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“Experience is the teacher of all things”

- Gaius Julius Caesar -
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind in der westlichen Welt eine der hdufigs-
ten Todesursachen. Etwa 20 % der Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz verlieren un-
gewollt stark an Skelettmuskelmasse und Gesamt-Korpergewicht. Dieses Krankheitsbild wird
,kardiale Kachexie“ genannt. Die Letalitidt in dieser Hochrisiko-Patientengruppe ist etwa
zwei- bis dreimal hoher als bei herzinsuffizienten Patienten ohne Gewichtsverlust. Der Me-
chanismus, wie Skelettmuskelatrophie das Voranschreiten der Herzinsuffizienz fordert, ist
bisher unzureichend erforscht. Hier wird die Hypothese aufgestellt und untersucht, dass die
Freisetzung von kardio-protektiven Proteinen aus dem atrophierten Skelettmuskel bei herzin-
suffizienten, kachektischen Patienten beeintrdchtig sein konnte.
Eine RNA-Sequenzierungsanalyse aus atrophierten Skelettmuskeln von herzinsuffizienten,
kachektischen Méusen zeigte eine deutlich verringerte Expression von Musclin (in der Litera-
tur auch als Osteocrin bekannt) im Vergleich zu gesunden, scheinoperierten Méusen. Musclin
wird liberwiegend in der Skelettmuskulatur und nicht im Herzen exprimiert und ist an der
Verstiarkung der Signaltransduktion natriuretischer Peptide beteiligt. In dieser Arbeit wurden
die Auswirkungen einer skelettmuskelspezifischen Deletion von Musclin in induzierbaren
knock-out Miausen bei pathologischer Druckbelastung untersucht und ergaben als Folge der
Musclin-Deletion im Skelettmuskel eine linksventrikuldre Dysfunktion sowie eine verstirkte
Myokardfibrose. Eine gezielte, durch AAV6-vermittelte, skelettmuskelspezifische Musclin-
Uberexpression fiihrte im Gegenzug zu einer verbesserten Herzfunktion und Minderung der
Fibrose nach langfristiger chronischer Druckbelastung. Mechanistisch wurde in der vorlie-
genden Arbeit gezeigt, dass Musclin die myokardiale CNP-Konzentration erhoht, dadurch
eine positive cGMP/cAMP-Interaktion stimuliert und somit zur erhdhten Kardiomyozyten-
kontraktilitdt durch verstirkte Proteinkinase-A-Signaltransduktion fiihrt. Zusdtzlich vermin-
dert Musclin die Aktivierung kardialer Fibroblasten durch Verstarkung des Proteinkinase-G-
Signalwegs in diesen Zellen.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die skelettmuskelspezifische
Musclin-Uberexpression ein vielversprechender therapeutischer Ansatz zur Behandlung einer

Herzinsuffizienz mit begleitender kardialer Kachexie sein konnte.



Summary

Summary

Diseases of the cardiovascular system are one of the leading causes of death in the Western
world. About 20% of patients with chronic heart failure loose skeletal muscle and whole body
mass. This heart failure associated co-morbidity is termed “cardiac cachexia”. The mortality
in this high-risk patient group is about two to three times higher than in heart failure patients
without weight loss. The mechanism, how skeletal muscle atrophy adversely affects the pro-
gression of heart failure during cardiac cachexia remains unclear. Here, it is hypothesized that
the release of cardio-protective proteins from atrophic skeletal muscle could be compromised
in patients with cardiac cachexia. In this study, we investigate this hypothesis.
A RNA sequencing analysis from tissues of atrophied skeletal muscle of mice with cardiac
cachexia during long-term pressure overload showed significantly reduced expression of
Musclin (known in the literature also as Osteocrin) compared to healthy mice. Musclin is ex-
pressed predominantly in skeletal muscle and not in the heart, and is involved in enhancing
natriuretic peptide signaling. In this work, the effect of a skeletal muscle-specific deletion of
Musclin in inducible knock-out mice during pressure overload revealed left ventricular dys-
function and increased myocardial fibrosis. Targeted AAV6-mediated, skeletal muscle-
specific Musclin overexpression, in turn, led to improved cardiac function and reduced fibro-
sis after long-term chronic pressure overload. Mechanistically, this work shows that Musclin
increases the myocardial CNP concentration, thereby stimulating a positive cGMP/cAMP
interaction and thus leading to increased cardiomyocyte contractility through enhanced pro-
tein kinase A signaling. In addition, Musclin reduces fibroblast activation by enhancing the
protein kinase G signaling pathway in these cells.

In summary, the relationship between skeletal muscle and heart through overexpres-
sion of Musclin may be a promising therapeutic strategy for the treatment of heart failure dur-

ing cardiac cachexia.

II
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Grafische Zusammenfassung

A

Atrophierter

\ Herzinsuffizienz
Skelettmuskel

\ 4 .
Musclin

2+
Ca Kontraktilitéitu

Verminderte Herzfunktion und vermehrte Myokardfibrose

B
Atrophierter vy Herzinsuffizienz
Skelettmuskel v M '

Oy
Y

C

2+
+ Ca'
2+ Ca%

. c 5
Ca§+ Ca

Kontraktilitéitn

Verbesserte Herzfunktion und verminderte Myokardfibrose

Das Musclindefizit im Skelettmuskel beschleunigt eine linksventrikuldre Herzdysfunk-
tion und verstirkt die Bildung der Myokardfibrose (A), wihrend die gezielte AAVG6-
vermittelte Musclin-Uberexpression im Skelettmuskel die Herzfunktion deutlich ver-

bessert und die Bildung der Myokardfibrose stark mindert (B).
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Einleitung

1  Einleitung

Die chronische Herzinsuffizienz ist neben dem Myokardinfarkt eine der hiufigsten Todesur-
sachen in der westlichen Welt. Im fortgeschrittenen Stadium konnen Patienten eine kardiale
Kachexie entwickeln, eine schwerwiegende Komplikation, die durch signifikanten Gewichts-
verlust gekennzeichnet ist (Anker et al. 1997). In der Vergangenheit konnte demonstriert
werden, dass auch sezernierte Faktoren aus dem Myokard (z.B. Myostatin) einen Skelettmus-
kelschwund induzieren konnen (Breitbart ef al. 2011). Der Einfluss von sezernierten Faktoren
aus dem Skelettmuskel auf das kranke Herz im Zusammenhang mit der kardialen Kachexie
wurde bislang jedoch nicht untersucht.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Rolle des sezernierten Proteins Musclin
(auch bekannt als Osteocrin) in der Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz mit be-
gleitender kardialer Kachexie. Durch eine gezielte Uberexpression bzw. eines Verlustes von
Musclin wurden die Auswirkungen auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz in vivo als

auch in vitro analysiert und die molekularen Mechanismen aufgeklért.

