
prozentuale Verteilung
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o
!
]
o
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LEEY]

DZ-Inh

Protokollgruppen LV Protokollgruppen RV

Abb. 19: AQP1-Protein-Expression nach PKC—Protokoll Aufschluss

Alle Protokollgruppen der ventrikularen Aufschliisse fanden unter gleichen Inkubations-
bedingungen statt. Pro Zell-Gruppen-Aliquot wurden 3 x 10° Zellen verwendet. Alle Gruppen
zeigten eine signifikante Erniedrigung der AQP1-Expression gegentber der Kontrollgruppe.
K: Kontrolle; Akt: Phorbolester; Inh: Antagonist zum Phorbolester; DZ-Inh: Vortriggerung mit
Diazoxid vor PKC-Aktivierung

3.6.2 Effekte der PKC auf die AQP4-Expression

Die AQP4-Expression isolierter Kaninchen-Kardiomyozyten war wahrend der Aktivierung

der PKC mit PMA gegenuber den anderen Versuchsgruppen erhoht (Abb. 20). Zur
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genaueren Differenzierung schwacher Expressionssignale wurden wiederum Kardio-
myozyten von beiden Ventrikeln einzeln aufgeschlossen. Die Aktivierung der PKC durch
PMA verursachte eine signifikante Erhohung der AQP4-Protein-Expression in beiden
Ventrikeln (Abb. 21).

=
66 kDa --- Marker

Abb. 20: Charakterisierung der AQP4-Expression

Western-Blot auf PVDF-Membran Broad Molecular Marker, Bio-Rad
K: Kontrolle; Akt: Phorbolester; Inh: Phorbolester Antagonist; DZ-Inh: Vortriggerung mit
Diazoxid vor PKC-Aktivierung. Die AQP4-AK-Immunpréazipitation zeigte drei Banden mit

unterschiedlichen Molekilmassen verschiedener AQP4-Isoformen.
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Abb. 21: AQP4-Protein-Expression nach PKC-Protokoll Aufschluss

Alle Protokolle liefen unter gleichen Inkubationsbedingungen. Pro Aliquot wurden 3 x 10° Zellen
verwendet. Nach Aktivierung der Kardiomyozyten mit dem Phorbolester PMA war in beiden
Ventrikeln die AQP4-Protein Expression signifikant erhoht.

3.7 Reinheitsanalyse der Gesamt-RNS

Die posttranskriptionelle Reinheit der RNS ist abhangig von der Kontamination (Urlaub et
al., 1989), der Stabilitat (Baki and Alexis, 1994; Ross, 1995) und dem Degradierungs-
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grad (Bernstein and Ross, 1989). Die RNS-Praparation lieferte im Mittel 0,5 ug — 2 ug
(Abb. 22). Gehalt und Reinheit der RNS-Proben nach Gewinnung mit TRIzol® unter-
schieden sich von der Reinheit der mit dem Qiagen RNeasy-Kit aufgereinigten Myokard-
proben. Der Gehalt war beim Qiagen RNeasy-Kit im Mittel um 60 % geringer, weshalb

alle weiteren RNS-Proben-Aufschliisse lediglich mit TRIzol® durchgefiihrt wurden.

SMESS|IrRNS

Abb. 22: RNS Reinheitskontrolle nach gelelektrophoretischer Auftrennung

2 %iges Formalin-Agarosegel, bei 40 mA. Die hochreine RNS ist frei von DNS-Konta
minationen und Abbauprozessen. Die flr Eukaryonten typischen RNS-Banden fur
die 28- und 18s rRNS sind deutlich erkennbar. Probe 1 — 4: verschiedene Kaninchen-

Myokardproben; Proben 5 — 8: verschiedene humane Myokardproben

3.8 Primer-gerichtete-Fragmentierung der cDNS

Die verwendeten Primer (Tab. 3) kodierten alle ausschlieBlich fur AQP4-Isoformen (aus-
genommen [R-Aktin und GAPDH) bei verschiedenen Spezies und Gewebetypen.

Nicht alle Daten zur spezifischen Primer-Amplifikation an der cDNS (2.13.8) konnten der
Literatur entnommen werden. Die Annealing-Temperaturen (Ty) waren z.T. nicht in der
Literatur angegeben und mussten entweder berechnet und experimentell bestimmt wer-
den. Die optimale Zyklenzahl und die Annealing-Temperatur fur alle spezifischen Primer-
Paare wurden flr das Kaninchenmyokard optimiert. Die Wahl der Primer lie} eine
Unterscheidung der AQP4-Isoformen zu. Die Primer waren Exon-Uberspannend. lhre
Sequenzen sind in Tabelle 3 in 5°-3 -Orientierung dargestellt. Die zur PCR bendtigten
Primer wurden von der Firma EUROGENTEC (Mainz) bezogen.
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Tab. 3: PCR- Primer

5’- AGA GAT GGC CAC GGC TGC TT - 3" sense

5- ATT TGC GGT GGA CGA TGG AG - 3’ antisense

Primer: human R3-Aktin Twm 62°C (Gassen H.G. and Schrimpf G., 1999)
Laufende Nr. Temperatur Zeit Schleife zu| Zyklen Dauer
Start 1 94 10 min - - 25h
Denaturierung 2 94 1 min - - -
Annealing 3 62 1 min - - -
Elongation 4 72 1 min 2 33 -
Abbruch 5 72 10 min - - -
Pause 6 4 - - - -
5- TGA AGG TCG GAG TGA ACG GA -3'sense
5°- GAT GAC CTT GGC CAG GGG GG - 3’antisense
Primer: rabbit GAPDH Twm 65°C (Nakahama et al., 2002)
Laufende Nr. Temperatur Zeit Schleife zu| Zyklen Dauer
Start 1 94 5 min 1,5h
Denaturierung 2 94 30s -
Annealing 3 65 30s -
Elongation 4 72 1 min 2 25 -
Abbruch 5 72 10 min -
Pause 6 4 - -
5-TTT CCT TTC TAG GGA CAG TTT GGA — 3" sense
5'- GAT GTT CTC TCT GGT ACA CAA AGG -3 antisense
Primer: hB1/C1 Twm 60°C (Umenishi and Verkman, 1998)
Laufende Nr. Temperatur Zeit Schleife zu| Zyklen Dauer
Start 1 94 5 min - - 2h
Denaturierung 2 94 30s - - -
Annealing 3 60 30s - - -
Elongation 4 72 1,5 min 2 33 -
Abbruch 5 72 10 min - - -
Pause 6 4 - - - -
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5- GAA GAT CTATGG TGG CTT TCA AAG GGG T- 3" sense
5-CCATGG TGA CTC CCA GGC CTC CCA - 3’ antisense

Primer: hMIWC Tm 68°C (Yang et al., 1995)
Laufende Nr. Temperatur Zeit Schleife zu| Zyklen Dauer
Start 1 94 5 min - - 2h
Denaturierung 2 94 30s - - -
Annealing 3 68 30s - - -
Elongation 4 72 1,5 min 2 33 -
Abbruch 5 72 10 min - - -
Pause 6 4 - - - -
5'- CCC CTA ACA CTC CAA AAA CCC AAT-3" sense
5'- GAT GTT CTC TCT GGT ACA CAA AGG- 3" antisense
Primer: h A1/C1 Tm 62°C (Umenishi and Verkman, 1998)
Laufende Nr. Temperatur Zeit Schleife zu| Zyklen Dauer
Start 1 94 5 min - - 2h
Denaturierung 2 94 30s - - -
Annealing 3 62 30s - - -
Elongation 4 72 1,5 min 2 33 -
Abbruch 5 72 10 min - - -
Pause 6 4 - - - -
5'- CCC-CTA-ACA-CTC-CAA-AAA-CCC-AAT-3" sense
5'- TCA TGC CTT CCC CAG CCA GA-3" antisense
Primer: h A1/A2 Twm 65°C (Umenishi and Verkman, 1998)
Laufende Nr. Temperatur Zeit Schleife zu| Zyklen Dauer
Start 1 94 5 min - - 2h
Denaturierung 2 94 30s - - -
Annealing 3 65 30s - - -
Elongation 4 72 1,5 min 2 33 -
Abbruch 5 72 10 min - - -
Pause 6 4 - - - -
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3.9 FragmentgroRen

Mit den in Tabelle 3 aufgelisteten humanen- und Maus-Primern wurde untersucht, ob
das Kaninchen-Myokard unter physiologischen Bedingungen AQP4-Isoformen expri-
miert. Grundlage waren die verschiedenen fur AQP4 in unterschiedlichen Spezies und
Gewebetypen flr Exon-Promoter-Regionen kodierenden Primer. Die ausgewahlten
Primer lagen alle innerhalb der jeweiligen zu untersuchenden Sequenz fur AQP4.

Die PCR erfolgte mit Primern, die spezifisch fur cONSs-ausgewahlte Marker-Gene sind.
Solange die Zyklenzahl der PCR-Reaktion nicht im Sattigungsbereich lag, war die Ban-
denstarke des PCR-Produkts direkt proportional zu dem Anteil der entsprechenden
MRNS an der Gesamt-RNS. Um zu gewahrleisten, dass in allen Ansatzen gleich viel
RNS eingesetzt wurde, wurde ein ubiquitar exprimiertes Gen amplifiziert. Unter dieser
Bedingung mussten bei allen Ansatzen Banden gleicher Starke resultieren. Fir Kanin-
chen wurde GAPDH (Abb. 23 oben) und fir humanes Gewebe R-Aktin (Abb. 23 unten)
als ,housekeeping“-Gen verwendet.

GAPDH Kaninchen Proben bei 481 bp 65 °C und 25 Zyklen (s. Tabelle 3)

3-Aktin humaner Proben bei 353 bp Ty 62 °C und 33 Zyklen (s. Tabelle 3)

Abb. 23: Housekeeping-Gene bei Kaninchen- (GAPDH) und humanem (g-Aktin) Myokard
2 %iges Agarosegel 50 V; M: Marker Roche Fermentas SM 383

Reprasentative Proben fir alle weiteren Agarose-Gele als Kontrollgel.

Nachdem zur reproduzierbaren Ausbildung eines Fragmentes alle PCR-Bedingungen

etabliert waren, wurden die amplifizierten FragmentgroRen mit Angaben aus der Literatur
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verglichen. Damit ergaben sich erstmals Fragmentgrof3en fur AQP4-Isoformen fur Kar-
diomyozyten von Kaninchen (Abb. 24, 25 und 26).

Um sicher zu stellen, dass in allen Proben-Ansatzen cDNS synthetisiert wurde, wurden
die beiden ubiquitar exprimierten Gene GAPDH und R-Aktin (Abb. 23) amplifiziert. Die
Gele in Abb. 23 dienten als Kontrolle fur alle weiteren Primer. Die ermittelten Fragment-
grélRen sind mit den Daten in der Literatur identisch

Die Primer-Amplifizierung fur die jeweilige AQP4-Isoform zeigten - nach Etablierung von
Standardbedingungen fur die PCR - unterschiedliche Isoformen. Im weiteren Verlauf
werden die einzelnen PCR-Fragmente, welche fur die AQP4-Isoformen codieren, flr das
Kaninchen dargestellt (Abb. 24 Gel re.; 25 Gelli.; 26 Gel li. und re.) Die verwendeten
Primer (Tab. 3) wurden fur humanes, nicht kardiales Gewebe bereits publiziert. Daher

wurden insbesondere Primer-Amplifikationen fur Kaninchen untersucht.

M Human adultes und juveniles Myokard M M KN KN Kl Ki M

Abb. 24: Auswahl einiger PCR-Proben zur hMIWC-Fragment-Detektion
(Gel links): Einige adulte und juvenile humane Myokardproben mit h(MIWC-Primern nach Tab. 3.
(Gel rechts): Normoxisches (KN) & ischamisches (K1) Kaninchen. Myokard mit hMIWC-Primern.

Die KN- und KI-Proben zeigten eine homologe Bandenstarke; 2 %iges Agarosegel;
M: Marker Roche VllI-ladder.
Ermittlung der hMIWC-Isoform fir humane und Kaninchen-Kardiomyozyten durch Primer.
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MH H H KNKN KI KI KI M M Juveniles humanes Myokard M

Abb. 25: Auswahl einiger PCR-Proben zur B1/C1l-Fragment-Detektion

(Gel links): Adulte humane Myokardproben (H) und Kaninchen normoxisch (KN) sowie
Kaninchen ischamisch (K1) mit B1/C1-Primern (nach Tab. 3).

(Gel rechts): juvenile humane Myokardproben mit B1/C1-Primern (nach Tab. 3);

2 %iges Agarosegel; M: Marker Roche VIllI-ladder.

Die B1/C1-Isoform wurde fir humane und Kaninchen-Kardiomyozyten durch Primer ermittelt.

M A1/A2-Primer Fragmente bei Kaninchen M M A1/C1-Fragmente human & bei Kaninchen

-

Abb. 26: Reprasentative PCR-Proben zur A1/A2- und A1/C1-Fragment-Detektion

(Gel links): Kaninchen Myokardproben normoxisch (Spur 1 - 2) und Kaninchen ischamisch
(Spur 3 - 5) mit A1/A2-Primern (nach Tab. 3).

Die A1/B1-Isoform konnte im Kaninchen durch Primer ermittelt werden.

(Gel rechts): Juvenile humane Myokardproben auf A1/C1-Primer-Fragment Spur 1 - 5 und
normoxisches Kaninchen Myokard Spur 6 - 10

Deutlich sind bei der humanen A1/C1-Amplifikation Mehrfach-Amplifikationen sichtbar.

Die Isoform A1/C1 wurde beim Kaninchen nicht detektiert.

4 %iges Agarosegel; M: Marker Track-It Invitrogen 10 bp-ladder
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Tab. 4: Dokumentierte und ermittelte Fragment-Gré3en

Primer FragmentgréRen fir humanes Ermittelte FragmentgrofRen
Myokard aus der Literatur Kaninchen-Myokard
hMIWC 320 bp 390 bp
B1/C1 289 bp 290 bp
A1/CA1 173 bp 134 bp & 164 bp
A1/ A2 111 bp 110 bp
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

ninchen ' Human

GAPDH rB1C1 rA1A2 rAlC1 rB1C1 h B-Aktin hB1C1 hA1A2 hA1Cl1 M

Abb. 27: Ubersicht amplifizierter humaner und Kaninchen-PCR-Fragmente

Das Kurzel (r) steht fur rabbit (Kaninchen); (h) steht fir human.

