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1. Zusammenfassung

1.1  Die Rolle von STATS3 bei der Regulation mitochondrialer Atmung und reaktiver
Sauerstoffspezies im Herzen

Bei chronischer Herzinsuffizienz kommt es zu einer Herabregulation von dem Signal
Transducer und Aktivator der Transkription 3 (STAT3), zu einer sympathischen Aktivierung,
sowie zu oxidativem Stress. Alle drei Faktoren sind kausal am Progress einer Herzinsuffizienz
beteiligt. So pradisponiert zum Beispiel die genetische Deletion des Transkriptionsfaktors
STAT3 zu einer Alters- und Schwangerschafts-assoziierten Herzinsuffizienz. Vor kurzem
wurde suggeriert, dass STAT3 neben seiner Rolle als Transkriptionsfaktor auch eine wichtige
Rolle in Mitochondrien bei der Regulation der Atmungskettenfunktion spielt. So war in
isolierten Mitochondrien von Mausen mit genetischer Deletion von STAT3 (STAT3-KO) die
maximale mitochondriale Atmungskapazitit um etwa 50% reduziert. Um die Rolle von
STATS3 fiir die Regulation der mitochondrialen Energetik und Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zu untersuchen, isolierten wir Herzmuskelzellen von Mausen mit
kardiomyozyten-spezifischer Deletion von STAT3 (STAT3-KO) und Wild-Typ
Geschwistertieren (WT). Die Kardiomyozyten wurden im elektrischen Feld mit einer
Frequenz von 0,5 Hz stimuliert. Um eine Arbeitslasterhéhung zu provozieren wurden die
Herzmuskelzellen fir drei Minuten dem [B-Adrenozeptor (B-AR) Agonisten Isoprenalin
(30nM) und einer Stimulationsfrequenz von 5 Hz ausgesetzt. Danach wurde die
Stimulationsfrequenz wieder auf 0,5 Hz gesenkt und Isoprenalin ausgewaschen. Mithilfe einer
CCD-Kamera wurde die Sarkomerverkiirzung in diesen Kardiomyozyten aufgenommen und
gleichzeitig durch fluoreszenzoptische Methoden entweder die Autofluoreszenz von NADH,
NADPH und FAD®, oder alternativ mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen die zytosolische
Kalziumkonzentration ([Ca®']¢), die intrazelluldre Natriumkonzentration ([Na']), das
mitochondriale Membranpotential (AY,) oder die mitochondriale Superoxidproduktion
(-Oy ) registriert. Die Kinetiken der Zellverkiirzung waren in STAT3-KO Myozyten leicht
verlangsamt, die globalen [Ca®*]c und [Na']; jedoch unverandert. Der Redoxstatus von
NAD(P)H und FADH war bei WT und STAT3-KO Myozyten unter Basalbedingungen
unverandert (~65% reduziert) und wurde durch die erhohte Arbeitslast (Isoprenalin/5Hz) im
gleichen Ausmal} oxidiert, was auf eine vergleichbare Beschleunigung der ADP-induzierten
Atmung hinweist. Dementsprechend blieb in beiden Gruppen AY. wéhrend der gesamten
Messung gleich. Die -O, -Produktion blieb in WT Myozyten stabil, erhohte sich aber
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zweifach in der ersten Minute nach Arbeitslasterhéhung in STAT3-KO Myozyten und
normalisierte sich im Anschluss. Somit ist festzuhalten, dass unter basalen Bedingungen das
Fehlen von STAT3 keinen Einfluss auf die mitochondriale Atmung und nur im geringen
Umfang auf die mitochondriale ROS-Produktion hat. Um zu untersuchen, ob durch das
Fehlen von STAT3 und chronischer B-adrenerger Stimulation mitochondriale Defekte
auftreten, wurden in beide Versuchsgruppen fur jeweils 24 Stunden osmotische, mit
Isoprenalin  geflllte Minipumpen implantiert. Nach dieser Behandlung war der
NAD(P)H/NAD(P)" und FADH,/FAD" Redoxstatus in beiden Gruppen stirker oxidiert
gegeniber Zellen von Mausen, die nicht chronisch mit Isoprenalin behandelt wurden (~35%
vs. ~65% reduziert). Durch akute B-AR Stimulation und Erhohung der Frequenz auf 5 Hz
kam es in WT Myozyten zu einer kontinuierlichen Regeneration des Redoxstatus auf ca. 55%,
wéhrend diese in STAT3-KO Myozyten ausblieb und sogar eine weitere Oxidation beobachtet
wurde (auf ca. 28%), trotz unverandertem AW, in beiden Gruppen. Dies war bei STAT3-KO
Myozyten mit einer Verringerung der mitochondrialen Ca?*-Aufnahme sowie einer 2,3-
fachen Erhéhung der -O, -Produktion unter Isoprenalin im Vergleich zu WT
Kardiomyozyten assoziiert. Darliber hinaus war die Aktivitat des Zitratzyklusenzyms
Aconitase, welches durch oxidativen Stress inhibiert wird, in STAT3-KO Mitochondrien
gegeniiber WT reduziert. Wir schlussfolgern, dass es durch das Fehlen von STAT3 zu einem
Defekt der mitochondrialen Ca?*-Aufnahme kommt, die zu einer verringerten Stimulation des
Zitratzyklus und somit einer reduzierten Regeneration von NADH und NADPH kommt, was
zum einen ein energetisches Defizit und zum anderen oxidativen Stress provozieren kénnte,
da NADPH fiir die Regeneration von mitochondrialen antioxidativen Enzymen, wie z. B.
Glutathionperoxidase und Thioredoxin bendétigt wird. Deshalb konnte die Herabregulation
von STAT3 bei Herzinsuffizienz im Rahmen der bei dieser Erkrankung charakteristischen
chronischen [B-adrenergen Stimulation zu oxidativem Stress und zum Fortschreiten der

Erkrankung fuhren.

1.2 The role of STAT3 on mitochondrial respiration and reactive oxygen

species in the heart

In human failing hearts, signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) is down
regulated and chronic sympathetic activation and oxidative stress are important hallmarks of
the disease. All three factors are causally linked to the progress of heart failure. For example,
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the genetic deletion of STAT3 predisposes to age- and pregnancy-related heart failure.
Recently it was suggested that besides its function as a transcription factor, STAT3 plays an
important role regulating the function of the respiratory chain. In isolated mitochondria from
mice with a genetic knockout of STAT3 (STAT3-KO), maximal mitochondrial respiratory
capacity was reduced by approximately 50%. To investigate the role of STAT3 for the
regulation of mitochondrial energetics and production of reactive oxygen species (ROS),
isolated cardiomyocytes were isolated from mice with a cardiomyocyte-restricted knockout of
STAT3 (STAT3-KO) and wild-type littermates (WT). The cardiomyocytes were field-
stimulated with a frequency of 0.5 Hz. To induce an increase in workload, myocytes were
exposed to the B-adrenoceptor agonist (B-AR) isoproterenol (30nM) and 5 Hz stimulation
frequency for three minutes. After this, the stimulation frequency was lowered to 0.5 Hz and
isoproterenol was washed-out. With the aid of a CCD camera, sarcomere shortening of the
cardiomyocytes was analyzed together with the autofluorescence of NADH, NADPH and
FAD". Alternatively, with the use of fluorescent indicators, the cytosolic concentrations of
Ca®* ([Ca*]c) or sodium ([Na'];), the mitochondrial membrane potential (AW) or the
mitochondrial production of superoxide (-O, ) were measured. Kinetics of cell shortening
were slightly slower in STAT3-KO myocytes, while [Ca?*]. and [Na']i were unchanged.
Redox-states of NAD(P)H and FADH were comparable in WT and STAT3-KO at baseline
(~65% reduced) and oxidized by a similar degree upon increased workload
(isoproterenol/5Hz), indicating similar increases in ADP-induced respiration. Accordingly,
AW, was maintained during our protocol in both groups. -O, -production remained stable in
WT myocytes, but increased 2-fold in the first minute after the workload transition in STAT3-
KO myocytes and normalized thereafter. Thus, under basal conditions lack of STAT3 has no
influence on mitochondrial respiration and just in a small amount on the mitochondrial ROS
production. To test whether STAT3 deficiency plus chronic B-adrenergic stimulation induce
mitochondrial damage, mice were treated with isoproterenol for 24 h in vivo (osmotic
minipump). After this treatment, NAD(P)H/NAD(P)" and FADH,/FAD" redox states were
more oxidized in isolated cardiomyocytes at baseline in both genotypes in contrast to mice not
chronically stimulated with iso (~35% vs. ~65% reduced). Through B-adrenergic stimulation
and raising frequency to 5 Hz there was a continuous regeneration to nearly 55% in WT
myocytes, while this could not be observed in STAT3-KO, where even further oxidation was
observed (to 28%) despite maintained AWy, in both groups. This was associated with a

decreased mitochondrial calcium uptake and a 2.3-fold increase in -O, formation during the
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influence of isoproterenol in STAT3-KO compared to WT cardiomyocytes. Furthermore the
activity of the Krebs cycle enzyme aconitase, which gets inhibited by oxidative stress, was
lowered in STAT3-KO mitochondria compared to WT. We conclude that through deletion of
STAT3 there is a malfunction in mitochondrial Ca** uptake which leads to a decreased
stimulation of Krebs cycle enzymes and a reduced regeneration of NADH and NADPH what
on the one hand could provoke an energetic deficiency and oxidative stress on the other hand
because NADPH is needed for the regeneration of mitochondrial antioxidative enzymes, like
glutathione peroxidase and thioredoxin. Thus, in the face of chronic 3-adrenergic stimulation
in heart failure, down regulation of STAT3 may contribute to oxidative stress and the

progression of the disease.
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2. Einleitung

Das Syndrom der Herzinsuffizienz ist derzeit der h&ufigste Grund fur einen stationaren
Krankenhausaufenthalt in Deutschland (Neumann et al., 2009). Dabei war 2011 in
Deutschland die Herzinsuffizienz mit 380.094 Féllen die zweithdufigste Hauptdiagnose. Bei
vollstationdren Patienten in Deutschland wird die Diagnose Herzinsuffizienz sehr h&ufig
gestellt, bei Ménnern stand sie 2011 mit 183.000 hospitalisierten Fallen an zweiter Stelle, bei
Frauen war sie im gleichen Jahr mit 197.000 hospitalisierten Fallen (wenn man die Diagnose
Lebendgeburt nicht einrechnet) die am hdufigsten gestellte Diagnose (Statistisches
Bundesamt, 2013a). Bezogen auf die absolute Anzahl war die Herzschwache im Jahr 2011 die
dritthdufigste Todesursache in Deutschland nach dem akuten Myokardinfarkt und der
chronischen ischamischen Herzkrankheit. Geschlechtsspezifische Unterschiede konnte man
nachweisen, bei Frauen spielte die Herzinsuffizienz eine groRere Rolle (Rang zwei der
Todesursachen), bei Ménnern belegte sie hingegen Platz vier und folgte den bdésartigen
Neubildungen der Bronchien und der Lunge (Statistisches Bundesamt, 2013b). Die
bundesweiten Krankheitskosten der Herzinsuffizienz wurden fir das Jahr 2008 auf rund 3,2

Milliarden Euro geschatzt (Statistisches Bundesamt, 2013c).

Der Krankheitsverlauf der Herzinsuffizienz ist durch wiederkehrende Krankenhausaufenthalte
sowie einer schlechten Prognose in Bezug auf das Uberleben gekennzeichnet. In der
Framingham Studie zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit, in den néchsten funf Jahren nach
Diagnose Herzinsuffizienz zu sterben, fur Manner zwischen 62 und 75%, fir Frauen zwischen
38 und 42% lag. Im Vergleich dazu betrug im gleichen Jahr in Amerika die
Funfjahresiiberlebensrate fur Krebserkrankungen im Mittel etwa 50% (McMurray et al.,
2000). Bedingt durch den demographischen Wandel unserer Gesellschaft ist zu erwarten, dass
die Prévalenz und Inzidenz der Herzinsuffizienz kinftig stark ansteigen und noch an
Bedeutung bei der é&rztlichen Versorgung der Bevolkerung zunehmen, sowie auch in
volkswirtschaftlicher ~ Sicht noch  groRere  finanzielle  Aufwendungen in  der
Krankenversorgung verursachen wird (Stewart et al., 2003; McMurray & Pfeffer, 2005).
Daher ist es sowohl erforderlich die Ursachen der Herzinsuffizienz weiter zu ergriinden, als

auch Ansatzpunkte fur bessere diagnostische und therapeutische Malinahmen zu finden.
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2.1 Ursachen und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

2.1.1 Definition der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz wird von der WHO beschrieben als die Unféhigkeit des Herzens, den
Korper mit ausreichend Blut und damit mit genligend Sauerstoff zu versorgen, um den
Stoffwechsel unter Ruhe- und Belastungsbedingungen zu gewahrleisten (WHO 1995). Eine
Erweiterung der Definition der Herzinsuffizienz (Jackson et al., 2000) verweist zusatzlich auf
das komplexe Muster neurohumoraler Verdnderungen, z.B. die Aktivierung des
sympathischen Nervensystems, sowie des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems, welche
angesichts der kontraktilen Dysfunktion den Blutdruck aufrecht erhalten soll, allerdings eine
erhdhte periphere Vasokonstriktion sowie Volumeniberladung und somit eine erhohte

kardiale Vor- und Nachlast mit sich bringen.

Klinisch liegt dann eine Herzinsuffizienz vor, wenn der Symptomenkomplex Mudigkeit
(Leistungsminderung), Kurzatmigkeit und Flussigkeitsretention auf dem Boden einer
kardialen Funktionsstorung besteht. Bei einer asymptomatischen linksventrikulédren
Dysfunktion besteht eine objektivierbare kardiale Dysfunktion, der Patient ist jedoch unter

Therapie beschwerdefrei (NVL Chronische Herzinsuffizienz, 2012).

2.1.2 Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz ist ein groRes und an Bedeutung zunehmendes Problem in industrialisierten
Populationen mit einer immer &lter werdenden Bevolkerung. Die Prévalenz der chronischen
Herzinsuffizienz ist stark altersabhangig (McMurray et al., 2000). In Europa schéatzt man die
Zahl herzinsuffizienter Patienten auf mehr als 10 Millionen, ein nochmal so groRes
Patientenkollektiv weist dariiber hinaus eine systolische kardiale Dysfunktion ohne
Herzinsuffizienzsymptome auf. Zwischen 45 und 55 Jahren leidet noch weniger als 1% der
Bevolkerung an einer Herzinsuffizienz, wohingegen zwischen dem 65. und 75. Lebensjahr 2-
5% der Bevolkerung betroffen sind, bei den Uber 80-J&hrigen fast 10%. Manner weisen mit
einer Geschlechterrelation von ca. 1,5:1 im Vergleich zu gleichaltrigen Frauen eine hohere
Pravalenz auf. Jedoch nimmt besonders bei Frauen der Anteil einer diastolischen
Herzinsuffizienz im Alter zu, bei alteren Patienten macht sie einen Anteil von 30%, bei

Patientinnen tber 40% aus (Hoppe et al., 2005).

Zu den Ursachen der steigenden Pravalenz von Herzinsuffizienz gehoren also auf der einen
Seite die alternde Bevodlkerung in den Industrienationen und auf der anderen Seite die sich

verbessernden  Uberlebenschancen nach einem  Myokardinfarkt, Kardiomyopathien,
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sekundaren Myokarderkrankungen oder Herzklappenerkrankungen. Dadurch, dass ein
stattgehabter Herzinfarkt den groften Risikofaktor fir eine Herzinsuffizienz darstellt, wird
auch ersichtlich, dass die Prévalenz in Zukunft ansteigen wird (Stewart et al., 2003; Muth et
al., 2006). Die genauen Mechanismen, die zur kardialen Dysfunktion und zur terminalen

Herzinsuffizienz flihren sind jedoch nicht hinreichend aufgeklért.

2.2 Die Physiologie der elektromechanischen Kopplung

Die elektromechanische Kopplung im Herzen ist der Prozess von der elektrischen Erregung
einer Myozyte bis hin zur Kontraktion des Herzens, wobei Kalzium (Ca?*) eine entscheidende
Rolle zukommt (Bers, 2002). Wéhrend des Aktionspotentials kommt es zur Aktivierung und
Offnung von spannungsabhéangigen Natrium(Na*)-Kanalen. Der einwarts gerichtete Na'-
Strom fuhrt zur schnellen Depolarisation der Zellmembran und zur Offnung der
spannungsabhangigen L-Typ-Ca’*-Kanale in der Zellmembran. Dabei triggert der Ca*'-
Einstrom (Ica) durch die L-Typ-Ca®*-Kanile die Offnung der in direkter Nachbarschaft
lokalisierten Ryanodinrezeptoren am Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) (Scriven et al.,
2000), was wiederum zur groReren Freisetzung von Ca®* ins Zytosol durch das SR fiihrt, auch
Ca®" induzierte Ca**-Freisetzung genannt (Fabiato, 1983). Wenn sich also ein L-Typ-Ca*'-
Kanal 6ffnet, kommt es zu einer lokalen Erhéhung von [Ca?*]. innerhalb von weniger als
einer Millisekunde auf 10-20uM, was die Ryanodinrezeptoren am SR aktiviert und zur
weiteren Ca**-Freisetzung fiihrt (Bers, 2008). Dieses vom SR entlassene Ca?* fiihrt lokal zu
sehr hohen Ca**-Konzentrationen in der Zelle, und zwar zwischen der Zellmembran und dem
SR (genannt dyadische oder junktionale Spalte). Durch Computermodelle errechnete man fir
diesen Ort fur die ersten Millisekunden nach Freisetzung durch den Ryanodinrezeptor Ca*'-
Konzentrationen zwischen 10pM bis hin zu 7mM. Durch Diffusion verteilt sich das Ca** in
der Zelle, wobei an entfernteren Orten die maximale Ca®*-Konzentration geringer ausfallt
(etwa 1,5uM im submembranésen Raum und etwa 0,5uM im restlichen Zytosol) und dort
auch die Ca**-Peak-Konzentrationen erst spater zu finden sind (Maack & O'Rourke, 2007).
Das ins Zytosol diffundierte Ca®* bindet an das myofilamentare Protein Troponin C (TnC),
welches dann mit Troponin I (Tnl) assoziiert. Daraufthin gibt Tnl seine Aktin-Bindestelle fur
Tropomyosin frei. Dadurch kann Myosin an Aktin binden und ist Voraussetzung fir das

Filamentgleiten und damit die Kontraktion der Zelle (Bers, 2008).
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Die Relaxation der Zelle wird ausgeldst durch fallende [Ca?*]., wodurch Ca** von TnC
abdissoziiert. Hierzu wird Ca®* durch drei (direkt oder indirekt energiebabhangige)
Transportmechanismen aus dem Zytosol entfernt: durch die SR Ca**-ATPase (SERCA), dem
sarkolemmalen Na‘/Ca?*-Austauscher (NCX) und der sarkolemmalen Ca®*-ATPase. Bei der
Nutzung dieser Transporter gibt es speziesspezifische Unterschiede, bei Myozyten aus dem
Ventrikel von Hasen wird 70% des Ca”* von der SERCA und etwa 28 % via NCX aus dem
Zytosol entfernt, bei der Ratte betragt diese Relation in Ventrikelmyozyten 92% zu 7%. Dabeli
ahneln sich diese Relationen im Ventrikel von Ratte und Maus sowie beim Menschen und
Hasen (Bers, 2002).

B-adrenerge Stimulation kann in die zellulare Ca®*-Homdostase im Herzen beeinflussend
eingreifen. Dabei spielen vor allem die Katecholamine Adrenalin und Noradenalin eine groRRe
Rolle, die an a3-, B1- und Bo-Adrenozeptoren (AR) binden. Durch B-adrenerge Stimulation
kommt es zur verstarkten und beschleunigten Kontraktion (positiv inotroper Effekt), einer
beschleunigten Relaxation (positiv lusitroper Effekt), sowie der Abnahme der diastolischen
[Ca?'].. Dabei aktiviert die Bindung an einen B-AR ein GTP-Bindeprotein (Gs), welches die
Adenylatzyklase anregt cAMP herzustellen. Dieses cAMP aktiviert die cAMP-abhéngige
Proteinkinase (PKA), welche mehrere fur die elektromechanische Kopplung wichtige
Proteine (Phospholamban, L-Typ-Ca?*-Kanile, Ryanodinrezeptor, Tnl und das Myosin-
bindendes Protein C) phosphoryliert. Die Phosphorylierung von Phospholamban (PLB) zum
Beispiel, einem Inhibitor der SERCA, fuhrt zur schnelleren Relaxation und Abnahme des
[Ca?*]. und einem groReren SR-Ca?*-Gehalt dadurch, dass die SERCA besser mit dem NCX
konkurriert (Bers, 2002). Der positiv lusitrope Effekt durch die PKA beruht auf der
Phosphorylierung von Phospholamban und Tnl (Li et al., 2000), was die Ca**-Aufnahme ins
SR und die Abdissoziation von Ca®* von den Myofilamenten beschleunigt. Der positiv
inotrope Effekt beruht auf einem erhdhten I, und einer groBeren Verfiigbarkeit von SR-Ca?",
welche die Ca**-Transienten-Amplitude maRgeblich erhdhen. Das Ubertrifft auch den Effekt
der verminderten myofilamentaren Ca®*-Sensitivitat (ausgelést durch die Phosphorylierung

von Tnl), welcher an sich die Kraft der Kontraktion verringert (Bers, 2002).
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2.3 Die Physiologie der mitochondrialen Energetik und ihrer

Anpassungsmechanismen

Im Herzen bendtigt der Prozess der elektromechanischen Kopplung grolRe Mengen an ATP,
was Uber die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien bewerkstelligt wird. Bei
Saugetieren deckt die ATP-Produktion durch oxidative Phosphorylierung an der
Atmungskette etwa 92% des ATP-Bedarfs (Gunter & Sheu, 2009). Schon bei geringer
Arbeitslast wird der gesamte ATP-Pool im Herzen innerhalb einer Minute zwei bis viermal
erneuert (Jacobus, 1985). In der mitochondrialen Matrix werden die Hauptprodukte des
Zitratzyklus, namlich NADH und FADH,, synthetisiert. Diese geben ihre Elektronen an die
Atmungskette ab und rufen dadurch sequentielle Redoxreaktionen hervor, die die
Translokation von Protonen (ber die innere mitochondriale Membran zur Folge haben.
Dadurch wird das mitochondriale Membranpotential (A¥y) und der pH Gradient (ApH)
aufgebaut (Abbildung 1).

AW, und ApH sind die Treibkraft der F1F,-ATP Synthase der Atmungskette. Durch diese
ATP-Synthase gelangen die zuvor an den anderen Komplexen der Atmungskette
ausgeschleusten Protonen wieder, entlang ihrem elektrochemischen Gradienten, in die
mitochondriale Matrix und sind der Antrieb zur Umwandlung von ADP zu ATP (Murphy &
Steenbergen, 2006). Dabei wird der wechselnde Energiebedarf des Herzens stark von ADP
und Ca?* beeinflusst. Bei ATP-Verbrauch stimuliert ADP die ATP-Produktion an der F;Fo-
ATP Synthase, was ApH und AW, dissipiert. Um den Protonengradienten aufrecht zu erhalten
wird die Abgabe von Elektronen von NADH und FADH; an die Atmungskette geférdert, was
einen vermehrten Elektronenfluss, die Regeneration von ApH sowie die Oxidation von
NADH und FADH, zur Folge hat. Eine Erhéhung der Arbeitslast wird unter physiologischen
Bedingungen durch B-adrenerge Stimulation induziert und ist assoziiert mit einer erhéhten
Amplitude und Frequenz zytosolischer Ca**-Transienten (Bers, 2002). Das geht einher mit
einer vermehrten Aufnahme und Akkumulation von Ca?* in die Mitochondrien. Der
Auswartstransport von Ca®* aus den Mitochondrien findet tber den mitochondrialen
Na*/Ca®*-Austauscher (MNCE) statt, was die Abhangigkeit der mitochondrialen Ca?*-
Konzentration von [Na']; erklart (Maack et al., 2006).

Ca’* aktiviert wiederum in der mitochondrialen Matrix Schlisselenzyme des Zitratzyklus
(McCormack et al., 1990; Balaban, 2009; Denton, 2009), sowie die FiF,-ATP Synthase
(Territo et al., 2000), und treibt so die Regeneration von reduziertem NADH aus NAD" an,
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um auch unter erhohter Arbeitslast einen balancierten Redoxstatus von NADH/NAD" sowie
FADH,/FAD" und ein ausgeglichenes Verhaltnis von ATP/ADP aufrecht zu erhalten.
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Abbildung 1: Zusammenspiel von elektromechanischer Kopplung, mitochondrialer Energetik
und Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in kardialen Myozyten unter physiologischen und
pathologischen Gesichtspunkten. Veranderungen bei Herzinsuffizienz sind rot eingezeichnet.
Erlauterungen  siehe  Text. a-KG, a-Ketoglutarat; GPX, Glutathionperoxidase; GR,
Glutathionreduktase; GSH/GSSH, reduziertes/oxidiertes Glutathion; H*, Proton; IDP, Isocitrat-
Dehydrogenase im Mitochondrium; MEP, NADP*-abhingiges Malatenzym; MCU und mNCE,
mitochondrialer Ca®* Uniporter und Na'/Ca** Austauscher; Mn-SOD, Mangansuperoxiddismutase;
Nnt, Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenase; PRX, Peroxiredoxin; TR, Thioredoxinreduktase;
TRXy, reduziertes/oxidiertes Thioredoxin (nach Kohlhaas & Maack, 2011).