1.1 Chronische Herzinsuffizienz

Das Herz ist der Motor des Lebens. Wenn das Herz seine Féahigkeit zu kontrahieren verliert,
kommt es zu einer sogenannten Herzinsuffizienz. Dabei handelt es sich um eine fortschreiten-
de Herzerkrankung, bei dem das Herz trotz geniigend vendsem Blutangebot nicht mehr in der
Lage ist, die peripheren Organe in Ruhe und insbesondere bei Belastung ausreichend mit Blut
und damit mit Sauerstoff zu versorgen (Swedberg et al. 2005). Grund dafiir ist oft eine ver-
schlechterte Kontraktilitdt des Herzens. Somit stellt die Herzinsuffizienz das Endstadium vie-
ler Herzerkrankungen dar. Bedeutende Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Herzinsuffizi-
enz sind u.a. hohes Alter, Myokardinfarkte, Herzklappenfehler, Bluthochdruck, Myokarditis,
angeborene Herzfehler, Erkrankungen der Lunge sowie Diabetes (Bui ef al. 2011).
Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems gehoren zu den hiufigsten Todesursa-
chen in der westlichen Welt, und die Herzinsuffizienz ist mit iber vier Millionen Toten dabei
die Hauptursache (Bui et al. 2011). Weltweit leiden schitzungsweise 40 Millionen Menschen

an einer Herzinsuffizienz und es werden jahrlich etwa 2 Millionen neue Félle diagnostiziert.
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Die Privalenz nimmt mit dem Alter weiterhin zu und steigt alle drei Jahre um eine Million
Erwachsene (Ziaeian and Fonarow 2016; Benjamin et al. 2018). Die Herzinsuffizienz ist mit
einer erhohten Morbiditdt und Mortalitdt verbunden und stellt eine erhebliche Belastung fiir
das Gesundheitssystem dar. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz treten hdufig auch andere
Krankheiten auf, die sogenannten Begleiterkrankungen oder Komorbidititen (van der Wal et
al. 2017). Zu den haufigsten Komorbidititen einer Herzinsuffizienz, die ebenso zu erhdhter
Morbiditdt und Mortalitidt sowie zu einer Beeintrachtigung der Lebensqualitit beitragen, ge-
horen: Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus, Hypertonie, Lungenerkrankung, Andmie und
Skelettmuskelschwund (van der Wal et al. 2017).

Die Aufkldrung der molekularen Mechanismen, die insbesondere der Herzinsuffizienz
zugrunde liegen, ist daher von grofler Bedeutung. Dies wiirde nicht nur der Optimierung be-
reits bestehender Therapiemdglichkeiten dienen, sondern auch die Moglichkeit bieten, friih-

zeitig in den Krankheitsverlauf einzugreifen.

1.1.1 Formen der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz stellt in der Regel eine myokardiale Anomalie dar, die eine systolische
und diastolische ventrikuldre Dysfunktion verursacht. Die systolische Dysfunktion zeichnet
sich vor allem durch einen reduzierten Auswurfanteil des sich am Ende der Diastole im
Ventrikel befindlichen Blutes aus. Die diastolische Dysfunktion dagegen tritt auf, wenn sich
die Herzkammer nicht ausreichend entspannt und steif wird. Dadurch wird die Herzkammer
nicht optimal mit Blut gefiillt und das Blut staut sich in die Lungenstrombahn zuriick. Der
steife Ventrikel erh6ht den Druck und hat dhnliche Folgen wie die systolische Dysfunktion
(Federmann and Hess 1994).

Die Hauptbegriffe zur Beschreibung einer Herzinsuffizienz basieren auf der Messung
der Linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF). Diese umfasst ein breites Spektrum von
Patienten mit erhaltener linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (LVEF >50%) (Heart Failure
with preserved Ejection Fraction, HFpEF) bis hin zu Patienten mit reduzierter linksventriku-
larer Ejektionsfraktion (LVEF <40 %) (Heart Failure with reduced Ejection Fraction,
HFrEF). Patienten mit einer LVEF im Bereich von 40-49 % stellen eine "Grauzone" dar, die

als Herzinsuffizienz mit geringgradig eingeschriankter linksventrikuldrer Ejektionsfraktion
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(Heart  Failure with midrange Ejection Fraction, HFmrEF) definiert wird
(Ponikowski et al. 2016; Nadar 2017).

1.1.2 Entwicklung und Mechanismen der Herzinsuffizienz

Die hdufigsten Ursachen fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz sind der Myokardinfarkt
und eine chronisch bestehende arterielle Hypertonie. Letztere fiihrt durch die oft langjdhrige
Druckbelastung der linken Herzkammer zur Entwicklung einer myokardialen Hypertrophie
und somit zu einer eingeschriankten Pumpleistung des Herzens. Als Reaktion darauf werden
Kompensationsmechanismen aktiviert, die zur Verbesserung der Perfusion der peripheren
Organe fiithren, langfristig aber maladaptiv wirken und einen wichtigen Risikofaktor fiir die
Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz darstellen (Jessup and Brozena 2003; Mann
and Bristow 2005). Es werden insbesondere das sympathische Nervensystem aktiviert und die
Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin freigesetzt, die einen schnelleren und kréftigeren
Herzschlag bewirken. AuBerdem kommt es zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS), der vermehrten Ausschiittung natriuretischen Peptide und zur
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Die neuroendokrine Aktivierung fiithrt zur arteri-
ellen und vendsen Vasokonstriktion, Fliissigkeitsretention, Vor- und Nachlasterhohung, sowie
zu einer Steigerung der myokardialen Inotropie (Kontraktionsfahigkeit) und Chronotropie
(Schlagfrequenz). Diese zunichst physiologisch sinnvollen Kompensationsmechanismen tra-
gen jedoch langfristig zu einer Schidigung des Myokards und zur Progression der Erkrankung
bei und es entsteht ein circulus vitiosus (Mann and Bristow 2005). Diese Prozesse fiihren
schlieBlich zur funktionellen und strukturellen Verdnderungen des Herzens und werden als
kardiales Remodeling bezeichnet. Die Umgestaltung des Myokards beinhalten Verdnderungen
auf Zell-, Molekular- und Expressionsebenen, die sich klinisch in Verdnderungen der Grofe,

Form und Funktion der Herzventrikel wiederspiegeln.
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1.1.3 Kardiales Remodeling

Das Herz ist in der Lage, seine Form als Antwort auf physiologische oder pathologische Reize
zu verdndern. Wie jeder andere Muskel des Korpers kann es je nach Belastung in der Masse
zu- oder abnehmen. Leistungssport oder eine Schwangerschaft fordern das physiologische
Wachstum des Herzens (physiologisches Remodeling), wihrend Bluthochdruck, Myokardin-
farkt bzw. eine neurohumorale Aktivierung ein pathologisches Wachstum (pathologisches
Remodeling) bewirken (Abbildung 1). Im Gegensatz zum physiologischen Wachstum kann
pathologisches Wachstum das Risiko fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz und Arrhyth-
mien erhohen. Das Schrumpfen der Herzmuskelmasse (Atrophie) ist eine Komplikation, die

Folge z.B. von langerer Bettruhe oder Krebserkrankungen sein kann (Hill and Olson 2008).