M: Marker Roche VIII 2 ug 8r Normoxisch B1/C1 4 ug
1: Kontroll GAPDH Kanin. 2 pg 9r Ischamisch B1/C1 2 pg
2r Normoxisch hB1/C1 2 ug 10 h (00.150) h 3-Aktin 2 ug
3r Ischédmisch hB1/C1 4 pg 11 h (00.278) B1/C1 2 ug

4 r Normoxisch A1/A2 2 ug 12h (y114) A1/A2 2 ug

5r Ischamisch A1/A2 2 ug 13h (H.K.LV) A1/C1 2 pg

6 r Normoxisch A1/C1 2 ug M: Marker Roche VIII 2 ug

7 r Ischdmisch A1/C1 2 ug

Die Amplifikationen der ischamischen Proben waren im Hinblick auf die AQP4-Iso-
formen — entsprechend den vorangegangenen Versuchsreihen (Abb. 13 und 14) — den
normoxischen Amplifikationen ahnlich. Zwischen den humanen und den Kaninchen-
Proben bestanden im Verhaltnis zur Auftragung deutliche Unterschiede innerhalb der
Expressionsstarke. Solche Unterschiede wurden bereits innerhalb einer Spezies an
unterschiedlichen Organen beschrieben (Umenishi 1998; Abb. 28).
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exon 051
B (2%

289 bp—

—111 bp

primers A1/CH AT/IAZ B1/sC1

Abb. 28: Isoformen-Amplifikationen (Umenishi 1998) in humanem Gewebe

Einzelne Primer-Spleil3varianten an isoliertem humanen Hirn (B) und Nieren (K). Im Gehirn sind
die SpleiRvarianten aller drei AQP4-Isoformen deutlich starker exprimiert.

hB1/C1 fur kurzes mRNS Transkript nach Umenishi Genomics 1998 auf Exon1, Resultat 289 bp

SeNnse (+60 bis +83 des Exon1)

antisense (+328 bis +325 des Exon4)

hA1l/ A2 fur langes mMRNS Transkript nach Umenishi Genomics 1998 auf Exon0, Resultat 111bp

SENSEe (+49 bis +72 des Exon0)

antisense (+159 bis +140 des Exon0)

hA1/C1 fur langes mMRNS Transkript nach Umenishi Genomics 1998 auf Exon0-4, Resultat 173bp

SEeNSe (+49 bis +72 des Exon0)

antisense (+328 bis +325 des Exond)

Beim Kaninchen-Myokard existieren bezlglich der Amplifikationsstarke der Isoformen,
Unterschiede zwischen den normoxischen Myokard-Proben und denen nach pharma-
kologischer Ischamie (Abb. 27). Nach der Spezies-bedingten Amplifikation der einzelnen
Isoformen ergaben sich unterschiedliche Expressionen der Primer-detektierten AQP4-
Isoformen zwischen humanem und Kaninchen-Myokard. Wahrend beim humanen Myo-
kard, die fur das Exon0/1 codierenden A1/C1-Primer im Gehirn sehr stark exprimiert sind
(Abb. 28), war beim Kaninchen die den Primern zugeordnete AQP4-Isoform A1/C1 nur
schwach exprimiert (Abb. 27).
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Des Weiteren waren beim Kaninchen die fir das humane Exon1 codierenden B1/C1-
Primer (Abb. 27) deutlich starker exprimiert als beim Menschen im Gehirn und in der
Niere (Abb. 28). Die fur das humane ExonO codierenden A1/A2-Primer wurden im Kanin-
chen-Myokard etwas starker exprimiert als bei humanem Myokard (Abb. 27).

Am Kaninchen-Myokard wurden die Existenz von drei Isoformen des AQP4-Proteins
ermittelt, welche als Spleivarianten des AQP4-Molekuls gelten (Yang et al., 1995;
Umenishi and Verkman, 1998). Durch die differenzierte Expressions-Regulation der
MRNS-AQP4-Splei3varianten im Kaninchen-Myokard ist der Aufbau der AQP4-Proteine
in einem komplexeren Muster zu betrachten. Die SpleiRvarianten der AQP4-Isoformen

sind in Abhangigkeit vom Gewebetyp unterschiedlich stark exprimiert.

3.10 Klonierung der AQP4-Fragmente

Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgte in einem pcR® 2.1-Vektor (Invitrogen, Eggen-
stein). Von den insgesamt 274 potenziellen positiven Kolonien wurden 22 Klone nach
Restriktion mit dem Restriktionsenzym Eco R1 (Roche, Mannheim) nach Hersteller-

angaben identifiziert und sequenziert (Abb. 29).

Abb. 29: Restriktionsanalyse identifizierter Klone

Die Plasmid-DNS wurde einem Eco R1-Verdau unterzogen und auf einem

1 %igen Agarosegel analysiert. Nicht in allen Spuren ist das durch die Klonierung
entstandene Fragment zu sehen (Slot 3 /10 /17/25 & 26). Nur die positiven Klone
wurden zur Sequenzanalyse weiterverwendet.

3.11 Sequenzanalyse

Fur alle dargestellten Sequenzanalysen wurde die Datenbank ,All GenBank +EMBL
+DDBJ +PDB Sequenzen® (ohne EST, STS, GSS, umweltbedingte Proben oder gegen-
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wartige 0,1- oder 2-HTGS-Sequenzen) verwendet. Fur alle Online-Referenzen wurden
die fur die Spezies angegebenen identischen Sequenz-ldentifikationen (S&S-Ident.)
bewusst in den fur die Auswertung bendtigten Original-Kurzeln belassen. Dies trifft auch

fur die prozentuale Sequenzhomologie bekannter Datenbanken zu.

hMIWC. Ein Probenfragment steht stellvertretend fur alle weiteren mit hMIWC-Primern
ermittelten Sequenzen. Dabei handelte es sich um ein inseriertes, mit hMIWC-Primern
amplifiziertes Fragment einer normoxischen DNS-Kaninchenprobe. Das detektierte und
sequenzierte Transkript umspannt 513 bp und wurde mit einem T7-Primer sequenziert.
Nach Ermittlung der Schnittstellen ergab die Sequenzanalyse eine fur die Primer-

gerichtete Identifizierung der Sequenz von Base 65 bis 375 (310 bp) des Transkripts.

Innerhalb der Sequenz ergaben sich vier fir Methionin codierende Kodons, eine TATA
Box aber keine Kozak-Sequenz. Es wurde keine fur Wasserkanale spezifisch codierende
NPA-Sequenz (-AACCCCGCC-) detektiert.

Basensequenz des hMIWC-Fragments

TAATTTTCCGTGAAACTGGATGATCTTTGAATATTAAATGAAAGGAGACTAGAATAAC
AGTCTCTTGACTATTCATGAAGGAGCTTTAGCNGAAGCATTCTTTCTTGGTGTGCAN
ATCACSCCTGGCAGCCCCTGCCCANAGTACCCGAAGATGIGCAGGCCTTGTTCCCTT
CACCTAAATTCATAAACCTGGGTGTAGTGGCTTCTGATGCTGATTTGTTTCTCTTTTC

AGTAAGTGTGGACCTTTGTGTACCAGAGAGAACATCAAGCCGAATTCCNNCNCACT
GGCGGCCGTTACTA

FUr den Kaninchen-Transformanden, der auf das Fragment hMIWC mit definiertem
Primer gerichtet war, galt: FUr den Quecksilber-insensitiven-Wasserkanal (MIWC/AQP4)
von Kaninchen bestand eine 98 - 100 %ige Sequenz-Homologie zum humanen AQP4-
Gen. Innerhalb der Sequenz befand sich neben mehreren Methionin-Startsequenzen
auch eine TATA-Box. Des Weiteren wurden Promoter-Startsequenzen detektiert. Eine
deutlich amplifizierte Sequenzhomologie des Kaninchens-Myokards bezog sich auf den
Lokalisationsort des AQP4-Gens. Es bestand eine 98 %ige Homologie zum humanen
Chromosom 18.
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Online-Referenzen und S&S-Ildent.

qi|18875246|gb|AC018371.10] Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-55204,
complete sequence Length = 170123 Score = 533 bits (268), Expect = e-148
Identities = 275/279 (98 %) Strand = Plus / Plus

qi|7528027|gb|AC010854.3]AC010854 Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-
349N23, complete sequence Length = 169682 Score = 533 bits (268), Expect = e-148
Identities = 275/279 (98 %) Strand = Plus / Minus

gi[10503924|gb|U63613.1|U63611S3 Homo sapiens aquaporin-4 (AQP4) gene, exons0;
and 1 and partial cds Length = 661

qi[1072052|gblU34845.1|HSU34845 Human mercurial-insensitive water channel mRNA,
form 1, complete cds Length = 1665

gi[1373045|gb|U34844.1|HSU34844 Human mercurial-insensitive water-channel gene, 5'
region and partial exon1, Length = 870 Score = 447 bits (225), Expect = e-123 Identities
= 270/280 (96 %), Gaps = 5/280 (1 %) Strand = Plus / Plus

qi[50659062|ref[NM_004028.3| Homo sapiens aquaporin 4 (AQP4), transcript variant b,
MRNA Length = 5136 Score = 91.9 bits (46), Expect = 7e-16 Identities = 46/46 (100 %)
Strand = Plus / Plus

gi|3329363|gb|AF026815.1|HSAQPF2 Homo sapiens aquaporin-4 (AQP4) gene, pro-
moter region and exon1, partial sequence Length = 409 Score = 91.9 bits (46), Expect =
7e-16 ldentities = 46/46 (100 %) Strand = Plus / Plus

gi[50659061|ref[NM_001650.4| Homo sapiens aquaporin 4 (AQP4), transcript variant a,
mMRNA Length = 5216 Score = 64.1 bits (32), Expect = 2e-07 Identities = 32/32 (100 %)
Strand = Plus / Plus

B1/C1l. Ein Probenfragment steht stellvertretend fur alle weiteren mit B1/C1-Primern
ermittelten Sequenzen. Dabei handelte es sich um ein inseriertes, mit B1/C1-Primern
amplifiziertes Fragment einer DNS-Probe von normoxischem Kaninchen-Myokard. Das

detektierte und sequenzierte Transkript umspannt 644 bp und wurde mit einem T7-
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Primer nach Herstellerangaben sequenziert. Nach Ermittlung der Schnittstellen ergab die
Sequenzanalyse eine fur die Primer gerichtete Identifizierung der Sequenz von Base 102
bis 418 (316bp) des Transkripts.
Innerhalb der Sequenz ergaben sich vier fur Methionin-codierende Kodons jedoch keine
TATA Box, keine Kozak-Sequenz und keine flir Wasserkanale spezifisch codierende
NPA-Sequenz (-AACCCCGCC-).

Basensequenz des B1/Cl-Fragments

ATGTTCTCTCTGGTACACAAAGGTCCACACTTACTGAAAAGAGAAACAAATCAGCAT

CAGAAGCCACTACACCCAGGTTTATGAATTTAGGTGAGGGGAACAAGGCCTGCCAT
CTCCGGGTACTGTGGGCAGGGGCTGCCAGGCGTGATTTGCACACCAAGAAAGAAT]

[GCTTCTGCTAAAGCTCCTTCATGAATAGTCAAGAGACTGTTATTCTAGTCTCCTTTCA
TTTAATATTCAAAGATCATCCAGTTTCACGGAAAATTATCCAAACTGTCCCTAGAAAG

GAAAAAGCCGAATTCCAGCACACT

FUr den Kaninchen-Transformanden, der auf das PCR-Fragment B1/C1 mit definiertem
Primer gerichtet war, galt: Fir den Quecksilber-insensitiven-Wasserkanal (MIWC/AQP4)
von Kaninchen bestand eine 99 - 100 %ige Sequenzhomologie zum humanen AQP4-
Gen. Innerhalb der Sequenz befanden sich vier Methionin-Startsequenzen. Des
Weiteren wurden fur das Kaninchen Promoter-Startsequenzen detektiert, die ebenfalls
auf das humane AQP4-Gen am ExonO und Exon1 gerichtet sind und deckungsgleich mit
der zu erwarteten Primerkonfiguration waren. Eine deutlich amplifizierte Sequenzhomo-
logie des Kaninchens bezieht sich auf den Lokalisationsort des AQP4-Gens. Es bestand

eine 99 -%ige Homologie zum humanen Chromosom 18.

Online-Referenzen und S&S-Ildent.

qi|18875246|gb|AC018371.10] Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-55204,
complete sequence Length = 170123 Score = 557 bits (281), Expect = e-156
Identities = 287/289 (99 %) Strand = Plus / Minus

qi|7528027|gb|AC010854.3]AC010854 Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-
349N23, complete sequence Length = 169682 Score = 557 bits (281), Expect = e-156
Identities = 287/289 (99 %) Strand = Plus / Plus
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qi|15887246|gb|AC008639.8] Homo sapiens chromosome 5 clone CTB-179J16,
complete sequence Length = 108337 Score = 557 bits (281), Expect = e-156
Identities = 287/289 (99 %) Strand = Plus / Plus

gi|10503924|gb|U63613.1|U63611S3 Homo sapiens aquaporin-4 (AQP4) gene, exons0;
and 1 and partial cds Length = 661 Score = 557 bits (281), Expect = e-156 Identities =
287/289 (99 %) Strand = Plus / Minus

qi|1072052|gb|U34845.1|HSU34845 Human mercurial-insensitive water channel mRNA,
form 1, complete cds Length = 1665 Score = 478 bits (241), Expect = e-132ldentities =
278/285 (97 %), Gaps = 4/285 (1 %) Strand = Plus / Minus

qi[1373045|gb|U34844.1|HSU34844 Human mercurial-insensitive water-channel gene, 5'
region and partial exon1, Length = 870 Score = 472 bits (238), Expect = e-130 Identities
= 282/290 (97 %), Gaps = 5/290 (1 %) Strand = Plus / Minus

gi|3329363|gb|AF026815.1|HSAQPF2 Homo sapiens aquaporin-4 (AQP4) gene,
promoter region and exon1, partial sequence Length = 409 Score = 109 bits (55), Expect
= 4e-21 ldentities = 55/55 (100 %) Strand = Plus / Minus

qil50659062|ref[NM_004028.3] Homo sapiens aquaporin 4 (AQP4), transcript variant
mRNA Length = 5136 Score = 93.7 bits (47), Expect = 3e-16 Identities = 47/47 (100 %)
Strand = Plus / Minus

Nach der Alignment-Analyse waren die hMIWC- und B1/C1-Primer-gerichteten Sequen-
zen in einer Lange von 268 Basenpaaren komplementar zueinander. Das ,Overlay“ bei-
der Sequenzen wurde mit dem Programm ,DNA-STAR" des Biologisch-Medizinischen-

Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf ermittelt.
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Sequenz-,Overlay

lP | 2@ y 3@ | 4P y 5@ | EP | ?P
CITCC #TTCGGCTTGHTGTTCTCTCTGGT*C*Ca&&GGTCC“C‘CTT“CTG&&&EGEGA&ACA&&TC&G
S3hMINC(1-286) €— GNNGGAATTCGGCTTGATGTTCTCTCTGGTACACARAGGTCCACACTTACTOAAAAGAGAAACARATCAG
23 B1-Cl(1-308) — ATGTTCTCTCTGOTACACAMAGOTCCACACTTACTGAAAAGAGAAACARATCAG
L 8@ L QP L l?ﬁ L l}@ L lZG | l?@ | l?ﬁ
CHTCHCA&CCCACTACHCC{HCCTTTHTC&ATTTﬁC{TCHRCCC&HC CCCCTCC{ATCTECGGGTitT
S3hMIWNC(1-288) €— CATCAGAAGCCACTACACCCAGOTTTATGAATTTAGOTGAAGOGAACAAGGCCTGQCCATCTTCOQGGTACT
23 B1-Cl(1-308) —» CATCAGAAGCCACTACACCCAGGTTTATGAATTTAGOTGAGGGGAACAAGGCCTGCCATCTCCOGOTACT
| l?@ | l?@ | l{@ | l%@ | l?@ | 2?@ | 2}@
GTOOGCAGOGGCTOCCAGGCOTOATTTGCACACCAAGALAGAATGCTTCTOCTAAAGCTCCTTCATGAA
S53hMINC(1=288) €— NTGGGCAGGGGCTOCCAGGSGTOATNTGCACACCAAGAAAGAATGCTTCNGCTARAGCTCCTTCATGAAT
23 B1-C1(1=368) —» GTOOGCAGOGGCTOCCAGGCGTGATTTGCACACCAAGAAAGAATGCTTCTOCTAAAGCTCCTTCATGAA
" 2?@ | 23@ " 2?@ n 2?@ " 2?@ n 2 @ " 2%@
HCTCHHGHGHCTGTTHTTCTHGTCTCCTTTC‘TTT ATATTCA &&G&TC‘TCC“GTTTC“CGGEE&ETTE
S3hMIWNC(1-288) €—  AOTCAAGAGACTGTTATTCTAGTCTCCTTTCATTTAATATTCAAAGATCATCCAGTTTCACGGALAATTA
23 B1-C1(1-308) —» ACTCAAGAGACTGTTATTCTAGTCTCCTTTCATTTAATATTCAAAGATCATCCAGTTTCACGGALAATTA
L 29@ L 3@@ ¥ 31@ | 3?@
TCCHHHCTGTCCCTHGH*‘GGﬁAﬁﬁAGCCG “TTCE“GC“C*CT
23 B1-C1(1-308) —» TCCARACTGTCCCTAGAAAGGAAAAAGCCGAATTCCAGCACACT

A1/ A2. Auch hier steht ein Probenfragment stellvertretend fur alle weiteren mit A1/A2-
Primer ermittelten Sequenzen. Dabei handelte es sich um ein inseriertes, mit A1/A2-Pri-
mern amplifiziertes Fragment einer DNS-Probe von normoxischem Kaninchen-Myokard.
Das detektierte und sequenzierte Transkript umspannte 513 bp und wurde mit einem T7-
Primer nach Herstellerangaben sequenziert. Nach Ermittlung der Schnittstellen ergab die

Sequenzanalyse eine fur die Primer gerichtete Identifizierung der Sequenz von Base 93

bis 253 (160 bp) des Transkripts.

Die Sequenz enthielt ein fur Methionin-codierendes Kodon, keine TATA Box, keine

Kozak-Sequenz und keine fir Wasserkanale spezifisch codierende NPA-Sequenz

(-AACCCCGCC-).

Basensequenz des A1/A2-Fragments

ATACTGAGGTCCCTGGCATCATGICCTTCCCCAGCCAGAGTGCAGCTCTCATTGCCT

GCCCTGCAGCTCCCTGTGTGCTGGGAGTCAGATTACGGCCACTTGTCTGATTGGGT

TTTTGGAGTGTTAGGGGAAGCCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTT

Far den Kaninchen-Transformanden, der auf das PCR-Fragment A1/A2 mit definiertem

Primer gerichtet war, galt: Fur den Quecksilber-insensitiven Wasserkanal (MIWC/AQP4)
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von Kaninchen bestand eine 99 %ige Sequenzhomologie zum humanen AQP4-Gen.
Innerhalb der Sequenz befand sich eine Methionin-Startsequenz. Des Weiteren wurden
fur das Kaninchen eine Promoter-Startsequenz im Exon0O detektiert, die eine Homologie
zum humanen AQP4-Gen besal. Eine deutlich amplifizierte Sequenzhomologie des
Kaninchens bezog sich auf den Lokalisationsort des AQP4-Gens. Es bestand eine
99 %ige Homologie zum humanen Chromosom 18. Des Weiteren fand sich eine
Homologie zum Maus-AQP4-Genom mit mehreren partiellen Exon-Sequenzen und eine
Homologie zur M1-AQP4-mRNS-Isoform der Maus.

Online-Referenzen und S&S-Ildent.

qi|18875246|gb|AC018371.10] Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-55204,
complete sequence Length = 170123 Score = 212 bits (107), Expect = 2e-52 |dentities =
110/111 (99 %) Strand = Plus / Minus

qi|7528027|gb|AC010854.3]AC010854 Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-
349N23, complete sequence Length = 169682 Score = 212 bits (107), Expect = 2e-52
Identities = 110/111 (99 %) Strand = Plus / Plus

gi[3329362|gb|AF026814.1|HSAQPF1 Homo sapiens aquaporin-4 (AQP4) gene,
promoter region and exon0, partial sequence Length = 2092 Score = 212 bits (107),
Expect = 2e-52 Identities = 110/111 (99 %) Strand = Plus / Minus

gi[10503922|gb|U63611.1|U63611S1Homo sapiens aquaporin-4 (AQP4) gene, exon0,
Length = 339 Score = 204 bits (103), Expect = 5e-50 Identities = 106/107 (99 %) Strand

= Plus / Minus

gi[50659061|ref[NM_001650.4| Homo sapiens aquaporin 4 (AQP4), transcript variant a,
MRNA Length = 5216 Score =125 bits (63), Expect = 3e-26 Identities = 66/67 (98 %)
Strand = Plus / Minus

gi[1680707|gb|U63622.1|HSU63622 Human aquaporin 4 (AQP4) mRNA, complete cds
Length = 1152 Score = 83.8 bits (42), Expect = 1e-13 Identities = 42/42 (100 %)
Strand = Plus / Minus
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qi|32454756|gb|AF219992.2| Mus musculus aquaporin-4 (AQP4) gene, exonsA, B, 0, X,
1 and 2 and partial cds, alternatively spliced Length = 13014 Score = 79.8 bits (40),
Expect = 2e-12 |dentities = 43/44 (97 %) Strand = Plus / Minus

Score = 42.1 bits (21), Expect = 0.39 Identities = 27/29 (93 %) Strand = Plus / Minus

qi[18481726|gb|AF469168.1| Mus musculus aquaporin-4 M1 isoform (AQP4) mRNA,
complete cds Length = 1106 Score = 79.8 bits (40), Expect = 2e-12 Identities = 43/44
(97 %) Strand = Plus / Minus

Score = 42.1 bits (21), Expect = 0.39 Identities = 27/29 (93 %) Strand = Plus / Minus

Die Sequenz der A1/ A2-Primer lag auf dem humanen Genom weit entfernt von den bei-
den anderen Sequenzbereichen von hMIWC und B1/C1; deshalb egab sich auch kein
,2Overlay“. Fur diese Ergebnisse wurde das ,BLAST-Genome" Programm des NCBI ver-
wendet. Die Ergebnisse wurden in dieser Arbeit als Online-Referenz mit Spezies- und

Sequenz-ldentifikation angegeben.

Al1/C1l. Ein Probenfragment steht stellvertretend fur alle weiteren mit dem A1/C1-
Primer ermittelten Sequenzen. Es handelte sich um ein inseriertes, mit A1/C1-Primern
amplifiziertes Fragment einer DNS-Probe von normoxischem Kaninchenmyokard. Das
detektierte und sequenzierte Transkript umspannt 566 bp und wurde ebenfalls mit einem
T7-Primer nach Herstellerangaben sequenziert. Nach Ermittlung der Schnittstellen ergab
die Sequenzanalyse eine fur die Primer gerichtete Identifizierung der Sequenz von Base
91 bis 280 (189 bp) des Transkripts.

Fir den Kaninchen-Transformanden, der auf das PCR-Fragment A1/C1 mit definiertem
Primer gerichtet war, gab es kein auf die AQP4-Sequenz verwendbares Ergebnis. Es
bestand vielmehr eine Sequenzhomologie zum humanen Mitochondrien-Genom.
Abbildung 27 zeigt bei der A1/C1-Fragment-PCR im Kaninchenmyokard eine vermin-
derte Expression der mRNS-Spleilvariante im Vergleich zu den anderen gerichteten

Primern.

Online-Referenzen und S&S-Ildent.

Qi[32348142|gb|AY289062.1] Homo sapiens isolate B6 mitochondrion, complete genome
Length = 16570 Score = 210 bits (106), Expect = 8e-52
Identities = 109/110 (99 %) Strand = Plus / Minus
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qi|33466037|gb|AY275537.1] Homo sapiens isolate 183 mitochondrion,
genome Length = 16568 Score = 202 bits (102), Expect = 2e-49
Identities = 108/110 (98 %) Strand = Plus / Minus

gi|33466023|gb|AY275536.1] Homo sapiens isolate 167 mitochondrion,
genome Length = 16567 Score = 202 bits (102), Expect = 2e-49
Identities = 108/110 (98 %) Strand = Plus / Minus

gi|33466009|gb|AY275535.1] Homo sapiens isolate 2032 mitochondrion,

genome Length = 16571 Score = 202 bits (102), Expect = 2e-49
Identities = 108/110 (98 %) Strand = Plus / Minus

3.14 Northern Blots (Hybridisierung)

complete

complete

complete

Die auf ein 1 %iges denaturierendes Formaldehyd-Gel aufgetragenen Myokard-RNS-

Proben von Kaninchen und Menschen lieferten nach dem Blotten und nach dem Hybridi-

sieren mit einer spezifischen RNS-Sonde folgende Ergebnisse:

Das fir das AQP4-Wasserkanal-Protein kodierende Kaninchen-RNS-Molekul war 5,5 kb

grol. Es lag damit nahe an der humanen RNS-Molekilgréfie von 6 kb. Literaturangaben

zu der Kaninchen-RNS-MolekUl-Gréle lagen bisher nicht vor (Abb. 30).

aninchen Kaninchen M
-6,9 kb

-4,7kb

Abb. 30: Nothern Blot Proben-Auftragung

Marker: 2 ul RNS-Dig-Marker Il (Roche); Probenauftragung: je 4 ng Gesamt-RNS;

Hybridisierungstemperatur: 68 °C;
Sonde: Linearisierte Klon-53-Plasmid-DNS Uber T7-Polymerase
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Abb. 31: Gewebe-spezifische Detektion des AQP4-Transkripts bei humanen Proben

2 %iger Northern-Blot humaner Biopsien. Deutlich ist die Gewebe-spezifische Expression
des humanen Gesamt-mRNS-Transkripts zu sehen (Yang et al, 1995).

Ein wichtiger Befund dieser Studie besteht darin, dass sowohl im neben den bekannten
humanen AQP4-Isoformen , auch im Kaninchen-Gewebe AQP4-Protein-Isoformen nach-
gewiesen wurden. Die GroRe der zur Translation bendtigten RNS betrug fur humanes
Myokard-Gewebe 6 kb (Hasegawa et al., 1994a) und fur Kaninchen 5,5 kb (Abb. 30). Die
uber Northern-Blots bestimmte RNS-Grofle des AQP4-Wasserkanal-Proteins flr unter-
schiedliches humanes Gewebe (Abb. 31) wurde von verschiedenen Autoren beschrieben
(Yang et al., 1995; Hasegawa et al., 1994b).
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4. Diskussion

4.1 lIsolierte Herzmuskelzellen als biologisches Modell

Das von Langendorff (Langendorff, 1895) in die experimentelle Kardiologie eingebrachte
Modell des isoliert-perfundierten Herzens hat sich fur die Untersuchung zahlreicher
Stoffwechselvorgange als ausgesprochen fruchtbar erwiesen. Andererseits erfullen
homogene Populationen isolierter Kaninchen-Myozyten durch den Wegfall extrazellularer
Diffusionsbarrieren und somit durch den freien Zugang zur Zellmembran und das Fehlen
hormoneller und neuraler Einflisse bei gleichzeitig erhaltenem Stoffwechsel die
Anforderungen zur Untersuchung von Stoffwechselvorgangen in idealer Weise. Studien
dokumentieren die strukturelle und funktionelle Vergleichbarkeit isolierter Zellen mit dem
intakten Gewebe (Dow et al., 1981). Deshalb wurden isolierte Kardiomyozyten des
adulten Kaninchenherzens als Modell fur die Untersuchung molekularer Aspekte der
Expression von myokardialen Aquaporinen (AQPs) gewahlt.

Die bisher iibliche Praparationstechnik wurde durch die Isolierung von Ca?*-toleranten
Zellen verbessert (Eckel and Reinauer, 1983; Dispersyn et al., 2001). Die in situ Perfu-
sion mit Kollagenase lieferte eine weitgehend homogene Population von Kardiomyozyten
in hoher Ausbeute und mit hoher Anfangsvitalitat. Die Kardiomyozyten waren gegenuber
exogenem Kalzium ausgesprochen tolerant und blieben auch bei langeren Inkubations-
zeiten im Induktions-Puffer bei 20 °C energetisch vital (Abb. 6).

Die Reproduzierbarkeit des Verfahrens hangt im Wesentlichen von der Qualitat der ver-
wendeten Kollagenase ab. Die anschlieRende Aufarbeitung der isolierten Kardio-
myozyten bewirkte eine selektive Eliminierung abgerundeter und alternierter stabchen-
formiger Zellen und somit eine signifikante Erhdhung der Vitalitat der Zellpopulation.
Vermutlich beruht die Ca®*-Toleranz der Zellpréparationen auf dem niedrigen Na*/ K*-
Verhéltnis, da hohe intrazelluldre Na*-Konzentrationen einen raschen Einstrom von Ca®
und méglicherweise einen ,Ca?-Overload“ im Austausch gegen Na* bewirken, denn
Ca**-sensitive Myozyten lassen sich durch Erniedrigung des Na*/K*-Verhaltnisses in
Ca?*-tolerante Myozyten umwandeln (Altschuld et al., 1982; Jacobson and Duchen,
2004). Andererseits lassen sich Ca?*-tolerante Zellen durch Blockieren der Na*-Pumpe
mit Ouabain in Ca*-sensitive Zellen umwandeln (Haworth et al., 1982). Damit ware die
Ca*-Toleranz adulter Herzzellen keine inhdrente Eigenschaft der Kardiomyozyten, son-

dern hinge von der funktionellen Integritat des Sarkolemms und dem damit verbundenen
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Erhalt normaler lonengradienten ab (Murata et al., 2001). Dadurch wird die Ca**-
Toleranz auch zu einem Kriterium fur die Qualitat einer Zellpraparation.