Es gibt eine starke Evidenz dafiir, dass die Ca®" -Transienten in den Mitochondrien denen im
Zytosol &hneln, jedoch leicht andere Kinetiken vorweisen. Dabei wird hauptséachlich durch
den mitochondrialen  Ca®*-Uniporter (MCU) entlang einem elektrochemischen
Konzentrationsgefalle Ca®* in die Mitochondrien aufgenommen (Kirichok et al., 2004; De
Stefani et al., 2011). Den Auswartstransport von Ca®* aus den Mitochondrien bewerkstelligt
hauptséchlich der mitochondriale Na*/Ca®* Austauscher (mMNCX) (Palty et al., 2010).

10
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Wihrend f-adrenerger Stimulation ist der Abfall der mitochondrialen Ca?*-Konzentration
langsamer als der im Zytosol, bedingt durch die langsamere Kinetik des mitochondrialen
Na*/Ca*" Austauschers (MNCE) im Vergleich zum MCU (Maack et al., 2006). Dabei spiegelt
die Akkumulation von Ca** den Zeitverlauf der NADH-Regeneration wider (Kohlhaas &
Maack, 2011). Dieser Zusammenhang zeigt die immense Wichtigkeit der Balance zwischen
dem Antrieb der ATP-Produktion an der Atmungskette durch ADP auf der einen-, und der
mitochondrialen Ca**-Aufnahme fiir die Regeneration von NADH und FADH, auf der einen
Seite zur Aufrechterhaltung eines konstanten Redoxstatus von NAD(P)H/NAD® und
FADH,/FAD", und somit einer Bereitstellung von Elektronen zur ATP-Produktion.

Dariiber hinaus sind Mitochondrien die Hauptproduzenten reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
in  Myozyten, welche als Nebenprodukt der ATP-Produktion durch oxidative
Phosphorylierung an der Atmungskette anfallen. Reaktive Sauerstoffspezies sind
sauerstoffbasierte chemische Agentien mit hoher Reaktivitat. Das sind zum einen die freien
Radikale wie das Superoxidradikal (O, ) und das Hydroxylradikal (-OH), als auch
Nichtradikale, welche fahig sind, freie Radikale zu bilden, wie zum Beispiel das
Wasserstoffperoxid (H.0,). Die Balance zwischen der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
und ihrer Entgiftung durch antioxidative Substanzen ergibt die Netto-Emission von ROS, die
als oxidativer Stress bezeichnet wird, wenn die Produktion die Elimination deutlich Gbersteigt
(Tsutsui et al., 2011). Dabei wird vornehmlich an Komplex | und Il der Atmungskette die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies der Zellen verursacht (Balaban et al., 2005; Brand,
2010). Zur Entgiftung dieser potentiell zellschddigenden Substanzen verfugen die Zellen tber
eine Anzahl verschiedener Enzyme, welche Redox&quivalente bereitstellen. So wird
Superoxid (-Oz ) zum Beispiel durch die Mangansuperoxiddismutase (Mn-SOD) zu H,0,
dismutiert, welches durch Peroxiredoxin und die Thioredoxinreduktase weiter zu Wasser
umgesetzt wird. Diese Enzyme beziehen ihre Redoxaquivalente allesamt von NADPH (Ying,
2008). Die Regeneration von NADPH aus NADP* hangt wiederum von Enzymen ab, die
Substrate des Zitratzyklus benutzen, wie zum Beispiel die Isocitrat-Dehydrogenase (IDPy,)
und das NADP*-abhingige Malatenzym (Abbildung 1). Auch wird reduziertes NADPH iiber
die Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenase (Nnt) hergestellt, welche NADH dafiir oxidiert
(Kohlhaas & Maack, 2011).

Da also die Regeneration von NADPH von Produkten des Zitratzyklus abhéngig ist, wird

deutlich, dass die mitochondriale Ca®*-Aufnahme nicht nur wichtig ist zur Anpassung an

11
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Anderungen des Energiebedarfs, sondern auch zur Verhinderung von oxidativem Stress
mittels Stimulation des Zitratzyklus und dadurch Regeneration von mitochondrialem
NADPH.

2.4 Pathophysiologische Veranderungen bei Herzinsuffizienz und deren

Auswirkungen auf den Redoxtstatus und die mitochondriale Energetik

Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kommt es zur neuroendokrinen Aktivierung insbesondere
des sympathischen Nervensystems und des Renin-Angiotenin-Aldosteron-Systems. Diese
Regulationsmechanismen sichern das Uberleben in verschiedenen akuten Stress- und
Gefahrensituationen durch Aufrechterhaltung des Blutdruckes wie zum Beispiel im akuten
Schockzustand. Im chronischen Aktivierungszustand kommt es jedoch zu maladaptiven
Umbauprozessen des linken Ventrikels, welche wu. a. durch Defekte in der
elektromechanischen Kopplung, veranderter Na*- und Ca®*-Homdostase, einem energetischen
Defizit sowie oxidativem Stress begleitet sind. Bei diesen maladaptiven Prozessen spielen die
Mitochondrien als Energielieferant in Form von ATP, aber auch als Produzent von reaktiven
Sauerstoffspezies eine zentrale Rolle, wobei sie wiederum entscheidend von intrazellularem
Na* und Ca*" reguliert werden (Rizzuto et al., 2000; Pieske & Houser, 2002, Kohlhaas &
Maack, 2011).

Die beeintrachtigte systolische Funktion bei chronischer Herzinsuffizienz liegt hauptsachlich
in der verminderten Amplitude des zytosolischen Kalziumtransienten begriindet (Bers, 2006).
Grund dafiir ist die verminderte Aktivitat und Expression der SERCA mit abnehmender Ca*'-
Beladung des SR und die erhdhte Expression und Aktivitdt des NCX (Studer et al., 1994;
Hasenfuss et al. 1999; Hobai et al., 2000). Bei Herzinsuffizienz kommt es auch zu einer
Hyperphosophorylierung der Ryanodinrezeptoren, mit erhdhter Ca®*-induzierter Aktivierung
(Marx et al., 2000) und woméglich einem diastolischen SR Ca’*-Leck, was zu dem
verminderten SR-Ca®*-Gehalt betragen kénnte (Bers, 2002).

Bekannt ist des Weiteren, dass es bei Herzinsuffizienz zu einer Erhohung der [Na']; kommt
(Despa et al., 2002). Dabei ist der Ca’*-Haushalt der Myozyten eng assoziiert mit dem Na'-
Haushalt, dadurch, dass der NCX den wichtigsten Transporter darstellt zur
transsarkolemmalen Elimination des systolischen [Ca®*]. (Blaustein & Lederer, 1999).

Verdnderungen im Na'-Haushalt der Myozyten bei Herzinsuffizienz bringen somit auch

12
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Veranderungen des [Ca**]. mit sich, zumal die Aktivitat des NCX kritisch von [Na™]; reguliert
wird. Selbst kleine Verinderungen des [Na']; (im mM Bereich) filhren dazu, dass der NCX
weniger Ca®* aus der Myozyte Uber die Zellmembran ausschleust, was wiederum die Ca®*
Konzentration im Zytosol und SR erhéht (Despa & Bers, 2013).

Angetrieben durch den elektrochemischen Gradienten entfernt der NCX also unter
physiologischen Bedingungen wahrend der Diastole in seinem ,,forward mode“ die Menge
Ca®" (ber die Zellmembran aus der Zelle (im Austausch mit Na*, 1 Ca®*/ 3 Na*), welche
zuvor (ber den L-Typ-Ca?*-Kanal im Rahmen der Zellkontraktion in die Zelle gelangt ist,
wobei das AusmaR der Ca?*-Elimination aus dem Zytosol speziesspezifische Unterschiede
aufweist (Bassani et al., 1994; Maier et al., 2000). Der NCX kann auch, abhingig vom
elektrochemischen Gradienten und einer erhéhten [Na'];, in einem ,,reverse mode“ arbeiten
und Ca®* wahrend des Aktionspotentials in die Zelle hinein transportieren (Barry, 2000).
Dazu kommt es physiologischerweise wéhrend der frihen Depolarisationsphase des
Aktionspotentials, wenn das Membranpotential positive Werte annimmt, und insbesondere bei
Herzinsuffizienz, wenn der Ca®*-Transient vermindert, die [Na']i erhoht und das
Aktionspotential verlangert ist. Dieser einwarts gerichtete Ca®*-Einstrom wahrend des
Aktionspotentials tragt dazu bei, die verminderte SR-Ca®*-Beladung bei Herzinsuffizienz,
verursacht durch die verminderte SERCA Aktivitat, auszugleichen. Auf der anderen Seite
tragt die erhohte [Na']; dazu bei, dass die Elimination von Ca** tber den NCX nach
extrazellular behindert wird, was im Zusammenspiel mit der verringerten SERCA Aktivitat
eine hohere diastolische [Ca”*]. bedingt, die eine erhdhte diastolische Spannung verursacht
(Armoundas et al.,, 2003; Bers, 2006; O’Rourke et al., 1999). Dabei ist eine erhohte
diastolische Spannung genauso Energie konsumierend wie eine systolische Kontraktion, was
bedeutet, dass schon allein durch die diastolische Vorspannung eine energetisch ungunstige

Situation im insuffizienten Myokard geschaffen wird (Meyer et al., 1998).

Somit haben bei einer Herzinsuffizienz auf der einen Seiten die verminderten systolischen
Ca’*-Transienten und auf der anderen Seite die nicht mehr gegebene raumliche Nahe
zwischen der maximalen systolischen zytosolischen Ca**-Konzentration und den
Mitochondrien eine verminderte mitochondriale Ca®*-Aufnahme zur Folge. Dies ist am
ehesten dadurch bedingt, dass die effektivste mitochondriale Ca**- Aufnahme eben dann
gegeben ist, wenn der L-Typ-Ca®*-Kanal die Ca®*-Freisetzung aus dem SR ber Ryanodin-

Rezeptoren triggert, wahrend ein NCX-mediierter Ca®*-Einstrom keine hinreichend hohen
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Ca®* Konzentrationen in der Umgebung des mitochondrialen Ca”*-Uniporters schafft, die
ausreichen, um dessen relativ geringe Affinitat fiir Ca?* zu iiberkommen (Sipido et al., 1997;
Kohlhaas & Maack, 2010). Wo vermindert Ca** als Stimulator der Schliisselenzyme der
Atmungskette in die Mitochondrien aufgenommen werden kann, bzw. Ca®* vermehrt die
Mitochondrien bei erhéhtem [Na']; verlasst (Liu & O'Rourke, 2008), kénnen auch nicht
geniigend Redoxaquivalente in Form von NADH und FADH; bei vermehrter Arbeitslast
akquiriert werden. Also tragt nicht nur das verminderte systolische [Ca®*]c zu einem
reduzierten Ca®* in den Mitochondrien bei, sondern auch die vermehrte Ausschleusung
desselben. Der mNCE hat eine halbmaximale Aktivitat bei einem [Na']; von 5-10mM, also
sehr nahe der physiologischen [Na'];, was den vermehrten Auswartstransport von Ca*" aus
den Mitochondrien bei erhéhtem [Na']; erklart (Despa & Bers, 2013).

ROS sind auch maRgeblich an der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz beteiligt, bei
erhéhtem [Na']; kommt es zu einer erhohten Produktion von H,O, (Kohlhaas et al., 2010).
Auch zeigte sich, dass bei einem verminderten Ca®*-Gehalt der Mitochondrien, ausgeldst
mittels Inhibition der mitochondrialen Ca?*-Aufnahme, die H,O,-Produktion erhoht ist
(Kohlhaas et al., 2010).

Die erhohte mitochondriale ROS-Produktion hat negative Effekte auf die elektromechanische
Kopplung, zumal viele zytosolische und mitochondriale Proteine und auch Lipide eine
Redoxsensitivitadt aufweisen und flhrt an sich in einem circulus vitiosus zu einer erhdhten
ROS-Produktion. Dabei wird die Aktivitat der Na'-K*-ATPase durch H,0, (Kukreja et al.,
1990) oder aber auch durch Lipidperoxidation (Mishra et al., 1989) vermindert. Als
redoxsensibel sind auch der L-Typ-Ca?*-Kanal (Gill et al., 1995), der NCX (Kuster et al.,
2010), der kardiale Ryanoidin-Rezeptor (Xu et al., 1998; Aracena-Parks et al., 2006), die
SERCA (Xu et al., 1997; Kuster et al., 2010), sowie Kalium (K*)- und Na'-Kanale
(Goldhaber & Liu, 1994; Burgoyne et al., 2012) beschrieben. Dabei flihrt wahrscheinlich auch
die durch ROS ausgeloste Modifikation des Ryanidinrezeptors zu einem erhohten
diastolischen Ca?*-Leck des SR mit einem erniedrigten SR-Ca**-Gehalt und Ca**-Transienten,
was die reduzierte Kontraktionskraft bei Herzinsuffizienz mit erklaren konnte (Santos et al.,
2011).

Einen Beitrag zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz konnte auch die Oxidation von
myofilamentéren Proteinen durch ROS sein. So erhoht oxidativer Stress durch

Disulfidbriickenbildung des Titins die Titin-abhangige Steifigkeit der Kardiomyozyten und
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kann so zu der erhohten myokardialen Steifigkeit beitragen, wie man sie oft bei
Herzinsuffizienz beobachtet (Grutzner at. al, 2009).

Auch sind mehrere Enzyme des Zitratzyklus empfanglich fur ROS. Zum Beispiel wird das
Zitratzyklusenzym Aconitase durch H,O, und -O, inaktiviert, und bei langerem Kontakt zu
H,O, und -O; zerstdrt und schlieflich abgebaut (Bulteau et al., 2003). Auch kann die
mitochondriale DNA durch Oxidation durch ROS beschéadigt werden. Zum einen hat sie keine
Chromatinstruktur und zum anderen kann auch ein Grofiteil der ROS, welche in den
Mitochondrien entstehen, sie nicht verlassen, was bei einer Beschadigung der
mitochondrialen DNA eine verringerte Proteinsynthese und eingeschréankte mitochondriale
Funktion zur Folge hat (Tsutsui et al., 2011).

Dariiber hinaus stimulieren ROS das myozytare Wachstum und sind am Remodeling der
myozytadren Matrix beteiligt. Sie aktivieren direkt einige an myokardialer Hypertrophie
beteiligte Signalkaskaden, wie zum Beispiel den Transkriptionsfaktor NF-xB (Flohe et al.,
1997), die MAP-Kinasen, die Tyrosinkinase Src, das GTP-Bindeprotein Ras, die
Proteinkinase C, die mitogen-activated Proteinkinasen (MAPK) und die Jun-nukledre Kinase
src, PKC, p38, ERK1/2 und JNK MAP Kinasen (Sabri et al., 2003).

Erwadhnenswert bleibt, dass Kklinische Beobachtungen bestatigen, dass ROS zur
Herzinsuffizienz beitragen, jedoch ist dies noch nicht bei allen Formen der Herzinsuffizienz
nachgewiesen. Dabei ist die Aktivitit von ROS im lebenden Modell schwer zu messen,
klinische Studien missen sich auf indirekte Messungen verlassen und viele in diese Studien
eingeschlossene Patienten weisen Komorbitéten auf (Giordano, 2005). Auch gibt es bisher in
keiner groReren Studie einen nachgewiesenen Nutzen von antioxidativen Vitaminen oder
ihren Vorstufen im Hinblick auf Senkung der Morbiditat und Mortalitat bei Herzinsuffizienz
(Hennekens et al., 1996; Yusuf et al., 2000). Dabei gilt zu bedenken, dass zellulare
Signaltransduktionswege auch physiologischerweise durch den Redoxstatus reguliert werden.
Das heil’t, dass kleine Mengen an ROS eine Signaltransmitterfunktion wahrnehmen und zum
Zelltberleben beitragen kdnnen, wohingegen beim Zusammenbruch dieser Redoxhomdostase
durch eine starke Erh6hung an ROS der Zelltod induziert werden kann (Kamata & Hirata,
1999).
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2.5 Die Rolle von STAT3 und sein Beitrag zur Herzinsuffizienz

2.5.1 Die Rolle von STAT3 als Transkriptionsfaktor

Interzelluléare Signalwege sind wichtig fur die Wachstums- und Entwicklungsregulation sowie
Homoostase in vielzelligen Organismen. Signaltransduktionswege, die tber STAT-Proteine
fihren, konnten von Schleimpilzen tUber Wirmern und Fliegen bis hin zum Menschen
gefunden  werden, was fur eine evolutiondre  Konservierung und frihen
Anpassungsmechanismus spricht um die interzellulare Kommunikation zu erleichtern
(Aaronson et al., 2002). Aufmerksam auf die STAT-Protein-Familie wurde man bei Studien
uber die Signaltransduktion via IFN-Rezeptoren (Darnell et al., 1994). STATS3, also signal
transducer and activator of transcription 3, gehort zu den Proteinen der STAT-Familie, welche
sich latent im Zytoplasma befinden und Teil des Januskinasen(JAK)-STAT-
Signaltransduktionswegs sind (Darnell, 1997). Der Name STAT rihrt also von ihrer dualen
Funktion zum einen im Hinblick auf die Signaltransduktion im Zytoplasma und zum anderen

der Aktivierung der Transkription im Zellkern (Schindler et al., 1995).

Es ist bekannt, dass der JAK-STAT-Signalweg eine zentrale Rolle bei der Pathophysiologie
kardialer Erkrankungen spielt. So kommt es bei chronischer Herzinsuffizienz zu einer
Herabregulation des JAK-STAT-Signaltransduktionswegs (Podewski et al., 2003) und auch
zu oxidativem Stress (Nakamura et al., 2002). Als Transkriptionsfaktor ist STAT3 an der
Regulation von zahlreichen Genen beteiligt welche das Zelliberleben beeinflussen. Dabei
spielt STAT3 insbesondere eine Rolle bei der Protektion des Herzens vor oxidativem Stress
(Negoro et al., 2001), der myokardialen Angiogenese und Neovaskularisation sowie der
kardialen Hypertrophie (Hilfiker-Kleiner et al., 2004; Hilfiker-Kleiner et al., 2005a; Hilfiker-
Kleiner et al., 2005b; Beckles et al., 2006). Fur seinen Einfluss auf den Energiehaushalt, die
Regeneration von Zellen und der Kardioprotektion durch ischdmische Prékonditionierung
(Boengler et al., 2008) und Ischdmie/Reperfusion induzierter kardialer Dysfunktion (Booz et
al., 2002) ist STAT3 ebenso bekannt. Selbst bei der Embryogenese kommt STAT3 eine
immense Bedeutung zu, STAT3-Knockout Mé&use sterben wahrend der friihen Embryogenese,
noch vor der Gastrulation (Duncan et al., 1997; Takeda et al., 1997). Weiterhin fuhrt die
kardiale STAT3-Defizienz zur Ausbildung einer alters- und schwangerschaftsassoziierten
Kardiomyopathie. Dementsprechend fand man in linksventrikularen Gewebeproben von
Patientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie niedrigere Proteinkonzentrationen von STAT3
(Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Dass STAT3 auch eine wichtige Rolle fiir das Uberleben von

Kardiomyozyten in vivo spielt, zeigte sich an linksventrikularem Myokard von Patienten mit
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einer dilatativen Kardiomyopathie, bei denen STAT3 signifikant herabreguliert war
(Podewski et al., 2003).

Konkret werden die STAT-Proteine als Gruppe von Proteinen definiert, die ahnliche
Aminosaurensequenzblocke, verteilt (ber die Spanne ihrer ersten 700 Aminosduren,
aufweisen. Interessanterweise sind dabei die Mitglieder der STAT-Familie die einzigen
bekannten Transkriptionsfaktoren, die via Tyrosinphosphorylierung aktiviert werden (Reich et
al., 2006). Alle bekannten STAT-Proteine haben einen einzelnen Tyrosinrest in der Region
um den Rest 700, der wahrend der zytoplasmatischen Aktivierung phosphoryliert wird
(Schindler et al., 1995), im Falle von STAT3 geschieht das am Tyrosinrest 705 (Boengler et
al., 2008). Die meisten STATSs, darunter STAT3, haben dariiber hinaus eine zweite
Phosphorylierungsstelle innerhalb des C-Terminus, bei STAT3 ist das Serin 727 (Boengler et
al., 2008), wobei die biochemischen und biologischen Konsequenzen dieser
Serinphosphorylierung noch diskutiert werden. Man vermutet, dass diese Phosphorylierung
durch unterschiedliche Kinasen ausgelost wird, z.B. ERK1, ERK2, p38, Jun Kinase (JNK)
oder einer H-7-sensitiven Kinase (Levy & Lee, 2002). Einige Studien beobachteten eine
erhdhte Transkriptionsaktivitat nach Serinphosphorylierung (Decker et al., 2000; Hazan-
Halevy et al., 2010; Sato et al., 2005; Wen et al., 1995). Auch soll speziell diese
Phosphorylierungsstelle wichtig sein fir die Beeinflussung der oxidativen Phosphorylierung
durch STAT3 in den Mitochondrien, unabhangig von der Bindung des an dem Tyrosinrest
phosphorylierten STAT3 im Nukleus (Reich, 2009).

Alternatives Splicen des 3° Endes des Transkriptes fand man bei STATI, 3, 4, 5A und 5B und
fithrt zu einer B-1soform, der die C-terminale Transaktivierungsdoméne fehlt. STAT3f enthélt
somit die Phosphorylierungsstelle Tyrosin 705, jedoch fehlt die Phosphorylierungsstelle Serin
727 (Schaefer et al., 1995). Beide STAT3 Isoformen, also STAT3a und STAT3f, werden von
dhnlichen Signalproteinen aktiviert, jedoch ist STAT3 stabiler und bindet die DNA fester als
STAT3a. Dem gegeniiber weist STAT3a eine hohere transkriptionelle Aktivitat auf (Schaefer
etal., 1997).

Die sieben bei S&ugetieren vorkommenden Proteinvarianten von STAT, ndmlich STAT 1, 2,
3, 4, 5A, 5B und 6 teilen sich sieben strukturell gleiche Regionen (Abbildung 2): Eine
aminoterminale Domaéne (NH,;) fordert die Formation von Homodimeren bei
unphosphorylierten STAT-Proteinen; eine gewundene Ringstruktur aus einem potentiell

dynamischen 4-Helix-Bundel, welche seitlich aus dem Kern herausragt und mit
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regulatorischen Proteinen in Verbindung tritt, kontrolliert wahrscheinlich den Kernimport und
—export. Durch die DNA Bindedoméne (DBD) wird eine starke Bindung von aktiviertem
STAT an GAS-Palindromsequenzen verursacht, wobei alle aktivierten STAT-Proteine, aul3er
STATZ2, direkt am GAS-Element binden. Dem DBD wird auch eine regulatorische Rolle beim
Kernimport und -export zugesprochen. Die Linkerdoméne, welche zur DNA-Bindung und
Aktivierung der Transkription beitragt. Via SH,-Doméne binden die STAT-Proteine an die
Rezeptorketten und werden dann phosphoryliert, also aktiviert.

Das tyrosinaktivierende Motiv besteht aus einem Tyrosin zusammen mit finf bis sieben
speziellen carboxyterminalen Aminoséuren in der Region um den 700. Rest und erleichtert
die JAK-abhéngige Phosphorylierung. Die transkriptionsaktivierende Domdne am
Carboxyterminus erleichtert die Rekrutierung von Cofaktoren und stabilisiert wahrscheinlich
auch die Proteinstruktur (Schindler et al., 2008).

Tyrosinaktivierendes
Motiv

Transkriptions-
Gewundene DNA Linker- aktivierende
NH, [ Ringstruktur [ Bindedomdne [ domdne [ SH, ~ Domane

0 900

Abbildung 2: Struktureller Aufbau von STAT-Proteinen. Die sechs STAT-Proteine teilen sich
sieben funktionell konservierte Domanen (modifiziert nach Schindler et. al, 2008).

Alle sieben Mitglieder der STAT-Familie werden im Herzen und bei kultivierten kardialen
Myozyten (aus neonatalen Ventrikelmyozyten) exprimiert (Booz et al., 2002). Vor ihrer
Aktivierung formen die unphosphorylierten STAT-Proteine stabile Dimere im Zytoplasma,
welche sich strukturell von den am Tyrosinrest phosphorylierten STAT-Dimeren
unterscheiden, die nach der Aktivierung gebildet werden (Mertens et al., 2007). Der JAK-
STAT-Signalweg ins Zellinnere wird durch extrazelluldre Signalproteine, hauptsdchlich
Zytokine und Wachstumsfaktoren, aber auch von einigen Peptiden aktiviert (Levy et al.,
2002). Diese Signalmolekile gehtren zu einer 4-Helix-Blndel Zytokinfamilie; STAT3 wird
hauptséchlich Gber die Interferon- und gpl130-Familie aktiviert (Schindler et al., 2008). Im
Zellkern fuhrt aktiviertes STAT3 zu einer veranderten Genexpression. Dabei wird die
Signalkaskade durch Bindung des Liganden an der extrazellularen Doméne des
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Zytokinrezeptors initiiert. Die intrazellularen Domanen von vielen Zytokinrezeptoren sind
physikalisch assoziiert mit Tyrosinkinasen der JAK-Familie. Es gibt vier JAKs in
Saugetierzellen, namlich JAK 1, 2, 3 und Tyk2. Bis auf die Januskinase 3, die nur in
Leukozyten vorkommt, werden die Mitglieder der JAK-Familie in den meisten Geweben
exprimiert. Die Bindung eines Liganden am Rezeptor fuhrt zur Rezeptordimerisierung bzw.
Oligomerisierung und bringt die rezeptorassoziierten JAK-Kinasen in Apposition (Abbildung
3). Das hat zur Folge, dass sich die JAK-Kinasen gegenseitig transphophorylieren. Die so
aktivierten Kinasen phosphorylieren daraufhin ein distales Tyrosin am Rezeptor. Dieser
Phosphotyrosylrest am Rezeptor wird von den STAT-Proteinen mittels ihrer SH, (Src
Homology 2)-Doméne erkannt, woraufhin sich die STAT-Proteine am Rezeptorkomplex

einlagern. Dort findet dann auch eine Tyrosinphosphorylierung der STAT-Proteine statt.