Sport Bluthochdruck,

Bettruhe, Krebs 3 chwanger;chaﬁ Myokardinfarkt,
neurohumorale Aktivierung
Atr}phie Physiologisches Remodeling  Pathologisches Remodeling

CR v

b

Arrhytmie

Herzinsuffizienz

s
W

Abbildung 1 Das kardiale Remodeling.

Die Ursachen fiir das Remodeling, die zur Atrophie oder Hypertrophie bis hin zur Herzinsuffizienz fithren, sind
dargestellt. Im Gegensatz zum physiologischen Remodeling kommt es bei dem pathologischen Remodeling zur
Fibrosebildung (in blau) (verdndert nach Hill und Olson, 2008).
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Das pathologische Remodeling beinhaltet eine komplexe Reihe von transkriptionellen, struk-
turellen, elektrophysiologischen und funktionellen Ereignissen, die innerhalb des Myokards
auftreten (Burchfield et al. 2013). So kommt es z.B. zu zelluldren Verdanderungen wie Myozy-
tenhypertrophie und deren Verlust durch Apoptose oder Nekrose bei gleichzeitiger Einlage-
rung von Kollagenen (Fibrose) innerhalb des Myokards (Drakos et al. 2010). Die zahlreichen
Verdnderungen im Herzen fiihren schlieBlich zu systolischer und diastolischer Dysfunktion
(Hill and Olson 2008).

Beim Myokardinfarkt kommt es durch den Verschluss einer Koronararterie zum mas-
siven Absterben von Herzmuskelgewebe und zur Ausbildung einer fibrotischen Narbe. Als
Folge des Verlustes funktioneller Myozyten, hypertrophieren die Kardiomyozyten auBBerhalb
des infarzierten Bereichs. Ultrastrukturell entspricht dies der Neubildung und Anlagerung von
Sarkomeren mit Wachstumszunahme in der Langsachse (Verldngerung) sowie parallel zu den
bestehenden Sarkomeren mit der Wachstumszunahme in der Querachse (Verdickung)
(Abbildung 2) (Heineke and Molkentin 2006; Kehat and Molkentin 2010). Allgemein wird
die Hypertrophie definiert als Zunahme der Muskelmasse des linken Ventrikels und es wird
unterschieden in exzentrische und konzentrische Hypertrophie. Eine Druckbelastung fiihrt in
der Regel zu einer konzentrischen Hypertrophie und eine Volumeniiberlastung typischerweise
zu einer exzentrischen Hypertrophie. Mit Ausnahme der physiologischen Hypertrophie kon-
nen alle anderen Arten des hypertrophen Umbaus zur Herzinsuffizienz fithren (Abbildung 2)
(Kehat and Molkentin 2010).
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Abbildung 2 Arten des linksventrikuliren Remodelings.

Geometrische Darstellung des konzentrischen (Verdickung) und exzentrischen (Verldngerung) Kardiomyozy-
tenwachstums. Die konzentrische Hypertrophie entsteht durch dauerhaft erhohte Druckbelastung. Dabei kommt
es zu ciner Zunahme des Herzmuskelgewebes, um den erhéhten Druck aufrechterhalten zu kénnen. Der Durch-
messer des linken Ventrikels wird geringer. Eine exzentrische Hypertrophie des Herzmuskelgewebes tritt dage-
gen vor allem bei einer erhéhten Volumenbelastung des Herzens auf und ist durch eine Dilatation der Herzinnen-
rdume gekennzeichnet. Der Innenradius der Ventrikel nimmt stirker zu als dic Wanddicke. Die konzentrische
Hypertrophie kann in die exzentrische Form der Hypertrophie iibergehen (verdndert nach Kehat und Molkentin,
2010).

Die zahlreichen Veranderungen im Myokard wahrend der pathologischen Hypertrophie haben
ihren Ursprung auf der molekularen Ebene. Um dem mechanischen Stress entgegenzuwirken,
werden Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren ausgeschiittet, die verschiedenen Signal-
kaskaden im Myokard auslosen (Heineke and Molkentin 2006). Eine allgemeine Ubersicht ist
in Abbildung 3 dargestellt.

Die neurohumoralen Substanzen wie Katecholamine, Angiotensin II, Endothelin-1,
und IGF-1 (insulin growth factor 1) binden als Liganden u.a. an membranstidndige G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, die zu einer Veridnderung der Genexpression fithren. Demzufolge

kommt es zur Aktivierung mehrerer Signalwege im Myokard. Durch Aktivierung der Phos-
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pholipase C (PLC) kommt es zu Calciumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern und somit
zur Induktion der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade. Die steigende Calciumkonzentration
bewirkt die Aktivierung von Calcineurin und dessen Bindung an einem Transkriptionsfaktor
der NFAT-Familie (nuclear factor of activated T-cells) (Feske et al. 2007). NFAT wird da-
rauthin dephosphoryliert und transloziert zum Zellkern, wo verschiedener pro-hypertroph
wirkende Gene anschlieend aktiviert werden (Wilkins and Molkentin 2004). Zusétzlich kon-
nen weitere calciumabhingige pathologische Signalwege aktiviert werden. Durch die Bin-
dung von Calcium-Ionen an Calmodulin entsteht ein Calcium/Calmodulin-Komplex, welches
die Calcium/Calmodulin-abhédngige Proteinkinase II (CaMKII) aktiviert. CaMKII beeinflusst
die elektromechanische Kopplung in Kardiomyozyten, indem sie nicht nur die Calciumkanile
sondern auch die Aktivitit von SERCA2a und Phospholamban (PLB) moduliert und die Kon-
traktilitdt beeintrichtigt.

Eine ebenso entscheidende Rolle bei der Entstehung der Hypertrophie spielt der mito-

gen-aktivierte Proteinkinase-Signalweg (MAPK), bei dem mehrere Kinasen nacheinander
durch Phosphorylierung aktiviert werden. Hierbei kommt es zur Aktivierung der p38-
mitogen-aktivierten Proteinkinase (p38), der Aktivierung von cJun N-terminalen Kinasen
(JNKSs) sowie von extracellular-signal regulated Kinasen (ERKs), welche schlieBlich iiber
weitere Signalmolekiile und Transkriptionsfaktoren zu einer verdnderten Genexpression in
Myozyten fiihrt (Garrington and Johnson 1999; Heineke and Molkentin 2006).
Eine weitere wichtige Signalkaskade wird durch den PI3K/AKT-Signalweg vermittelt. Die
aktive Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) ist ein Schliisselenzym der Wachstumregulation der
Myozyten und kann dann bestimmte Stellen von Membranlipiden phosphorylieren und diese
eine Serin/Threonin-Kinase (AKT/PKB) binden und aktivieren. AKT aktiviert oder inhibiert
verschiedene Substrate in der Zelle. So fiihrt es zu Aktivierung der Proteintranslation iiber
mTOR und durch die Hemmung der Glykogensynthasekinase (GSK3-83) und Aktivierung des
Forkhead-Box-Proteins (FOXO) zu Induzierung der Proliferation. Folgende Transkriptions-
faktoren werden als Folge der hypertrophen Signaltransduktion aktiviert: GATA4, c-Myc und
NFAT (Cantley 2002; Heineke and Molkentin 2006).