Die strukturelle Organisation frisch isolierter Kaninchen-Kardiomyozyten und die Morpho-
logie ihrer subzelluldren Organellen zeigten in Ubereinstimmung mit der Literatur inner-
halb der 90-min Versuchsdauer keine signifikanten Unterschiede zum intakten Herz-
gewebe (Clark et al., 1978; Vahouny et al., 1979; Dispersyn et al., 2001; Asano et al.,
2003). Die Kultivierung frisch isolierter Herzmuskel-Zellen von adulten Kaninchen berei-
tete allerdings zunachst Schwierigkeiten. Nach einer 3-h Inkubationszeit in Primarkultur
zeigten einige Zellen ein rasches Abrunden und eine strukturelle Dedifferenzierung,
welche bereits fur kultivierte Ratten-Kardiomyozyten beschrieben wurde (Powell et al.,
1978; Dow et al., 1981). Bei diesen Studien erfolgten die Dedifferenzierungen sowonhl
wahrend der Praparation von Ca?*-sensitiven als auch bei der Kultivierung von Ca?*-
toleranten Ratten-Kardiomyozyten (Piper et al., 1982). Andere Arbeitsgruppen zeigten
fur isolierte Kaninchen-Kardiomyozyten, wie sehr die Adharenz der Zellen in Primarkultur
von der Wahl der Aufschlussmedien, den Puffern und der Ca®*-Toleranz abhing (Haddad
et al., 1988). So bewirkte die Inkubation einer derartigen Zellpréparation in Ca**-haltigem
Kulturmedium ein Ca**-Paradox;,dieses ist auch als Hyperkontraktion bekannt (Powell et
al., 1978).

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 8 A und 8 B) zeigen kultivierte Kanin-
chen-Kardiomyozyten mit Uber- bis hyperkontrahierter struktureller Organisation und teil-
weise intakten Mitochondrien (Hackenbrock, 1968). Die Abb. 8 B zeigt ein kondensiertes
Stadium (nach Hackenbrock) (Perkins and Frey, 2000) von normoxischen Kardiomyo-
zyten mit geringer Mitochondrienmatrix, welches mit einer ATP-Synthese verbunden sein
konnte (Perkins and Frey, 2000; Wagner et al., 2003).

Unsere Beobachtungen sind nicht vergleichbar mit friheren Befunden anderer Arbeits-
gruppen (Armstrong and Ganote, 1995; Kelso et al., 2000; Dispersyn et al., 2001), da
sich in deren Zellaufschliissen Ca®*-sensitive Zellen befanden, die fiir die Primarkultur
verwendet wurden. Auch wurden die morphologische und ultrastrukturelle Organisatione
der Zellen nicht unter metabolischen Interventionen betrachtet. Unsere Licht- und elek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass die Population der frisch isolierten Zel-
len Uberwiegend aus zylindrischen Zellen besteht, deren strukturelle Eigenschaften mit in
situ Kardiomyozyten vergleichbar waren.

Nach Uberfiihrung der fiir die weiteren Versuche notwendigen Ca?*-toleranten Zellen in

die Primarkultur ergab sich die auffalligste strukturelle Veranderung. Diese aulierte sich

76



Diskussion

als Schwellung der Mitochondrien nach 24 h und nach einer pharmakologisch induzier-
ten Ischamie und .verursachte wahrend der Kultur einen bisher unerklarlichen Matrix-
und Cristaeverlust. Somit eignen sich Ca?*-tolerante Kaninchen-Kardiomyozyten bei Ver-

wendung eines modifizierten Powell-Puffers nicht flr die Primarkultur.

4.2 Charakterisierung von Kaninchen-Kardiomyozyten mit stabiler AQP-Expression

Neben der strukturellen Integritdt wurde in der vorliegenden Arbeit auch die meta-
bolische AQP-Aktivitat frisch isolierter Kaninchen-Kardiomyozyten unter definierten
pharmakologischen Bedingungen nachgewiesen. Wir haben bereits friher isolierte
Kaninchen-Kardiomyozyten (Calvo Sanchez et al.,, 2004) und ventrikulares Myokard
(Birkenkamp-Demtroder et al., 2003) zur Analyse der AQP-Protein-Expression verwen-
det. Frisch isolierte Kaninchen-Kardiomyozyten und humanes kardiales Biopsie-Material
weisen eine deutliche AQP1- und AQP4-Expression auf, die sich mit konfokalen-Immun-
fluoreszenz-Aufnahmen mit Anti-AQP1- und Anti-AQP4-gerichteten Antikdrpern an iso-
lierten Kardiomyozyten (Abb. §) und Immundedektions-Analysen im Western-Blot nach-
weisen lassen.

Anders verhdlt es sich jedoch bei kultivierten Ca**-toleranten Kardiomyozyten. Nach
unseren Untersuchungen ist das AQP1- und AQP4-Transkript nach 24-h Primarkultur
durch die Dedifferenzierung der Kardiomyozyten drastisch vermindert. Wahrend einer
zusatzlichen pharmakologischen Ischamie degradieren die Mitochondrien, und das Volu-
men nimmt zu (Abb. 7). Die Methode der Zellpraparation (Ca®'-tolerante Zellen ent-
wickelten eine Hyperkontraktion) schliel3t also die sinnvolle Nutzung kultivierter Kanin-
chen-Kardiomyozyten gegenuber frisch isolierten Zellen, fur pharmakologische Langzeit-
Studien aus. Es waren deutliche Membrandefekte an den dufleren Membranen zu
erkennen, wie sie bei Endstadien der Ischamie oder bei Radikalbildung auftreten kdnnen
(Asano et al., 2003). Apoptose wurde nicht beobachtet (D'Herde et al., 2000; Dispersyn
and Borgers, 2001).

Vergleichbare Beobachtungen bezlglich der mitochondrialen Degradierung wurden auch
an Adipozyten in Langzeitkulturen gemacht (Gerrits et al., 1993). Somit waren die iso-
lierten Kaninchen-Kardiomyozyten in Primarkultur im Gegensatz zu den frisch isolierten
Kardiomyozyten fur weitere Untersuchungen zur Aquaporin-Expression im Langzeit-

Experiment ungeeignet.
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In der vorliegenden Arbeit wurden ausgewahlte Parameter der pharmakologischen
Induktion an stabilen, Wasserkanalproteine-exprimierenden, frisch isolierten Myozyten
charakterisiert. Die Ergebnisse legen nahe, dass frisch isolierte, adulte Kardiomyozyten
als experimentelles Modell fir die Untersuchung der Expression von Wasserkanal-

Proteinen am Kaninchen Myokard gut geeignet sind.

4.3 Translokation und Lokalisation der AQPs in Kardiomyozyten

Eine pharmakologisch induzierte Ischamie flhrt zu einem signifikanten Anstieg der
AQP1-Proteine (23 kDa) in mikrosomalen Membranen isolierter Zellen des linken Ven-
trikels. Wahrend der Ischamie fuhrte der Sauerstoff- und Glukose-Mangel innerhalb der
Mitochondrien zu einem intrazellularen Energieverbrauch, der den Erhalt des zellularen
Membranpotenzials beeintrachtigt (Harvey et al., 1988). Eine derartige Ischamie ist ein
komplexer pathophysiologischer Prozess (Abb. 32: Hypoxie / Reperfusion). Experimen-
telle Verfahren machten deutlich, dass eine Modulation zahlreicher Funktionen ausgelost
wird, die eine Dysfunktion und eine mikrozellulare Minderperfusion in den Kardiomyo-
zyten hervorruft (Sato et al., 2000b; Murata et al., 2001; Liu et al., 2001b).

Hypoxie
Vi
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\
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Harnsaure Mediatoren °
Gewebeschaden

Abb. 32: Vereinfachtes Schema der Pathophysiologie des Ischamie-Reper-
fusionsschadens am Myokard (Post and Messmer, 1996).

Besonders friih ist die Na'/ K*-ATPase betroffen, die einen GroRteil des durch die oxi-
dative Phosphorylisierung bereitgestellten ATPs fiir den energieabhangigen Na*/ K*-

Antiport bendtigt (Silver and Erecinska, 1994). Die Aktivierung spannungsabhangiger
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lonenkanale an den Membranen bewirkt einen Einstrom von lonen in die Zelle, wodurch
unter anderem K*-lonen die Zelle verlassen kénnen. Diese lonenverschiebungen fiihren
zu einem Wassereinstrom mit Ausbildung eines intrazellularen Odems, dessen AusmafR
von der Sensitivitat der Na*/ K'-ATPase (Martin et al., 1972) und der Aktivierung der
Wasserkanalproteine (Suleymanian and Baumgarten, 1996; Diaz et al., 1999) abhangt.
Es ware denkbar, dass der Ischamie-induzierte Wassereinstrom die AQP1-Protein-
Expression aktiviert, um so das AusmalR eines intrazellularen Odems zu minimieren. Die
Expression der AQP1- und AQP4-Wasserkanal-Proteine beschrankte sich in diesen
Untersuchungen auf die mikrosomalen Membranen der isolierten Kardiomyozyten.

Die elektronenmikroskopischen Abbildungen (Abb. 7) verdeutlichen die Auswirkungen
einer pharmakologischen Ischamie. Die Schwellung der Mitochondrien weist auf einen
starken Wassereinstrom hin. Der durch Diazoxid hervorgerufene kardioprotektive Effekt
(= Offnen ATP-sensitiver K*-Kanale) (Walsh et al., 1994; Tomai et al., 1994; Liu et al.,
1996) beinhaltete keine Veranderungen in Bezug auf die Aquaporin-Expression (Abb. 11
und 33). Vermutlich verfugt die Zelle nach der Triggerung der Kanale durch Diazoxid
Uber ein erhdhtes Energiereservoir (Murata et al., 2001), woduch eine Schwellung der
Zelle und eine damit verbundene erhéhte AQP1-Expression ausbleibt. Das Offnen der
Kanale regt schlie3lich die mitochondriale Respiration und damit die ATP-Produktion an
(Liu et al., 1996). Ein spates Offnen der Kanéle nach Inhibition flihrte zu einer tenden-
ziellen Erhohung der AQP1-Expression. Eine zeitlich verzdgerte Triggerung der Kanale
nach pharmakologischer Ischamie scheint sich nicht positiv auf die Verhinderung des
Wassereinstroms auszuwirken. Unklar ist, weshalb trotz eines coexistierenden Aqua-
porins (AQP4) lediglich AQP1-Proteine vermehrt exprimiert wurden. Andererseits wurde
durch immunologische Antikorper-Analysen eine Mehrfachamplifikation der AQP4-
Proteine ermittelt, was das Vorhandensein von AQP4-Isoformen im Kaninchen-Myokard
nahe legt (Yang et al., 1995; Yang et al., 1996; Sobue et al., 1999; Nakahama et al.,
1999; Nakahama et al., 2002; Furman et al., 2003; Silberstein et al., 2004).

Unklar ist auch, weshalb die Ergebnisse nur fur Zellen des linken Ventrikels ermittelt
wurden. Dieser Befund weist vermutlich auf differenzierte zellulare Aufgaben im Sauge-
tiermyokard hin, die fur die beiden Ventrikel verschieden sind.

Die Befunde zur Lokalisation der AQPs stehen im Widerspruch zu Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen, die an verschiedenen Spezies durchgefuhrt wurden (Moon et
al., 1997; Nielsen et al., 1997b; Agre et al., 1999; Sui et al., 2001; Burghardt et al., 2003).

In diesen Untersuchungen wird deutlich, dass durch veranderte physiologische Bedin-
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gungen einige membranstandige Aquaporine von der mikrosomalen Membran zur
Plasmamembran transloziert werden. Wir konnten mit immunologischen Verfahren keine
AQP1-Proteine auf der Plasmamembran der Kaninchen-Kardiomyozyten detektieren.
Dadurch blieb unklar, ob bei Bedarf eine intrazellulare Translokation der AQP1-Proteine
von der mikrosomalen Membran-Fraktion zur Plasmamembran stattfindet (Abb 33). Da
von uns AQP4 auch nicht in der Plasmamembran der Kaninchen-Kardiomyozyten detek-
tiert wurde, liegt der Verdacht nahe, dass weitere Aquaporine an der Wasserregulierung
im Saugetiermyokard beteiligt sein konnten, die vermutlich nach deren Expression uber-
wiegend an der Plasmamembran transloziert werden und dadurch den Wasseraustritt
aus dem Sarkolemm regulieren.

Die zugrunde liegenden Mechanismen zur Umverteilung von Aquaporinen in der Zelle
sind noch unklar. Allerdings existieren einige Studien, die die Translokation von Aqua-
porinen in einigen Gewebetypen (Uberwiegend in der Niere) beschreiben (Echevarria et
al., 1994b; Yamashita et al., 2000; Valenti et al., 2000). Die Frage, ob funktionsfahige
Proteine in einem ,Membran-Shuttle® (Katsura et al., 1995) zur apikalen Membran trans-
portiert und nach Beendigung ihrer Aufgaben aus dieser Membran wieder entfernt
werden, ist noch unbeantwortet. Vermittelt wird dieser Effekt vermutlich durch eine Reihe
intrazellularer Signale. Den initialen Schritt in der Translokationskaskade kénnte durch
GLUT4 - einem Uberwiegend Glukose, Proteine und andere Stoffe transportierendes
Vesikel - vermittelt werden (Till et al., 1997; Kolter et al., 1992; Nishino et al., 2004).

4.4 Bedeutung der mitochondrialen ATP-abhangigen Kalium-Kanéle

Es ist nach wie vor unklar, Uber welche zellbiologischen und zellphysiologischen Mecha-
nismen die Prakonditionierung einer Zelle Uber mii-Katp-Kanale zu Stande kommt, und
welche Auswirkungen sie auf die Aquaporin-Expression hat.

Mitochondrien pumpen Protonen aus dem Innenraum und erzeugen dadurch einen
elektrochemischen Gradienten fur Protonen und ein negatives Potenzial Uber die innere
Mitochondrienmembran (Alberts et al., 1995). Neben der Funktion als zellularer Energie-
lieferant sind Mitochondrien ein Glied in der Ca®**-Signalkaskade. Indem sie zytosoli-
sches Ca®* aufnehmen und umverteilen, agieren sie als potente Ca?*-Puffer (Crompton
and Costi, 1988; Miyamae et al., 1996; Wang et al., 2001a). Eine Inhibierung der Mito-
chondrien beeintrachtigt die Atmungskette und I6st Iangerfristig Apoptose in den Zellen

und folglich eine Nekrose des Gewebes aus.
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NaCN-1,2 Deoxyglukose (NaCN) lasst sich als experimentelles Werkzeug benutzen, um
eine pharmakologische Ischamie auszulosen. Es fungiert als Ligand der Deoxyglukose
und wird von den Zellen wie Glukose aufgenommen. NaCN greift eine Vielzahl von
eisenhaltigen Enzymen an und sorgt fur eine metabolische Inhibierung in den Zellen. Es
fuhrt zu einem intrazellularen Sauerstoffmangel und in der Folge zu einem ATP-Verlust.
Diese "Ischamische Wirkung“ und der damit verbundene Zusammenbruch des Energie-
stoffwechsels findet primar an den Mitochondrien statt.