‘{iand

~ OO ojjlo OO

Ligandenbindung  JAK und

©

am Rezeptor anschlieBend Tyrosin-
phosphorylierung Einlagerung von
am Rezeptor STAT3 Phosphorylierung
von STAT3
— STAT3
Homo- bzw.

L. Heterodimerisation
Translokation in

den Zellkern

Zellkern Zytosol

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Signaltransduktion via JAK-STAT. Sequentielle
Tyrosinphosphorylierung verursacht durch Ligandenbindung am Rezeptor. Die anschliellende
Rezeptordimerisierung fuhrt zur Transphosphorylierung und Aktivierung der Januskinasen. Dies ist
gefolgt von der Phosphorylierung des Rezeptorenendes und der Rekrutierung der STAT-Proteine tber
ihre Src-homologe-Bindungsdoméne. AnschlieBend wird STAT am Tyrosinrest phosphoryliert und
dimerisiert, bevor es zu einer Translokation in den Zellkern kommt (modifiziert nach Levy et al.,
2002).

Die nun aktivierten STAT-Proteine sind in der Lage zu hetero- oder homodimerisieren, in den
Zellkern zu translozieren und dort an die DNA zu binden (Mertens et al., 2007; Schindler et

al., 1995, Schindler et al. 2008). Die Phosphorylierung am Tyrosinrest von STAT-Proteinen
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kann auch durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptortyrosinkinasen stattfinden,
wie zum Beispiel dem Epidermalen Wachstumsfaktor oder dem Plattchen-abgeleiteten
Wachstumsfaktorrezeptor. Diese Aktivierung kann direkt oder indirekt erfolgen. Alternativ
kdnnen auch STATSs nach Zytokinbindung an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor mithilfe
einer JAK am Tyrosinrest phosphoryliert werden. Die vierte Moglichkeit der Aktivierung von
STAT-Proteinen ergibt sich ber die Phosphorylierung durch verschiedene Nicht-Rezeptor-
gebundene-onkogene Tyrosinkinasen. Diese sind oft viralen Ursprungs, entstehen durch
Translokationen und sind vor allem bei STAT5 und STAT3 mit der Bildung von Neoplasien
assoziiert (Reich et al., 2006). Die aktivierten STAT-Proteine gelangen mit oder ohne
Transportprotein durch den nukledren Porenkomplex in den Zellkern, STAT3 benutzt hierfir
das Transportprotein Importin-a3. Dabei zeigte sich, dass das Transportprotein nicht zwischen
phorphoryliertem und unphosphoryliertem STAT3 unterscheidet und somit auch
unphosphoryliertes STAT3 in den Zellkern gelangt (Mertens et al., 2007). Dadurch, dass
unphosphoryliertes STAT3 nicht an der charakterisierten STAT-DNA-Zielstelle bindet,
bindet es wahrscheinlich andere DNA-Abschnitte mithilfe anderer Transkriptionsfaktoren,
wobei z.B. ein Zusammenspiel vom Komplex von unphosphoryliertem STAT3 und c-Jun
beobachtet wurde, welches die Gentranskription verandert (Zhang et al., 1999; Liu et al.,
2005).

2.5.2 Die Entwicklung und der Phanotyp von STAT3-Knockout Mausen

Mause mit einem kardiomyozyten-spezifischen Knockout von STAT3 konnten durch die
Verpaarung von STAT3-gefloxten Méausen mit a-Myosin heavy chain (eMHC)-Promoter/Cre
Rekombinase Mausen geziichtet werden (Hilfiker-Kleiner et al., 2004). Dabei katalysiert Cre
unabhdngig von Cofaktoren die Rekombination zwischen zwei loxP-Erkennungssequenzen
(locus of X-over P1) (Lukowski et al., 2005), wodurch das STAT3-Gen in den Myozyten
entfernt wird. Im Alter von drei Monaten ist dabei eine nahezu komplette Deletion von
STAT3 in den Kardiomyozyten nachweisbar (Hilfiker-Kleiner et al., 2004).

Bei diesen STAT3-defizienten Tieren zeigt sich im Herzen eine verminderte linksventrikulére
Kapillarisierung und vermehrt interstitielles Kollagen. Die gemessene Laktatkonzentration
war in STAT3-KO Myozyten erhéht bei tendenziell verminderter Ratio von ATP/ADP nach
Dobutamininfusion (Hilfiker-Kleiner et al., 2004) und es zeigt sich ein verminderter ATP-
Gehalt in postpartalen STAT3-KO Mausen (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Daneben zeigen
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Mé&use mit einem kardiomyozyten-spezifischen Knockout von STAT3 ab dem neunten
Lebensmonat eine erhdhte Mortalitat (Hilfiker-Kleiner et al., 2004).

Bei weiblichen Méausen mit einem kardiomyozyten-spezifischen Knockout von STAT3
kommt es nach der Schwangerschaft zur peripartalen Kardiomyopathie (PPCM). Die PPCM
ist eine Erkrankung unklarer Atiologie, welche auch beim Menschen vorkommt, wobei man
bei Patientinnen mit PPCM erniedrigte STAT3 Proteinkonzentrationen, erhthtes 16kDa
Prolaktin und Indikatoren fur vermehrten oxidativen Stress (oxidiertes low densitiy
lipoprotein) erhéht vorfand (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Bei den STAT3-KO Tieren tritt die
PPCM nach der Schwangerschaft auf und flihrt bei etwa zwei Drittel der betroffenen Tiere
nach der zweiten Schwangerschaft zum Tode. Dabei zeigen die meisten Tiere nach der
zweiten Graviditat Kklinische Zeichen einer Herzinsuffizienz sowie eine dilatative
Kardiomyopathie mit echokardiographisch reduzierter fraktioneller Verkirzung (Hilfiker-
Kleiner et al., 2007). Bei der PPCM kommt es in STAT3-KO Mausen als auch bei den
Patientinnen mit vermindertem STAT3 zu einer vermehrten Freisetzung des lysosomalen
Proteins Cathepsin D, welches dann das physiologisch in der Schwangerschaft vorkommende
23kDa Prolaktin in ein 16kDalton Spaltprodukt umsetzt. Dieses Spaltprodukt fordert
maladaptive Umbauprozesse des Herzens, unter anderem kommt es zur Apoptose und einer
beeintrachtigten Mikrozirkulation im Herzen im Vergleich zum WT (Hilfiker-Kleiner et al.,
2007). Man nimmt an, dass die Ursache der Freisetzung von Cathepsin D aus den Lysosomen
in einer vermehrten Produktion von Sauerstoffradikalen in STAT3-KO liegt, oder auch in der
Herabregulation der antioxidativ wirkenden Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) bei
STAT-3 defizienten Mausen (Hilfiker-Kleiner et al., 2007) und somit einem erhohten
Vorliegen von reaktiven Sauerstoffradikalen, oder eben sowohl einer vermehrten Produktion
von Sauerstoffradikalen und einer Herabregulation antioxidativ wirkender Enzyme. Die
genauen Mechanismen einer vermehrten myozytaren ROS Produktion, insbesondere in

intakten Myozyten, sind jedoch noch unzureichend geklart.

Da die Aktivierung neurohumuraler Stimuli bei der Entwicklung der Herzinsuffizienz eine
wichtige Rolle spielt, wurde von Hilfiker-Kleiner et al. auch der Einfluss dieser Faktoren bei
STAT3-KO untersucht. Dabei zeigte sich, dass es nur nach kontinuierlicher
Isoprenalinapplikation im Mausmodell Gber zwei Wochen, nicht aber durch Angiotensin I1I-
oder Phenylephrinapplikation oder Aortenligatur im gleichen Zeitraum es zu einer kardialen

Hypertrophie sowie Fibrose bei den Tieren kam mit Entwicklung einer dilatativen

21



Dissertation - Jasmin Anni Saar 2. Einleitung

Kardiomyopathie. Nach 14 Tagen Isoprenalininfusion starben 60% der STAT3-KO Méuse,
von den Wildtyp Mé&usen Uberlebten alle diese Behandlung mit lediglich Entwicklung einer
linksventrikulédren Hypertrophie (persénliche Kommunikation Prof. Dr. Denise Hilfiker-
Kleiner, Medizinische Hochschule Hannover). Wieso es durch Isoprenalin, welches [-
Rezeptoren stimuliert, nicht aber durch Phenylephrin (bindet an al-Adrenozeptoren) oder
Angiotensin 11 (bindet am Angiotensinrezeptor) zur Hypertrophie in STAT3-KO kommt ist
unbekannt. Alle drei Rezeptoren gehdren zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Auch
kommt es bei Tieren mit einer kardiomyozyten-spezifischen Uberexpression der a-
Untereinheit von Gq zu einer PPCM (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Der pathophysiologische
Mechanismus fiir diese Beobachtungen ist nach wie vor unklar.

2.5.3 Die Rolle von STAT3 in Mitochondrien

Vor kurzem wurde beobachtet, dass STAT3 auch in Mitochondrien lokalisiert ist, wo es die
Komplex I- und Komplex Il-abhangige Atmungsaktivitat beeinflussen soll. Dabei wurde
gezeigt, dass STAT3 in einer Konzentration in Mitochondrien vorkommt, welche ein Zehntel
der zytosolischen STAT3-Konzentration betrégt. In jener Studie zeigte sich, dass in isolierten
kardialen Mitochondrien von STAT3-knockout Mausen die ADP-induzierte Atmung um 50%
und mehr reduziert war (Wegrzyn et al., 2009), was eine enorme Einschrankung der ATP-
Produktion darstellen wirde. Eine andere Studie zeigte ebenfalls die mitochondriale
Lokalisation von STAT3. Auch hier war die ADP- induzierte Atmung bei der Untersuchung
subsarkolemmaler Mitochondrien leicht beeintrachtigt, jedoch nur bei der Verwendung von
Komplex | Substraten und nicht bei der Verwendung von Komplex Il Substraten (Boengler et
al., 2010). Im Gegensatz dazu wurde in einem proteomischen Ansatz aus aufgereinigten
Herzmitochondrien das Verhaltnis von Komplex | und Il der Atmungskette zu STAT3 mit
1:100.000 berechnet (Phillips et al., 2010). Das macht jedoch einen direkten regulatorischen
Einfluss durch eine Protein-Protein Interaktion aufgrund der unverhéltnismaRigen

Stochiometrie zwischen den Komplexen I/11 und STAT3 unwahrscheinlich.

2.5.4 Die Rolle von STAT3 bei Ischamie/Reperfusion
Wie der Ausspruch ,,Zeit ist Muskel* andeutet, zielt die Versorgung von Patienten mit einem
akuten Myokardinfarkt auf eine schnelle Reperfusion des okkludierten Gefales. Je kirzer die

Zeit Dbis zur Intervention, desto niedriger die Morbiditdt und Mortalitat eines
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Myokardinfarktes, wobei der Erfolg der schnellen Reperfusion stark vom Grad und der Dauer
der Ischamie abhéngt (Reimer & Jennings, 1979; Braunwald & Kloner, 1985; Becker &
Ambrosio, 1987). Ganz im Gegensatz zu der eigentlichen Intention, mit der Reperfusion
Gewebe zu retten, kommt es aber durch den wieder einsetzenden Blutfluss im ischdmischen
Gewebe auch zu einer Schadigung des Myokards. Dieser sog. Ischdmie/Reperfusionsschaden
mindert den positiven Effekt der Rekanalisierung, wobei eine Reperfusion nach kurzer
Ischdmiedauer nicht zum Ischamie/Reperfusionsschaden fihrt. Es gibt vermehrt Hinweise
darauf, dass es durch den Koronarverschluss zur Nekrose des Gewebes kommt, wohingegen
Apoptose zur gleichen Zeit induziert, aber erst bei Reperfusion ausgefiihrt wird.
Dementsprechend ist der endgultige Myokardschaden ein Resultat von Nekrose und Apoptose
(Ibanez et al., 2010).

Dass vorangehende Traumata jedoch zu einer Adaptation an weitere gleichartige Traumata
fihren kdnnen beobachtete bereits Noble 1942 bei seinen Tierversuchen mit Ratten (Noble,
1942). Murry et al. benutzten den Begriff der Prakonditionierung zum ersten Mal in Bezug
auf das Herz als Adaptationsmechanismus auf eine Ischamie (Murry et al., 1986).
Ischdmische Prékonditionierung bedeutet in diesem Sinne also mehrere kurze ischamische
Phasen, gefolgt von einer langeren, zur Infarzierung fihrenden Phase. Wird diese Form der
Konditionierung vor einer l&ngeren ischamischen Phase durchgeftihrt ist sie also in der Lage,
den nach Ischamie eintretenden Schaden zu mindern und durch die Reperfusion eine gréRRere
Rettung von Myokardgewebe herbeizufiihren. SinngemaR bezeichnet ischamische
Postkonditionierung mehrere kurze ischdmische Phasen nach einer langeren ischdmischen

Phase.

Yellon et al. zeigten zum ersten Mal die Anwendbarkeit von diesem protektiven
Mechanismus auf das menschliche Herz, als sie das Prinzip der ischd&mischen Prakonditierung
bei der Bypasschirurgie anwandten und, als Zeichen der Energiedepletion in der nicht
prékonditionierten Gruppe, signifikant hohere myozytdre ATP-Spiegel in der Gruppe mit
ischamischer Prakonditionierung nachweisen konnten (Yellon et. al., 1993).

Kleinere Studien zeigten bei Patienten mit Myokardinfarkt, welche einer PCI zugefiihrt
wurden, positive Auswirkung (bis hin zur InfarktgroRenreduktion von 36%) durch
ischdmische Postkonditionierung (Laskey, 2005; Staat et al., 2005; Yang et al., 2007; Thibault
et al., 2008). Daneben gibt es Indizien fir den infarktgroRenreduzierenden Effekt bei
Patienten mit ischamischer Prakonditionierung durch Angina pectoris Beschwerden vor einem
Myokardinfarkt (Kloner et al., 1995; Nakagawa et al., 1995; Ottani et al., 1995).
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Wahrend einer Ischamie kommt es zur zellularen Ca**-Uberladung, kurz nach Ischamiebeginn
kommt es zur intrazellularen ATP-Verarmung, die [Na']; steigt, die entstehende Laktatazidose
fiinrt zum Austausch von extrazelluldrem Na* und intrazellularem Wasserstoff. Erhohte [Na'];
stimulieren den Ca?*-Einstrom via NCX, zusammen mit einer Reduktion der Ca?*-Aufnahme
ins SR und einem Ca®*-Efflux durch die sarkolemmale Ca**-Pumpe. Durch die zytosolische
Ca®*-Uberladung kommt es wahrscheinlich auch zur mitochondrialen Ca**-Akkumulation.
Dabei konnen in den kardialen Mitochondrien groBe Mengen Ca** gespeichert werden, ohne
dass sich der mitochondriale PTP (mPTP) 6ffnet. Es wird also anscheinend nicht durch
Ischdmie per se der mPTP ge6ffnet, sie schafft jedoch die geeigneten Bedingungen dafr,
wenn die Mitochondrien bei Reperfusion wieder repolarisieren und die Atmungskette die
Bildung von ROS ankurbelt. Hohe intrazellulare und mitochondriale Ca®*-Konzentrationen
gepaart mit einer Uberproduktion von ROS stellen dann die optimalen Bedingungen fiir die
Offnung des mPTP dar (Rasola & Bernardi, 2011).

Dadurch, dass sich durch Hypoxie und myokardiale Ischdmie die Konzentrationen von IL-6
und gp130 erhéhen (Yamauchi-Takihara et al., 1995; Chandrasekar et al., 1999) fand man
heraus, dass der JAK-STAT-Signaltransduktionsweg, insbesondere via STAT3, bei
Ischdmie/Reperfusion eine protektive Rolle spielt, sowie bei der Reduktion des
Myokardschadens durch ischdmische Pré- und Postkonditionierung beteiligt ist (Barry et al.,
2009; Boengler et. al, 2008), und ihm bei der ischamischen Prakonditionierung eine
essentielle Rolle zukommt (Xuan et al., 2001; Smith et al., 2004). Die Deletion von STAT3
hebt die InfarktgroRenreduktion durch ischdmische Prékonditionierung in Mdauseherzen auf
(Smith et al., 2004), wobei es nach dem Protokoll einer einstindigen Ischamie mit
nachfolgend 24 Stunden Reperfusion zu gréReren Infarkten in STAT3-KO als in WT-
Mauseherzen kam (Hilfiker-Kleiner et al., 2004). Dies zeigte sich in einer anderen Studie mit
30 Minuten Ischdmie- und zwei Stunden Reperfusionsphase noch nicht (Boengler et al.,
2008), was die Schlussfolgerung zulésst, dass STAT3 wahrscheinlich bei langer dauernder
Ischamie eine Rolle zukommt. Die Uberexpression von STAT3 fiihrte in Versuchstieren nach
Ischamie zur InfarktgroRenreduktion (Oshima et al., 2005). Ahnlich ginstige Effekte hatte
eine pharmakologische Aktivierung von STAT3 durch ischdmische Postkonditionierung im
Schweinemodell (Heusch et al., 2011). Weiterhin vermindert der STAT3-KO den
infarktgroRenreduzierenden Effekt der ischdmischen Postkonditionierung (Boengler et al.,
2008).
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Im Tiermodell zeigte sich, dass der Reperfusionsschaden ausgeldst wird durch mehrere
Prozesse, wichtig hierbei ist auch der zelltédliche Reperfusionsschaden. Er wird ausgeldst und
variiert durch mehrere Mechanismen, unter anderem oxidativen Stress und Offnung des
mPTP, sowie dem reperfusion injury salvage kinases (RISK) Signalweg. Dabei beeinflusst
letzterer das Zelliiberleben, indem er der Offnung des mitochondrialen PTP entgegensteuert
(Yellon & Hausenloy, 2007; Ibanez et al., 2010).

Der protektive Wirkmechanismus der ischamischen Pra- und Postkonditionierung ist nicht
umfassend geklart. Neuere Daten zeigen, dass die dadurch stimulierten protektiven
Signaltransduktionswege sich in den Mitochondrien vereinen und die Inhibition des mPTP
eine zentrale Rolle bei der Kardioprotektion spielt (Juhaszova et al., 2004; Murphy &
Steenbergen, 2007). Die Offnung des mPTP fiihrt zur Durchlassigkeit der inneren
mitochondrialen Membran und zum Kollaps des mitochondrialen Membranpotentials.
Dadurch kommt es zur ATP-Verarmung, mitochondrialer Schwellung und der Freisetzung
von Cytochrom c aus den Mitochondrien, was den Zelltod zur Folge hat. Die genaue Struktur
dieser Pore ist jedoch nicht vollstandig geklart (Hausenloy et al., 2009). Dabei kommt der
Offnung dieser Pore eine entscheidende Rolle beim programmierten Zelltod zu und wird
aktiviert durch hohe mitochondriale Ca**-Konzentrationen (Gunter & Sheu, 2009),
anorganisches Phosphat, ROS, Fettsduren und eine Reduktion von AW, was alles bei
Ischdmie/Reperfusion vorzufinden ist (Murphy & Steenbergen, 2007). Dem gegeniber
verhindert ischamische Prakonditionierung (Hausenloy et al., 2002; Javadov et al., 2003;
Argaud et al., 2004; Hausenloy et al., 2004) und ischdmische Postkonditionierung (Argaud et
al., 2005; Bopassa et al., 2006) die Offnung des mPTP wihrend der Reperfusion.
Mitochondrien von STAT3-Knockout Mausen tolerieren weniger Ca®*, bis sich der
mitochondriale PTP 6ffnet (Boengler et al., 2010), was einen protektiven Einfluss von STAT3

vermuten l&sst.

Aus therapeutischer Sicht wére es also erstrebenswert, STAT3 bei kardiovaskuldren
Erkrankungen direkt zu aktivieren. Abhangig vom Zelltyp sind jedoch fur STAT3 sowohl
anti- als auch proapoptotische Effekte beschrieben worden, bei vielen Tumoren ist STAT3
konstitutiv aktiviert (Stephanou & Latchman, 2005), was einen medikamentésen Ansatz
direkt an STAT3 schwierig macht (Boengler et al., 2008). Daher ist es von groflem Interesse,
die Signaltransduktionswege via JAK-STAT aufzuklaren, um dort neue Ansatzpunkte flr

zukinftige Medikamente zu finden.
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Ob es durch den Knockout von STAT3 nun zu einer Energieverarmung im Sinne mangelnder
ATP-Produktion kommt konnte noch nicht abschlieRend geklart werden und bedarf weiterer
Untersuchungen, so wie die Frage ob STATS3 einen direkten Einfluss auf die Komplexe der
Atmungskette hat oder ob es auf transkriptioneller Ebene in den Energiehaushalt der Zelle
eingreift. Auch inwiefern der Knockout von STAT3 zu Veranderungen im Ca’*-Haushalt,
woma@glich ausgeltst durch eine veranderte ROS-Produktion, und zur Entwicklung einer

Herzinsuffizienz beitragt konnte bisher noch nicht geklart werden.

2.3 Fragestellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob das Fehlen von STAT3 wéhrend
einer akuten und/oder chronischen B-adrenergen Stimulation zu einer Beeintrachtigung der
mitochondrialen Energetik und des Redoxstatus fiihrt, und ob dies einen Einfluss auf die
mitochondriale ROS-Produktion hat. Hierzu wurden Arbeiten an isolierten Kardiomyozyten
von Mausen mit kardiomyozyten-spezifischer Deletion von STAT3 und Wildtyp-

Geschwistertieren durchgefihrt.

Im Untersuchungsprotokoll wurden die Myozyten einer niedrigen Stimulationsfrequenz
gefolgt von einer Arbeitslasterhéhung durch Frequenzerhohung mit der gleichzeitigen Gabe
des B-AR Agonisten Isoprenalin ausgesetzt, um die akute Auswirkung [-adrenerger
Stimulation auf die elektromechanische Kopplung, den Redoxtstatus und die mitochondriale

Energetik zu untersuchen.

Dartiber hinaus wurden die Mduse in einer zweiten Versuchsgruppe fur 24 Stunden einer
chronischen [-adrenergen Stimulation durch Isoprenalinfreisetzung aus implantierten
osmotischen Minipumpen ausgesetzt. Auch mit den aus diesen Tieren isolierten
Kardiomyozyten wurde das oben genannte Versuchsprotokoll durchgefiihrt, um die nun
eingetretenen Veranderungen im Zellmetabolismus genauer untersuchen und vergleichen zu

kdnnen.

Unter beiden Bedingungen wurden an isolierten Kardiomyozyten von STAT3-KO Méusen
sowie ihren Wildtyp-Geschwistertieren durch lichtmikroskopische Messungen die
Zellverkirzungskinetiken und durch fluoreszenzoptische Methoden die Parameter der
elektromechanischen Kopplung, [Ca**], NAD(P)H, FAD®, [Na'li, -O, und das
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mitochondriale Membranpotential AW, gemessen (Abbildung 4). Die so gewonnen

Ergebnisse wurden innerhalb dieser Gruppen und nach chronischer p-Adrenozeptor

Stimulation verglichen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der fluoreszenzoptisch gemessenen Parameter des
Zellmetabolismus in STAT3-KO und WT Myozyten: NAD(P)H, FAD", -0, , [Na'];, [Ca®]. und
das mitochondriale Membranpotential A¥,. |-V Komplexe der Atmungskette; GPX,
Glutathionperoxidase; IDP,, mitochondriale Isocitrat-Dehydrogenase; MEP, NADP*-abhéngiges
Malatenzym; MnSOD, Mangansuperoxiddismutase; MCU, mitochondrialer Ca”*-Uniporter; mNCE,
mitochondrialer Na'/Ca®* Austauscher; mNHE, mitochondrialer H*/Na* Austauscher; NCX,
sarkolemmaler Na'/Ca** Austauscher; Nnt, Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenase; PRX,
Peroxiredoxin. Modifiziert nach Kohlhaas & Maack, 2011.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Versuchsmaterial

3.1.1.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere fur die Experimente wurden uns freundlicherweise von Frau Professorin
Denise Hilfiker-Kleiner, Klinik fur Kardiologie und Angiologie, Medizinische Hochschule
Hannover, bereitgestellt. Bei den Tieren handelt es sich um NMRIXC57BL/6J M&use. Bei den
STAT3-KO Méusen wurde durch das Cre/loxP-System eine Myozyten-spezifische Deletion
von STAT3 (aMHC-Cretg/-;STAT3flox/flox: STAT3-KO) hervorgerufen. Dabei nutzte man

den nur in Myozyten vorhandenen Promoter a-Myosin heavy chain (¢MHC).

Méuse mit dem kardiomyozyten-spezifischen Knockout von STAT3 zeigen eine normale
kardiale Funktion bis zum 3. oder 4. Lebensmonat und neigen zur Entwicklung einer
Herzinsuffizienz in hdherem Alter oder nach einer Schwangerschaft (Hilfiker-Kleiner et al.,
2007).