Das kardiale Genexpressionsmuster wihrend der Entstehung der pathologischen Hy-
pertrophie dhnelt teilweise dem wéhrend der Embryonalentwicklung (Dirkx et al. 2013). Die
Veranderung des Myokards ausgelost durch den Druck- bzw. Volumenbelastung bewirkt er-
neute Expression embryonaler Gene im linken Ventrikel. Als Biomarker der kardialen Hyper-

trophie gelten das atriale natriuretische Peptid (ANP) und das brain natriuretische Peptid
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(BNP). Ebenso kommt es zu einer erh6hten Expression von aAktin bzw. der embryonalen
Isoform alpha skeletal muscle Actin (Actal) (Suurmeijer et al. 2003) und einer verdnderten
Expression der Myosin-Isoformen (Myh6 und Myh7) im Ventrikel (Miyata et al. 2000). In
herzinsuffizienten Patienten beobachtet man einen Anstieg der langsamen Isoform Myh7, die
fiir das Protein BMHC kodiert bei gleichzeitiger stark verminderter Expression der schnellen

Myh6-1Isoform, die fiir das Protein aMHC kodiert (Miyata et al. 2000).
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Abbildung 3 Signaltransduktion in der Hypertrophie

Wihrend der pathologischen Hypertrophie in Kardiomyozyten werden intrazelluldre Signalkaskaden ausgeldst,
welche schlieBlich iiber weitere Signalmolekiile und Transkriptionsfaktoren zu einer verdnderten Genexpression
in Myozyten fiihren (verdndert nach Frey und Olson, 2003).

Das Ziel der aktuellen Therapie der chronischen Herzinsuffizienz ist insbesondere die
Hemmung der neuroendokrinen Aktivierung. So konnte in randomisierten Studien fiir die
Therapie mit f-Adrenozeptor-Antagonisten (B-Blockern), Angiotensin-Converting-Enzyme-
Inhibitoren (ACE-Hemmern), sowie Aldosteron-Antagonisten eine signifikante Reduktion der
Mortalitit bei  chronisch  herzinsuffizienten = Patienten = nachgewiesen  werden
(Kuschyk et al. 2018). Fiir die Zukunft besteht die Hoffnung, dass durch gezielte Verdnderun-

gen insbesondere der kardiomyozytdren Signaltransduktion das maladaptive kardiale Remode-
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ling therapeutisch glinstig beeinflusst werden kann (Jessup and Brozena 2003; Mann and

Bristow 2005).

1.1.4 Natriuretische Peptide

Das hypertrophe Wachstum des Herzen wird stimuliert durch die Aktivierung zahlreicher
Signalwege. Zudem existieren Signale, z.B. die vermehrte Freisetzung natriuretischer Peptide,
die von essentieller Bedeutung fiir eine Adaptation des Herzens an pathologische Reize sind.
Die natriuretischen Peptide senken den systemischen Blutdruck und zeigen am Myokard anti-
hypertrophe, anti-proliferative und anti-fibrotische, aber auch positiv inotrope Effekte (Soeki
et al. 2005; Frantz et al. 2013; Perera et al. 2015; Kuhn 2016).

Die Familie der natriuretischen Peptide besteht aus drei homologen Mitgliedern, den
atrialen (ANP), den brain (BNP) und C-Typ natriuretischen Peptiden (CNP). ANP und BNP
werden hauptsidchlich im Herzgewebe synthetisiert: embryonal im gesamten Herz und adult
nur in den Vorhofen. Beide Peptide iiben wichtige kardiovaskuldre Funktionen aus (Brenner
et al. 1990; de Bold et al. 2001). CNP wird in unterschiedlichen Organen exprimiert, im My-
okard hauptsichlich in vaskuldren Endothelzellen (Suga et al. 1992b), Makrophagen (Ishizaka
et al. 1992) und Fibroblasten (Horio et al. 2003) und iibt verschiedene lokale, autokrine und
parakrine Funktionen innerhalb und auferhalb des Herz-Kreislauf-Systems aus (Chen and
Burnett 1998; Kuhn 2003). Dariiber hinaus weist CNP anti-fibrotische und anti-hypertrophe
Wirkungen beim pathologischen Remodeling nach Myokardinfarkt auf (Soeki er al. 2005).
Alle drei natriuretischen Peptide werden bei einer Herzinsuffizienz verstiarkt im Myokard
produziert (Kalra et al. 2003; Kuhn 2016). ANP und BNP werden unter diesen Umstdnden im
Ventrikel re-exprimiert.

Die biologische Funktion von natriuretischen Peptiden wird durch deren Rezeptoren
vermittelt: Natriuretischer Peptidrezeptor A (NPR-A), Natriuretischer Peptidrezeptor B (NPR-
B) und Natriuretischer Peptidrezeptor C (NPR-C). Die natriuretischen Peptide ANP und BNP
binden mit sehr hoher Affinitit an den NPR-A, wihrend CNP an den Rezeptor NPR-B bindet
(Abbildung 4) (Kuhn 2016). Auf Rezeptorebene scheint im insuffizienten Myokard der NPR-
B hoher als NPR-A Rezeptor exprimiert zu werden (Dickey et al. 2007). Intrazellulér fiihrt

sowohl die Aktivierung von NPR-A wie auch die von NPR-B wegen membranstindigen Gu-
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anylylcyclasen (GCs) zu einem Anstieg der zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-
Konzentration, aber es werden auch Konzentrationsdnderungen des zyklischen Adenosinmo-
nophosphats (cAMP) beobachtet (Garbers 1991; Garbers and Lowe 1994). In der Signal-
kaskade aktiviert cGMP die cGMP abhéngige Proteinkinase 1 (cGKI), die Phosphodiestera-
se 2 (PDE-2) und inhibiert die Phosphodiesterase 3 (PDE-3). Die PDE-3 fordert insbesondere
den Abbau von cAMP, welches iiber die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) die Kontrak-
tilitdit fordert. Insbesondere vermitteln PDE3 (cGMP-inhibierend) und PDE2 (cGMP-
stimulierend) positive vs. negative ¢cGMP/cAMP-Interaktionen (Fischmeister et al. 2006;
Conti and Beavo 2007; Zaccolo and Movsesian 2007; Miller and Yan 2010). cGKI vermittelt
anti-hypertrophe Effekte in isolierten Kardiomyozyten, fiihrt aber auch iiberwiegend nach
Stimulation mit CNP zu einer Phosphorylierung von Phospholamban am Serin 16, was die
Phospholamban-vermittelte Inhibierung von SERCA2a hemmt und damit die kardiomyozyti-
re Kontraktilitit fordert (Wollert er al. 2002; Frantz et al. 2013; Hofmann 2018) Interessan-
terweise zeigt an isolierten Kardiomyozyten CNP aber nicht ANP eine positiv inotrope Wir-
kung (Frantz et al. 2013).