Um die isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten zu prakonditionieren, wurde der mio-Kate-
Kanaloffner Diazoxid verwendet (Ashcroft, 1988; Gross and Auchampach, 1992;
Auchampach and Gross, 1993; Mullenheim et al., 2001; Das and Sarkar, 2003;
Pollesello and Mebazaa, 2004; Calvo Sanchez et al., 2004; Downey, 2004). Es ist gut
vorstellbar, dass eine partielle Offnung der mi,-Katp-Kanale einen partiellen Kollaps des
transmembranaren Gradienten in den Mitochondrien hervorruft. In der Folge wird ein Teil
des Sauerstoffs nicht zur ATP-Produktion genutzt, sondern in geringen Mengen als
Sauerstoffradikale freigesetzt (McPherson and Yao, 2001;Krenz et al., 2002). Diese
fuhren zu keinerlei Schadigung, sondern fungieren als Signalmolekile, die die
Proteinkinasen aktivieren und zum Zellschutz beitragen. Fast alle Mediatoren der Pra-
konditionierung (Bradykinin, Opioide, Angiotensin) signalisieren Uber diesen Weg (Quast
and Cook, 1989a). Adenosin bildet eine Ausnahme, denn es fungiert als endogener
Trigger nicht Uber Mitochondrien und bedient sich nicht kleiner Radikal-Mengen zur
Protektion (Auchampach and Gross, 1993; Sato et al., 2000a; Liu et al., 2001a).

Weitere Studien zur Steuerung der mirtKarp—Kanale durch das vasodilatative und kardio-
protektive Diazoxid als Kanalaktivator belegen das Auftreten reperfusorischer Zustande
nach NaCN-induzierter Ischamie in den Zellen (Walsh et al., 1994). Diese Zustande
betreffen die Regulierung des Zellvolumens und der damit verbundenen AQP-Expres-
sion (Tomai et al., 1994; Calvo Sanchez et al., 2004). Nach Offnen der miiKatp—Kanéle
durch Diazoxid, wird durch eine Hyperpolarisierung der Plasmamembran der Mitochon-
drien (Quast and Cook, 1989b; Murata et al., 2001) eine Ca**-Anreicherung innerhalb
der mitochondrialen Matrix und im Zytosol wahrend einer pharmakologischen Ischamie
durch NaCN verhindert. Dieser Vorgang wirkt sich nicht negativ auf die Zelle aus (Trube
and Rorsman, 1986). Eine Verminderung der mitochondrialen Ca®*-Konzentration wah-
rend einer pharmakologischen Ischamie / Reperfusion gilt als Mal3hahme zur Protektion
und verzogerten zellularen Apoptose (Miyamae et al., 1996; Di Lisa et al., 1998; Di Lisa

and Bernardi, 1998). Gleichzeitig wird auch die Glukose-stimulierte Insulin-Sekretion
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inhibiert. Die Hyperpolarisation der mitochondrialen Plasmamembran infolge der ver-
kirzten Aktionspotenziale (Liu et al., 1996) wirkt sich durch Diazoxid selektiv auf die
mitKatp—Kanale und nicht auf die Sarkolemm-Katp—Kanale der Zelle aus (Sato et al.,
2000b). Dieser Effekt regt die mitochondriale Respiration an, wodurch Wasser in den

Zellen nicht angereichert und somit eine erhéhte AQP-Expression vermieden wird.
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Abb. 33: Modell zu Versuchsaufbau und Wirkungsmechanismus pharmakologischer
Induktionen an isolierten Kardiomyozyten

4.5 Regulation der AQP-Protein-Expression durch die Proteinkinase-C

Eine wichtige Funktion der Proteinkinasen ist die Phosphorylisierung von Proteinen. An
Ratten-Kardiomyozyten flihrt die Proteinkinase-C (PKC) Uber eine Protein-Phosphoryli-
sierung zur Protein-Translokation (Liu et al., 1996). Unterstizt wird diese Interaktion
durch die mioKate-Kanale (Liu et al., 1995). Es wurde untersucht, ob die PKC fur eine
gesteuerte AQP1- oder AQP4-Expression an isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten mit-
verantwortlich ist.

Die Aktivierung der Proteinkinasen gilt als einer der Mechanismen der pharmako-
logischen Prakonditionierung in Kardiomyozyten (Hu et al., 1999; Liu et al., 1996; Mayr
et al., 2004). Dabei spielen verschiedene Mediatoren — Opoide, Phorbolester und Adeno-

sin — eine tragende Rolle (Liu et al., 2001a). Geeignete Phorbolester aktivieren eine
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Anzahl G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, setzen intrazellular NO und Sauerstoff-
radikale frei, aktivieren die PKC und &ffnen schlieBlich miKarp—Kanale, die Endeffek-
toren der Prakonditionierung (Kirsch et al., 1990; Hu et al., 1999; Wang et al., 1999;
Krenz et al., 2002; Mayr et al., 2004).

Wir untersuchten die Wirkung des Phorbolesters PMA auf die PKC-Aktivierung und die
AQP-Expression. Nach Aktivierung der PKC war lediglich die AQP4-Expression in
rechts- und linksventrikularen Zellaufschlissen signifikant erhoht, und die AQP1-Expres-
sion war in allen Protokollen tendenziell gegenliber Kontrolle verringert. Es ist daher
interessant, welche Bedeutung der Phorbolester als Aktivator der Regulation der
kardialen AQP4-Expression in isolierten Kardiomyozyten hat.

Die Konsequenz der Phosphorylisierung der Wasserkanale durch Proteinkinasen ist
bislang unklar. Fur eine Erhdhung der Wasserpermeabilitat (Kuwahara et al., 1995)
spricht die Beschreibung einer Phosphorylisierungsstelle an den Wasserkanal-Proteinen
(Mathai and Agre, 1999). Diese erhohte Wasserpermeabilitat konnte allerdings von
anderen Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden (Echevarria et al., 1994a).

Bisher sind in verschiedenen Studien PKC-Effekte an unterschiedlichen Zelllinien unter-
sucht worden: Phorbolester bewirkten an Insulinoma-Zellen einen kontraren Effekt
gegenuber anderen Studien (Dunne, 1994). Dabei hatte die aktivierte PKC die phospho-
rylisierten mirkKatp—Kanale, die Endeffektoren der Prakonditionierung, sogar gehemmt.
Diese Ergebnisse wurden durch weitere Arbeitsgruppen bestatigt (Kane et al., 1996). In
einer Somazelllinie erzeugte die Aktivierung der PKC mit dem Phorbolester PMA eine
gesteigerte Aktivitat der miKatp—Kanale (de Weille et al., 1989b). Glibenclamid, ein
anderer Phorbolester, hatte die gleiche aktivierende Wirkung auf die PKC, die an
Katzen-Kardiomyozyten miioKarp—Kanale aktivierte (Wang and Lipsius, 1995). Der Phor-
bolester Pinacidil inhibierte an Kaninchen-Kardiomyozyten nach PKC-Aktivierung die
mittKaTp—Kanale (Light et al., 1995). Es zeigte sich,dass nur bestimmte PKC-Isoformen
an der mitochondrialen Aktivierung der mioKarp—Kanale beteiligt waren. Erst durch die
Regulation einer PKC-Isoform an den Mitochondrien konnte Diazoxid als Effektor fur die
mitKatp—Kanale fungieren. Eine Beteiligung kardialer PKC-Isoformen an der in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen massiven Umorganisation der Wasserkanalproteine
ist also durchaus denkbar.

Die PKC kann AQP4-Proteine phosphorylisieren (Chou et al., 1998). Die Wirkung der
PKC richtet sich nach Zelltyp, Art des gewahlten Phorbolesters, der Konzentration und

der Spezies. Eine erhdhte PKC-Aktivitat ist immer mit einer erhéhten Phosphorylisierung
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verbunden, wodurch auch die miwKatp—Kandle zum Offnen angeregt werden. Die
dadurch aktivierten Mitochondrien setzen Sauerstoffradikale frei (McPherson and Yao,
2001), die wiederum die intrazelluldre Signaltransduktion anregen (Ambrosio et al.,
1995) und zu einer erhdhten Gen-Expression fuhren. Dies macht auch die erhdhte
AQP4-Expression aus.

Die kardioprotektive Rolle der PKC bei ischamischer Prakontionierung im Myokard wird
aufgrund der vielen vorkommenden PKC-Isoformen kontrovers diskutiert. Vor allem
PKC-e wurde in der fruihen Phase der Prakonditionierung als protektiv bei Kaninchen-
Kardiomyozyten beschrieben. Das Verhalten der Kardiomyozyten gegenuber ihrer
Osmolaritat kdnnte dabei eine Rolle spielen, denn Kardiomyozyten ohne Prakonditionie-
rung mit PKC-e entwickelten wahrend einer simulierten Ischamie osmotische Schaden
(Liu et al., 1999).

Unsere Daten lassen vermuten, dass die aktivierte PKC das AQP1-Protein durch Inhibie-
rung der AQP1-Expression reduziert. Welchen Effekt |0st sie aber an AQP4 aus? An der
recognitiven Seite des AQP4-Molekulls befinden sich potenzielle Phosphorylisierungs-
stellen (Thr-107; Ser-111; Ser-180) (Jung et al., 1994a), deren Bedeutung noch unbe-
kannt ist. An anderen Wasserkanalen ist die Bedeutung einer Phosphorylisierung bereits
besser untersucht. So ist AQP2 in der Niere von Hunden in intrazellularen Vesikeln
lokalisiert, wahrend eine phosphorylisierte Form des AQP2 in der apikalen Membran
lokalisiert ist (van Balkom et al., 2002). Der Transport von AQP2 zu den Vasopressin-
sensitiven Vesikeln hangt von der Phosphorylisierung ab, die durch die Aktivierung der
PKC ausgel6st wird. Dabei regt die PKC eine Endozytose der AQP2-Vesikel an, damit
diese phosphorylisiert und zur apikalen Membran transloziert werden kdnnen.

An Rattenherzen wird die Phosphorylisierung von AQP4-Proteinen Uber die mit Phorbol-
estern aktivierte PKC reguliert (Han et al., 1998). Unsere Immunprazipitation-Ergebnisse
mit Anti-AQP4-AK weisen auf AQP4-Isoformen hin, wie sie auch von Han (1998) doku-
mentiert wurden. Dabei handelte es sich um unglykolisierte (31 kDa) und glykolisierte
(40 und 45 kDa) Formen. Die Proteine der 31 kDa Form verringerten sich nach Zugabe
der PKC-Aktivatoren in Richtung auf ein héheres Molekulargewicht. Han nahm an, dass
die PKC eine Phosphorylisierung der AQP4-Proteine vornehmen kann. In Untersuchun-
gen an Xenopus laevis Oozyten verminderte eine PKC-Aktivierung die Wasserpermeabi-
litat der AQP4-Proteine. Zur Kontrolle wurde eine Punkt-Mutation am Ser-180, der Phos-
phorylisierungsstelle des AQP4-Proteins (Blom et al., 1999), durchgefuhrt und eine nicht

AQP4-exprimierende Astrozyten-Zelllinie verwendet. Bei transfizierten Oozyten war die
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Wasserpermeabilitat in Anwesenheit eines PKC-Aktivators vermindert. Bei der Astro-
zyten-Zelllinie lag das AQP4-Protein in der basolateralen Membran der Zellen vor. Eine
Phosphorylisierung verursachte eine Herunterregulierung des AQP4-Proteins und fuhrte
damit zu einer Verminderung der Permeabilitat. Es konnte jedoch kein deutlicher Effekt
auf den Transport und die Translokation des AQP4-Proteins ermittelt werden.

Im Sammelrohr der Niere coexistieren AQP4 und AQP3. AQP3 hat eine andere dyna-
mische Regulation, und seine Permeabilitat kann mit einem saurem pH herunterreguliert
werden (Zeuthen and Klaerke, 1999). Das ermdoglicht den Zellen eine Wasserregulierung
unter verschiedenen Konditionen.

Reversible Phosphorylisierung ist der haufigste Weg, um Funktionen von Proteinen zu
verandern (Cohen, 2000). Andere Versuchsgruppen liefern kontrare Ergebnisse (Yang
and Verkman, 1997), indem sie beschreiben, dass PKC-Aktivatoren (Phorbolester)
keinen Effekt auf die Expression von AQP1, -2, -3, -4, -5 in Xenopus-Oozyten hatten,
und eine Phosphorylisierung keine Regulation dieser Proteine bewirkt.

Die Effekte der PKC auf Wasserkanalproteine wurden auch an kultivierten Ratten-Astro-
zyten untersucht (Yamamoto et al., 2001). Nach Aktivierung der PKC nahm die AQP4-
MRNS Expression deutlich ab. Nach Gabe von geeigneten PKC-Inhibitoren war dieser
Vorgang reversibel. Anhaltende Behandlung mit dem Phorbolester TPA sorgte flir eine
reduzierte TPA-Wirkung bezuglich der AQP4-mRNS-Verminderung, da die PKC-Wirkung
wieder anstieg (Nakahama et al., 1999). Eine Inhibierung der Proteinbiosynthese durch
Cyclohexamid verursachte keinerlei Verminderung von AQP4-mRNS nach TPA-Gabe.
Die AQP-Inhibierung durch TPA erfolgt daher offenbar nur innerhalb der transkriptio-
nalen Ebene, beeinflusste also die weitere AQP4-Protein-Synthese nicht. Die PKC spielt
daher offensichtlich in Ratten-Astrozyten eine entscheidende Rolle bei der AQP4-
Expression.

Gewisse Ruckschllsse lassen sich auf das Kaninchen-Myokard machen. Die AQP4-
MRNS-Abnahme hing von der TPA-Dosis und der Zeit ab. Der Mechanismus zur Regu-
lation der AQP4-mRNS-Verminderung in Ratten-Astrozyten ist allerdings nicht bekannt
(Nakahama et al., 1999; Yamamoto et al., 2001; Nakahama et al., 2002).