Die erste Versuchsgruppe setzt sich aus “ungestressten STAT3-KO und WT
NMRIXC57BL/6J Méusen ohne STAT3-KO zusammen. Dabei diente diese Wildtyp-Gruppe

als Kontrollgruppe.

Die zweite Versuchsgruppe setzt sich aus STAT3-KO und WT Mausen zusammen, denen fiir
24 Stunden vor Myozytenisolation eine Isoprenalinpumpe intraperitoneal implantiert wurde.
Bei allen Versuchstieren wurde im Alter zwischen 3-6 Monaten das Herz unter Vollnarkose
heraus prapariert und anschlieffend die Myozyten nach dem abgewandelten AfCS- Protokoll

isoliert.

3.1.2 Verwendete Substanzen

3.1.2.1 Substanzen zur Herstellung des Perfusionspuffers
Hersteller und MG der Komponenten des Perfusionspuffers, der zur Myozytenisolation

eingesetzt wurde:
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Substanz MG | Hersteller

2,3- Butandion-Monoxim, BDM 101 [ Sigma-Aldrich Chemie  GmbH,
Steinheim

Chlorwasserstoff, HCI 36

D-(+)-Glukose, C¢H1206 180

Hepes Natriumsalz, CgH17N,NaO4S 238

Kaliumchlorid, KCI 75

Kaliumhydrogencarbonat, KHCO3 100

Kalziumchlorid, CaCl, 110

Magnesiumsulfatheptahydrat, MgSO4+ | 246

7H,0

Natriumhydroxid, NaOH 40

Phenolrot

Taurin, NH,CH,CH,SOzH 125

Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO, 136 | Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat, Na,H,PO, | 120

Natriumchlorid, NaCl 58 | Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat, NaHCO; 84 | VWR, Leuven

3.1.2.2 Substanzen zur Herstellung Stopppuffer 1, 2 und Liberasepuffer

Substanz

Hersteller

FCS (Bovines Serum)

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Liberase Blendzyme 1

Roche Diagnostics, USA

3.1.2.3 Weitere zur Myozytenisolation verwendete Substanzen

Substanz

Hersteller

FCS

Hepes-Pufferldsung
Medium 199, GlutaMAX
Penicillin G (10.000 Units) /

Streptomycinsulfat

Invitrogen, Karlsruhe
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3.1.2.4 Direkt an den Versuchstieren angewandte Substanzen

Substanz

Hersteller

Bepanthen Augen- und Nasensalbe

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

DL-Isoproterenolhydrochlorid (zur Befillung

der osmotischen Pumpe)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Heparin-Natrium aus Schweinedarmmukosa,
5000 I. E./ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Isofluran

Baxter, Unterschleilfheim

Isoprenalinpumpe, alzet, Micro-Osmotic Pump,
Model 1003D

Durect Corporation, Cupertino, CA 95014

Rimadyl Injektionslosung, 1ml enthalt 50 mg
Carprofen und 10 mg Benzylalkohol

Pfizer GmbH, Karlsruhe

Softasept N Hautdesinfektionsmittel

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Warmematte

Sanitas, Uttenweiler

3.1.2.5 Narkosesystem zur Betdubung der Versuchstiere

Der instrumentelle Aufbau zur Durchfuhrung der Isoflurannarkose an den Méausen setzte sich

aus folgenden Komponenten zusammen: Vaporizer Key Fill Isoflurane, Fluovac Gas

Evacuation System, Oxygen Flowmeter (Fluss 0,5ml/min mit 5% Isofluran), Keyfill Adapter,

Tube Adapter to Fluosorber. Alle Teile des Narkosesystems wurden von Hugo Sachs

Elektronik - Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, bezogen.

3.1.2.6 Praparations- und Isolationsinstrumentarium

Benutztes Praparations- und Isolationsinstrumentarium zur Kanilierung und Perfusion der

Herzen:
Instrument/ Gerat Hersteller
Aortic Cannula Imm @ Hugo Sachs Elektronik - Harvard

Langendorff- Perfusionsanlage

Apparatus GmbH, March- Hugstetten

Feinschere 14088-10

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Lauda Ecoline Staredition Warmethermostat
mit Edelstahlbad und Variopumpe

Lauda Dr. R. Wobser,
Lauda-Konigshofen

Pinzette zum Kanilieren, FD281R

Aesculap, B. Braun Melsungen AG,
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Melsungen
Pinzette zur Thorakotomie, 11272-30 Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Reglo Digital mikroprozessorgesteuerte Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Dosierpumpe
Schere 233-2121 VWR, Darmstadt

3.1.2.7 Anlage zur Messung der Fluoreszenzen

Die Anlage zur Messung der Fluoreszenzen setzte sich aus folgenden Komponenten
Zusammen:

- Acquisition Computer (inkl. Monitor), Firma Dell

- CFA Option D: Dual Emission option for CFA300

- CFA300 Cell framing adapter

- FSI1700 Fluorescence system interface

- MCS100 Myo-Cam-S Digital Variable filed rate CCD

- MUS200 uStep stand alone filter wheel and controller

- PMT400 Photomultiplier sub-system

- PTV100 PMT to Voltage Adapter

- Constant Current / Voltage Isolated Stimulators (DS2A / DS3), Warner Instruments
- Mikroskop Nikon Ti-S/L100

- IONWZ lonWizard Core + Analysis (Software)

- SARCACQ SarcLen Messeinheit fur Sarkomerlange (Software)

- Model TC-324B Heater Controller, Single Channel

- Stimulus Isolation Unit (S1U-102), Warner Instruments

- Filter und Spiegel siehe Tabelle 1.

Bis auf das Mikroskop, welches von Nikon GmbH, Disseldorf, bezogen wurde, wurden alle
zuvor genannten Gerdtschaften von der Firma lonOptix, Dublin, Irland, gekauft. Alle Filter
und Spiegel wurden bei Chroma Technology GmbH, Firstenfeldbruck, gekauft. Die Lampe
Xenon short arc lamp -75XE (75W) wurde von Ushio Inc., Tokyo, eingekauft.
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Spiegel- Spiegel  Transmission Farbstoffe Ort

Bezeichnung  (nm) (nm)

T660LPXR >660 (Durchlicht) Mikroskop

365/535 pc 340/540  405/485/>600  Indo-1/ Mikroskop (Filter 1)

(Bezeichnung TMRM

C120299)

89017bs F/TR  340/490  435/>505 NAD(P)H/ Mikroskop (Filter 2)

(Bezeichnung FAD'/

120298) MitoSOX

400DCLP <400 >400 SBFI Mikroskop (Filter 3)

650DCXR <650 >650 (Durchlicht) Vor der Kamera

490DCLP <490 >490 NADH/ FAD®  PMT Spiegel

Reiner Spiegel | alles NADH/ FAD®  PMT Spiegel

440DCLP <440 >440 Indo-1/ PMT Spiegel
TMRM*

515DCXR <515 >515 Indo-1/ PMT Spiegel
TMRM*

D435/35x - 435+17,5 NADH Vor dem PMT

D525/30x - 525+15 FAD" Vor dem PMT

D510/40M 51010 SBFI Vor dem PMT

D405/30x 405£15 Indo-1 Vor dem PMT

D485/30x 485+15 Indo-1 Vor dem PMT

D605/55x - 605+27,5 TMRM” Vor dem PMT

D340/12x 34046 NADH, Indo-1  Filterrad

S490/20x 490+10 FAD" Filterrad

D540/25x - 540+12,5 TMRM” Filterrad

D360+15 - 360+15 SBFI Filterrad

D380+15 - 380+15 SBFI Filterrad

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Filter. Transmission, sowie die Farbstoffe, bei deren
Messung sie verwendet wurden und Anordnung im Messaufbau. Siehe auch in Abbildung 8 und
Abbildung 9 dargestellt. DCLP, dichroic long pass; pc, polychroic.
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3.1.2.8 Substanzen der Tyrodeldsung

Substanz MG Hersteller
L-(+)-Ascorbinsaure 176 | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether) N, | 468

N, N,N*-tetraessigsaure

Tetranatriumsalz (EGTA)

D-(+)-Glukose, CgH1,06 180

Hepes, CgH1gN204S 238

Kaliumchlorid, KCI 75

Kaliumgluconat, KCsO7H1; 234

Kalziumchlorid, CaCl, 110

Natriumgluconat, NaCgO7H1; 218

Natrium-Hepes, CsH17N,0O4SNa 260

Natriumpyruvat, C3HzNaO; 110

Magnesiumchlorid, MgCl, 95 | Merck, Darmstadt
Natriumchlorid, NaCl 58 |Carl Roth GmbH, Karlsruhe

3.1.2.9 Weitere Substanzen zur Myozytenmessung im Fluoreszenzmikroskop

Substanz Hersteller

Antimycin A Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,
Steinheim

FCCP, Carbonyl Cyanid 4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazon

Gramicidin (A,B,C und D)

Isoprenalin

Monensin

Natriumzyanid, NaCN

Strophanthidin

3.1.2.10 Farbstoffe zur Myozytenfarbung und die Lésungsmittel

Farbstoffe MG | Hersteller

Dimethylsulfoxid, DMSO, C,HsOS 78 | Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
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SBFI (AM) 1129 | TEFLABS, Texas, USA
Indo-1, AM 1010 | Invitrogen, Karlsruhe
MitoSOX 760
Pluronic F-127, P3000MP -
TMRM* 501

3.1.2.11 Beschichtung der Deckglaschen
Substanz Hersteller

Laminin aus Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)

Maus Sarcoma

Roche Diagnostics, Indianapolis

3.1.2.12 Sonstige Verbrauchsmaterialien und Laborgerate

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Seidenfaden (6.0)

Suprama, Berlin

Deckglaschen

VWR International, Darmstadt

Discofix C Dreiwegehahn

Exadrop Tropfenregler mit Infusionsgerét
Isotone Kochsalzldsung 0,9 %

Original Perfusor Spritze 50ml

Wasser, vollentsalzt und destilliert (Aqua.
dest.)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Ethicon Mersilene Polyesterfaden 5-0

Johnson-Johnson, Neuss

Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Falcon, Blue Max, 15ml und 50ml
Polypropylene Conial Tube

Becton Dickinson, N.J., USA

Immersionsol

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

MoliNea plus L, Unterlagen

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Nadel BSS Microlance 3
Spritze 1ml BD Plastipak

Becton Dickinson, N. J., USA

Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 1000ul
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SafeSeal Reagiergefalie, 2ml

Sauerstoff

Praxair, Dusseldorf

Zellkulturschalen @ 100 x 20mm
Zellkulturschalen @ 60 x 15mm

TPP, Trasadingen, Schweiz

Sonstige Gerate

Hersteller

Binokular, SMZ645

Nikon, Dusseldorf

Feinwaage, ABS 120-4

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Gefrierschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

Magnetrihrer CAT 6.1

Ingenieurbiiro CAT, M. Zipperer GmbH,
Staufen

pH Elektrode SenTix 22

WTW, Weilheim

pH-Meter, Eutech Instruments, pH 510

Zentrifuge Galaxy 16DH

VWR, Darmstadt

Vakuumpumpe SP302SA

Schwarzer Precision, Essen

Vortex Mixer, SN 41119030

Labnet International, NJ, USA

Warmeschrank Heraeus

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
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3.2 Methoden

3.2.1 Myozytenisolation

Die Myozytenisolation wurde nach dem AfCS-Protokoll (Isolation of Adult Mouse Cardiac
Myocytes from One Heart, AfCS Procedure Protocol PP00000125 Version 1, 11/05/02)
vorgenommen, welches an unseren Versuchsaufbau und unsere Zielsetzungen angepasst
wurde. Es wurden immer 250ml Perfusionspuffer mit Aqua dest. fir eine Isolation angesetzt.
Der Perfusionspuffer hatte folgende Zusammensetzung (mmol/l): NaCl 113; KCI 4,7;
KH,PO, 0,6; NaH,PO, 0,6; MgSO,7H,0 1,2; Phenolrot 0,032; NaHCO; 12. KHCO; 10;
Hepes Pufferlosung 10; Taurin 30; Glukose 5,5; BDM 10. Es wurde zur Herstellung des
Perfusionspuffers ausschlief3lich einfach destilliertes Wasser benutzt.

Der pH-Wert wurde mit Hilfe eines pH-Meters sowie 1M NaOH bzw. 1M HCI auf 7,4
eingestellt. AnschlieBend wurde 1mM CacCl, hinzugefiigt. Aus dem Perfusionspuffer wurden

Stopppuffer 1, 2 und der Liberasepuffer hergestellt (Tabelle 2).

Stopppuffer 1: 9ml Perfusionspuffer
1ml FCS-Lésung
12,5ul 10 mM CaCl,

Stopppuffer 2: 28,5ml Perfusionsspuffer
1,5ml FCS
37,5ul 10 mM CaCl,
Liberasepuffer: 20ml Perfusionspuffer
40pl Trypsin

25,2l 10 mM CacCl,
2mg Liberase (0,08mg/ml)

Tabelle 2: Zusammensetzung von Stopppuffer 1, 2 und Liberasepuffer

Zum Auffangen und zur Kanulierung des herausgeschnittenen Herzens wurde jeweils 10ml
raumtemperierter Perfusionsspuffer in ein 60mm Schélchen gegeben. Die Langendorff
Perfusionsanlage wurde mit 250ml Aqua dest. vorgespilt und ein Schenkel der
Perfusionsapparatur mit Perfusionspuffer luftblasenfrei geftllt. In den zweiten Schenkel
wurde anschlielend der Liberasepuffer luftblasenfrei eingespult. Zehn Minuten vor Beginn
der Myozytenisolation wurde den Mdausen 0,5ml Heparin (1:10 mit NaCl (0,9%) verdunnt),
sowie 0,1ml Rimadyl (1:15 mit NaCl (0,9%) verdiinnt) s.c. gespritzt. AnschlieBend wurden
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die Mause mit Isofluran (1,5-2 VVol% Isofluran und 0,51 O,/min) betdubt, indem die Schnauze
der Tiere an das Narkosesystem fiir Kleintiere angeschlossen wurde. Nach Reflexausldschung
und dementsprechend tiefer Narkose (es wurde der Zwischenzehenreflex getestet) wurden
Bauch und Thorax der Maus mit Softasept N Hautdesinfektionsmittel eingespriht. Danach
begann die Herzentnahme durch Thorakotomie mithilfe einer Schere. Dazu wurde ein V-
formiger Schnitt vom Bauchnabel Richtung Axilla vorgenommen, anschliefend das Sternum
mithilfe einer Pinzette fixiert und das Zwerchfell brustwirbelnah durchgeschnitten, sodass das
Herz sichtbar wurde. Die Brustwirbel wurden sodann beidseits medial durchtrennt und das
Sternum nach oben verlagert um das Herz frei zu legen. Das Herz wurde mit einer Feinschere
kurz unterhalb des Aortenbogens sowie von anderen zu- und abfiihrenden GeféaRen
abgeschnitten und entnommen. Danach wurde das Herz unter einem Auflichtmikroskop
kandliert (und zwar so, dass die Koronargefalle frei blieben und die Aortenklappe nicht
durchstolRen wurde) und mittels eines chirurgischen 5-0 Polyesterfadens an der Kantle fixiert.
Umliegende Gewebe (Thymus, Lunge), die noch am Herz befestigt waren, wurden

vollstéandig entfernt.

Im nédchsten Schritt wurde das kanilierte Herz an die Langendorff Perfusionsanlage
angeschlossen und mit dem Perfusionspuffer 4 Minuten (2ml/min) bei 37°C gespult. Darauf
folgte fir zirka 8 Minuten der Verdau mit Liberasepuffer (2ml/min) bei 37°C bis das Herz
angeschwollen, leicht fahl und schlaff erschien. Exemplarischer Aufbau der Herz-

Perfusionsanlage siehe Abbildung 5.

Alle nachfolgenden Schritte fanden bei Raumtemperatur statt.

Nach dem Verdau wurde das Herz mithilfe einer Schere unter den Vorhdfen abgeschnitten
und in ein 60mm Schéalchen mit 5ml Perfusionspuffer transferiert um es mit der Schere
viermal einzuschneiden. Anschliefend wurde das Herz in ein 60mm Schalchen mit 5ml
Perfusionspuffer und 5ml Stopppuffer 1 transferiert, um es fir etwa 5 Minuten in der Lésung
zu schwenken. Zur Kontrolle der Qualitat der Isolation wurde nach diesem Schritt ein Tropfen
der Myozytenlésung entnommen und unter dem Durchlichtmikroskop die Ausbeute

kontrolliert.

Typisches Bild einer Myozytenisolation unter dem Durchlichtmikroskop siehe Abbildung 6.
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Uﬂvw .
1

Abbildung 5: Langendorff-Perfusionsanlage mit retrograd perfundiertem M&useherzen. Linkes
Bild: oben zufiihrende Leitungen mit Perfusionspuffer bzw. Liberasepuffer. Rechtes Bild: vergroRerte
Darstellung eines kan(lierten Mauseherzens beim Verdauungsprozess zur Zellisolation.

Abbildung 6: Isolierte kardiale Mausemyozten. Ansicht unter dem Durchlichtmikroskop zur
Kontrolle des Isolationserfolges. Vergréfierung 20-fach.
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Bei guter Qualitdt (stabformige Zellen und sichtbare Querstreifung) der vereinzelten
Myozyten wurde das restliche Herz verworfen, die gelosten Myozyten in ein 15ml Falcon
Rohrchen Gberfiihrt und fiir 5-10 Minuten sedimentieren gelassen. Der Uberstand wurde
entnommen und flr eine Minute bei 800 U/min zentrifugiert. Zum ersten Pellet wurde
gleichzeitig 5ml Stopppuffer 2 gegeben und vorsichtig resuspendiert. Dem Pellet des
Zentrifugats wurde ebenfalls 5ml Stopppuffer 2 zugegeben und resuspendiert. Beide im
Stopppuffer 2 geldsten Pellets wurden in einem 100mm-Schélchen vereint. Nun begann der

Kalziumaufbau der Myozyten, der sich aus den nun folgenden Schritten zusammensetzte.

Alle vier Minuten wurde die neue Kalziumlésung dazugegeben und anschliefend vorsichtig

geschwenkt.

1. 50 ul einer 10mM Kalziumchloridlésung, entsprechend einer
Kalziumendkonzentration von 62uM.

2. 50 ul einer 10mM Kalziumchloridlésung, entsprechend einer
Kalziumendkonzentration von 112uM.

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

4. 30 ul einer 100mM Kalziumchloridlésung,  entsprechend  einer
Kalziumendkonzentration von 500uM.

5. 50 einer  100mM Kalziumchloridlésung  entsprechend  einer
Kalziumendkonzentration von 1mM.

Die Losung wurde danach in ein 15ml Falcon Réhrchen Uberfihrt und fir 8 Minuten
sedimentieren gelassen. Daraufhin wurde der Uberstand entnommen und bei 800 U/min
zentrifugiert. Beide Pellets wurden vereint und unter sterilen Bedingungen 25ml des auf 37°C
vorgewdrmten Mediums (Medium 199 mit 5% FCS und 1% Penicillin Streptomycin,
welchem kurz vor Benutzung 1% Hepes beigemengt wurde) dazugegeben. Die Zellen wurden
in ihrem Medium bis zu ihrer Verwendung im Warmeschrank bei 37°C und 5% CO,

Atmosphére aufbewahrt.

Fur die Verifikation des Knockouts mittels PCR wurden von den Mausen post mortem
jeweils ein Stlick Ohr und Schwanz in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert.
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3.2.2 Implantation von osmotischen Minipumpen mit Freisetzung von Isoprenalin

In der zweiten Versuchsgruppe wurde den Mé&usen eine osmotische Minipumpe (Alzet)
implantiert, die den B-AR Agonisten Isoprenalin enthielt. Diese verblieb fir 24 Stunden im
Korper der Maus, bevor diese geopfert wurde. Die osmotische Pumpe wurde nach
Herstellerangaben einen Tag vor Implantation unter sterilen Bedingungen mit Isoprenalin
befullt, sodass sie an die Maus 10mg Isoprenalin pro kg Korpergewicht pro Tag abgab. Die
fertige Pumpe wurde bis zur Implantation bei Raumtemperatur in einer 0,9% NaCl-Ldsung in

einem 50ml Falcon Réhrchen im Dunkeln gelagert.

Zur Analgesie wurde den Méausen 15 Minuten vor dem Eingriff 0,Aml Rimadyl (1ml enthélt
50mg Carprofen und 10mg Benzylalkohol) s.c. gespritzt. Die Narkose erfolgte mittels
Isofluran-Insufflation (0,51 O/min zusammen mit 5% Isofluran zur Einleitung, reduziert auf
1,5% im Verlauf) uber ein Narkosegerat der Firma Harvard Apparatus. Nach Eintreten der
Narkose wurde bei der Maus in Bauchlage eine wenige mm messende Inzision der Haut und
der darunter liegenden Faszie kaudal des rechten Schulterblattes durchgefiihrt und die
Isoprenalinpumpe subkutan in den Rucken implantiert. Nach Einbringen der Pumpe wurden
Faszie und Haut mit einer 5.0 Seidenfaden-Naht verschlossen. Die Implantation der
Minipumpe erfolgte erst bei tiefer Narkose, wenn das Tier unter kontrolliertem Schmerzreiz
keine Reaktion mehr zeigte. Um ein Austrocknen der Augen zu vermeiden, wurden diese mit
Augensalbe (Dexpanthenol) versehen. Zum Schutz vor Unterkiihlung wurden die Mause
wéhrend des Eingriffs und bis zum Erwachen aus der Narkose auf eine Warmematte gelegt.
Noch wahrend der Narkose wurde eine Ohrmarkierung gesetzt. Als Schmerztherapie erhielten

die Tiere auch am Folgetag Carprofen (5 mg/kg s.c.).

3.2.3 Transfer der Myozyten auf die Deckglaschen

Zur Fixierung der Myozyten fir die mikroskopischen Messungen wurde Laminin in einer
Konzentration von 0,5mg/ml verwendet. Davon wurde vor jeder Messung 4pl Laminin sowie
0,3ml Messtyrode auf ein Deckglédschen mittig aufgetragen und anschliefend 20 Minuten
gewartet, bevor die Myozyten auf die beschichteten Deckglédschen transferiert wurden.
Danach folgte wieder eine 10-minttige Ruhezeit (um ein Anhaften der Zellen an das Laminin
zu gewahrleisten), bevor das Deckglaschen anschlieRend in die Versuchskammer und dann

damit in das Mikroskop zur jeweiligen Messung eingespannt wurde.
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3.2.4 Aufbau der Messanlage und Messprotokoll

Samtliche Messungen der Fluoreszenzen sowie der Zellverkirzung wurden mit dem
Epifluoreszenzmikroskop sowie einer Anlage der Firma lonOptix vorgenommen und am PC
mit einem Programm der Firma lonOptix (IONWizard Version 6.3) aufgezeichnet.

mit

Die (bei NAD(P)H/FAD"-Autofluoreszenz oder

Fluoreszenzfarbstoff vorher inkubierten Myozyten wurden in ihrer Versuchskammer im

nativen der Messung)
Mikroskop mittels einer Kamera, der Myocam-s, in das Computerprogramm (IONWizard
Version 6.3) projiziert. Dieses Programm ist imstande, das Echtzeit-Bild der Myozyte
wéhrend der Messung auf dem Computer darzustellen, gleichzeitig die Sarkomerlange zu
die Am

Epifluoreszenzmikroskop (Nikon Ti-S/L100) wurde der jeweilige Farbstoff in der Myozyte

messen und  somit prozentuale  Sarkomerverkiirzung zu errechnen.

mittels einer UV-Lampe (Xenon Short Arc Lamp -75EX) angeregt und der Emission des

jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffes aufgezeichnet. Eine Ubersicht der verschiedenen

gemessenen Autofluoreszenz bzw. Fluoreszenzfarbstoffe mit ihren Anregungs- und

Emissionswellenldngen gibt Tabelle 3:

Indikator | Parameter Aexc Aem Indikator | Parameter | Agy Aem

#1 m) | (hm) |#2 (nm) | (nm)

NAD(P)H | NAD(P)H 340 450 FAD" FAD" 485 525

MitoSOX | -O7" in Mito- | 390 580 -- -- - --
chondrien

Indo-1 [Ca®*]. 340 405/ | TMRM® AY, 540 | 605

(AM) 485

SBFI [Na'; 340/ 505 | -- -- -- -

(AM) 380

Tabelle 3: Verwendung einzelner bzw. mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe  bzw.

Autofluoreszenzenzmessung in  derselben  Zelle. Ay,  Anregungswellenlange;  Aem,

Emissionswellenlange.

Die einzelnen Komponenten der lonOptix-Anlage und deren Aufbau zur Messung der

Fluoreszenz und der Sarkomerlange zeigt Abbildung 7.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der lonOptix Anlage zur Fluoreszenz- und
Sarkomerlangenmessung. Die Linien zeigen die Verbindung der einzelnen Komponenten an. 1
Lampe zur Myozytendarstellung und Sarkomermessung, rote Linie Strahlengang (Durchlicht). 2
Objektkammer auf Mikroskoptisch. 3 Xenon Arc Lamp mit lonOptix pStep und Filter Bausatz. 4
Lichtleitereinkoppler am Mikroskopgehéduse, Anregungslicht blaue Linie, Emissionslicht der
Farbstoffe griine Linie. 5 Zell-Frame-Adapter. 6 Photomultiplier eins bis drei. 7 MyoCam-S. 8
Computer mit Programm lonWizard von lonOptix.

Der Aufbau der einzelnen Filter und der Strahlengang wird schematisch in Abbildung 8 und
Abbildung 9 dargestellt. Eine Ubersicht der verwendeten Filter gibt Tabelle 1.