Alle natriuretischen Peptide binden mit dhnlicher Affinitdt an den Rezeptor NPR-3,
der als Clearance-Rezeptor wirkt (Abbildung 4) (Potter et al. 2006). NPR-3 wird hauptsidch-
lich in den Nieren, Lunge und Gefafen und in allen anderen Organen in geringer Menge ex-
primiert (Kuhn 2016) und kontrolliert die lokalen Konzentrationen von natriuretischen Pepti-
den durch deren konstitutive, rezeptorvermittelte Internalisierung und Degradation mit der
folgenden Selektivitit: ANP > CNP > BNP (Suga ef al. 1992a; Kimura et al. 2007). Weitere
Studien zeigen, dass NPR-C nicht nur die natriuretischen Peptide bindet und abbaut, sondern
auch die biologischen Aktivitdten von natriuretischen Peptiden, insbesondere die vaskuldren
Wirkungen von endothelialem CNP, vermittelt (Khambata ef al. 2011; Conole et al. 2018).
Wie derselbe Rezeptor entscheidet, die zirkulierenden natriuretischen Peptide zu degradieren

oder ihre physiologischen Wirkungen umzuwandeln, ist immer noch ungeklart.
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Abbildung 4 Bindungsspezifitit der natriuretischen Peptide an Rezeptoren.

Die Ligandenbindung an den Rezeptor induziert die intrazellulire Guanylylcyclase-Aktivitat (GC-A und GC-B)
und fiihrt zur Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in zyklisches Guanosinmonophosphat (¢cGMP) im
Zytoplasma, welches dann die cGMP-abhéngige Proteinkinase stimuliert. Sowohl die Bindung von ANP und
BNP an den NPR-A Rezeptor, als auch die CNP-Bindung an den NPR-B Rezeptor fiihrt zur erhohten intrazellu-
laren Konzentration von cGMP. Im Gegensatz dazu fiihrt die Bindung aller drei natriuretischen Peptide an NPR-
C zu ihrer Internalisierung und biologischen Inaktivitét (verdndert nach Meyer und Herrmann-Lingen, 2017).

Die Hauptfunktion der natriuretischen Peptide besteht in der Reduktion des Plasmavo-
lumens und der Senkung des Blutdrucks, um das Herz vor einer liberméfigen Volumen- und
Druckbelastung zu schiitzen. Bei der Herzinsuffizienz ist bekannt, dass die Plasmaspiegel von
ANP und BNP erhoht sind. Dies wird als Kompensation der Herzinsuffizienz angesehen
(Burnett et al., 1986; Mukoyama et al., 1990). Uber die Bestimmung der Plasmakonzentration
der Peptide kann eine Aussage iiber den klinischen Verlauf von Patienten mit Herzinsuftizi-
enz getroffen werden (Maisel et al. 2010).

Experimentelle Studien zeigten insbesondere, dass exogenes, synthetisches CNP die
Proliferation von Fibroblasten und die Transformation von Myofibroblasten hemmt, wodurch
eine anti-fibrogene Schutzwirkung bei Herz-, Lungen- und Nierenerkrankungen ausgeiibt
wird, wihrend unter normalen Bedingungen CNP im Plasma kaum nachweisbar ist (Li et al.
2015; Kuhn 2016). Dariiber hinaus ist CNP ein regulatorisches Peptid im Knochen. Die Uber-

expression von CNP und Mutationen der Kinase-Homologie Doméne des Peptids fiihren zu
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einem starken Skelettwachstum (Hannema et al. 2013; Kuhn 2016). Andere klinische Studien
zeigten, dass der CNP-Spiegel im Plasma mit dem Alter oder bei der Hypertonie, Herzhyper-
trophie und Herzinsuffizienz ansteigt (Sangaralingham et al. 2015). Auf der zelluldren Ebene
wird CNP hauptsdchlich im Endothel und in niedrigeren Mengen auch in aktivierten Fib-
roblasten, Makrophagen und Leukozyten exprimiert (Cabiati et al. 2013). Im Herzen wird die
GC-B, die durch CNP aktiviert wird, in Fibroblasten und Kardiomyozyten exprimiert, was die
parakrine Rolle von CNP unterstiitzt (Kuhn 2016). Dabei sind die kardialen auto/parakrinen
und anti-fibrotischen Effekte, Signalwege und krankheitsabhéngigen Verdnderungen des en-
dogenen CNPs und seines Rezeptors weitgehend unbekannt.

Die Wirksamkeit der natriuretischen Peptide bei der Herzinsuffizienz ist trotz stark er-
hohter Konzentration allerdings durch Desensibilisierung des NPR-A Rezeptors, durch ihre
verstirkte Internalisierung iiber den NPR-C Rezeptor und auch durch Phosphodiesterasen
deutlich eingeschrankt. Es besteht wihrend der Herzinsuffizienz somit eine Resistenz gegen-
iiber den natriuretischen Peptiden. Therapeutisch versucht man seit Jahren mit Hilfe des Me-
dikaments LCZ696, einer Kombination aus Angiotensin Rezeptor und Neprilysin-Inhibierung
(eine Peptidase, welche natriuretische Peptide abbaut), die Wirkung der natriuretischen Pepti-
de zu verstirken, eine Strategie, die zu einer Senkung der Mortalitidt und Morbiditit von Pati-

enten mit chronischer Herzinsuffizienz fithrt (McMurray et al. 2014).

1.1.5 Fibroblasten und Fibrose

Kardiale Fibroblasten stellen zahlmiaBig eine der grofiten Zellpopulation im Myokard dar
(Banerjee et al. 2007). Sie tragen zu den strukturellen, biochemischen und mechanischen Ver-
dnderungen des Myokards bei und sind fiir das pathologische Remodeling und die Fibrose
mitverantwortlich (Camelliti et al. 2005; Porter and Turner 2009). Aufgrund dessen beinhaltet
das kardiale Remodeling nicht nur Verdnderungen der Kardiomyozyten, sondern auch die
Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und eine libermifBige Kollagenansamm-
lung, die zu einer Beeintrachtigung der Herzfunktion beitragen (Moore-Morris et al. 2014;
Dostal et al. 2015). Kardiale Fibroblasten entstehen wihrend der embryonalen Entwicklung
sowohl aus dem Epikard als auch aus dem Endokard (Moore-Morris et al. 2014; Ali et al.