Bei Ratten Ubernimmt die PKC die Stimulation der AQP4-Phosphorylisierung und redu-
ziert dadurch den AQP-abhangigen Wassereinstrom in die Astrozyten (Han et al., 1998).
FUr das ischamische Ratten-Gehirn existieren vermutlich zwei Regulationsmechanis-
men. Zum einen sorgt eine herunterregulierte PKC-Isoform flr einen Anstieg des

Wasserflusses Uber AQP4, oder die hochregulierte PKC-Isoform sorgt zum anderen fur
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einen verminderten Wasserfluss nach Phosphorylisierung der AQP4-Proteine (Kurkinen
et al., 2001).

Signaltransduktionswege der klassischen PKC und der PKC-Isoenzyme konnten an der
Regulierung der AQP4-Proteine nicht ermittelt werden. In Abhangigkeit vom Phorbol-
ester als PKC-Aktivator findet eine PKC—vermittelte Expression der AQP4-Wasserkanal-
proteine statt. Eine erhohte AQP-Expression lasst den Schluss zu, dass eine PKC-
Aktivierung in Kaninchen-Kardiomyozyten eine schnelle Phosphorylisierung der AQP4-
Wasserkanale und dadurch eine schnellere Regulierung der Osmolaritat bei einer
Wasserintoxikation ermoglicht. Eine PKC-vermittelte Translokalisierung der Wasser-
kanale wurde nicht beobachtet. Phorbolester scheinen generell Uber die Aktivierung und
Translokation phosphorylisierbarer Proteine zu verfugen. Untersuchungen an unter-
schiedlichen Geweben und Zelltypen legen nahe, dass aktivierte PKC-Isoformen an der
Reorganisation von Proteinen und damit verbundenen Wirkungsmechanismen beteiligt
sind. Dabei kdnnen sie mit diversen Proteinkomponenten des Cytoskelettes assoziiert
sein (Hu et al., 1999; Nishino et al., 2004). Die PKC-Aktivatoren, die Dosis, der Zelltyp
und die Spezies fuhren zu Unterschieden in der Wirkungsweise und zu unterschiedlicher

Signalinduktion innerhalb der Organismen.

4.6 AQP4-Isoformen

Die in Kaninchen-Kardiomyozyten detektierten Primer-Sequenzen korrellieren mit dem
humanen MIWC-Gen (humane, foétale, cerebrale cDNS-Bibliothek Lambda gt10c DNS-
Bibliothek; HL 3001a, Clontech) und sind analog zu der kodierenden Sequenz des
Ratten-MIWC (Yang et al.,, 1995; Furman et al., 2003). Das humane MIWC-Gen
(hMIWC) beinhaltet zwei uberlappende Transkriptions-Einheiten, woraus multiple cDNSs
fur hMIWC entstehen (s. Abb. 34). Das hMIWC umspannt Exon1 bis Exon4. Das
hMIWC2 unterscheidet sich von hMIWC1 durch eine veranderte 5-Sequenz, welche
wiederum fur zwei unterschiedliche Startcodons codiert. Das hMIWC-Gen weist eine
Consensus-Seite fur eine N-gekoppelte Glykolisation und zwei Phosphorylisierungs-
stellen flr die PKC und PKA auf. Die Promoterregion fur hMIWC1 und Transkriptions-
Initiationsseiten und genomisch regulative Elemente wurde — zusammen mit dem
Lokalisationsort am humanen Chromosom 18922 — ausreichend analysiert (Yang et al.,
1995). Das hMIWC2, welches Uber zwei weitere Phosphorylisierungsstellen fur die PKC

verfugt, bildet die regulatorische Einheit des Gesamtgens. Zur Bildung beider Proteine
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(32 und 34 kDa) wurde multiple mRNS transkribiert, welche Uber alternative Spleil3-
verfahren und Exon-Uberspannende Translationen die Uberlappenden hMIWC-Proteine
bilden.

< G4 (20 kb) G7 (18 kb) g
CAAT
H H X H EAEE
l I |
Lok L,
STATA L ~ _ = 7 AATAAA
1 234 - ¥
1 kb D hMIWC1 :—---jp' -
L “ -
o ATG  TGA P
~ -~

SN 1234
hMIWC2  § -]

ATG TGA

Abb. 34: Genomische Struktur des hMIWC (Yang et al., 1995).

Die Uberhangenden genomischen Klone G4 und G7 sind analysiert (Yang et al., 1995).
Abgebildet ist die Restriktionskarte fir das hMIWC-Gen. Das Gen lasst sich durch zwei Uber-
lappende Transkriptions-Einheiten beschreiben. Die Rechtecke symbolisieren kodierende Exon-
Segmente (ausgefullt), die auch nicht translatierte (leere) Sequenzen beeinhalten. Die gestrichel-
ten Rechtecke kennzeichnen ein alternatives “upstream” Exon-Segment, welches mit der
Sequenz der 5-Region des hMIWC2 cDNS-Klons korrespondiert. Der Lokalisationsort fur die
Isoformen wurde am humanen Chromosom 18g22 detektiert.

H: Hindlll; X: Xbal; E: EcoRI; A: Apal. (Restriktionsschnittstellen)

Der hMIWC-Primer hatte beim Kaninchen eine hohe Homologie zum humanen AQP4-
Gen am Exon1. Diese Daten legitimieren die Anwendung der humanen Promoter-
Primer-Sequenzen auf Kaninchen-Kardiomyozyten.

Die Primer-gerichteten humanen Promoter-Sequenzen (B1/C1; A1/A2; (Umenishi and
Verkman, 1998)) zeigten eine deutliche Homologie zu dem humanen Genom aus der
Lambda gt10c DNS-Bibliothek einer humanen, fétalen, cerebralen cDNS (MIWC; HL
3001a, Clontech). Sollten AQP4-Protein-Isoformen durch unterschiedliche N-terminale
Sequenzen wahrend des alternativen Splei3ens produziert werden (Ma et al., 1996b;Lu
et al., 1996), dann ware interessant, ob humane Promotoren-Primer-Sequenzen an der
Ausbildung von Kaninchen-Isoformen beteiligt sind. Abb. 35 und Abb. 36 veranschau-
lichen die AQP4-Gen-Struktur, die sich auf die vorliegenden Versuche stltzt. Die kurze

humane AQP4-Isoform wurde mittels mRNS vom Exon1 zum Exon4 transkribiert. Beim
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Kaninchen wurde durch die Sequenzanalyse des B1 / C1-Primers ebenfalls ein partielles
Exon0 und Exon1 gefunden, welche die kurze AQP4-lIsoform ausbilden. Die lange
AQP4-Isoform resultierte aus einem Spleillvorgang in das Exon0O, welches mit einem
Fragment des Exon1 involviert war. Dieses Ergebnis wurde beim Kaninchen nicht ermit-
telt. Eine weitere kurze humane AQP4-Isoform ergibt sich mit dem A1/ A2-Primer im
Exon0. Diese konnte auch beim Kaninchen nachgewiesen werden. Dadurch wurden in
den isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten zwei Promotersequenzen im ExonO und par-
tiell Exon0 und Exon1 analysiert, die homolog zu den Promotersequenzen des humanen
MIWC-Gens codieren.
1 234

[N
Short AQP4 isoform
01234

gxon axon 1
promoter promalar
ATG ATG

Y/

Human AQP4 gene Leng AQP4 isoform

Abb. 35: Humanes AQP4-Gen (Umenishi, 1998)

Die Exons wurden durchnummeriert und sind als Rechteckedargestellt. Untranslatierte Regionen
sind als offene und gestreifte Rechtecke und kodierende Sequenzen als gestrichelte Rechtecke
kenntlich gemacht. Die Sequenz, welche fir die lange AQP4-Isoform in der untranslatierten
Region des Exonl codiert, ist geschwarzt gezeichnet.
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A1 » «A2 « C1

. | /
Exon0 \ Exon Lange AQP4-Isoform

B1 » <« C1
B

Exon0O Exonl Kurze AQP4-Isoform

Abb. 36: Primer-gerichtete Promotoren Ableseraster

Die fur die Primer geltenden Amplifizierungsorte fiir die Promoterregionen sind innerhalb des
humanen AQP4-Gens dargestellt.

Die Promoter-Startsequenz der A1/ A2-Primer befindet sich an einer anderen Stelle des
Genoms als die B1/C1-Primer-Sequenz. Die fur das Kaninchen ermittelte Sequenz
A1/ A2 zeigte keine ,Overlay“-Sequenz zu unserer ermittelten Sequenz des hMIWC-
Genoms. Es ist nicht bekannt, ob das AQP4-Gen seine Regulation Uber den alternativen
Promoter des upstream Promoters-0 oder -1 erhalt (s. Abb. 35). hMIWC besitzt zwei
uberlappende Transkriptions-Einheiten, woraus multiple cDNS fur das hMIWC-Genom
entstehen (s. Abb. 34). Diese Sequenzen konnten beim Kaninchen ebenfalls nicht detek-
tiert werden.

Im Einklang mit Studien an anderen Spezies wurden in den vorliegenden Unter-
suchungen an adulten ventrikularen Kardiomyozyten von Kaninchen, die mit definierten
Primern unterschiedliche DNS-Fragmente exprimierten, AQP4-Isoformen nachgewiesen.
Studien, die sich mit der molekularen Regulation der AQP4-Isoformen befassen,
beschreiben eine differentielle Regulation der verschiedenen AQP4-SpleilRvarianten,
welche offenbar durch unterschiedliche Signalmechanismen kontrolliert werden (Yang et
al., 1995; Umenishi and Verkman, 1998). Die genauen Mechanismen, welche an der
Regulation der AQP4-Spleillvarianten partizipieren, sind zurzeit noch unbekannt.

Die AQP4-Isoformen unterscheiden sich von anderen Wasserkanalen durch alternatives
Spleilen des Primartranskripts, welches die Synthese von verkirzten membran-
standigen und von sezernierten Molekulen erlaubt (Umenishi and Verkman, 1998).
Sollten die AQP4-Protein-Isoformen durch unterschiedliche N-terminale Sequenzen
wahrend des alternativen Spleillens produziert werden (Ma et al., 1996b; Lu et al.,

1996), dann ware zu klaren, ob die verkurzten AQP4-Isoformen auf der Oberflache der
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Kardiomyozyten exprimiert werden. Unsere Versuche konnten diese Frage nicht beant-

worten. Vielmehr wurden die AQP4-Isoformen an mikrosomalen Membranen detektiert.

Eine AQP4-Expression an der Zelloberfache erfordert neben verschiedenen Schritten im
endoplasmatischen Retikulum, welche die Beladung mit Peptidliganden veranlassen,
auch den Transport durch den Golgi-Apparat, um die Zelloberflache zu erreichen (Kurth-
Kraczek et al., 1999; Martin et al., 1999). Ein geeigneter Kandidat fur die Signaltrans-
duktion ware die PKC, und ein geeignetes Transportprotein waren die GLUT4-Vesikel
(Till et al., 1997; Uphues et al., 1994; Hashiramoto and James, 2000; Nishino et al.,
2004) oder die Calveolin-Vesikel (Hellstrom et al., 2001; Page et al., 1998).

Die Beteiligung akzessorischer Proteine an der Translokation humaner AQP4-Isoformen
an die Zelloberflache als Reaktion auf einen Stimulus wird zurzeit kontrovers diskutiert
und muss weiter untersucht werden. Es ist allerdings denkbar, dass die AQP4-Iso-
enzyme in Assoziation mit anderen Proteinen an die Zelloberflache oder an die intra-
zellularen Membranen gelangen. Wir konnten am Kaninchen-Myokard weder eine Trans-
lokation der AQP4-Isoenzyme noch eine Beteiligung der PKC als Signalinduktor fest-

stellen.

Das Protein T1a tritt in der Plasmamembran alveolarer Epithelzellen bei Ratte, Maus und
Mensch in zwei Isoformen auf. Obwohl die genaue Funktion nicht bekannt ist, ist es am
Flussigkeitstransport in der Lunge beteiligt (Ma et al., 1998; Kuwahara et al., 1995).
Lange lag der Verdacht nahe, das T1a-Isoformen als coexprimierte Proteine eine
Regulationsfunktion bei Wasserkanalen ausfuhren (Ma et al., 1998). Durch cDNS-
Analysen wurde jedoch nachgewiesen, dass T1a-Proteine zwar eine Coexpression mit
anderen Aquaporinen wie AQP1 (Hasegawa et al., 1994a) oder AQP5 (Frigeri et al.,
1995b) eingehen, aber deren Funktion nicht beeinflussen. T1-a konnte also eine

Coexpression mit AQP4-Proteinen eingehen, die aber weiter untersucht werden musste.

Eine altersabhangige Expression unserer humanen juvenilen und adulten Herzproben
auf die AQP4-Isoformen wurde nicht ermittelt. Uberraschend war jedoch, dass sich die in
den Kaninchen-Kardiomyozyten ermittelte Intensivitat der Sequenz-Expressions-Profile
der Promotorregionen stark von der Intensitat der humanen Profile in Gehirn und Niere
unterschieden. Die Kaninchen B1/ C1-Primer-Expression war starker als die humane
Expression in Gehirn und Niere (Abb. 28), und die Kaninchen A1/ A2-Primer-Expression
war gegenuber der humanen Expression etwas erhoht. Die A1/ C1-Primer-Expression,

welche im humanen Gehirn an Expressionsintensivitat Uberwog (Abb. 28), konnte im
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Kaninchen nicht detektiert werden (Abb. 27). Dadurch lassen sich an den Spezies klo-
nale Unterschiede der SpleiRvarianten aufzeigen. Es konnten am Kaninchen-Myokard
drei Sequenz-Expressionsprofile ermittelt werden, was jedoch weitere, am Aufbau
beteiligte Promoter-gebundene Spleildvarianten nicht ausschliesst. Diese beruhen mog-
licherweise auf einer unterschiedlich starken Expression des stimulatorisch wirkenden
Promoters auf Kardiomyozyten.

Die transkriptionale Aktivitat des Exon0O-Promoters ist deutlich hoher als die des Exon1-
Promoters, denn der Immunoblot (Abb. 27) zeigte eine starkere Expression der kurzen
AQP4-Protein-Isoform (angeregt durch den Promoter des Exon0) als der langen AQP4-
Isoform (Nielsen et al., 1997b; Terris et al., 1995). Folge: Die Promoter-Aktivitat ist ein
moglicher Faktor fur die hohere Expression der kirzeren AQP4-Protein-Isoform im
Kaninchen-Myokard. Die Kardiomyozyten missen demnach spezifische Faktoren frei-
setzen, die eine Erhéhung der ExonO-Transkription und dadurch eine Expression der
AQP4-Protein-Isoform hervorrufen.

Alle Isoformen werden koprazipitiert und sind am Aufbau der Domanen des gesamten
AQP4-Proteins beteiligt. Die Frage, ob die verkirzten AQP4-Isoformen eine biologische
Funktion haben, wird noch immer kontrovers diskutiert. Nach Versuchen von Yang (Yang
et al., 1995) haben beide hMIWC-Isoformen eine wasserfliihrende Funktion; dennoch ist
der Grund fur die Synthese nicht bekannt.