Zur Autofluoreszenzmessung von NAD(P)H und FAD" wurde das Licht mit der Xenon Short
Arc Lamp durch zwei Filter (D340/12x und S490/20x) abwechselnd, je nach Messsubstrat
(NAD(P)H und FAD"), mit verschiedenen Wellenlidngen auf die Messkammer im Mikroskop
geleitet, wo es die Farbstoffe zur Lichtemission anregte (Abbildung 8).

Zur Messung des SBFI-Signals wurde ein &hnliches Messsetup benutzt, hier wurde der
Xenonlampe der Filter D360 + 15 nachgeschaltet. Das gefilterte Licht der Xenonlampe traf
anschlieRend im Mikroskop wiederum auf einen dichroischen Spiegel (NAD(P)H/FAD':
89017bs F/TR; SBFI: 400DCLP) bevor es die Fluoreszenz der Farbstoffe in den Myozyten
anregen sollte. Nach Anregung emittierten die Myozyten daraufhin Licht, welches zusammen
mit dem Durchlicht des Mikroskoplichtes in die Messstation auf einen Spiegel (650DCXR)
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vor der Myocam-S ausgeleitet wurde. Das Durchlicht passierte diesen Filter auf dem Weg in
die Myocam-S, das emittierte Licht der Farbstoffe mit A > 650nm wurde in Richtung der
PMTs weitergeleitet, wo es bei den NAD(P)H/FAD" Messungen auf den Spiegel 490DCLP
traf, welcher nur A > 490nm passieren lie und die kiirzeren Wellenldngen PMT1 zuleitete,
wo die NAD(P)H Fluoreszenz aufgenommen wurde und dem noch der Filter D435/35 zur
genaueren Signaleinschrankung (+17,5nm) vorgeschaltet war. FAD® wurde im PMT2
aufgenommen, dem alle Wellenldngen > 490nm zugeleitet wurden und welchem noch der
Filter D525/30x vorgeschaltet war. Bei der Messung des SBFI-Signales wurden nur die

Messsignale aus PMT2 ausgewertet, dem der Filter D510/30M vorgeschaltet war.

Lampe mit Filter
T660LPXR
Untersuchungsobjekt ]
Nicht verwendet
I Filterwechsler
Messungen Xenon
Short - T S~
u Spiegel | ARC NAD(P)H/
PMT 2 é"'/ Lamp - u O FAD+:
75XE NAD(P)H/ 89017bs
NAD(P)H FAD+: D525/30X// FAD+: F/TR
SBFI: D510/40M D340/12x SBFI:
S$490/20x 400DCLP
PMT 1 i |~ NAD(P)H FAD+:  SBFL
/ﬂ 490DCLP D360 £15
5
Bei NAD(P)H FAD+: D435/35 1
Myocam-s <—Spiegel
y Durchlicht PIeg
|
L Mikroskop

650 DCXR

Abbildung 8: PMT- Einstellung zur Messung der Fluoreszenzen von NAD(P)H /FAD" bzw.
SBFI. Schematische Anordnung der Lichtquelle, Filterwechsler, dichroischen (DC) Spiegeln, Band-
Pass Filtern und Photomultiplier Réhren (PMT) zur Messung der (Auto-) Fluoreszenzen von
NAD(P)H und FAD" bzw. der Fluoreszenz des Na‘-Farbstoffs SBFI sowie der Zellverkiirzung. Die
Zahlen neben der Anlage bezeichnen die entsprechend eingebauten Filter.

Die zeitgleiche Messung des [Ca*"]. mittels Indo-1 und des Membranpotentials mittels
TMRM" sowie die Messung der Superoxidproduktion mittels MitoSOX wurden in einem
ahnlichen Setup vorgenommen (Abbildung 9). Dabei wurden auch hier die Myozyten mit der
Xenon Short Arc Lamp angeregt, welcher ein Filterset nachgeschaltet wurde (TMRM™:
D540/25x, MitoSOX: D380x£15, |Indo-1: D340/12x) um die entsprechenden

Anregungswellenlangen zu erzeugen. Das Anregungslicht wurde hier iber einen Filterspiegel
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(Indo-1/TMRM™: 365/535pc; MitoSOX 89017bs F/TR) auf das Objekt weitergeleitet. Das
emittierte Licht durch Anregung der Farbstoffe in den Zellen wurde an einem Seitenausgang
des Mikroskops zusammen mit dem Durchlicht, erzeugt durch der Lampe und dem Filter
T660LPXR, auf einen dichroitischen Spiegel (650DCXR) weitergeleitet. Dieser, mit einer
Ausrichtung von 45° zum Strahleneinfall ausgerichtete Spiegel teilte das sichtbare Licht fir
die Myocam-S vom UV-Licht, wobei letzteres zu den Photomultipliern weitergeleitet wurde.
In diesen traf es zuerst auf den Spiegel 440DCLP, welcher nur Licht A > 440nm passieren liel
und alles darunter in den PMT 1 leitete. Das Licht, welches 440DCLP passieren konnte traf
auf den zweiten PMT Spiegel (515DCXR), welcher nur noch Licht mit einer Wellenléange >
515nm passieren lieR und alles darunter in den PMT 2 spiegelte. Allen PMTs war ein weiterer
Filter vorgeschaltet (PMT1: D405/30x; PMT2: D485/30x; PMT3: D605/55), welcher das
Licht nur in den interessierenden Wellenldngen passieren liel. Bei den Messungen mit dem

Farbstoff MitoSOX wurde in dieser Messanordnung nur PMT3 benutzt.

EAZ‘S“S"EF?SS? Lampe mit Filter !
PMT3 in Gebrauch TE60LPXR
Untersuchungsobjekt )
PMT 3
D605/55 | 515DCXR Filterwechsler
A / Xenon C N
/ Short ARC ||~ \
PMT 2 tamp || 1O
* Indo-1: Indo-1/
L . TMRM+:
D340/12
D485/30x 7| D2 365/535pc
' MitoSOX:
D540/25x 89017bs
PMT 1 n 440DCLP MitoSOX:
)d 41 D380+15 FITR
’/
D405/30x
_—~<%—Spiegel
Myocam-s :
Durchlicht
\
1 Mikroskop
650 DCXR

Abbildung 9: PMT- Einstellung zur Messung der Fluoreszenzen von MitoSOX oder Indo-
1/TMRM". Schematische Anordnung der Lichtquelle, Filterwechsler, dichroischen (DC) Spiegeln,
Band-Pass Filtern und Photomultiplier Rohren (PMT) zur Messung der Fluoreszenzen von Indo-1 und
TMRM" bzw. der Fluoreszenz des Superoxidfarbstoffes MitoSOX sowie der Zellverkiirzung. Die
Zahlen neben der Anlage bezeichnen die entsprechend eingebauten Filter.
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Das emittierte Licht, erzeugt durch die jeweiligen Farbstoffe, wurde durch die PMTs
aufgenommen, verstarkt und anschlieend in eine Spannung umgewandelt. Diese Spannung
wurde im Fluoreszenz System Interface der Firma lonOptix so umgesetzt, dass sie mit dem
Programm lonWizard auf dem Bildschirm des Computers visualisiert und aufgezeichnet

werden konnten.

Das Durchlicht, welches in die Myocam-s geleitetet wurde und die Myozyten abbildete,
wurde zur Messung der Sarkomerldnge durch das Programm lonWizard herangezogen und
spater zur Auswertung der Sarkomerverkirzung bzw. der Darstellung der

Zellverkirzungskinetiken benutzt.

Die Messungen der Myozyten wurden gemal? einem vorher etablierten Protokoll fiir den
jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff vorgenommen. Wahrend der Messung wurden den Myozyten
in ihrer Messkammer im Mikroskop verschiedene Ldsungen (Tabelle 4) zugeleitet, welche
vorher durch eine Heizung auf dem Mikroskoptisch auf 37°C erwarmt wurden. Eine
schematische Darstellung der zufiihrenden GeféaRe und deren Zuleitung zum Messtisch findet
sich in Abbildung 10.

Zufiihrende
Gefalie:

Heizung

Deckglaschen
mit Myozyten

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Messkammer mit den Myozyten auf dem
Mikroskop. Zufiihrenden Leitungen und Geféle (1 bis 7) zur Zugabe der verschiedenen Lésungen
wahrend der Messung.
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Allen Protokollen gleich ist eine zu Beginn bei 0,5Hz zugeleitete Normaltyrode (NTA und
NTg). Diese hatten folgende Zusammensetzung:

NTa (in mmol/l): NaCl 130; KCI 5; MgCl; 1; Na-Hepes 10; Na-Pyruvat 2; Ascorbinsaure 0,3;
Glukose 180,16; CaCl, 1.

NTg (in mmol/l): NaCl 130; KCI 5; MgCl; 1; Na-Hepes 10; Glukose 180,16; CaCl, 1.

Vor der Zugabe von CaCl, zur Normaltyrode wurde der pH mittels eines pH-Meters und 1M
HCI bzw. 1M NaOH bei Raumtemperatur auf pH 7,5 eingestellt. NT 5 diente zur Messung der
Fluoreszenzen von NADH/ NADPH/ FAD", Indo-1, TMRM" und SBFI. NTg wurde fir die
MitoSOX-Messungen ohne die antioxidativ wirkenden Substanzen Na-Pyruvat und
Ascorbinsdure hergestellt. Nachfolgend eine Auflistung der mit den Myozyten wahrend den

Messungen in Kontakt gebrachten Lésungen:

Messung der Lésungen in den GefalRen
Fluoreszenzen 1 2 3 4 5 6 7
von

NADH/ NTa 50mlI NTa 50mINTa 50mI NTa

NADPH/ + 1so (30 +5pl + 10 mg

FAD" nmol/L) FCCP HCN

MitoSOX NTg 50mlI NTg 50ml NTg

+ Iso (30 + 50mM
nmol/L) Antimycin

A
Indo-1/ NTa 50ml NTa
+ Iso (30
TMRM? nmol/L)
SBFI NTao 50ml NTo OmMNa®™ 10 mM 20mM 40 mM 145 mM
+ Iso (30 Na Na®*  Na’ Na*
nmol/L)

Tabelle 4: Auflistung der Ldsungen, die wahrend der Messung am Fluoreszenzmikroskop den
Myozyten zugefihrt wurden. Antimycin A wurde in Ethanol gel6st.

Initial wurde allen Zellen unter 0,5Hz Stimulation fiir 60 Sekunden NTa bzw. NTg zugeleitet.
Um dann einen physiologischen Anstieg der Arbeitslast zu simulieren, wurde kurz vor und
waéhrend der 5-Hz-“Stress“-Sequenz Isoprenalin (Iso) zu den Myozyten hinzugegeben, um

maoglichst nahe einer Stresssituation in vivo zu kommen, da Stress und B-AR Stimulation

46



Dissertation - Jasmin Anni Saar 3. Materialien und Methoden

meist einhergehen und die Gabe von Isoprenalin die Herzfrequenz auf das gleiche Niveau
steigert wie korperliche Betatigung (Kass et al., 1998).

Nach 60 Sekunden des Protokolls wurden den sich kontrahierenden Zellen die Losung NTa
bzw. NTg mit Iso versetzt (Endkonzentration von 3*10°M) zugeleitet, bis die
Kontraktionsamplitude signifikant zunahm (sichtbar an der gemessenen Amplitude Im
lonOptix Computerprogramm) um dann unter laufender NT+Iso Infusion die
Stimulationsfrequenz fir drei Minuten auf 5Hz zu erhdhen. Dieser Sequenz folgte immer ein
Auswaschen von Isoprenalin durch die Zugabe von NT fir 60 Sekunden (Fehler!

erweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

Abhéngig vom Fluoreszenzfarbstoff wurden dann gegen Ende des Experiments die Signale
kalibriert, im Fall der Autofluoreszenzmessung von NAD(P)H/FAD" mit FCCP (5 uM) und
Zyanid (4 mM). Dabei wurde nach Zugabe von FCCP jeweils ein stabiles Plateau des
Messsignales abgewartet, bevor Zyanid zugeleitet wurde (Abbildung 12). Bei dem Protokoll
MitoSOX wurde am Ende der Messung Antimycin A (150 pM) zugegeben, um eine
maximale Fluoreszenz des Farbstoffes zu erhalten sowie als Positivkontrolle des Signals des
Farbstoffes welches unter Antimycin A stark ansteigen sollte. Es wurde bei der Antimycin A
Kalibrierung des MitoSOX-Messsignals bis zum Zelltod (sichtbar am Computerbildschirm,
starke Kontraktion der Myozyte mit anschlieBendem Verbleib in nicht mehr stabférmiger
Konfiguration, sowie Verschwinden der Querstreifung) gepaart mit einem stagnierenden

Messsignal.

Bei den Messungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff SBFI am Fluoreszenzmikroskop wurde, um
Eichdaten fir die anschliefende Auswertung zu generieren, die Myozyten nach dem
eigentlichen Messprotokoll definierten ansteigenden Na'-Lésungen ausgesetzt (Tabelle 4,
Tabelle 5). Durch die lonophoren Gramicidin und Monensin, sowie Strophanthidin, einem
Hemmer des Na'-K*-Austauschers der Zellmembran, wurde die Aufnahme von Na® in die
Zelle bzw. das Verbleiben dort gewéhrleistet, da sich die intrazellulére von der extrazelluldren
Na*-Konzentration unter physiologischen Bedingungen normalerweise unterscheidet.

Gramicidin, Monensin und Strophanthidin wurden laut Herstellerangaben gelost.
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Abbildung 11: Ubersicht der Messprotokolle der zellularen Fluoreszenzen von NAD(P)H/FAD",
MitoSOX, Indo-1 mit TMRM" und SBFI. Beginn jeder Messung bei 0,5Hz und Normaltyrode
(NTag). Nach 60 Sekunden Zugabe Normaltyrode mit Isoprenalin (Iso, 3*10®M). Bei sichtbarer
Zunahme der Zellverkiirzung Steigerung der Arbeitslast flir 180s auf 5Hz und weiterhin NT og + Is0.
Danach Arbeitslastverminderung auf 0,5Hz und auswaschen von Iso mit NT. Kalibrierung des
gemessenen Signals bei NAD(P)H/FAD", MitoSOX und SBFI am Ende jeder Messung bei 0,5Hz.

Kalibrierung

FCCP Zyanid

Abbildung 12: Exemplarische Kalibrierung des NAD(P)H und FAD*-Messsignales am Ende der
Messung. Am Ende jeder Messung von NAD(P)H und FAD" wurde FCCP eingewaschen und eine
vollstandige Oxidation der Redoxaquivalente abgewartet (100% NAD(P)*, 0% NAD(P)H; 100%
FAD', 0% FADH,) sichtbar an einem stabilen Plateau der NAD(P)H und FAD-Signale.
AnschlieBend wurde Zyanid (HCN) hinzugegeben, um eine vollstandige Reduktion der
Redoxdquivalente zu erreichen. Anhand dieser Ergebnisse wurde bei der Auswertung eine
Kalibrierung der Messsignale vorgenommen.
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Begonnen wurde jeweils mit dem Einwaschen Na'-freier Losung (Ommol/l). Daraufhin wurde
die Na'-Konzentration sukzessiv bis auf 145 mmol/l erhoht. Es wurde jeweils nach Zugabe
von Na'-Losung das Erreichen eines stabilen Plateaus des Messsignales abgewartet, bevor die
nachst hohere Na'-Konzentration eingewaschen wurde. Anhand der Eichkurve (nach
Messung der Fluoreszenzintensitaten bei 340 und 380nm wurde die 340/380-Ratio berechnet
und gegen die [Na']; aufgetragen) wurde aus den Messdaten die [Na']; berechnet.

Konzentrationen der Na*-Losungen

Substanz 0mM 10 mM 20mM 40mM 145mM
Gramicidin 2uM 2uM 2uM 2uM 2uM
Monensin 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM
Strophanthidin 100uM 100uM 100uM 100uM 100uM
KCI 30mM 27,9mM  25,9mM 21, 7mM
K-Gluconat 115mM 107,1mM  99,1mM 83,3mM
Hepes 10mM 10mM 10mM 10mM 10mM
EGTA 2mM 2mM 2mM 2mM 2mM
NaCl 2,1mM 4,1mM 8,3mM 30mM
Na-Gluconat 7,9mM  15,9mM 31,7mM 115mM

Tabelle 5: Zusammensetzung der Losungen zur Kalibrierung des SBFI-Signals.

Bei den Fluoreszenzfarbstoffen Indo-1 zusammen mit TMRM® war eine Kalibrierung am
Ende der Messung nicht notwendig. Indo-1 ist ein ratiometrischer Farbstoff, es wurde eine
qualitative Analyse der Verinderung des Messsignales vorgenommen. Auch bei TMRM®

wurden keine absoluten Messwerte, sondern nur die qualitative Verdnderung analysiert.

3.2.5 Fluoreszenzfarbstoffe

In den Versuchen wurden die Autofluoreszenzen von NADH, NADPH und FAD®, die
mitochondriale  Superoxidproduktion mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoSOX, das
intrazellulare Ca®* mittels Indo-1, das mitochondriale Membranpotential via TMRM* und
intrazellulares freies Na® mit SBFI sowie die Sarkomerlange und deren Veranderung

gemessen.
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NAD(P)H/FAD"-Autofluoreszenzmessungen
Um die primére Elektronenquelle der Atmungskette, nd&mlich NADH, welches an Komplex |

der Atmungskette seine Elektronen abgibt, und deren relative Verdnderungen im Rahmen
unseres Messprotokolls aufzuzeichnen, wurde die Autofluoreszenz von NADH benutzt, um
die metabolische Regulation der intakten Myozyten im Verlauf zu untersuchen. Mit dieser
Methode kann man nicht-invasiv und schnell den mitochondrialen myokardialen NADH-
Haushalt beobachten, ohne groflen Einfluss auf das zu beobachtende System zu nehmen.
NADH absorbiert ultraviolettes Licht bei etwa A = 340nm und emittiert eine blaue
Breitbandfluoreszenz bei etwa A = 450nm. Oxidiertes NADH, also NAD", absorbiert oder
fluoresziert bei diesen Wellenldngen nicht signifikant. Im Herzen kommt die blaue
Fluoreszenz von gebundenem NADH und reduziertem NADPH (im Weiteren als NAD(P)H
bezeichnet) in den Mitochondrien und geringfligig von freiem im Zytosol befindlichem
NAD(P)H (Eng et al., 1989). In den Versuchen wurde neben NAD(P)H auch die
Autofluoreszenz von FAD" (und damit indirekt FADH,, einem Elektronendonor an Komplex
IT der Atmungskette) bestimmt, dessen Autofluoreszenz mit A = 485nm angeregt wurde. Das
Emissionsmaximum von FAD® wurde bei A = 525nm gemessen, wobei die FADH,
Fluoreszenz minimal ist. Eine Abschéatzung des Oxidations- bzw. Reduktionsstatus der Zelle,
also dem ,,Redoxstatus®, gelingt durch das Teilen der Fluoreszenzintensitdt von NADH durch
die Fluoreszenzintensitit von FAD". Der errechnete Wert ist ein sehr sensitiver Parameter des
Oxidations/Reduktionsstatus der Zelle und verandert sich je nach metabolischem Zustand und
der Sauerstoffversorgung. Eine Oxidation des Redoxstatus zeigt erhohte zellulare
metabolische Aktivitat an (Skala & Ramanujam, 2010) im Hinblick auf erh6hten Verbrauch
der Redoxaquivalente. Am Ende der Messungen der Autofluoreszenzen von NAD(P)H und
FAD" wurden, durch Zugabe des mitochondrialen Entkopplers FCCP, die Myozyten maximal
oxidiert (0% NADH, 100% NAD®; 100% FAD®*, 0% FADH,), bzw. durch den
Atmungskettenblocker Zyanid vollstandig reduziert (100% NADH, 0% NAD"; 0% FAD®,
100% FADHo,), sichtbar jeweils durch Ausbildung eines stabilen Plateaus von NAD(P)H bzw.
FAD" im Messverlauf. Dies wurde genutzt, um spater bei der Auswertung der Daten eine

Kalibrierung durchfiihren zu kénnen.

Messung der Fluoreszenz von MitoSOX:

Als Indikator fur die mitochondriale Superoxidproduktion wurde der Farbstoff MitoSOX
gewdhlt, welcher sich selektiv in den Mitochondrien anreichert und dort, wenn von

Superoxidradikalen oxidiert, eine rote Fluoreszenz zeigt (Absorptions-/ Emissionsmaxima A ~

50



Dissertation - Jasmin Anni Saar 3. Materialien und Methoden

510/580nm). Die mitochondriale Atmungskette ist in den meisten Geweben die grofite

intrazellulare Quelle von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).

Zur Féarbung der Myozyten wurde 1ml Zellsuspension aus dem Warmeschrank in ein
EppendorfgefaR uberfihrt, fur 5 Minuten sedimentieren gelassen, der Uberstand verworfen
und mit NTg die Losung wieder auf 1ml aufgefillt. Anschlielend wurde mittels einer
Eppendorfpipette ca. 1ul MitoSOX -Ldsung (20ul Pluronic auf 50pug MitoSOX) zugegeben
und die Zellen fur 27 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wurde fir 3 Minuten
sedimentieren gelassen, der Uberstand verworfen und NTg auf 1ml aufgefullt. Als
Positivkontrolle wurde am Ende jeder Messung mit dem Farbstoff MitoSOX Antimycin A
(150uM, gelost in Ethanol) eingewaschen (Abbildung 11). Antimycin A bindet an Komplex
Il der Atmungskette, speziell an die Cytochrom c-Reduktase, und blockiert dadurch die
Elektroneniibertragung von Coenzym Q auf Cytochrom c. Der Komplex Il der Atmungskette
ubertrégt die Elektronen normalerweise tiber den intermembrandsen Spalt auf Cytochrom c,
welches die Elektronen auf Komplex IV (Ubertrdgt, der wiederum die Elektronen auf
Sauerstoff Ubertragt und Sauerstoff zu Wasser reduziert (Chandel, 2010). Die Komponenten
der Atmungskette vor dem Wirkungsort von Antimycin A im Komplex Il bleiben reduziert,
alle dahinter bleiben oxidiert. Dadurch wird der Verbrauch von Sauerstoff an Komplex 1V
und die Synthese von ATP im Komplex V gehemmt (Turrens et al., 1985; Turrens et al.,
2003) und bei Anwesenheit des Farbstoffes MitoSOX fuhrt die Zugabe von Antimycin A zu
einem deutlichen Anstieg des Fluoreszenzsignals (Mukhopadhyay et al., 2007).

Messung der Fluoreszenz von Indo-1:

Zur Messung der intrazelluliren Ca**-Konzentration wurde der ratiometrische
Fluoreszenzfarbstoff Indo-1, AM verwandt, welcher, um die Zellmembran permeieren zu
konnen, als Acetoxymethylester(AM) vorliegen muss. Wenn Indo-1, AM die Zellmembran
permeiert, wird die AM-Gruppe von intrazellularen Esterasen abgespalten, sodass der
Farbstoff die Zelle nicht mehr verlassen kann. Indo-1 gehdrt zu den Ca?*-Indikatoren mit
hoher Ca”*-Affinitat (Paredes et al., 2008). Das Absorptionsmaximum liegt bei 346nm,
ungebundenes Indo-1 hat ein Emissionsmaximum bei 485nm, durch die Ca”*-Bindung
verschiebt sich das Emissionsmaximum auf 410nm (Grynkiewicz et al., 1985). Die Ca*-freie
und Ca?*-gebundene Form des Fluoreszenzfarbstoffes wurden durch Aufnahme der beiden
Emissionsmaxima gemessen (PMT 1 und 2, Abbildung 9) und zueinander ins Verhaltnis

gesetzt, also die Ratio gebildet; dies ist eine sehr sensitive Methode um Veranderungen der
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Ca’*-Konzentration aufzuzeichnen. Die Bildung der Ratio reduziert auch Messartefakte durch
ungleichmaRige Farbstoffbeladung der Zelle, austreten von Farbstoff aus der Zelle oder
Artefakte bedingt durch die Zellkontraktion (Takahashi et al., 1999). Um die Zellen zu férben
wurde 1pl Indo-1, AM (4,95uM, in DMSO gelost) auf 1ml Zellsuspension aus dem
Warmeschrank gegeben. Die Zellen wurden fur 15 Minuten inkubiert, sowie 5 Minuten
sedimentieren gelassen. Der Uberstand wurde verworfen, mit NT die Menge wieder auf 1ml
aufgefullt und anschlieend auf die Deckgléschen ausplattiert. Gleichzeitig mit der Messung
der Fluoreszenz von Indo-1 wurde auch das mitochondriale Membranpotential bzw. dessen

Veranderungen mittels TMRM™ gemessen.

Messung der Fluoreszenz von TMRM™:

TMRM" ist ein Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoff, wirkt nicht zytotoxisch und kann die
Zellmembran sowie die mitochondriale Membran permeieren. Aufgrund seiner positiven
Ladung akkumuliert der Farbstoff in den negativ geladenen Mitochondrien. Fir die
Fluoreszenzmessung von TMRM™ wurde auf 1ml der murinen kardialen Myozyten 0,25ul
(0,025uM) TMRM" gegeben. Die Zellen wurden fir 5 Minuten sedimentieren gelassen, der

Uberstand verworfen und die Suspension mit NT 5 auf 1ml aufgefillt.