2014) und sind Zellen mesenchymaler Herkunft, die sich durch ihre Féahigkeit auszeichnen,

12
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strukturelle Proteine wie Kollagen (Typ I und Typ III), Proteoglykane, Fibronektin, und Gly-
koproteine zu produzieren, die die extrazellulire Matrix umfassen (Bowers et al. 2010). Auf-
grund dessen spielen kardiale Fibroblasten eine entscheidende Rolle bei der Synthese der ext-
razelluldren Matrix (ECM), die sich netzartig durch das Myokardgewebe zieht (Fan et al.
2012). Dariiber hinaus kommunizieren Fibroblasten mit Kardiomyozyten mittels Freisetzung
spezifischer Wachstumsfaktoren (Kakkar and Lee 2010).

Im gesunden Herzen eines Erwachsenen befinden sich Fibroblasten hauptsiachlich im
Ruhezustand. Tritt eine Schidigung des Myokards auf, gehen die Fibroblasten in einen akti-
ven Phénotyp iiber. Die Aktivierung fiihrt zu einer dramatischen Zunahme der Fibroblasten-
proliferation und Fibroblastenmigration, der Sekretion verschiedener pro-inflammatorischer
Zytokine (IL-1p, IL-6 und TNF-a) und pro-fibrotischer Zytokine (Transforming growth fac-
tor-beta, TGF-B) und Wachstumsfaktoren, der Differenzierung zu Myofibroblasten sowie der
Sekretion extrazelluldrer Matrixproteine (Abbildung 5) (Segura et al. 2014; Travers et al.
2016). Als Antwort darauf kommt es zur extensiven Kollagensynthese und Degradation der
extrazelluliren Matrix durch Matrix-Metalloproteasen (MMPs) (Brown et al. 2005; Souders
et al. 2009). Diese Effekte fithren zur fortschreitenden Fibrose und somit zur verminderten

Kontraktilitit des Muskelgewebes und zur eingeschrénkten Herzfunktion.

13



Einleitung

) o S p y o

: ‘ x Matrix-Degradierung
Proliferation, / durch MMPs
Migration

ECM-Ablagerung,
Kollagensynthese

Inflammatorische
Zellen

Fibrotisches Areal

Abbildung 5 Aktivierung kardialer Fibroblasten.

Kardiale Fibroblasten werden durch pathologische Reize aktiviert und zu Myofibroblasten differenziert. Die
Myofibroblasten exprimieren verschiedene pro-inflammatorische und pro-fibrotische Faktoren, die direkt die
Proliferation und Migration begiinstigen, sezernieren erhhte Menge an Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und
anderen extrazelluldren Matrix (ECM) -abbauenden Enzymen, die die Migration von Fibroblasten erleichtern,
und tragen zur Ablagerung von Kollagen und anderen ECM-Proteinen bei, die anschlieBend zur Narbenbildung
fiihren. (verdndert nach Travers et al. 2016)

Die libermiBige Ausschiittung von TGF-B spielt eine Schliisselrolle bei der Bildung
der Fibrose. In der normalen Wundheilung wird TGF- voriibergehend verstarkt ausgeschiit-
tet, um die Reparatur eines Gewebeschadens anzuregen. Die andauernde Aktivierung von
Erneuerungsprozessen verursacht jedoch eine Schidigung des Myokards (Weber et al. 2013;
Rainer et al. 2014). Die Bindung von TGF-B-Liganden an deren Rezeptoren (Typ I und II)
aktiviert eine Reihe von Signalwegen, insbesondere den Smad-Signalweg. Demzufolge wer-
den Smad-abhingige Kaskaden durch die Bildung von Smad-Komplexen aktiviert und durch
deren Kerntranslokation die Transkriptionsaktivierung beeinflusst (Shi and Massagué 2003).
Dariiber hinaus kann TGF-B1 auch iiber die Aktivierung von Mitgliedern der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Familie wirken und die extrazelluldre signalregulierte
Kinase (ERK) und die p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) aktivieren (Derynck
and Zhang 2003; Biernacka et al. 2011).
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Die Fibrosierung kann jedoch durch anti-fibrotische Effekte unterdriickt werden. Die Aktivie-
rung von NPR-A-Rezeptoren durch ANP fiihrt zu einer Erhohung von cGMP und aktiviert die
cGMP-abhingige Proteinkinase G (PKG), die eine Smad-Komplexbildung verhindert und
unterbricht somit deren Kerntranslokation (Buxton and Duan 2008; Li et al. 2008a). Zusétz-
lich flihrt die verstirkte Aktivierung des cGMP/cGKI-Signalwegs in renalen Fibroblasten zu
einer Verringerung der Myofibroblastenanzahl und somit zur Antagonisierung von TGF-B1
und der Kollagenproduktion und somit zu Reduzierung der Fibrose (Masuyama et al. 2009;
Sandner and Stasch 2017). Dariiber hinaus wird die Differenzierung von Fibroblasten zu My-
ofibroblasten durch Aktivierung von TRPC-6 initiiert (Davis et al. 2012), die ebenfalls durch
die Aktivierung der cGMP abhingigen Proteinkinase 1 (¢cGKI) inhibiert werden kann.

Die Fibroblastenaktivierung kann auch durch einen erhéhten cAMP-Level inhibiert
werden (Liu et al. 2006). Im Zusammenhang mit den natriuretischen Peptiden kénnen ANP
und BNP durch Aktivierung von cGKI auch anti-fibrotisch wirken (Kapoun et al. 2004; Li et
al. 2008b; Eisner et al. 2013). Experimentelle Studien zeigen, dass synthetisches CNP die
Proliferation von Fibroblasten und die Transformation zu Myofibroblasten hemmt und

dadurch bei kardialen Erkrankungen protektiv wirkt (Li ef al. 2015; Kuhn 2016).

1.1.6 Kardiale Kontraktilitat und Calciumhomoostase

Die Kontraktilitit beschreibt die Féhigkeit des Herzens, sich zusammen zu ziehen (Systole),
um das Blut mit der nétigen Kraft in die peripheren Organe zu pumpen und sich danach wie-
der zu entspannen (Diastole). Diese Kreislaufpumpaktivitit erfordert rhythmisch-cytosolische
Calcium-Oszillationen in einzelnen Herzmuskeln, was die Wechselwirkungen zwischen Myo-
filamenten und Kontraktion der Zellen direkt fordert (Bers 2008). Die kardiale Kontraktilitat
wird iiberwiegend durch Anderungen der intrazelluldren Calciumkonzentration reguliert. Ein
Grofteil des fiir die Kontraktion bendtigten Calciums stammt aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) und wird durch den sog. Calcium-induzierten Calciumfreisetzungsprozess
reguliert. Die genaue Kontrolle des intrazelluldren Calciumzyklus hingt von den Interaktio-
nen zwischen den verschiedenen beteiligten Kanélen und Pumpen ab (Eisner et al. 2017).
Calcium-Ionen (Ca*") gehdren zu den wichtigsten Ionen, die am Erhalt der Herzfunk-