Um diese Frage zu klaren, muss der Verlust von AQP4-Isoformen in Tier-Modellen
(Oozyten, Mause, Ratten, Kaninchen etc) als Transfektanten bestatigt werden. Knock-
out-Tiere konnten weitere Aufschlisse Uber die Funktion der Aquaporine im Myokard
liefern. Die bisherigen Ergebnisse Uber den Verlust von Aquaporinen in anderen Ge-

weben sind kontrovers und werden spater diskutiert (s. 4.7).

4.6.1 Orthogonal arrays of particles (OAPS).

Zu den OAPs wurden in der vorliegenden Arbeit keine Untersuchungen durchgefuhrt.
Weil diese orthogonalen Felder aber vermutlich eng mit dem AQP4-Protein assoziiert
sind, wird kurz auf sie eingegangen.

Mit der Elektronenmikroskopie wurden vor mehr als 30 Jahren an Plasmamembranen
verschiedener Saugetiere regelmalige quadratische Felder entdeckt (Landis and Reese,
1974). Diese Strukturen lagen haufig in der Nahe von Kapillaren und wurden zunachst
als intramembranare Partikel (IMPs) bezeichnet. An AQP4-beinhaltenden Geweben bil-

deten sie eine Anordnung aus orthogonal ausgerichteten Partikeln, die als ,square
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arrays” bekannt wurden (Verbavatz et al., 1993). OAPs mit identischer Ultrastruktur aber
unterschiedlicher Flachengrosse wurden in den verschiedensten Geweben entdeckt: in
Langerhans-Zellen der Niere (Orci et al., 1981; Nakamura and Nagano, 1985), in Epithel-
zellen der Trachea (Widdicombe et al., 1987), im Darm (Staehelin, 1972), im Magen
(Bordi et al., 1986; Misaka et al., 1996), in Astrozyten (Landis and Reese, 1974;
Neuhaus, 1990; Neuhaus et al., 1990; Rash et al., 2004) und im Skelettmuskel
(Verbavatz et al., 1997). An Membranen isolierter Kardiomyozyten wurden bisher aller-
dings keine OAPs gefunden.

An den Objektivfasern der Augenlinsen sind grof3e IMPs in Coexpression mit dem
Wasserkanal MIP26 entdeckt worden. MIP26 ist ein Wasserkanal-Protein, welches nur in
der Augenlinse vorkommt und bevorzugt in Coexistenz an der Plasmamembran anderer
Zelltypen mit AQP1-Expression auftritt. (Gorin and Goodman, 1985). OAPs traten bisher
nur bei Coexistenz mit dem AQP4-Wasserkanal auf. Ein Verlust der IMPs und der OAPs
fuhrt im Auge der Maus zu Katarakten (Shiels and Bassnett, 1996). Identitat und
Funktion von OAPs in anderen Geweben sind nicht bekannt.

Mit Gefrierschnitt-Analysen von Ratten-Gehirnen wurden AQP4-Wasserkanale an Zell-
membranen lokalisiert, an denen sich OAPs aus 6 - 7 nm grol3en Partikeln befinden
(Yang et al., 1996). Weil die Partikel in Epithelien und Membranen gefunden wurden, in
denen auch das AQP4-Protein vorkam, warf die Frage nach der Koexistenz auf. Ver-
suche mit AQP4-knockout Mausen, die keine OAP-Aggregate ausbilden konnten, besta-
tigten die Vermutung, dass die OAP-Aggregate mit dem AQP4-Protein (MIWC) assoziiert
sind (Frigeri et al., 1995b; Verbavatz et al., 1997). Zusatzlich wurde durch Immun-
goldlabelling der AQP4-AK der direkte Zusammenhang zwischen den OAPs und den
AQP4-Wasserkanalen an der Zellmembran nachgewiesen (Rash et al., 2004). Die Hypo-
these, dass am Aufbau dieser orthogonalen Membran-Strukturen AQP4-Isoformen betei-
ligt sein kénnten, wurde durch die Beteiligung der AQP4-SpleilRvarianten M1 und M23
am Aufbau der OAPs von Maus-Astrozyten bestatigt (Furman et al., 2003). Es ist aller-
dings nicht bekannt, ob prinzipiell AQP4-Proteine in unterschiedlichen Gewebetypen in
den orthogonalen Partikeln vorkommen, oder ob AQP4-Spleivarianten, AQP4-Mono-
mere oder AQP4-Tetramere separat bestehen kénnen (Abb. 37 A und B). Bewiesen ist,
dass die alleinige Expression der M1-AQP4-Isoform keine stabilen ,square arrays“ aus-
bilden kann (Furman et al., 2003; Silberstein et al., 2004). Die verkurzten AQP4-Spleil3-
varianten waren aufgrund anderer Faltungseigenschaften in der Lage, auch Moleklil-

Strukturen zu formen, die den OAPs nahe kommen. Moéglicherweise wird diese Anord-
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nung in anderen AQP4-exprimierenden Geweben - Auge, Magen, Trachea, Darm und
vielleicht auch Herz - verwendet. Es ist andererseits nicht bekannt, ob spezifische
Faktoren - wie Ca**- oder Zytoskelett-Modulatoren - die Flachengrdsse oder die Zahl
orhogonaler Reihen beeinflusssen.

Die Grunde fur den Einbau von AQP4 in die orthogonalen Reihen sind bisher unbekannt.
Vielleicht lasst sich bei kleinen Membranen mit dieser Partikel-Anordnung mit Hilfe der
OAPs fur AQP4-Proteine eine maximale Dichte erreichen und dadurch ein effizienter
Wassertransport erzielen. Die Einfachkanal-Wasserdurchlassigkeit von AQP4 ist im Ver-
gleich zu anderen Aquaporinen drei- bis viermal hdoher (Yang and Verkman, 1997; Yang
et al., 1997). Die Zusammenlagerung von AQP4 zu OAPs kdnnte einen héheren Was-
sertransport ermoglichen und die Entwasserung durch Membranen elegant I0sen helfen.
Fazit ist: AQP4-Proteine und deren Isoformen sind Bestandteile der OAPs, womit sie die

Identitat und Funktion der OAPs bestimmen.
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Abb. 37: Elektonenmikroskopische Aufnahmen zu OAPs (Furman et al., 2003)

Gefrierbruchveratzungen an Kontroll-Zellen von Chinese hamster ovary cells (CHO) und

M1 / M23-Isoform exprimierende Maus-Astrozyten.

A: P-Face transfizierte CHO-Zellen zeigen 7 -9 nm grosse Pocken auf ihrer Membran aber
keine OAPs.

B: E-Face transfizierte CHO-Zellen weisen eine geringere Anzahl der Pocken auf.

C: P-Face an M23-exprimierenden Zellen enthdillen drei ,square arrays” (kleine Ovale) und funf
lange ,square array“-Verknipfungen mit 6 nm Abstanden.

D Immungold-Antikorper Detektion der AQP4-Isoformen in M23-P-Face-Zellen.

E: Hohere Auflésung einer E-Face-Anordnung in M23-Zellen.

D zeigt Formaldehyd-fixierte Zellen. Die weiteren Aufnahmen zeigen Glutalaldehyd-fixierte

Zellen. Der Mal3stab rechts entspricht = 100 nm

P und E-Face unterliegen der internationalen Nomenklatur zur Beschreibung der nach einer

Gesamtmembran-Seperation vorliegenden Fraktionen (Branton et al., 1975).

P-Face: Beschreibt die protoplasmatische Fraktion, welche im Kontakt zu Zytoplasma, Nukleo-

plasma oder mitochondrialem Plasma steht.

E-Face: Beschreibt die extraplasmatische Fraktion, welche mit dem extrazellularen Raum, dem

extranuklearen Raum oder dem extramitochondrialem Raum in Vebindung steht.

4.7 AQP-Knockout-Mause

Der AQP-Verlust und die damit verbundenen Prozesse wurden mit Hilfe von knockout-
Mausen (KO-Mause) untersucht. AQP4 kommt als permselektiver Wasserkanal ubiquitar
vor. Im Gehirn von Saugetieren und in anderen Zelltypen tUbernimmt AQP4 die Regula-
tion der Serum-Osmolaritat (Jung et al., 1994a). In KO-Mausen wurde nach zerebralen

Stérungen im Vergleich zu den Kontrolltieren eine zu Odemen fiihrende Wasserein-
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lagerung um 35 % vermindert (Manley et al., 2000). Bei diesen KO-Tieren konnte ein
Schutzmechanismus der Nervenzellen nachgewiesen werden welcher dazu beitragt, die
morphologische Intigritdt zu bewahren. Dabei erfolgte in den Zellen eine kontrollierte
Schwellung von definierten Zellbereichen, welche ohne besondere Funktionen sind. So
schwellen z.B. bei Glia-Zellen die Astrozyten-Endképfe mit nachfolgender Stérung der
Osmolaritat (Nielsen et al., 1997b), um das Neuron zu schiutzen. Vermutlich sind
verschiedene elektrolytische Transporter und ein koordinierter Osmolyt Transfer fur
diese Selektivitat innerhalb der Zellen zustandig.

In Lungen von Saugetieren liegen drei verschiedene AQPs vor: AQP1 im mikrovasku-
laren Epithel, AQP4 im Luftweg—Epithel und AQP5 im alveolaren Epithel (Ma et al.,
1997). Bei AQP1-Verlust nimmt der transkapillare Wassertransport als Antwort auf eine
hydrostatische Druckdifferenz ab. Der Verlust beinflusst aber die isomolare alveolare
Flussigkeits-Absorption nicht. Ein AQP4-Verlust bei KO-Mausen hat weder auf die
Luftraum-Wasser-Permeabilitdt noch auf die alveolare Flissigkeitsresorption einen
Einfluss und verursacht auch sonst keine signifikanten Effekte (Bai et al., 1999). Auch
der Verlust der OAPs fuhrt lediglich zu einem verminderten Wassertransport (Bordi et al.,
1986; Neuhaus, 1990; Yang et al., 1996; Verbavatz et al., 1997; Furman et al., 2003).
Auch die zahlreiche Studien an KO-Mausen verweisen auf einen funktionellen Zusam-
menhang zwischen Wasserkanalen und Osmolaritat. Der Einfluss auf die Osmolaritat
nach AQP1- und AQP4-Verlust war in der Mause-Niere (Schnermann et al., 1998)
allerdings in Bezug auf die Fahigkeit, Urin zu konzentrieren, nur gering (van Hoek et al.,
2000). Diese beiden Wasserkanal-Proteine waren nicht in der Lage, die Konzentration
des Urins bei Wasserentzug zu erhohen (Meyer and Verkman, 1987; Ma et al., 19963;
Chou et al., 1998).

Neben der zentralen Wasserregulation regelt AQP4 auch andere zelluldre Prozesse.
Unter physiologischen Bedingingen ist AQP4 z.B. im celliliaren Epithel und in Muller-
Zellen der Retina umfangreich exprimiert. Nach Proteinverlust bei Mausen war die
Elektroretinogram-b-Welle signifikant reduziert, jedoch war die Retina morphologisch
nicht verandert (Li et al., 2002). Nach AQP4-Verlust bei KO-Mausen fuhrte der gestorte
Druckausgleich zwischen den Henschen-Claudius-Zellen (an der Basallamina des Innen-
ohres) und den sensorischen Haarzellen zu einer verminderten akustischen Signaltrans-
duktion (Verkman, 2000). Auch in der basolateralen Membran der Magenwand von
Mausen und in der humanen Magengrube finden sich AQP4-Proteine (Misaka et al.,

1996). Bei KO-Mausen war die Magenwand nicht verandert, obwohl die Flussigkeits-
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regulierung bei der Saureproduktion schlechter als beim Wildtyp ausfiel (Wang et al.,
2000). Nach Aquaporin-Verlust kann an KO-Mausen eine Storung in unterschiedlichen
Organ- und Gewebetypen auftreten, die weder phanotypische noch physische oder

morphologische Auswirkungen hatte.

4.8 Das mMRNS-AQP4-Transkript

Im Northern-Blot fand sich in Kaninchen-Kardiomyozyten ein Transkript (5,5 kb), welches
etwa die Grosse des humanen AQP4-Protein-Transkriptes hatte (6 kb; Abb. 30). Die
Sequenzanalyse fur das Kaninchen-AQP4 zeigte eine chromosomale Homologie mit
dem humanen AQP4 (hMIWC) Transkript am 18922 Chromosom. Die Promoter-
gerichteten Primer fur die Analyse der Kaninchen-Spleivarianten lehnten sich an das
humane Isoformen-Modell an (Yang et al.,, 1995). Dabei ergab sich eine 100 %ige
Homologie zur amplifizierten Sequenz. Ein funktioneller Zusammenhang fur die unter-
schiedlichen AQP4-Isoformen konnte damit jedoch nicht belegt werden. Neben ubiquitar
exprimierten Wasserkanalen sind andere nur in ganz bestimmten Organen zu finden,
oder sie werden in bestimmten Organen bevorzugt exprimiert (Abb. 31).

Die AQP4-Isoformen scheinen nicht nur zentrale Aufgaben wie die Wasserregulation zu
besitzen (s. 4.7). Die bevorzugte Expression von Aquaporinen in manchen Organen lasst
auf ganz bestimmte Aufgaben schliessen (Shiels and Bassnett, 1996; Misaka et al.,
1996; Verkman et al., 2000; Wang et al., 2000). Interessant ist auch, dass neben der
selektierten Organ-Expression der Aquaporine auch Unterschiede in der Starke des
Expressionsprofils (Umenishi and Verkman, 1998), der Grosse (Ma et al., 1997) und
innerhalb der Spezies existieren (Ma et al., 1993; Lu et al., 1996; Ma et al., 1997).

4.9 Zell- und Organschwellung in vivo

Akkumulation osmotisch wirksamer Metabolite mit einem osmotischen Gradienten und
Zellschwellung sind eine prominente Komponente fur einen ischamischen myokardialen
Zelltod. Die Reperfusion mit iso-osmotischen Blut nach einer langeren Ischamie lasst die
Kardiomyozyten anschwellen und zerstort ihre Membranen irreversibel (Diaz et al.,
2003); danach verlieren diese u.a. Dystrophin (Armstrong et al., 2001): Eine osmotisch
bedingte Zell-Zerstérung hat stattgefunden (Ganote and Humphrey, 1985).