Messung der Fluoreszenz von SBFI:

Als Fluoreszenzindikator fiir intrazellulares freies Na* wurde SBFI, AM (Natrium bindendes
Benzofuran-Isophthalat) benutzt, welcher in Form eines Acetoxymethylesters vorlag und so
die Plasmamembran der Zellen permeieren konnte. Im Zytosol wurde der Farbstoff durch
unspezifische Esterasen in die freie, fluoreszierende Form umgesetzt. Bei der Messung der
Myozyten wurde sich zunutze gemacht, dass erhohtes Na* die Ratio der Exzitationseffizienz
bei 340nm zu der bei 370nm erhoht, bei Aufnahme der Emission bei 505nm (Minta & Tsien,
1989). Zum Férben der Zellen wurde fiir eine Stockkonzentration von 10mM verwendet, dazu
wurden 50upug SBFI in 4,429yl DMSO und 5% Pluronic aufgenommen. Von dieser
Stocklosung wurde jeweils 1ul auf 1ml Zellsuspension aus dem Warmeschrank gegeben und
fur 60 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
fir 5 Minuten sedimentieren gelassen, der Uberstand verworfen und NTa dazugegeben,
sodass wieder ein Volumen von 1ml erreicht wurde. Im letzten Schritt wurde die

Zellsuspension fur 30 Minuten deesterifizieren gelassen bevor die Zellen gemessen wurden.
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3.2.6 Auswertung der Messergebnisse

Die graphische Darstellung und statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen
Windows Excel und dem Graphikprogramm der Firma GraphPad Software Inc. (GraphPad
Prism 5.01). Dazu wurden die Messdaten aus dem Programm lonWizard in Windows Excel
ubertragen. Bei den Fluoreszenzmessungen wurden alle Ergebnisse mit in die Berechnungen
einbezogen, bei den Messungen der Zellverkirzung nur die Daten zu vier verschiedenen
Zeitpunkten  (Abbildung 13). Von jedem dieser  Zeitpunkte wurden 3-4
Verkirzungsamplituden in die Auswertung einbezogen, gemittelt und dann zwischen STAT3-
KO und WT verglichen.

Die statistische Signifikanz wurde durch eine two-way ANOVA-Analyse mit Bonferroni
posttest bzw. einem gepaarten oder ungepaarten t-Test ermittelt. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden Unterschiede als statistisch signifikant
angesehen. Die Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert mit dazugehdriger
Standardabweichung des Mittelwertes (SEM = Varianz / v/n ; n = Anzahl der Experimente)

aus den jeweiligen gemessenen Einzelwerten berechnet und dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Fluoreszenz- und Zellverkiirzungsmessungen der myokardialen STAT3
-KO und Wildtyp Mausemyozyten

4.1.1 Zellverkirzungsmessungen

Der Einfluss des STAT3-KO auf die Parameter der elektromechanischen Kopplung bei
normaler und erhohter Arbeitslast wurde mit den zuvor beschriebenen Protokollen
(Abbildung 11) im Vergleich zu den WT Mausemyozyten untersucht. Ein exemplarisches
Messfenster des Protokolls NAD(P)H, FAD® mit Zellverkiirzung, dargestellt mit dem

Computerprogramm lonWizard, ist in Abbildung 13 zu sehen.

Experiment Kalibrierung
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Abbildung 13: Exemplarische Messung von NAD(P)H und FAD" sowie der Zellverkiirzung mit
dem Programm lonWizard. Hier gezeigt ein komplettes Messprotokoll. I-IV ausgewertete
Messpunkte der Zellverkiirzung.

Eingezeichnet sind die vier Zeitpunkte, welche in unserer Auswertung miteinander verglichen
wurden, benannt mit I, 11, 111 und IV. Dabei steht | fur die Messzeit nach 60 s bei einer
Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz. Il steht fir den Zeitpunkt, an dem der B-Adrenozeptor

Agonist Isoprenalin  (30nM) Wirkung zeigte (sichtbar an einer zunehmenden
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Zellverkirzungsamplitude). 111 wurde 160 Sekunden nach Erhdhung der Feldstimulation, also
der Arbeitslast auf 5 Hz unter anhaltender 3-adrenerger Stimulation aufgezeichnet. Messpunkt
IV liegt bei 60 Sekunden nach Senkung der Stimulationsfrequenz auf 0,5 Hz sowie dem
Auswaschen von Isoprenalin aus den Zellen durch Zugabe von Isoprenalin-freier
Normaltyrode. In Abbildung 14 sind exemplarische Zellverkirzungsamplituden, errechnet aus
den Zellverkiirzungsamplitudenmessungen wahrend des Protokolls NAD(P)H und FAD" von
einer STAT3-KO- bzw. WT-Myozyte zu sehen.
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Abbildung 14: Reprasentative Zellverkirzungsamplituden zu den in Abbildung 13 dargestellten
Messpunkten im Vergleich einer STAT3-KO- und WT-Myozyte. Dargestellt sind die auf die
basale Zelllange normierten Zellverkirzungen in Prozent. A) Zum Zeitpunkt I. B) Zum Zeitpunkt II.
C) Zeitpunkt I11. D) Zeitpunkt V.

Bei den Untersuchungen der Zellverkirzungsparameter wurde jeweils die diastolische und die
systolische Sarkomerlange sowie die fraktionelle Sarkomerverkiirzung, die Zeit bis zur
maximalen Sarkomerverkiirzung, die Zeit bis zur 50-prozentigen Sarkomerrelaxation sowie
die Zeit bis zur 90-prozentigen Sarkomerrelaxation zwischen WT und STAT3-KO errechnet
und verglichen. Dabei zeigte sich, dass es hier keine signifikanten Unterschiede zwischen WT
und STAT3-KO im Hinblick auf die diastolische Sarkomerlange gibt (Abbildung 15A) und
sich im Rahmen des Messprotokolls nach dem Einbringen des B-AR Agonisten Isoprenalin in

beiden Gruppen die systolische Sarkomerlédnge (Abbildung 15B) gleich stark vermindert, die
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Zellen beider Gruppen sich unter Isoprenalineinfluss also in gleichem Ausmal} starker

verkurzen.
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Abbildung 15: Parameter der Zellverkiirzung der ersten Versuchsgruppe WT (n=22) und
STAT3-KO (n=24) anhand der Sarkomerldnge, gemessen mit dem Protokoll NAD(P)H, FAD",
Zellverkiirzung. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. A) Diastolische
Sarkomerlange. B) Systolische Sarkomerlange. C) Fraktionelle Verkiirzung in Prozent vom Basalwert.
D) Time to peak in Sekunden. E) Zeit bis zur 50%-igen Relaxation vom Maximalwert der
Verkirzungsamplitude. F) Zeit bis zur 90%-igen Relaxation vom Maximalwert der
Verkirzungsamplitude. # = p < 0,01 (2way Anova mit Bonferroni Posttest), p im Vergleich zu WT.

Die fraktionelle Zellverkirzung (Abbildung 15C) nimmt im Laufe der Messungen nach
Einwaschen von Isoprenalin in beiden Gruppen gleich stark zu. Die Zeit bis zum Erreichen
der maximalen Kontraktion (Abbildung 15D) ist in beiden Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich, genauso wie die Zeit bis zur 50-prozentigen Relaxation (Abbildung 15E).
Lediglich die Zeitdauer bis zur 90-prozentigen Relaxation (Abbildung 15F) ist unter basalen
Bedingungen in beiden Gruppen gleich ausgepragt und nach dem Einwaschen von Isoprenalin
bei 0,5 Hz bei STAT3-KO statistisch signifikant (p < 0,01) verlangert. STAT3-KO-Myozyten
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brauchen unter B-adrenerger Stimulation zur 90-prozentigen Relaxation also langer (0,077s +
0,015 in WT; 0,147s £ 0,027 in STAT3-KO; p < 0,01 vs. WT, ANOVA mit Bonferroni
posttest) als die WT-Zellen, was sich wahrend 5 Hz und danach nicht mehr als signifikant

unterschiedlich zeigte.

4.1.2 Messungen der intrazellularen Kalziumkonzentration
Die [Ca®"]c wurde mit dem ratiometrischen Farbstoff Indo-1 aufgenommen. Es wurde die
diastolische [Ca®']., die systolische [Ca*"], sowie die Amplituden der zytosolischen Ca®*-

Transienten der Myozyten beider Gruppen berechnet und verglichen.
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Abbildung 16: Diastolische Parameter der zytosolischen Kalziumkonzentration bei WT-(n=33)
und STAT3-KO-Myozyten (n=36). Gemessen mit Indo-1. A) Diastolische [Ca®*']. bei einer
Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz. B) Diastolische [Ca*"], bei 0,5 Hz und Iso. C) Diastolische [Ca*],
bei 5 Hz und Iso. D) Diastolische [Ca*]. bei 0,5 Hz und dem Auswaschen von Iso. Signifikant
verminderte diastolische [Ca®]. in STAT3-KO bis auf die 5 Hz-Sequenz. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich mit WT, ungepaarter t-
Test.

Hier zeigte sich, dass die diastolische [Ca®*]. unter Basalbedingungen (0,77 + 0,026 in WT vs.
0,669 + 0,022 in STAT3-KO, p < 0,01; Abbildung 16A) und nach dem Einwaschen von
Isoprenalin (0,775 = 0,028 in WT; 0,663 + 0,023 in STAT3-KO, p < 0,01; Abbildung 16B)
sowie nach dem Auswaschen von Isoprenalin (0,821 + 0,033 in WT; 0,727 + 0,031 in
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STAT3-KO, p < 0,01; Abbildung 16D) bei STAT3-KO statistisch signifikant niedriger war
als in WT Myozyten. Nur wéhrend der 5 Hz-Sequenz des Messprotokolls zeigten sich
innerhalb beider Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 16C).

Bei der Bestimmung des systolischen Ca**, also des [Ca®]. bei maximaler
Sarkomerkontraktion, zeigte sich ein signifikant erniedrigter Wert bei STAT3-KO unter
Basalbedingungen (0,737 £ 0,027 in WT; 0,852 + 0,030 in STAT3-KO; p < 0,01; Abbildung
17A), sowie nach dem Einwaschen von Isoprenalin (0,860 + 0,033 in WT; 0,732 + 0.027
STAT3-KO; p < 0,01; Abbildung 17B). Wéhrend der 5 Hz Stimulation mit Isoprenalin und
danach zeigte sich kein signifikanter Unterschied mehr im [Ca®*]. (Abbildung 17C, D).
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Abbildung 17: Systolische Parameter der zytosolischen Kalziumkonzentration bei WT-(n=33)
und STAT3-KO-Myozyten (n=36). Gemessen mit dem Floureszenzfarbstoff Indo-1. A) Systolische
[Ca®]. bei 0,5 Hz. B) Systolische [Ca*‘], bei 0,5 Hz nach Zugabe von Isoprenalin. C) Systolische
[Ca®*]. bei 5 Hz und Isoprenalin. D) Systolische [Ca®'], bei 0,5 Hz und dem Auswaschen von
Isoprenalin. Signifikant verminderte systolische [Ca**], unter Basalbedingungen und nach Zugabe von
Iso bei STAT3-KO. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. ** = p < 0,01 im
Vergleich mit WT, ungepaarter t-Test.

Bei den Amplituden der [Ca?']., also der Differenzen der systolischen und diastolischen
[Ca®*]. der Myozyten, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen STAT3-KO und
WT (Abbildung 18, ungepaarter t-Test).
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Abbildung 18: Keine signifikanten Unterschiede der Amplituden der zytosolischen
Kalziumkonzentration bei WT-(n=33) und STAT3-KO-Myozyten (n=36). Gemessen mit Indo-1.
A) bei 0,5 Hz. B) bei 0,5 Hz nach Zugabe von Iso. C) bei 5 Hz mit Iso. D) bei 0,5 Hz und dem
Auswaschen von Iso. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM, ungepaarter t-Test.

4.1.3 Messungen der intrazellularen Natriumkonzentration

Die Abbildung 19 zeigt das Ergebnis eines représentativen Experimentes mit dem Farbstoff
SBFI zur Messung von Na* (Protokoll SBFI, siche Abbildung 11). Dabei sind die oberen
beiden Spalten Messungen des Farbstoffes mit unterschiedlichen Anregungswellenldngen,
darunter ist die Messung der Zellverkiirzung zu sehen. Abbildung 20 fasst die Ergebnisse der
Messungen der STAT3-KO und WT Myozyten mit SBFI zusammen.

Die Werte fiir das [Na']; bewegen sich in beiden Gruppen zu Beginn der Messung mit 0,5 Hz
(WT 14,3 £1,6 mM; STAT3-KO 14,9 + 1,3 mM) sowie unter Erhdhung der Arbeitslast (WT
14,6 £ 2,0 mM; STAT3-KO 15,8 £1,3 mM) um annédhernd gleiche Werte, um dann nach
Verminderung der Arbeitslast und dem Auswaschen von lIsoprenalin auf wiederum nicht
signifikant unterschiedliche niedrigere Werte abzufallen (WT 9,9 + 1,8 mM; STAT3-KO 10,6
+ 1,3 mM).
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Abbildung 19: Exemplarisches Messprotokoll der intrazellularen Na’-Konzentration mit
Kalibrierung am Ende der Messung. 1 Exzitation bei 340 nm, Emission bei 505 nm. 2 Exzitation
bei 370 nm, Emission bei 505 nm. 3 Aufnahme der Zellverkirzung. Erstellt mit dem Programm

lonWizard der Firma lonOptix.
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Abbildung 20: Intrazellulares freies Na* in mM der ersten Versuchsgruppe. STAT3-KO vs. WT
gemessen mit dem Fluoreszenzfarbstoff SBFI und dem Messprotokoll SBFI. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwerte mit SEM. Keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen.
4.1.4 Messungen des Redoxstatus von NAD(P)H/ NAD(P)" und FADH,/FAD"

Die Autofluoreszenzmessungen von NAD(P)H und FAD" gemaR dem vorher beschriebenen

Protokoll NAD(P)H/FAD" (Abbildung 11) ergaben bei 0,5 Hz Stimulation nahezu gleiche
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Werte fir NAD(P)H sowie FAD" in WT- und STAT3-KO-Myozyten (WT NAD(P)H ca. 66%
reduziert, FAD" ca. 37% oxidiert. STAT3-KO NAD(P)H ca. 65% reduziert, FAD" ca. 38%
oxidiert). Jedoch kam es zu einer transienten Oxidation des Redoxstatus nach
Arbeitslasterhohung auf 5 Hz unter gleichzeitiger B-adrenerger Stimulation mit Isoprenalin,
sowohl in STAT3- defizienten Myozyten als auch in deren Wildtyp Geschwistertieren
(Abbildung 21). Im weiteren Verlauf der 5 Hz-Sequenz kam es aber in beiden Gruppen zu
einer anschliefenden wiedereinsetzenden Regeneration der Reduktionsaquivalente. Die
statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der
Autofluoreszenzmessung von NAD(P)H und FAD" zwischen STAT3-KO und WT.

5 Hz Isoprenalin
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Abbildung 21: Bestimmung Redoxstatus der beiden Versuchsgruppen im Verlauf. Messung der
Fluoreszenzen von NAD(P)H und FAD", welche sich gegenlaufig verhalten. Angaben in Prozent der
am Ende jeder Messung mit FCCP und CN kalibrierten NAD(P)H und FAD" Gesamtmenge. Wahrend
der Messung kam es nach B-adrenerger Stimulation und dem Anheben der Stimulationsfrequenz auf 5
Hz zu einer transienten Oxidation des Redoxstatus von NADH und FAD" in beiden Gruppen. Im
weiteren Verlauf Erholung des Redoxstatus sowohl in STAT3-KO als auch in WT Myozyten. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. Keine signifikanten Unterschiede zwischen
STAT3-KO und WT.

Das Verhiltnis von NAD(P)H zu FAD" ist ein sensitiver und ratiometrischer Indikator des
mitochondrialen Redoxstatus, welcher sich, wie in Abbildung 22 gezeigt, unter basalen
Bedingungen nicht signifikant in beiden Gruppen unterschied. Hier auch sichtbar die

transiente Oxidation des Redoxstatus beider Versuchsgruppen ab ca. Sekunde 80 des
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Messprotokolls, also kurz nach dem Anstieg der Arbeitslast auf 5 Hz unter Isoprenalin und
anschlieender Regeneration der Redoxaquivalente NAD(P)H und FADH..

5 Hz Isoprenalin
0,5 Hz 0,5Hz

— STAT3-KO n=27
— WT n=25

Ratio
(NADH(%)/FAD" (%))

0 | i i i |
0 60 120 180 240 300

Zeit (s)

Abbildung 22: Ratiometrische Bestimmung der Verhaltnisse der Autofluoreszenzen von
NAD(P)H/FAD", welche sich gegenlaufig verhalten. Unter basalen Bedingungen bei 0,5 Hz konstante
Ratio NADH/FAD" bei STAT3-KO und WT. Oxidation des Redoxstatus im Verlauf des Protokolls
bei Erhdhung der Stimulationsfrequenz auf 5 Hz und Regeneration der Redoxaquivalente im Verlauf
in beiden Gruppen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. Keine signifikanten
Unterschiede zwischen STAT3-KO und WT.

4.1.5 Messungen des mitochondrialen Membranpotentials

Das Messergebnisse des mitochondrialen Membranpotentials AYy,, gemessen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff TMRM® und dem Messprotokoll TMRM®, werden dargestellt als
Fluoreszenzintensitat (F) zum jeweiligen Zeitpunkt bezogen auf die unter Basalbedingungen
bei 0,5 Hz am Anfang der Messungen gemessene Fluoreszenzintensitat (Fo). Die Messungen
des mitochondrialen Membranpotentials ergaben, wie in Abbildung 23 zu sehen ist, Gber den
gesamten Verlauf der Messungen in beiden Versuchsgruppen nahezu konstant gleiche Werte;
selbst bei Erhohung der Arbeitslast der Myozyten auf 5 Hz und Gabe des B-AR Agonisten

Isoprenalin.
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Abbildung 23: Messung des mitochondrialen Membranpotentials A¥,, mittels TMRM" in
STAT3-KO und WT Myozyten (ber die Zeit als Intensitét des Fluoreszenzsignals F durch die basale
Fluoreszenz von TMRM" (F). Darstellung der Mittelwerte und des SEM. In beiden Gruppen blieb

AW, wahrend der gesamten Messung nahezu konstant und unterschied sich zwischen den Gruppen
nicht signifikant.

4.1.6 Messungen der mitochondrialen Superoxidproduktion

Mithilfe des Farbstoffes MitoSOX wurden die Auswirkungen des STAT3-KO auf die
mitochondriale Superoxidproduktion der Myozyten untersucht. Weiterhin wurden auch
unstimulierte Myozyten (0 Hz) auf ihre Superoxidproduktion untersucht. Die Messergebnisse
werden dargestellt als Fluoreszenzintensitat (F) zum jeweiligen Zeitpunkt der Messung
bezogen auf die unter Basalbedingungen bei 0,5 Hz am Anfang der Messungen gemessene
Fluoreszenzintensitét (Fo). Dabei zeigte sich, dass die Rate der basalen Superoxidproduktion
in alle Zellen nahezu identische Werte annahm und die Rate der Superoxidproduktion in
elektrisch stimulierten Zellen gegeniber unstimulierten Zellen erhoht war (Abbildung 24).
Bei einer Zunahme der Arbeitslast nahm die Rate der Superoxidproduktion in WT und
STAT3-defizienten Myozyten zu, und es kam in der ersten Minute nach Anheben der
Stimulationsfrequenz von 0,5 auf 5 Hz zu einer groReren Zunahme der Superoxidproduktion
in STAT3-KO Myozyten. In der zweiten und dritten Minute der Stimulation bei 5 Hz glich
sich die zuvor erhdhte Rate der Superoxidproduktion der STAT3-KO Myozyten wieder an die
Rate der Superoxidproduktion in WT an. Als Positivkontrolle wurde bei jeder Messung am

Ende des Messprotokolls Antimycin A als Positivkontrolle in die Messkammer gegeben,
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welches zu einer Superoxidproduktion am Komplex Il der Atmungskette und zu einem
deutlichen Anstieg des Fluoreszenzsignales des Farbstoffes MitoSOX fihrte.

5 Hz Isoprenalin
0,5 Hz 0,5 Hz

— STAT3-KO =27

(F/IFp)

o) 60 120 180 240 300
Zeit (s)

Abbildung 24: Mitochondriale Superoxidproduktion, gemessen mit dem Farbstoff MitoSOX.
Vergleich zwischen unstimulierten Myozyten (0 Hz), welche nur Isoprenalin ausgesetzt wurden, sowie
STAT3-KO und WT Myozyten. Geringe basale Superoxidproduktion in unstimulierten Myozyten.
Darstellung der Mittelwerte + SEM. Nach Zunahme der Arbeitslast Zunahme der
Superoxidproduktion in WT und STAT3-KO, keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und
STAT3-KO (2way Anova).

Mitochondriale -O, - Produktion

Die Darstellung der Ergebnisse als Saulendiagramm mit dem fraktionellen Anteil der
Superoxidproduktion als Differentialquotient tiber die Zeit (AF/(FO * min)) zeigt Abbildung
25, und dass sich die Rate der -O, -Produktion in STAT3-KO-Myozyten in der ersten Minute
nach erhohter Arbeitslast nahezu verdoppelt (0,5 Hz: 0,09 + 0,02 vs. 5 Hz 1.Minute: 0,20 +
0,03 in STAT3-KO; p < 0,05, gepaarter t-Test), was sich aber ab der zweiten Minute nach
Erhéhung der Arbeitslast wieder normalisierte. Jedoch zeigte sich noch kein statistisch
signifikanter Unterschied im Vergleich zu der Rate der Superoxidproduktion in WT

Myozyten.
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Abbildung 25: Rate der Superoxidproduktion im Verlauf des Protokolls MitoSOX von WT,
STAT3-KO und unstimulierten Myozyten. In der ersten Minute nach Arbeitslasterhéhung auf 5 Hz
erhohte ROS-Produktion bei STAT3-KO im Vergleich zu 0,5Hz, was sich nach einer weiteren Minute
jedoch wieder normalisierte. Eingezeichnet sind die Messpunkte bei 0,5 Hz, die drei Minuten unter 5
Hz und nach der Arbeitslastsenkung auf 0,5 Hz. Am Ende der Messung Positivkontrolle des
Fluoreszenzsignals mit Antimycin A (Anti A). * = p < 0,05; STAT3-KO 0,5 Hz vs. 1. Minute bei 5
Hz; gepaarter t-Test. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte + SEM.
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4.2 Fluoreszenz- und Zellverkirzungsmessungen der myokardialen STAT3
-KO und Wildtyp-Mausemyozyten nach subkutan implantierter
Isoprenalinpumpe

Um die Rolle von STAT3 bei kontinuierlicher B-adrenerger Stimulation zu erfassen,
implantierten wir mit Isoprenalin befillte osmotische Minipumpen in WT und STAT3-KO
Méuse fir jeweils 24 Stunden vor Myozytenisolation. Dabei wollten wir feststellen, ob sich
durch die chronische [-adrenerge Stimulation Verdnderungen unserer Messparameter
ergeben, welche auf eine Ursache der Herzinsuffizienz bzw. eine verénderte

elektromechanische Kopplung bei STAT3-KO hinweisen.

4.2.1 Zellverklirzungsmessungen

Auch bei der zweiten Messgruppe bei welcher 24 Stunden vor der Myozytenisolation eine
Isoprenalinpumpe in STAT3-KO und deren WT-Geschwistertiere implantiert wurde, wurden
die Parameter der Sarkomerverkirzung der Myozyten gemal dem zuvor beschriebenen

Messaufbau untersucht.

Dabei wurden wiederum die diastolische und systolische Sarkomerlange, die fraktionelle
Sarkomerverkurzung, die Zeit bis zur maximalen Sarkomerverkirzung, die Zeit bis zur 50-
prozentigen Sarkomerverkirzung sowie die Zeit zur 90-prozentigen Sarkomerverkiirzung
zwischen WT und STAT3-KO mit der lonOptix Messanlage und dem Fluoreszenzmikroskop
aufgezeichnet und verglichen (Abbildung 26). Hier zeigten sich interessanterweise innerhalb
der Gruppe mit implantierter Isoprenalinpumpe (STAT3-KO und WT) bei allen gemessenen
und verglichenen Parametern der Zellkinetik keine signifikanten Unterschiede (Abbildung
26A-F).

Auch die in der ersten Versuchsgruppe unter 0,5 Hz und Iso verlangerte Zeit bis zur 90-
prozentigen Sarkomerverkiirzung in STAT3-KO (Abbildung 15) zeigte sich nun nicht mehr
signifikant unterschiedlich in STAT3-KO und WT.
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Abbildung 26: Parameter der Sarkomerverkirzung der zweiten Versuchsgruppe (WT und
STAT3-KO) nach 24-stindiger Isoprenalinstimulation. A) Diastolische Sarkomerlange. B)
Systolische Sarkomerlange. C) Fraktionelle Verkiirzung in Prozent vom Basalwert. D) Time to peak
in Sekunden. E) Zeit bis zur 50% Relaxation vom Maximalwert der Verklrzungsamplitude. F) Zeit
bis zur 90% Relaxation vom Maximalwert der Verkirzungsamplitude. Darstellung der Ergebnisse als
Mittelwerte mit SEM. Keine signifikanten Unterschiede WT vs. STAT3-KO.