tion beteiligt sind und nehmen bei der elektromechanischen Kopplung eine Schliisselposition
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ein (Bers 2002a). Sie sind das Bindeglied zwischen dem elektrischen Prozess des Aktionspo-
tentials (AP), das an der Plasmamembran einer Muskelzelle (Sarkolemma) generiert wird und
dem mechanischen Prozess der Muskelkontraktion an den Aktin-Myosinfilamenten im Inne-
ren der Zelle. Unter normalen Bedingungen ist die [Ca®"]-Konzentration in der Systole hoch
(1 uM) und in der Diastole ca. 10-fach gesenkt (100 nM) (Bers 2002a). Wihrend der Systole
filhrt ein Aktionspotential, ausgeldst durch den hohen Einstrom von Natrium-lonen, zur
Membrandepolarisation in Herzmuskelzellen, was die Offnung des L-Typ-Calciumkanals
(LTCC) auslost. Dadurch kann eine geringe Menge des extrazellularen Calciums in das Cyto-
sol gelangen (Bers 2002a; Bers 2008; Eisner et al. 2017). Dies fiihrt wiederum zu einer mas-
siven Calciumfreisetzung aus dem SR in das Cytosol durch die Ryanodin-Rezeptorkanile
(RyR) (Calcium-induzierter Calciumfreisetzungsprozess). Das freigesetzte Calcium bindet
Troponin C an den Myofilamenten und leitet die Muskelkontraktion ein (Yano et al. 2005;
Gorski et al. 2015).

Die Entspannungsphase (Diastole) wird durch Zuriickpumpen von etwa 70 % des cy-
tosolischen Calciums in das SR iiber die Sarkoplasmatische/Endoplasmatische Retikulum
Ca’" - ATPase (SERCA2a) eingeleitet. Etwa 30 % werden auBlerhalb der Zelle durch die
Plasmamembran transportiert, hauptsichlich durch den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX)
und die Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCA). Diese Abnahme des intrazelluldren Cal-
ciums fithrt zur Dissoziation des Calciums an Troponin C und zur Muskelentspannung
(Abbildung 6) (Bers 2002b; MacLennan and Kranias 2003; Yano et al. 2005;
Gorski et al. 2015).
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Sarkomer

Abbildung 6 Elektromechanische Kopplung und Kontraktion in Kardiomyozyten.

Wihrend der Systole (rote Pfeile) als Reaktion auf die Depolarisierung dringt Calcium durch Calcium-L-Typ-
Kanile (LTCC) in das Cytosol ein (1) und stimuliert die Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Reti-
kulum (SR) durch Ryanodin-Rezeptor-Kanéle (RyR2) in das Cytosol (2). Die hohe cytosolische Calciumkon-
zentration fiithrt zur Bindung von Calcium an Troponin C (TN-C) und zum Beginn der Muskelkontraktion (3).
Die schnelle Entfernung von cytosolischem Calcium wéhrend der Diastole wird hauptséchlich durch SERCA2a
gesteuert, die das Calcium in das SR zuriickpumpt (4). Etwas Calcium verldsst die Zelle durch kombinierte Ak-
tivitdt der Plasmamembran - Calcium - ATPase (PMCA) und des Natrium/Calcium - Austauschers (NCX) (5).
Diese Abnahme des intrazelluldren Calciums fiihrt zur Dissoziation des Calciums von TN-C und letztendlich zur
Muskelentspannung (verdndert nach Gorski et al., 2015).

Dariiber hinaus wird die kontraktile Herzfunktion durch die positive inotrope Wirkung
des Sympathikus reguliert. Bei Bedarf kann das Herz innerhalb von Sekunden auf Stress rea-
gieren und den Blutfluss zu peripherem Gewebe erhohen (MacLennan and Kranias 2003). Die
Herzschlagrate und die Kontraktionsfahigkeit im Ruhezustand werden dabei nach der Freiset-
zung von Adrenalin in das Blut deutlich erhoht (Kass ef al. 1998). Adrenalin und andere -
Agonisten initiieren einen wichtigen Signaliibertragungsweg im Herzen, indem sie an f-
adrenerge Rezeptoren in der Plasmamembran binden und diese aktivieren (Abbildung 7)
(Sampson and Kass 2010). Das Signal verlduft iiber G-Proteine, um die Bildung von zykli-

schem Adenosinmonophosphat (cAMP) durch Adenylatcyclase zu stimulieren (Levitzki
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1988). Eine Erhohung der cAMP-Konzentration aktiviert die cAMP-abhéngige Proteinkina-
se A (PKA), die dann u.a. das LTCC (zur Erh6hung des Calciumeinstroms) sowie das SER-
CA2a-inhibitorische Protein Phospholamban (PLB) phosphoryliert, was zu einer verminder-
ten PLB-vermittelten Hemmung der SERCA2a-Pumpe fiihrt. Beide Signalwege zusammen
filhren zu einem erhohten SR-Calciumgehalt und daher zu einer erhohten systolischen Calci-
umfreisetzung und zu einer erhdhten Kontraktilitit (Abbildung 7) (MacLennan and Kranias

2003).

B-adrenerger

Rezeptor NCX LTCC PMCA

Adenylatcyclase

B-ad:energér
Rezeptor-Kinase

Abbildung 7 Interaktionen zwischen zwei Signalwegen wihrend kardialer Kontraktilitit.

Das Herz ist ein Beispiel dafiir, wie zwei Signalwege daran beteiligt sind, die kardiale Kontraktilitdt physiolo-
gisch zu steuern. Zwei intrazelluldren sekundidren Botenstoffe sind daran beteiligt: das zyklische Adenosinmo-
nophosphat (cAMP) (blaue Pfeile) und das Calcium (rote Pfeile) (verdndert nach MacLennan und Kranias,
2003).

Im normalen Zustand befinden sich Calciumeinstrom und Calciumriickfiihrung im
Gleichgewicht. Bei einem pathologischen Stress (Hypertrophie, Myokardinfarkt, Herzinsuffi-
zienz) werden Herzleistung und Blutdruck anfangs durch Aktivierung sympathischer Re-

flexreaktionen reguliert, die die Kontraktilitdit der Myozyten erhdhen, um den Blutfluss auf-
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rechtzuerhalten. Langfristig jedoch kann die Calciumhomoostase nicht mehr aufrechterhalten
werden (Zhang et al. 2010).