Oxygenierte Kardiomyozyten kdnnen einen osmotischen Wechsel besser tolerieren,

denn sie kdnnen den Anstieg des Zellvolumens durch einen hypo-osmotischen Wechsel
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nach Aktivierung von regulatorischen Volumen-Verringerungs-Mechanismen begrenzen,
welche von der Offnung von Chlorid-Kanélen abhéngen (Zhang et al., 1993; Jackson
and Strange, 1993). Geschutzte, durch Ischamie prakonditionierte Kardiomyozyten ver-
lieren kein Dystrophin. Vielmehr ist die Schwellung im Kardiomyozyten reduziert, was zu
einer Kardioprotektion fuhrt (Armstrong et al., 2001). Eine pharmakologische Inhibierung
der aktivierten Cl-Kanale, die die Kardioprotektion durch eine ischamische Prakonditio-
nierung fordern, wirkt an isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten und bei Langendorff-
perfundierten Herzen dem Zelltod durch Schwellung entgegen (Diaz et al., 1999). Die
Blockade der Cl-Kanale verhindert an isolierten Kaninchen-Kardiomyozyten und bei
Puffer-perfundierten Kaninchen-Herzen eine durch pharmakologische Prakonditionierung
und in der Folge eine durch Adenosin-A1-Rezeptor-Aktivierung oder eine direkte PKC-
Stimulation hervorgerufene Kardioprotektion (Batthish et al., 2002).
Die Wasserregulation uber den Cl-Kanal- spielt neben den Wasserkanal-Proteinen eine
grol3e Rolle fur die Kontrolle des Kardiomyozyten-Volumens und dadurch auch fur die
Kardioprotektion durch die ischamische Prakonditionierung (Vandenberg et al., 1996).
Die Regulierung der Osmolaritat Uber die Wasserkanalproteine ist eine der zentralen
GréRen zur Odem-Verminderung und damit zur Organ-Protektion.
Odeme konnen unterschiedlich lokalisiert sein. Ein intrazellulares Odem erzeugt eine
Zell-Degeneration. Andererseits kann sich ein Odem durch (bermaRige Flissigkeits-
ansammlung im interstitiellen Gewebe bilden. Bei einer vermehrten Flussigkeits-
ansammlung (Transsudat) im Herzbeutel spricht man vom Hydroperikard. Odeme kén-
nen lokal oder generalisiert auftreten oder entziindliche oder nicht-entztindliche Kompo-
nenten haben.
Physiologischerweise befindet sich die proteinfreie Filtration aus dem arteriellen Schen-
kel von Kapillaren und die Reabsorption in den vendsen Schenkel im FlieRgleichgewicht.
Odeme treten immer dann auf, wenn die Filtrationsmenge die Summe aus Resorption
und Lymph-Abfluss (ibersteigt. Die Pathophysiologie der kardialen Odementstehung wird
durch einen erhohten hydrostatischen Druck vermittelt. Die Folgen daraus kdnnen sein:

- Rechtsherzversagen (kongestives Herzversagen),

- konstriktive Perikarditis,

- Pfortaderstau (Ascites).
Odeme entstehen auch bei einem verminderten kolloidosmotischen Druck (verminderte

Plasmaproteinkonzentration = Hypoproteinamie). Neben einer Eiweilmangel-Ernahrung
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ist der Verlust von Plasmaproteinen durch starken Parasitenbefall (z.B. Trichostrongylus)
Ursache eines Odems.

Wie sich die Odembildung in der Primarkultur unserer isolierten Kaninchen-Kardio-
myozyten verhielt, wurde unter Punkt 4.2 bereits beschrieben. Nach ultrastrukturellen
Untersuchungen von humanem Myokard und nach experimentellen Ergebnissen reagier-
ten spezialisierte isolierte Herzmuskelzellen - vor allem des Erregungsbildungs- und
Erregungsleitungssystems und der Kapillarendothelien — gegenuber Ischamie / Reper-
fusion empfindlicher als das Arbeitsmyokard (Schmiedl et al., 1999; Nozawa et al.,

2003). Stérungen an diesen Zellen begunstigen die Entstehung von Arrhythmien.

98



Klinische Bedeutung

5. Klinische Bedeutung

Die hohe Wasserpermeabilitat von Epithelien der Nierentubuli, Lungenalveolen, Hirn-
ventrikel, des Myokards oder auch der Erythrozyten beruht auf der regulatorischen
Kapazitat der Aquaporine (AQPs) (Agre and Kozono, 2003). Trotz intensiver Forschung
ist die Funktion der Aquaporine nicht geklart. Doch bereits jetzt ist zu erkennen, dass ein
Ausfall der AQPs zu schweren Krankheitsbildern fihren kann. Eine Dysfunktion oder ein
Fehlen der AQPs flhrt z.B. zum Katarakt oder zum nephrogenen Diabetes insipidus
(King and Agre, 1996) und wird auch fir die Entstehung der Herzinsuffizienz diskutiert
(Verkman, 2000; Wang et al., 2001b; Suzuki et al., 2002). Daher stellen AQPs attraktive
Ziele fur Pharmaka dar.

Bei dem sowohl autosomal rezessiven als auch dem dominant nephrogenen Diabetes
insipidus kann die Niere nicht auf das antidiuretische Hormon (ADH; Vasopression)
reagieren, so dass die Diurese drastisch erhoht ist. Diese Erkrankung wird durch Muta-
tionen am AQP2-Protein hervorgerufen und bildet damit das erste Beispiel fur eine domi-
nante Krankheit, die in einem direkten Zusammenhang mit einem Wasserkanal steht.
Der mit dem Genotyp verbundene Funktionsverlust behindert den Proteintransport zum
Wirkungsort. Eine Dysfunktion des Proteins selbst wurde jedoch nicht bestatigt
(Kamsteeg et al., 1999).

Das AQP4-Protein fungiert unter anderem als ein Ventil fir Hirnwasser, dessen Uber-
schuss bei einem zerebralem Odem letale Folgen haben kann (Manley et al., 2000).
Zerebrale Odeme tragen signifikant zu Krankheit und Tod bei allgemeinen neuro-
logischen Defekten bei. Die aktuellen Behandlungsmethoden beschranken sich auf die
Gabe von hyperosmolaren Substanzen oder auf eine chirurgische Dekompression.
AQP4-Proteine sind nicht selbst fiir eine Odembildung zustéandig, vielmehr wird durch
pathophysiologische-Faktoren die Funktion der Wasserkanalproteine beeintrachtigt und
damit die Wasserbalance gestort. AQP4-KO-Mause hatten im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren eine schlechtere Uberlebenschance gegeniiber der bei Odemen eintretenden

Wasser-Intoxikation.

Unsere Versuche ergaben, dass ein zur Zellschwellung fuhrender Wassereinstrom nach
pharmakologisch induzierter Ischamie durch die signifikant erhdhte Expression von
AQP1-Proteinen vermindert wurde. Die Prakonditionierung der Kardiomyozyten flhrte zu
keiner weiteren Erhéhung der AQP1- und AQP4-Expression. Im Myokard erfolgt bei
Zellschwellung eine Koaktivierung von K*- und Cl-Kanlen. In den Kardiomyozyten

99



Klinische Bedeutung

kénnten die Volumen-aktivierten Cl-Kandle an der Repolarisation und unter patho-
logischen Bedingungen an der Entstehung von Arrhythmien beteiligt sein (Horner et al.,
1994; Vandenberg et al., 1994).

Bei inflammatorischen Prozessen spielt eine Zellschwellung immer eine Rolle. Dadurch
wird die Proteinbiosynthese oder die Zellproliferation beeinflusst (Sorota, 1992).

Nach einem Myokardinfarkt - eine haufig gestellte Diagnose - konnen groRere Myokard-
areale nekrotisch werden. Elektronenmikroskopisch lassen sich Zellddem, definierte
Alterationen von Mitochondrien und anderer Organellen sowie Veranderungen des Kon-
traktionszustandes der Sarkomere nachweisen (Schmied! et al., 1999). Durch geeignete
Inhibitoren und durch spezifische Triggerung von Kanalen kénnten Schwellungen unter-
bunden werden, die an der Odembildung beteiligt sind. Dabei wiirden sich Aquaporine
als Target-Proteine bestens eignen.

Zahlreiche Fragen zur Regulation und zu strukturellen Eigenschaften von Aquaporinen
und deren Isoformen bleiben offen. Die vorliegende Arbeit sollte zur Klarung ausgewahl-
ter zellularer und molekularer Mechanismen bei Kardiomyozyten beitragen. Es sollte
auch die Bedeutung von Aquaporinen in der Klinik als mdgliche Zukunfts-Targets ange-
sprochen werden (Hanley et al., 2002). Es ware namlich sinnvoll, Molekille zu konstru-
ieren, die den Wasserfluss durch Aquaporine regulieren und somit den Wassereinstrom
in die Zelle blockieren konnen. Derartige Molekule waren zunachst in der Simulation und
spater im Versuchstier zu testen. Die genauen Kenntnisse Uber solche Wasserkanal-
regulierenden Substanzen wurden vielversprechende Ansatzpunkte fir die Entwicklung

neuer Medikamente liefern.
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6. Zusammenfassung

Die zellulare Wasseraufnahme und -abgabe ist ein wichtiges Regulativ intrazellularer
metabolischer Prozesse. Darin ist eine Vielzahl von Proteinen involviert, zu denen auch
die Wasserkanalproteine gehéren (Aquaporine; AQPs).

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, im Hinblick auf koronare Herzkrankheiten einen
therapeutischen Ansatz zur Vermeidung ischamischer Schadigungen und damit von
irreversiblen Wasserintoxikationen und zellularen Ausfallen am Beispiel der Wasser-
kanalproteine AQP1 und AQP4 zu untersuchen. Deren Verhalten unter veranderten
metabolischen Bedingungen wurde experimentell an isolierten Zellen des Kaninchens
Uberprift.

Zu den sechs Versuchsschritten gehorte erstens die Isolierung und Kultivierung geeig-
neter Kaninchen-Kardiomyozyten nach Perfusion des Myokards mit einem Kollagenase-
haltigen-Puffer. Die MolekulargroRe von AQP1 und AQP4 wurde bestimmt. Sie betrug
23 kDa bzw. 45 kDa. In der zweiten Versuchsreihe zeigte sich anhand zellularer und
morphologischer Parameter, dass die erworbene Ca?*-Toleranz der isolierten Kanin-
chen-Kardiomyozyten die Funktionalitat und Lebensdauer der isolierten Zellen gegen-
uber pharmakologischen Interventionen steigern kann. Die morphologischen und mikro-
skopischen Untersuchungen ergaben dennoch eine schadliche Wirkung auf die Zellorga-
nellen, die vermutlich durch freie Radikale (Uyama et al., 1992) hervorgerufen wurden.
Dadurch war nur eine unbefriedigende Eignung zur Kultivierung als Primarkultur ermittelt
worden.

Der dritte Schritt war pathophysiologisch orientiert: An isolierten Kardiomyozyten wurde
eine pharmakologische Ischamie durch Inhibierung des Zellstoffwechsels induziert.
Durch vorheriges Offnen der mioKatr—Kanale wurde eine protektive Wirkung in den
Kardiomyozyten erzielt. Durch den gleichzeitigen Antagonismus mit i,Karp-Kanal-
Blockern sollte der Zusammenhang zwischen der AQP-Expression und dem veranderten
Zellstoffwechsel festgestellt werden. Dabei wurden Unterschiede zwischen der Expres-
sion der untersuchten Aquaporine und den ventrikularen Zellaufschllissen deutlich. Bei
Inhibierung des Zellstoffwechsels trat eine signifikante Erhdhung der AQP1-Protein-
Expression auf, wahrend bei Protektion der Zellen die Expression bei einer anschliel3en-
den Inhibierung stabil blieb. Diese Eigenschaft wurde in linksventrikularen Zellaufschlus-
sen an mikrosomalen Zellmembranen deutlich.

Im vierten Versuchsschritt war nach Proteinkinase-C-Aktivierung mit einem Phorbolester

die Expression der AQP4-Proteine sowohl an den isolierten Zellen der linksventrikularen
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als auch der rechtsventrikularen Aufschllsse signifikant erhéht. Dabei Ubernahm der
Phorbolester eine zellulare protektive Funktion durch das Phosphorylisieren der mitoKatp-
Kanale (Liu et al., 1996; Wang et al., 2001c). Funftens: AQP4-Expressionen unter-
schieden sich dadurch, dass eine von der AQP1-Expression differenzierte Signaltrans-
duktion beider Wasserkanal-Proteine ermittelt werden konnte. Bei PKC-Aktivierung
wurde eine signifikante Erniedrigung der AQP1-Protein Expression gegenuber Kontrolle
deutlich. Einen Zusammenhang bezuglich einer Translokation der beiden beteiligten
Aquaporine konnte am Kaninchenmyokard nicht festgestellt werden. AQP1 und AQP4
waren ausschlieBlich auf intrazellularen mikrosomalen Membranen lokalisiert. Anders
verhalt es sich in humanen Aufschlissen, bei welchen AQP1 in der Plasmamembran
und AQP4 in den mikrosomalen Membranen identifiziert wurde. Damit ware eine Trans-
lokation des intrazellularen mikrosomalen Vesikelpools zur Plasmamembran beider
Aquaporine - ausgelost durch humorale oder inflammatorische Prozesse - bei humanen
Kardiomyozyten denkbar.

Im sechsten Schritt wurden mit Primer-gerichteten Transkriptionsprofilen homologe
Bereiche humaner und Kaninchen-Gene ermittelt. Die Sequenzanalyse beider Spezies
ergab eine Homologie der AQP4-Isoformen. Neuere Studien der molekularen Regulation
und Anordnung der Struktur von AQP4 beschreiben eine differentielle Regulation der
verschiedenen AQP4-Isoformen (Verbavatz et al., 1997; Furman et al., 2003; Silberstein
et al., 2004). Diese Isoformen werden offenbar durch unterschiedliche Signalmechanis-
men kontrolliert. Die genauen Translations-Mechanismen, welche an der Regulation der
gewebetypischen AQP4-Isoformen partizipieren, sind zurzeit noch unklar. Zusatzlich
wurde mit Hilfe RNS-spezifischer Sonden des AQP4-Proteins erstmalig die Grole des

Expressionsprofils (5,5 kb) beim Kaninchen bestimmt.
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P oder PD Prodomane

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
PBST Phosphat/Tween-gepufferte Kochsalzlosung
PCR Polymerasekettenreaktion

PKB Proteinkinase B (= Akt)

PKC Proteinkinase C

PKC-I Proteinkinase C-Fragment Inhibitor
PMA Phorbol-12- Myristat-3-Acetat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinyldifluorid

RIPA Radioimmunoprazipitationsassay
RNS Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

upm Umdrehungen pro Minute

TAE Tris-Acetat EDTA

TBS Tris/Bohrat-gepufferte Kochsalzlésung
TBST Tris/Bohrat/Tween-gepufferte Kochsalzlésung
TEMED N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin
TPA Tris/HCI-Phosphat-Puffer

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100 t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

U Unit / Einheit

UN Uber Nacht

uv Ultraviolett

vol Volumen

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

X-Gal 5-Chloro-4-bromo-3-indolyl-D-galactopyranosid
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