4.2.2 Messungen der intrazellularen Kalziumkonzentration

Bei den Messungen mittels dem Fluoreszenzfarbstoff Indo-1 in den Myozyten der mit dem -
AR Agonisten Isoprenalin vorbehandelten Mause wurde das diastolische [Ca®*]. (Abbildung
27), das systolische [Ca®]. (Abbildung 28) sowie die Amplituden der zytosolischen Ca*'-
Transienten (Abbildung 29) von STAT3-KO und WT gemessen und miteinander verglichen.
Dabei zeigte sich im Gegensatz zu den nicht mit einer Isoprenalinpumpe vorbehandelten
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Tieren (Abbildung 16, Abbildung 27) keine signifikanten Unterschiede bei den mit einer
Isoprenalinpumpe vorbehandelten Tieren mehr (STAT3-KO vs WT).
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Abbildung 27: Diastolische Parameter der zytosolischen Kalziumkonzentration (WT und
STAT3-KO) nach 24-stiindiger Isoprenalinstimulation. Gemessen mit dem Floureszenzfarbstoff
Indo-1. A) Diastolische [Ca?']. bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz. B) Diastolische [Ca], bei
0,5 Hz nach Zugabe von Isoprenalin. C) Diastolische [Ca®*"], nach Arbeitslasterhéhung auf 5 Hz mit
Isoprenalin D) Diastolische [Ca®*]. bei 0,5 Hz und dem Auswaschen von Isoprenalin. Darstellung der
Ergebnisse als Mittelwerte mit SEM. Keine signifikanten Unterschiede zwischen STAT3-KO und
WT.

Weiterhin unterschied sich die gemessene systolische [Ca®*]. in den Sequenzen 0,5Hz und
0,5Hz mit Isoprenalin zwischen WT und STAT3-KO nach Vorbehandlung mit 24h
Isoprenalin nicht mehr signifikant (Abbildung 28A-D). Auch wihrend der ,,Stresssequenz®
unter 5 Hz Stimulation und der Erholungsphase zeigten sich hier keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 28: Systolische Parameter der zytosolischen Kalziumkonzentration WT und STAT3-
KO nach 24-stiindiger Isoprenalinstimulation. Gemessen mit dem Floureszenzfarbstoff Indo-1. A)
Systolisches [Ca?*]. bei 0,5 Hz. B) Systolisches [Ca*‘]. bei 0,5 Hz nach Zugabe von Isoprenalin. C)
Systolisches [Ca®']. bei 5 Hz mit Isoprenalin. D) Systolisches [Ca?']. bei 0,5 Hz und dem Auswaschen
von Isoprenalin. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte + SEM. Keine signifikanten Unterschiede
zwischen STAT3-KO und WT.

Im Vergleich der Ca®*-Amplituden nach 24-stiindiger B-AR Stimulation zeigte sich nur unter
erhohter Arbeitslast bei 5 Hz eine signifikant erhéhte Ca®*-Amplitude in STAT3-KO (0,22 +
0,02 WT; 0,30 = 0,03 STAT3-KO, p = 0,024), Abbildung 29C. Auch wéhrend der
Erholungsphase war die Ca**-Amplitude nur leicht erhéht in STAT3-KO Myozyten im
Vergleich zu WT Myozyten, jedoch unterhalb des Signifikanzniveaus (0,27 + 0,03 WT; 0,36
+ 0,03 STAT3-KO; p = 0,0543), siehe Abbildung 29D.
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Abbildung 29: Amplituden der zytosolischen Kalziumkonzentration WT vs. STAT3-KO nach 24-
stindiger Isoprenalinstimulation. Gemessen mit dem Floureszenzfarbstoff Indo-1. A) bei 0,5 Hz. B)
bei 0,5 Hz nach Zugabe von Isoprenalin. C) bei 5 Hz mit Isoprenalin. D) bei 0,5 Hz und dem
Auswaschen von Isoprenalin. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte + SEM. * = p < 0,05;

4.2.3 Messungen der intrazellularen Natriumkonzentration

Die Messungen der intrazellularen freien Na'-Konzentration der Myozyten mittels SBFI bei
den mit Isoprenalinpumpe vorbehandelten Tieren zeigte, dass [Na']; in beiden Gruppen zu
Beginn der Messung nahezu gleich hoch ist (16,3 + 0,9 mM WT; 16,9 £ 1,3 mM STAT3-KO,
Abbildung 30) und unter erhohter Arbeitslast und Isoprenalineinfluss in WT im Vergleich zu
STAT3-KO signifikant zunahm (20,1 £ 0,8 mM WT; 17,0 + 1,1 STAT3-KO; p < 0,05). Nach
Senkung der Arbeitslast auf 0,5 Hz und dem Auswaschen von Isoprenalin zeigte sich ein
Abfall des [Na']; wieder auf niedrigere, nicht mehr signifikant unterschiedliche Werte in
beiden Versuchsgruppen (16,5 £ 1,1 mM WT; 13,7 + 1,0 mM STAT3-KO).

Eine genauere Ubersicht (ber den Verlauf von [Na']; gibt Abbildung 31. Dabei wird
ersichtlich, dass nach Arbeitslasterh6hung auf 5 Hz in beiden Gruppen [Na']; ansteigt, um in
WT Myozyten bis zur Senkung der Arbeitslast auf einem nahezu konstant hohen Niveau zu

bleiben.
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Abbildung 30: Intrazellulares freies Na® in mM nach B-adrenerger Stimulation mittels
Isoprenalinpumpe fir 24 Stunden. Signifikant erhéhtes [Na']; in WT wahrend 5 Hz und Isoprenalin
im Vergleich zu STAT3-KO. * = p < 0,05; 2way Anova mit Bonferroni Posttest. Darstellung der
Ergebnisse als Mittelwerte mit SEM.
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Abbildung 31: [Na']; im Verlauf des Messprotokolls in mM nach B-adrenerger Stimulation
mittels Isoprenalinpumpe fir 24h. Darstellung von WT und STAT3-KO in Mittelwerten + SEM.

4.2.4 Messungen des Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(P)* und FADH,/FAD"
Die Messergebnisse in der Gruppe der Tiere mit Uber 24 Stunden implantierter

Isoprenalinpumpe zeigten, dass der Redoxstatus der Myozyten, gemessen anhand der
Autofluoreszenzen von NAD(P)H und FAD", in beiden Genotypen nach kontinuierlicher -

adrenerger Stimulation in vivo oxidierter ist, als in nicht mit Isoprenalinpumpe

71



Dissertation - Jasmin Anni Saar 4. Ergebnisse

vorbehandelten Tieren (Abbildung 32, zum Vergleich nicht mit Isoprenalin vorbehandelte
Tiere Abbildung 21).

Zu Beginn der Messungen konnte man einen etwa gleich stark oxidierten Zustand in STAT3-
KO als auch in WT Myozyten feststellen (NADH: WT 37,5% + 2,6 vs. STAT3-KO 35,0 % +
3,6; FAD"™: WT 58,0% #* 2,8 vs. STAT3-KO 53,4 + 3,0). In WT Myozyten kam es jedoch
wéhrend B-adrenerger Stimulation zu einer kontinuierlichen Regeneration des NAD(P)H und
FADH, (umgekehrt proportionaler Verlauf zu FAD") Redoxstatus, wihrend diese
Regeneration in STAT3-KO- Myozyten komplett ausblieb.
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Abbildung 32: Redoxstatus der zweiten Versuchsgruppe anhand der Autofluoreszenzen von
NAD(P)H und FAD" in Mittelwerten + SEM. Oxidierter Redoxzustand in beiden Gruppen zu
Beginn, jedoch Erholung der Reduktionsaquivalente bei WT im Verlauf der Messung, was in STAT3-
KO Myozyten komplett ausblieb. ***p < 0,001, bei FAD" als auch NAD(P)H (2way Anova); # und §
=p <0,05, ## und 88 = p < 0,01, ### und 888 = p < 0,001 (Bonferroni Posttest) fur # NADH, § FAD.
Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte + SEM.

Dabei unterschieden sich die Messwerte fir NAD(P)H in STAT3-KO und WT signifikant
voneinander, zwischen Sekunde 76 bis 96 hat der Unterschied ein Signifikanzniveau von p <
0,05; zwischen Sekunde 96 bis 128 ist p < 0,01 und zwischen Sekunde 128 bis 300 ist p <
0,001 (Bonferroni Posttest). Bei der Messung der Autofluoreszenz von FAD" zeigten sich

signifikante Unterschiede im Bonferroni Posttest ab Sekunde 128 mit p < 0,05, ab Sekunde
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136 bis 152 mit p < 0,01 und ab Sekunde 152 bis Ende der Messung mit einer Signifikanz von
p <0,001.

NAD(P)H zu FAD" zueinander ins Verhaltnis gesetzt zeigt, als ratiometrischer Indikator des
mitochondrialen Redoxstatus, dass zwischen dem Redoxstatus der WT- und STAT3-KO
Myozyten zu Beginn der Messung unter basalen Bedingungen keine signifikante
Unterschiede vorliegen. Im Verlauf des Protokolls jedoch erholte sich der Redoxstatus von
WT deutlich, was in STAT3-KO ausblieb (Abbildung 33; p < 0,001; 2way Anova).

5 Hz Isoprenalin
0,5 Hz 0,5 Hz

)

— WT n=43
— STAT3-KO n=35

i

Ratio
(NADH (%)/FAD" (%))
e

Abbildung 33: Ratiometrische Bestimmung der Verhaltnisse der Autofluoreszenzen von
NAD(P)H/FAD" bei WT und STAT3-KO Tieren mit 24-stiindiger Isoprenalinvorbehandlung.
Deutliche Regeneration des Redoxstatus von WT im Verlauf des Protokolls, was in STAT3-KO
komplett ausblieb. ***p < 0,001 (2way Anova). # = p < 0,05; ## = p < 0,01; ### = p < 0,001
(Bonferroni Posttest). Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte + SEM.

4.2.5 Messungen des mitochondrialen Membranpotentials
Bei der Messung des mitochondrialen Membranpotentials mittels TMRM™ zeigten sich auch

in der Gruppe der zuvor (ber 24 Stunden mit Isoprenalin vorbehandelten Tiere keine
signifikanten Unterschiede im Verlauf des Messprotokolls im Vergleich zum Ausgangswert,
das Membranpotential blieb auch hier Giber die gesamte Messung nahezu konstant in STAT3-
KO und WT (Abbildung 34). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede auch nicht

nach Arbeitslasterhdhung oder -senkung.
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5 Hz Isoprenalin
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Abbildung 34: Mitochondriales Membranpotential (F/F,) bei STAT3-KO und WT nach 24-
stindiger Isoprenalinvorbehandlung. Gemessen mit dem Fluoreszenzfarbstoff TMRM®.
Fluoreszenzintensitat zum jeweiligen Zeitpunkt (F) der Messung bezogen auf die unter
Basalbedingungen bei 0,5 Hz am Anfang der Messungen gemessene Fluoreszenzintensitét (Fo). Das
mitochondriale Membranpotential blieb in beiden Gruppen wéhrend der gesamten Messung nahezu
konstant. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte £ SEM.

4.2.6 Messungen der mitochondrialen Superoxidproduktion

Die Auswirkungen des STAT3-KO auf die mitochondriale Superoxidproduktion wurde auch
an den Myozyten der mit Isoprenalin vorbehandelten Tiere mithilfe des Farbstoffes MitoSOX
mittels isolierter muriner Myozyten untersucht. Weiterhin wurde auch hier die Rate der
Superoxidproduktion ~ von unstimulierten, nicht mit Isoprenalin  vorbehandelten
Mausmyozyten, zugrunde gelegt, siehe Abbildung 35. Am Anfang der Messung war die Rate
der Superoxidproduktion Uber die ersten 60 Sekunden in allen drei Messgruppen (WT,
STAT3-KO und den unstimulierten Myozyten) nahezu gleich stark ausgeprégt. Im Verlauf
des Messprotokolls jedoch stieg die Rate der Superoxidproduktion bei STAT3-KO deutlich an
und unterschied sich dann signifikant von der Superoxidproduktion in WT Myozyten (p <

0,05, 2way Anova).
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5 Hz Isoprenalin
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Mitochondriale O, - Produktion

Abbildung 35: Mitochondriale Superoxidproduktion in WT, STAT3-KO und unstimulierten
Wildtyp-Zellen. Signifikanter Anstieg der Superoxidproduktion in STAT3-KO wahrend der gesamten
Messung im Vergleich zum WT. * p < 0,05 WT vs. STAT3-KO (2way Anova). # = p< 0,05; ##=p <
0,01 (Bonferroni Posttest). Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte - SEM.
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5. Diskussion

5.1 Der Einfluss von STAT3 auf die mitochondriale ATP-Produktion

In der Arbeit von Wegrzyn et al. zeigte sich, dass in isolierten Mitochondrien von STAT3-KO
pro-B-Zellen die ADP-induzierte Atmung um 50% und mehr vermindert war. In einer
ahnlichen Studie fand man eine etwas geringere Einschrankung der ADP-induzierten Atmung
bei Versuchen an isolierten subsarkolemmalen myozytaren Mitochondrien, dort jedoch nur
bei Verwendung von Komplex | Substraten (Boengler et al., 2010).

Die Erkenntnis dieser enorm defizitdren Atmungskapazitét zeigte sich jedoch nicht in unseren
Experimenten an intakten Kardiomyozyten von STAT3-KO Maéusen im Vergleich zu WT
Geschwistertieren. Auch zeigten sich unter &hnlichen Messbedingungen (wie in der Arbeit
von Wegrzyn et al. beschrieben) in Versuchen an isolierten myozytéren Mitochondrien von
STAT3-KO Mausen in unserem Labor keine signifikante Beeintrachtigung der ADP-
induzierten Atmung in STAT3-KO Mitochondrien, weder bei Verwendung von Komplex I,
noch von Komplex Il Substraten (Experimente an isolierten STAT3-KO Mitochondrien von
Dr. rer. nat. Alexander Nickel, nicht gezeigt). Bei den Messungen an intakten Myozyten hatte
man bei einer solch groRen Einschrankung der Atmungskapazitéit auch grofRere Unterschiede
in den Zellverklirzungsmessungen erwartet. Das ergibt sich daraus, dass die zwei groRten
myozytiren Energiekonsumenten wahrend des Kontraktionszyklus im Herzen die Ca®*-
abhangige Myosin ATPase des kontraktilen Apparates und die lonen-ATPasen sind, also zum
Beispiel die SERCA oder die plasmalemmale Na'/K*-ATPase (Bers, 2008). Hier wiirden
bereits kleinste Anderungen der ATP-Konzentration zu einer groRen Einschrankung der SR-
Ca**-Beladung (Balaban, 2009) und somit zu deutlich verénderten
Zellverkirzungsparametern fiihren, was sich weder im akut noch im chronischen
Stressprotokoll in unseren Versuchen bei STAT3-KO im Vergleich zu WT Myozyten zeigte.
Lediglich die Zeit bis zur 90-prozentigen Relaxation der Myozyten zeigte sich isoliert in der
ersten Versuchsgruppe unter 0,5Hz und Isoprenalinstimulation signifikant verlangert in
STAT3-KO im Vergleich zum WT.

Dieser Unterschied zu den Studien an isolierten Mitochondrien kdnnte woméglich daher
rihren, dass in den Messungen an isolierten Mitochondrien der Einfluss des von den
Mitochondrien im Rahmen der elektromechanischen Kopplung aufgenommene Ca?* in vivo,

welches stimulierend auf die Enzyme des Zitratzyklus (McCormack et al., 1990; Balaban,
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2009; Denton, 2009) und die Fi/Fo-ATPase der Atmungskette (Territo et al., 2000) wirkt,
nicht genau berlcksichtigt werden kann. Eine quantitative Analyse der genauen
Proteinkonzentration von STAT3 in den Mitochondrien konnte in diesen Studien auch nicht
durchgefuhrt werden. Fir die Validitdt der Ergebnisse der Messung an intakten
Kardiomyozyten im Kontrast zu den Ergebnissen an isolierten Mitochondrien spricht auch,
dass sich Mitochondrien im Rahmen des Isolationsprozesses verandern. Zum Beispiel werden
dadurch Membranen aufgebrochen, welche sich dann in einem unphysiologischen Maf
wieder zusammensetzen kdnnen, ein eigentlich physiologischer Prozess in intakten Zellen im
Sinne der normalen Fusion und Teilung von Mitochondrien intrazellular (Chan, 2006). Ein
anderer Vorteil der Messungen an intakten Myozyten ist weiterhin, dass die Mitochondrien in
ihrem physiologischen Kontext vorliegen und die mitochondriale Struktur und die
Konzentrationen der Komponenten des Mediums um die Mitochondrien &hnlicher denen in
vivo sind (Gunter & Sheu, 2009). So wird in isolierten Mitochondrien nicht dem
Vorhandensein von Mikrodoméanen (Sharma et al., 2000; Rizzuto et al., 2009; Giacomello et
al., 2010) zwischen Mitochondrien und anderen zelluldren Strukturen wie zum Beispiel dem
SR Rechnung getragen. Dass diese Mikrodomanen eine wichtige Rolle spielen, zeigt auch die
Erkenntnis, dass die maximale [Ca?*]. wahrend der elektromechanischen Kopplung in
Myozyten 1-2uM betragt, die gemessene halbmaximale Ca**-Konzentration zur Aktivierung
des mitochondrialen Ca®*-Uniporters jedoch héher als 5uM ist, die Aktivierung dieses
Uniporters also auf héhere Ca®*-Konzentrationen als die durchschnittliche [Ca®*]. angewiesen
ist. Weiterhin kam es bereits in einigen Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen, wenn
Versuche an isolierten Mitochondrien oder intakten Zellen durchgefuhrt wurden. So zeigte
sich in Studien an isolierten Mitochondrien, dass eine Entkoppelung der Atmungskette zu
einer verminderten ROS-Produktion fihrt (Korshunov et al., 1997; Starkov & Fiskum, 2003),
wohingegen sich in intakten Myozyten das Gegenteil zeigte (Kohlhaas et al., 2010).

Auch ist es zum Beispiel schwieriger bei der Untersuchung von insuffizienten
Herzmuskelzellen nach der Isolation der Mitochondrien den Einfluss der bei Herzinsuffizienz
erhohten [Na‘];i und der dadurch verminderten mitochondrialen Ca®*-Akkumulation (Maack et
al., 2006) durch die Aktivierung des mitochondrialen Na*/Ca®*-Austauschers (Palty et al.,

2009) mit in die Untersuchung einfliel3en zu lassen.

Gegen einen direkten Einfluss von STAT3 auf die Atmungskette sprechen auch die

Ergebnisse der protein-biochemische Studie von Phillips et al. (2010), in der sich zeigte, dass
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das Verhéltnis von STAT3 zu den Komplexen | und Il der Atmungskette 1:10° betragt. Das
wirde eine direkte Protein-Protein Interaktion und den direkten Einfluss von STAT3 auf die
Atmungskette unwahrscheinlich machen, denn nahezu dquimolare Mengen von STAT3 und
Komplex I/11 waren flr eine direkte Protein-Protein Interaktion notwendig (Phillips et al.,
2010). Die in dieser Studie errechneten Konzentrationen von STAT3 in Mitochondrien
wirden sich jedoch mit der durchschnittlichen Expression von Proteinen, welche als
Transkriptonsfaktoren fungieren, decken. Deshalb ist es demnach an intakten Myozyten
wahrscheinlicher, dass die STAT3-Defizienz auf transkriptioneller Ebene als direkt an
Komplex | und Il der Atmungskette eingreift und es in vivo im Vergleich zu Kontrollzellen
dadurch zu einer leichten Einschrénkung im Energiehaushalt der STAT3-defizienten

Myozyten kommt.
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5.2 Der Einfluss von STAT3 auf die mitochondriale Superoxidproduktion

Bei vielen Formen der Herzinsuffizienz konnte eine vermehrte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies gezeigt werden. Diese beeintréchtigen die elektromechanische Kopplung
und aktivieren maladaptive Signalwege im Herzen. Die Quellen fur reaktive Sauerstoffspezies
sowie die Regulation der Produktion sind hingegen nicht hinreichend geklart. Es wurden die
NADPH-Oxidase (Maack et al., 2003) sowie Mitochondrien (Ide et al., 1999) als wichtige
Quellen fur ROS in insuffizientem Myokard beschrieben. Wéhrend der oxidativen
Phosphorylierung entsteht -O, an der Atmungskette, welches durch die Superoxiddismutase
zu H,0, dismutiert wird. H,O, wird wiederum von Enzymen entgiftet, die allesamt NADPH
benotigen (Ying, 2008).

In der ersten Versuchsgruppe (also ohne 24-stiindige B-AR Stimulation der Versuchstiere),
konnte bei STAT3-KO Myozyten eine transient etwa verdoppelte Rate der
Superoxidproduktion in der ersten Minute nach Erhéhung der Arbeitslast gemessen werden,
bei WT Myozyten zeigte sich kein signifikant erhohter Anstieg der Superoxidproduktion als
Reaktion auf den Arbeitslastwechsel. Diese Differenz zeigte sich noch viel deutlicher in den
Messungen nach 24-stiindiger p-AR-Behandlung. Hier wurde in den STAT3-KO Myozyten
eine signifikant vermehrte Superoxidproduktion wahrend des gesamten Messprotokolls im
Vergleich zu den WT Myozyten gemessen. Dies lasst vermuten, dass eine 3-AR Stimulation
mit einhergehender erhohter Arbeitslast, bzw. chronischer Stress, in STAT3-defizienten
Tieren zu einem weit groReren -O, -Vorkommen fihrt. Unterstiitzt werden die Ergebnisse
von Arbeiten anderer Arbeitsgruppen, welche zeigen konnten, dass eine STAT3-Defizienz die
Zellen fur oxidativen Stress anfélliger macht (Barry et al., 2009) bzw. auch vermehrt
Superoxidradikale produziert werden (Hilfiker-Kleiner et al., 2007; Sarafian et al., 2010).
Auch zeigte sich, dass bei STAT3-KO Zellen mehrere Indikatoren fiir chronischen oxidativen
Stress heraufreguliert sind, zum Beispiel die NADPH Quinon Dehydrogenase (7,6-fach
heraufreguliert), die GSH-Peroxidase 7 (2,5-fach heraufreguliert) und die GSH-Synthase (0,3-
fach heraufreguliert) (Sarafian et al., 2010). Daneben fand sich auch in nicht kardialen Zellen
bei STAT3-Defizienz eine erhohte ROS-Produktion (Mantel et al., 2012; Sarafian et al., 2010;
Zhou et al., 2011).

Es stellt sich die Frage weshalb es in STAT3-KO Myozyten nach Steigerung der Arbeitslast
und B-AR Stimulation bzw. chronischem Stress zu einem erhdhten Vorliegen von -O,

kommt.
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So konnte die Ursache in einem verminderten Abbau von -O, in STAT3-KO liegen. Ein
Grund fir die nach Arbeitslaststeigerung erhéht gemessenen -O, bei STAT3-KO Myozyten
konnte die verminderte Induktion antioxidativ wirkender Enzyme sein, die das -O,
dismutieren und unschadlich machen, wenn es zur gesteigerten Produktion an der
Atmungskette bei Erhdhung der ATP-Produktion kommt. Tatsdchlich ist die Induktion und
Expression antioxidativ wirkender Enzyme durch STAT3, wie z.B. Metallothionein-1 und -2
Peroxiredoxinen und der GSH-Reduktase, erniedrigt (Oshima et al., 2005; Sarafin, 2010).
Auch die Induktion der Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) ist bei STAT3-Defizienz
herabgesetzt (Negoro et al., 2001; Hilfiker-Kleiner et al., 2007; Jung et al., 2009). Die
MnSOD, welche -0, zu H,O, dismutiert, spielt eine wichtige Rolle bei der Protektion der
Zelle vor oxidativem Stress (Negoro et al., 2001; Holley et al., 2011) und wahrscheinlich bei

der Entwicklung der Peripartalen Kardiomyopathie (Hilfiker-Kleiner et al., 2007).

Zum anderen konnte die Ursache des in STAT3-KO signifikant erhéht gemessenen -O, in
einer Verarmung an NADH, NADPH und FADH; liegen und somit einer verminderten
Bereitstellung von Redoxaquivalenten. Das vermehrt gemessene -O, in STAT3-KO waére
also nur relativ zu sehen im Sinne einer vergleichbaren Produktion wie bei WT-Tieren, aber
mit vermindertem Abbau. Dafiir spricht die erniedrigte mitochondriale Ca”*-Aufnahme im
Verhaltnis zum zytosolischen Ca”*. In anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zu diesem
Projekt haben wir beobachtet, dass es in STAT3-KO Mausen nach 24-stiindiger
Isoprenalininfusion zu einer verringerten mitochondrialen Ca®*-Aufnahme im Verhaltnis zu
den zytosolischen Ca”*- Transienten kam (patch-clamp Experimente von Dr. Michael
Kohlhaas, nicht gezeigt). Dadurch kommt es zur verminderten Stimulation des Zitratzyklus
und einer mangelhaften Regeneration von NADH, NADPH und FADH,.

Bedeutsam ist der Einfluss der MnSOD wahrscheinlich auch fiur die Zellprotektion bei
Ischdmie/Reperfusion. Hier kommt es auch zu einer vermehrten Produktion von ROS, welche
in Kkleiner Menge produziert zur Zellprotektion durch Inhibierung des mitochondrial
permeability transition pore (mPTP) bei ischdmischer Prékonditionierung beitragen (Baines et
al., 1997; Das et al., 1999), in groReren Mengen jedoch zur Apoptose durch Offnung des
mPTP flhren. Tatsachlich kommt es nach Ischdmie/Reperfusion zur vermehrten Induktion
von Apoptose in STAT3-KO Myozyten (Hilfiker-Kleiner et al., 2004). Der mPTP 6ffnet sich
schneller bei hohen Ca®*- und Radikalkonzentrationen (Assaly et al., 2012). Die vermehrte

Superoxidproduktion konnte ein Grund sein, weshalb sich bei STAT3-KO diese Pore
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schneller 6ffnet und es deshalb schneller zur Induktion von Apoptose kommt als in WT-
Zellen.

Neben der verminderten Induktion antioxidativer Enzyme in STAT3-KO hat das vermehrte
Vorliegen von ROS auch einen Einfluss auf andere zelluldare Proteine, welche indirekt zur
Auffiillung von Redox&dquivalenten beitragen. So fanden wir in Versuchen mit isolierten
Mitochondrien von STAT3-defizienten Mdusen nach 24-stiindiger B-AR Stimulation mittels
Isoprenalin im Vergleich zum WT eine tendenziell verminderte Aktivitat der mitochondrialen
Aconitase (p=0,087; Experimente an isolierten STAT3-KO Mitochondrien von Dr. rer. nat.
Alexander Nickel, nicht gezeigt). Die Suszeptibilitat dieses Enzyms des Zitratzyklus fir ROS
wurde bereits friher beschrieben (Gardner et al., 1995; Bulteau et al., 2003). Auch die o-
Ketoglutaratdehydrogenase und die Succinatdehydrogenase des Zitratzyklus sind als
redoxsensibel beschrieben worden (Nulton-Persson & Szweda, 2001; Shi et al., 2011). Bei
Herabsetzung der Aktivitat und bei vermehrter ROS-Exposition mdglicherweise frihzeitigem
Abbau dieser fir den Zitratzyklus wichtigen Enzyme, welche die Redoxaquivalente NADH,
NADPH und FADH; regenerieren, koénnte es in einer Abwartsspirale zu einer immer weiter
verminderten Regeneration von Reduktionsaquivalenten kommen und somit zur sukzessiven

Oxidation und Destruktion von Zellbestandteilen.

Antioxidantien
MnSOD, NADH, NADPH,
Metallothionein 1,
Metallothionein 2,
GSH-Reduktase,

v Peroxiredoxin,

Oxidation Reduktion

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Imbalance bei STAT3-Defizienz im Redoxsystem
der Myozyten.
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Bei chronischer Herzinsuffizienz kommt es zu einer Herabregulation des JAK-STAT-
Signaltransduktionswegs (Podewski et al., 2003), auch bei der PPCM konnte man niedrigere
Proteinkonzentrationen von STAT3 nachweisen (Hilfiker-Kleiner et al.,, 2007). Die
Beeintrachtigung des zellularen Metabolismus durch eine erhéhte ROS-Produktion wurde
bereits mehrfach bei Experimenten an insuffizientem und gealtertem Myokard beschrieben
(Singh et al., 1995; Choudhary & Dudley, 2002; Cooper et al., 2013). Dies kénnte auch durch
die Oxidation von STAT3 an seinen SH-Gruppen bei vermehrtem oxidativen Stress
hervorgerufen werden, eine besondere Pradisposition von Sulfhydrylgruppen fiir
Redoxmodifikationen ist bekannt (Kourie, 1998). Diese Veranderung der Sulfhydrylgruppen
betrifft dann die Struktur und die Funktion des regulatorischen Proteins und fuhrt
schlussendlich zum Funktionsverlust von STAT3, ahnlich einer Deletion, und vergleichbar
mit den Bedingungen in unseren Versuchen mit STAT3-KO und einer infolge dessen weiter
ansteigenden ROS-Produktion. Dies konnte auch die STAT3-Defizienz im gealterten Herzen
erklaren, in dem Sinne, dass in einem Herzen, welches langerfristig einer Radikalproduktion
ausgesetzt ist und in dem die antioxidativen Mechanismen dadurch selbst in Mitleidenschaft
gezogen worden sind, mehr ROS in den Zellen vorliegen und infolge dessen in einer
Abwértsspirale immer mehr zelleigene Strukturen und Proteine oxidiert werden, die dann
wiederum nicht mehr antioxidativ tatig sind und sich die Radikalproduktion somit immer

weiter verscharft.

Denkbar ware also, dass durch das signifikant vermehrte Vorliegen von ROS nach (-
adrenerger Stimulation es intrazellular zu einer Beeinflussung des am C-Terminus
serinphosphorlyierten STAT3 kommen konnte. Die erhohte Transkriptionsaktivitat im
Nukleus, die man nach Serinphosphorylierung beobachtet hat, kénnte somit vermindert sein.
Auch konnte diese Serinphosphorylierungsstelle von STATS3, die dariber hinaus die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien beeinflussen soll (Reich, 2009), durch die
Redoxmodifikation in dieser Funktion negativ beeintrachtigt werden. Passend hierzu zeigte
sich in neueren Studien die Wichtigkeit der Serinphosphorylierung fur die mitochondriale
Einflussnahme von STAT3 auf die Komplexe der Atmungskette (Zhang et al., 2013). Auch
gibt es Hinweise, dass STAT3 an bestimmten Cysteinresten redoxsensibel ist, welche dartber

hinaus seine Aktivierung steuern sollen (Zgheib et al., 2012).

Zusammenfassend kénnte es in STAT3-KO in Zeiten hoherer B-AR Aktivierung durch die
verminderte Produktion der Redoxaquivalente NADH, NADPH und FADH, und

82



Dissertation - Jasmin Anni Saar 5. Diskussion

Herabregulation antioxidativer Proteine zu einer verstarkten Oxidation empfindlicher
Strukturen der Myozyten kommen. Dies kdnnte die Produktion von ROS weiter erhéhen, da
nicht mehr genigend Redoxaquivalente suffizient nachgebildet werden kdnnen und den
dadurch entstehenden Schaden weiter vergroBern. Dies konnte zu einer Stoérung der
mitochondrialen Energetik und (ber einen langeren Zeitraum zur Entwicklung einer

Herzinsuffizienz beitragen.
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5.3 Der Einfluss von STAT3 auf die Redoxaquivalente NAD(P)H und FADH,

Bekannt ist, dass es unter vermehrter Muskelarbeit zu einer sehr schnellen Oxidation von
NADH kommt, was den vermehrten ATP-Verbrauch widerspiegelt. Auch, dass NADH
allméhlich wieder regeneriert wird, sofern die Erhéhung der Arbeitslast mit einer Zunahme
der Amplitude und Frequenz der Ca®*-Transienten einhergeht (Brandes & Bers, 1997;
Cortassa et al., 2006; Maack et al., 2006).

In der Versuchsgruppe mit dem Akutprotokoll (STAT3-KO vs. WT) gab es keine
Unterschiede hinsichtlich dem Verhalten des Redoxstatus der Myozyten. Beide Gruppen
starteten das Messprotokoll mit einem dhnlich stark reduzierten bzw. oxidierten Verhaltnis
der Redoxéquivalente (WT NAD(P)H ca. 66% reduziert, FAD" ca. 37% oxidiert; STAT3-KO
NAD(P)H ca. 65% reduziert, FAD" ca. 38% oxidiert). Weiterhin kam es kurz nach
Arbeitslasterhdhung zu einer transienten Oxidation der Redoxéaquivalente in beiden Gruppen,
auch gut sichtbar in der Darstellung des Verhaltnisses von NAD(P)H zu FAD". Die Oxidation
des Redoxstatus zeigt eine akut erhohte zellulare metabolische Aktivitat an (Skala &
Ramanujam, 2010) im Hinblick auf einen erhdhten Verbrauch der Redoxéquivalente. Die
hierdurch angezeigte Abgabe von Elektronen an die Atmungskette halt bei gleichzeitiger
ATP-Produktion an der ATPase das mitochondriale Membranpotential (A¥,,) aufrecht, um
ein Versiegen der Treibkraft der ATP Produktion zu verhindern. Das mitochondriale
Membranpotential AWy, ist also immens wichtig zur Aufrechterhaltung der ATP-Produktion
an der Atmungskette und dissipiert bei Einleitung der Apoptose. Und so blieb auch das
wahrend des Protokolls gemessene AW, wéhrend unserer Messungen selbst bei maximaler
Arbeitsbelastung in beiden Gruppen nahezu konstant. Im weiteren Verlauf der Messung der
NAD(P)H und FAD" Autofluoreszenz kam es unter der anhaltenden 5Hz Stimulation zur
gleich stark ausgeprégten Regeneration von NAD(P)H und FADH; in beiden Gruppen. Dies
anderte sich jedoch grundlegend nach der 24-stiindigen VVorbehandlung der Versuchstiere mit
dem B-AR Agonisten Isoprenalin. Hier zeigten sich zu Beginn der Messung der WT und
STAT3-KO Myozyten ein nahezu gleich stark ausgeprégter, recht oxidierter Redoxzustand
der Zellen (WT NAD(P)H zu Beginn zu ca. 38% reduziert; STAT3-KO zu ca. 35%). Den
STAT3-KO Myozyten war es jedoch interessanterweise im Verlauf des Protokolls nicht
moglich, die Redox&quivalente NAD(P)H und FADH, adaquat nachzubilden, ganz im
Gegensatz zu den WT Myozyten, deren Redoxstatus sich im Verlauf signifikant im Verhaltnis
zu den STAT3-KO Myozyten erholte. Dabei erholten sich die gemessenen Redox&quivalente
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im WT bis zum Ende des Protokolls auf das gleiche Niveau, welches auch am Ende des
Protokolls in der Gruppe der nicht vorbehandelten Tieren gemessen wurde (NAD(P)H: WT
nach 24h Isopumpe ca. 54% reduziert; WT der ersten Versuchsgruppe ohne
Isoprenalinvorbehandlung ca. 54% reduziert). Weiterhin blieb auch in dieser Versuchsgruppe
bei STAT3-KO und WT Myozyten das mitochondriale Membranpotential wéhrend der
gesamten Messung nahezu konstant.

Die verminderte Adaptation an f-AR Stimulation bei STAT3-KO kdnnte erstens verursacht
sein durch das vermehrte Vorkommen von ROS in STAT3-KO und somit dem gesteigerten
Verbrauch von Redox&quivalenten, sowie der Oxidation und Funktionseinschrankung
wichtiger Zitratzyklusenzyme in STAT3-KO Myozyten. Zweitens, durch die in STAT3-KO
Myozyten vor kurzem beobachtete verminderte mitochondriale Ca**-Aufnahme (patch-clamp
Experimente von Dr. Michael Kohlhaas, nicht gezeigt) und somit verminderte Stimulation der
Zitratzyklusenzyme. Infolge dessen konnte es zu einer verminderten Herstellung von
Redox&aquivalenten kommen, welche wiederum in die Atmungskette zur Bildung von ATP
eingeschleust werden mdissten und dann dort fehlen. Dies wirde sich auch mit der
Beobachtung decken, dass die mitochondriale Akkumulation von Ca®** den Zeitverlauf der
NADH-Regeneration widerspiegelt (Kohlhaas & Maack, 2010). Drittens konnte das
vermindert gemessene NAD(P)H Ausdruck einer vermehrten Utilisation von NADH zur
Herstellung von NADPH uber die mitochondriale Nikotinamid Nukleotid Transhydrogenase
(Nnt) sein, welches dann bei der vermehrten Superoxidproduktion darauf verwendet wird, den

Enzymen, die H,O, dismutieren, die Redoxaquivalente bereitzustellen.
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5.4 Der Einfluss von STAT3 auf den Kalziumhaushalt

Bei chronischer Herzinsuffizienz kommt es zu einer Erniedrigung des systolischen [Ca?'].,
einer diastolisch erhdhten [Ca®"]., einem verlangerten Abfall des Ca**-Transienten wéhrend
des Aktionspotentials, sowie einer verminderten Ca’*-Amplitude bei héherer Frequenz
(Pieske et al., 1995). Um nun herauszufinden, ob sich bei STAT3-defizienten Tieren im
Rahmen chronisch B-adrenerger Stimulation oder postpartal Defekte der elektromechanischen
Kopplung ausbilden, wurde [Ca®*]. wahrend der Zellverkiirzung in STAT3-KO und WT
Myozyten bestimmt. B-adrenerge Stimulation fuhrt erwartungsgemaR zu einem Anstieg des
zytosolischen und mitochondrialen Ca** Konzentrationen (Maack et al., 2006). Dieses in die
Mitochondrien aufgenommene Ca®* wirkt auf einige Schliisselenzyme des Zitratzyklus
stimulierend (Balaban, 2009), welche Reduktionséquivalente fiir die Atmungskette in Form
von NADH und FADH, bereitstellt. Ca®* ist somit eine wichtige Schnittstelle bei
wechselndem Energiebedarf und erhohter Radikalproduktion bei B-adrenerger Stimulation.
Untersucht wurde auch die Korrelation zwischen gemessenem zytosolischen Ca** und
eventuellen Unterschieden (STAT3-KO vs. WT) in der Zellverkiirzungskinetik. Es zeigte sich
in der ersten Versuchsgruppe wahrend der Arbeitslast von 0,5Hz, 0,5Hz mit Iso sowie nach
Arbeitslasterniedrigung auf 0,5Hz in STAT3-KO ein signifikant niedrigeres diastolisches
[Ca®*]. im Vergleich zum WT. Auch das systolisch gemessene [Ca®*]; zeigte sich in STAT3-
KO im Vergleich zum WT unter 0,5Hz sowie 0,5Hz mit Iso Bedingungen vermindert, aber
nicht mehr nach Erhéhung der Arbeitslast auf 5 Hz und nach anschlieBender Reduktion der
Arbeitslast auf 0,5Hz. Die Amplituden der Transienten von [Ca?']. zeigten sich nicht
signifikant unterschiedlich. Warum STAT3-KO Myozyten nativ eine niedrigere systolische
und diastolische [Ca’*]. als die WT Myozyten vorweisen, bleibt Gegenstand weiterer

Forschung.

Nach 24-stiindiger B-AR Stimulation bot sich jedoch ein veréndertes Bild. Hier war weder das
diastolisch noch das systolisch gemessenen [Ca?*]. signifikant unterschiedlich zwischen WT
und STAT3-KO. Nur bei der Bestimmung der Ca®*-Amplituden wurde isoliert in der 5Hz-
Sequenz eine signifikant erhéhte Ca®*-Amplitude bei STAT3 im Vergleich zu WT gemessen.

Weiterhin zeigte sich in den Myozytenmessungen nach 24-stiindiger Isoprenalininfusion
bezogen auf eventuell vorliegende herzinsuffizienztypische Veranderungen lediglich eine
Erhéhung der Ca®*-Transienten, wie man sie unter p-adrenerger Stimulation erwarten wiirde

(Lymperopoulos et al., 2013). Auch konnte in den Untersuchungen der
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Zellverkirzungskinetiken zwischen beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede (bis auf
eine verlangerte Zeit bis zur 90-prozentigen Relaxation in der ersten Versuchsgruppe unter
0,5Hz Stimulation und Iso) festgestellt werden. Womdglich kommt es in der Frihphase nach
B-AR Stimulation bei STAT3-KO noch zu keiner gravierenden Anderungen der [Ca®*]. wie
man sie bei einer chronischen Herzinsuffizienz vorfindet. In Ubereinstimmung mit diesen
Daten war auch in den in vivo Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Hilfiker-Kleiner zu
beobachten, dass sich die Herzinsuffizienz bei den STAT3-KO Tieren noch nicht in den

ersten Tagen, sondern erst im Laufe von 2 Wochen ausbildete.

Die gemessenen Unterschiede, also das signifikant erniedrigte [Ca®"]c in STAT3-KO in der
ersten Versuchsgruppe (bei allen Messpunkten bis auf die 5 Hz-Sequenz, welches sich dann
aber in der zweiten Versuchsgruppe nach 24-stiindiger B-AR Stimulation im gleichen Niveau
der WT Myozyten bewegt, also nach B-AR Stimulation relativ gesehen mehr erhéht war im
Vergleich zum Vorwert und dem WT), kénnte auf eine eventuell niedrigere basale [Ca®*]. in
STAT3-KO hinweisen. Auch koénnte es einen Hinweis darauf geben, dass bei B-AR
Stimulation das [Ca®"] in STAT3-KO starker ansteigt als in WT.

In kleinen Saugetieren befindet sich die Ca**-Beladung des Sarkoplasmatischen Retikulums
schon bei niedrigen Frequenzen nahe dem Maximalwert und steigt nicht weiter an, selbst
wenn die [Na']; und die diastolische [Ca®**]c bei hoheren Stimulationsfrequenzen ansteigen
(Pieske & Houser, 2003). Die verminderte mitochondriale Ca®*-Aufnahme, wie sie in
STAT3-KO nach 24-stiindiger B-AR Stimulation vorliegt (Dr. rer. nat. Michael Kohlhaas,
nicht gezeigt), konnte ein moglicher Erklarungsansatz hierfir sein. In Situationen mit
erhéhtem metabolischen Stress, was meist mit einem erhéhten [Ca?*]. assoziiert ist, kdnnen
Mitochondrien Ca®* schnell aufnehmen und dadurch hohe [Ca®]; abpuffern (Nicholls &
Budd, 2000). Durch die verminderte mitochondriale Ca**-Aufnahme in STAT3-KO kénnte
durch diesen fehlenden oder verminderten Puffermechanismus wéhrend -AR Stimulation das
relativ. zum WT stirker angestiegene [Ca*‘]c in STAT3-KO nach 24-stiindiger B-AR

Stimulation erklart werden.
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5.5 Der Einfluss von STAT3 auf den Natriumhaushalt

Kleine Veranderungen im Na*-Haushalt der Zelle haben groRen Einfluss auf das intrazellulare
Ca®* sowie die Kontraktilitat, hauptsachlich bedingt durch die Beeinflussung des NCX schon
bei leicht erhohten [Na']; (Pieske & Houser, 2003). Bei chronischer Herzinsuffizienz ist die
zytosolische Na'-Konzentration durch einen vergréRerten spiten Na'-Einstrom erhoht, was
einen vermehrten Influx von Ca®* tiber den NCX und gleichzeitigen Auswartstransport von
Na* wahrend der Systole zur Folge hat (Despa et al., 2002). Um zu untersuchen, ob in den
noch nativen STAT3-defizienten Myozyten herzinsuffizienzihnliche Veranderungen im Na'-
Haushalt sichtbar sind, wurde mittels SBFI die [Na']; in STAT3-KO und WT Myozyten im

Rahmen unseres Messprotokolls bestimmt.

Dabei bewegten sich die Werte fiir die basale [Na']; in beiden Versuchsgruppen zu Beginn
der Messung annahernd um den gleichen Wert (16mmol/l), den man auch in Versuchen an
ruhenden M&usemyozyten mittels SBFI-Messungen gefunden hat (Yao et al., 1998). Auch
unter Arbeitslastwechsel und B-AR Stimulation kam es in dieser Zeit zu keiner signifikant
unterschiedlichen Veranderung von [Na']; in beiden Gruppen. In der Gruppe der fiir 24h mit
Isoprenalin  vorbehandelten Tieren starteten beide Gruppen mit einem ebenfalls
vergleichbaren [Na']; (auch etwa 16mmol/l). Jedoch stieg wahrend der Messung mit 5Hz und
B-AR Stimulation bei den WT Myozyten [Na']; signifikant im Vergleich zu STAT3-KO an
(WT ca. 20mM; STAT3-KO ca. 16mM). Unter erhohter Stimulationsfrequenz kommt es
physiologischerweise zu einer Erhéhung des [Na'];, wobei in vivo eine erhdhte Herzfrequenz
das Resultat einer adrenergen Stimulation ist und einher geht mit einer Na*-Ausschleusung
aus der Zelle tiber den Na'/K*-Austauscher (Despa & Bers, 2013). Dass in STAT3-KO unter
5Hz [Na']; nicht ansteigt konnte darauf hindeuten, dass in STAT3-KO womdéglich dem NCX
mehr Gewicht zukommt um Ca** in die Zelle zu schleusen und somit mehr Na* aus der Zelle

bringt oder durch andere Mechanismen Na* aus der Zelle gelangt.
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5.6 Ausblick

Wir schlussfolgern nun, dass in STAT3-defizienten Méusen eine verringerte mitochondriale
Ca®*-Aufnahme eine reduzierte Stimulation des Zitratzyklus nach sich ziehen kénnte, was
eine mangelhafte Regeneration von NADH und FADH; hervorruft. Da der Redoxstatus von
NAD(P)H die ROS-Entgiftung entscheidend beeinflusst, koénnte dies die vermehrte
mitochondriale ROS-Produktion in STAT3-defizienten Myozyten nach chronischer B-AR
Stimulation erklaren. Als weiteres Indiz fur vermehrten oxidativen Stress in STAT3-
defizienten Herzen nach chronischer B-AR Stimulation beobachteten wir eine tendenziell
verringerte Aktivitdt des ROS-sensiblen Zitratzyklus Enzyms Aconitase in STAT3-
defizienten Herzen. Dies konnte neben anderen Defekten im Zitratzyklus weiter zu
mangelhafter Regeneration von NADH beitragen und oxidativen Stress weiter verscharfen.
Weiterhin zeigte sich, dass die STAT3-Defizienz keinen relevanten Einfluss auf ADP-
induzierte Atmung in isolierten Mitochondrien, aber auch in intakten Kardiomyozyten hat.
Bei chronischer Herzinsuffizienz kénnte somit die Herabregulation von STAT3 zum Progress

der Erkrankung durch erhéhten oxidativen Stress fuhren.

Es gilt nun in Zukunft weiter zu ergriinden, welche genauen Mechanismen zur vermehrten
Bildung von ROS bei STAT3-Defizienz fuhren, um mit neuen Medikamenten an diesen
Mechanismen angreifen zu kénnen. In vielen zell- und tierexperimentellen Studien zeigte sich
die Inhibition einer mitochondrialen ROS-Produktion mit Antioxidantien als
erfolgsversprechend, Studien am Menschen blieben bisher jedoch enttauschend (Hennekens et
al., 1996; Yusuf et al. 2000; Lonn et al., 2002; Rodrigo et al., 2013). Vielleicht ist eine
differenziertere Herangehensweise an die unterschiedlichen Quellen von ROS und deren
selektive medikamentose Beeinflussung der Schlissel zum Erfolg. So bendtigt der
Mechanismus der ischdmischen Prakonditionierung zum Beispiel wéhrend der
prakonditionierenden Phase sogar die Freisetzung geringer Mengen ROS durch die
Mitochondrien (Vanden et al., 1998; Pain et al., 2000) und es gibt auch ROS-generierende
Enzyme, die protektive Funktionen in den Zellen wahrnehmen koénnen, so zum Beispiel die
NADPH-Oxidase 4 (Zhang et al., 2010). Vieles deutet darauf hin, dass sich Mitochondrien
evolutionér dahingehend entwickelt haben, dass sie die ROS-Produktion auf ein Minimum
begrenzen, wenn sie in einem intermedidren Redoxzustand, also weder in einem zu stark

oxidierten, noch zu stark reduzierten Zustand arbeiten (Aon et al., 2010).
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Eine weitere Therapiemdoglichkeit der PPCM konnte neben Bromocriptin, aber auch der
Herzinsuffizienz an sich, das vielversprechende Peptid SS-31 sein, ein Mitglied der Szeto-
Schiller (SS) Peptide, welche selektiv an die innere mitochondriale Membran binden. Das
Phospholipid Cardiolipin wird insbesondere in der inneren mitochondrialen Membran
exprimiert und spielt eine grofe Rolle bei der Anordnung der Komponenten der
Atmungskette. Cardiolipin ist anfallig flir oxidativen Stress, bei Peroxidation von Cardiolipin
verliert Cytochrom C seine elektroneniibertragende Funktion und fungiert als Peroxidase, was

wiederum zu vermehrter ROS-Produktion beitragt (Szeto, 2014).

Das Peptid SS-31 bindet selektiv an das mitochondriale Phospholipid Cardiolipin und
verhindert dadurch, dass Cytochrom C in eine Peroxidase konvertiert wird und erhalt so die
Elektronentransportfunktion aufrecht. Damit beschutzt SS-31 die Struktur der
mitochondrialen Cristae, fordert die oxidative Phosphorylierung und verhindert eine erhohte
ROS-Produktion (Szeto, 2014). Also wirkt SS-31 nicht als Radikalféanger, sondern verhindert
die vermehrte Bildung von ROS durch die Mitochondrien und konnte als neue

Therapiemdglichkeit eventuell den Progress einer Herzinsuffizienz in Zukunft abmildern.

SS-31 befindet sich derzeit unter dem Namen Bendavia in der klinischen Phase 11 Erprobung
bei Patienten mit ST-Hebungsinfarkt, weitere Studien am Menschen nach aussichtsreichen
Tierstudien sind auch zur medikamentdsen Therapie der Herzinsuffizienz in Planung (Szeto,
2014).

5.7 Zusammenfassung

Bei chronischer Herzinsuffizienz kommt es zu einer Aktivierung des sympathischen
Nervensystems mit chronischer Stimulation kardialer B-AR, zu einer Herabregulation des
STAT3-Signalweges sowie zu oxidativem Stress. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
suggerieren, dass eine Herabregulation des STAT3-Signalweges waéhrend chronischer (-
adrenerger Stimulation zu vermehrter mitochondrialer ROS-Produktion beitragen konnte.
Diese beinhalten eine verringerte mitochondriale Ca?*-Aufnahme sowie eine unzureichende
Regeneration von reduziertem NADH und NADPH wéhrend B-adrenerger Stimulation, was
die Entgiftung von ROS beeintrachtigt. Da eine erhéhte mitochondriale ROS-Produktion
kausal zum Progress der Herzinsuffizienz beitragt, konnte dies ein méglicher Ansatzpunkt fur

protektive pharmakologische Strategien sein.
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