Bei der Herzinsuffizienz zeichnen sich die Kardiomyozyten durch eine verminderte
Kontraktilitdt aus. Diese Verdnderungen sind zum groften Teil die Folge einer defekten elekt-
romechanischen Kopplung, wodurch eine konstante Calciumkonzentration in den Kardiomy-
ozyten nicht aufrechterhalten werden kann (Yano et al. 2005; Gorski et al. 2015). Diese Be-
eintrdchtigungen hiangen von mehreren Faktoren ab: Anomalien und Anordnung von Calci-
umkanélen (LTCC, RyR und NCX) (Gomez et al. 1997; Barrére-Lemaire et al. 2000; Scriven
et al. 2000), einer erhohten cytosolische Calciumkonzentration in der Diastole und einer Ab-
nahme der Calciumkonzentration im SR (Hobai and O’Rourke 2001). Der verringerte Calci-
umgehalt im SR ist ein wichtiges Merkmal des insuffizienten Myokards, der durch eine ver-
minderte SERCA2a-Aktivitdt bei unverdndertem PLB-Gehalt verursacht wird (Yano et al.
2005). Des Weiteren kommt es zu einer reduzierten Phosphorylierung von PLB durch PKA
bzw. durch die Calmodulin-abhingige Proteinkinase I (CaMKII). Dies filihrt zu einer erhoh-
ten inhibitorischen Wirkung von PLB gegeniiber SERCA2a und ist zum Teil auf eine erhdhte
Aktivitit der Proteinphosphatase 1 (PP1) zuriickzufiihren, die PLB dephosphoryliert. Dariiber
hinaus ist die Expression und Phosphorylierung des Proteinphosphataseinhibitors 1 (I-1), ei-
nes PP-1-spezifischen Inhibitors, verringert.

Eine verminderte Aktivierung der SERCAZ2a bei insuffizientem Myokard bedingt so-
mit eine verlangsamte Relaxation des Herzmuskels, was als ,,diastolische Dysfunktion* be-
zeichnet wird. Eine verminderte diastolische Calciumriickfiihrung in das SR fiihrt aber auch
durch einen geringeren Calciumgehalt des SRs zu einer geringeren systolischen Ausschiittung
von Calcium aus dem SR, und somit zu einer schwécheren systolischen Kontraktilitat. Wéh-
rend der systolische Calciumgehalt im pathologisch hypertrophierten Kardiomyozyten redu-
ziert ist, ist der diastolische Calciumgehalt erh6ht, was neben der gestérten Relaxation auch
zu gehduftem Auftreten von Arrhythmien fiihrt. Dariiber hinaus kann die Calciumabnahme im
SR und die gleichzeitige Zunahme des cytosolischen Calciums in der Diastole durch ein Leck
im RyR-Kanal verstirkt werden, was zu einer reduzierten Kontraktion des Myofilaments
fiihrt.

Die beschriebenen Verdnderungen der kardiomyozytdren Calciumkonzentration wer-
den neben der verminderten SERCA-Aktivitit auch durch eine verdnderte Funktionsweise des
sarkolemmalen Natrium/Calcium Austauschers bedingt. Bei insuffizientem Myokard kann

NCX als Ausgleich zu einer verminderten SERCA-Aktivitdt verstirkt exprimiert werden.
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Dieses wiederum fiihrt zu einer gesteigerten transsarkolemmalen Elimination des Calciums
und infolge dessen zu einem reduzierten SR Calciumgehalt (Yano er al. 2005). AuBlerdem
kann es zu einem verldngerten AP kommen, wodurch sich die Richtung des Calciumtransport
iiber NCX dndern kann und statt Calcium in der Diastole aus der Zelle zu pumpen, pumpt
dieser mehr Calcium in den Kardiomyozyten, woraus eine gleichzeitige Hemmung der SER-
CA-Aktivitét folgt, so dass die Zellen langsamer relaxieren (Birkeland et al. 2005).

Die Funktions- und Regulationsmechanismen des Herzens konnen medikamentds mani-
puliert werden. Soll die Herzfrequenz oder der Blutdruck gesenkt werden, kann bspw. die
Wirkung des Sympathikus an den B-Rezeptoren des Herzens durch sog. Betablocker blockiert
werden (Mudd and Kass 2008). Auch Calciumkanalblocker reduzieren den Calciumeinstrom
iber LTCC und verringern somit die Kontraktilitdt (Stokke er al. 2013). Ist dagegen eine
Steigerung der Pumpkraft (im Rahmen einer Herzinsuffizienz) erwiinscht, kann dies unter
anderem durch Herzglykoside herbeigefiihrt werden. Durch Hemmung der Natrium/Kalium-
ATPase sorgen sie indirekt fiir ein erhohtes intrazelluldres Calciumangebot, wodurch der kon-
traktile Apparat eine grofBere Kontraktionskraft aufbauen kann. Auch iibliche inotrope Wirk-
stoffe wie Noradrenalin und Dobutamin induzieren ebenfalls Inotropie, indem sie die Calci-
umkonzentration im Kardiomyozyten erhdhen (Aronsen et al. 2016). Dariiber hinaus kann die
Anwendung eines Neprilysin-Inhibitors, der an dem Abbau des NPs beteiligt ist, zu einer ver-
besserten Herzfunktion beitragen, wobei der genaue Wirkmechanismus nicht bekannt ist

(McMurray et al. 2014).

1.2 Kardiale Kachexie

Kachexie ist ein komplexes Syndrom, das mit verschiedenen zugrunde liegenden Erkrankun-
gen assoziiert sein kann und allgemein durch Muskelverlust mit oder ohne Fettmasseverlust
gekennzeichnet ist (Evans et al. 2008). Wéhrend bei der Untererndhrung (Anorexie) der Ge-
wichtsverlust durch erhohte Nahrungsaufnahme reversibel ist, ist die alleinige Erndhrung bei
der kardialen Kachexie keine zielfiihrende Therapie (Anker and Morley 2015). Bei Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz ist der relativ hdufig auftretende chronische Gewichtsverlust
als komplexes Syndrom der kardialen Kachexie bekannt. Stefan Anker hat im Jahr 1997 Pati-

enten mit chronischer Herzinsuffizienz prospektiv identifiziert und ihr Uberleben im Ver-
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gleich zu nicht kachektischen Patienten mit Herzinsuffizienz unter Beriicksichtigung bekann-
ter Risikofaktoren analysiert und konnte dabei zeigen, dass der kachektische Zustand ein star-
ker unabhéngiger Risikofaktor fiir die Sterblichkeit bei Patienten mit einer chronischen Herz-
insuffizienz ist (Anker et al. 1997). Kardiale Kachexie ist generell als Folgeerscheinung der
chronischen Herzinsuffizienz ein multifaktorielles Syndrom und ist assoziiert mit hormonalen
Verdnderungen, gestorter Homdostase des katabolen und anabolen Stoffwechsels
(Anker et al. 2004) und aktiven Inflammationsprozessen, gefolgt von einem enormen Verlust
von Fett-, Kérper- und Muskelmasse (Skelettmuskelatrophie) bis zu einer geringeren Kno-
chendichte (Strassburg et al. 2005; Loncar et al. 2013; Fulster et al. 2013; Valentova et al.
2013; von Haehling 2015). Diese schwerwiegenden Komplikationen der Kachexie konnen
aullerdem bei vielen chronischen Erkrankungen im fortgeschrittenen Stadium auftreten wie
bei Krebs, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung, chronischer Nierenerkrankung, Immun-
schwéche-Syndrom, Infektionen oder auch bei Blutvergiftung (Evans et al. 2008; von
Haehling et al. 2017).

Bis heute ist es schwierig eine allgemeine Definition der kardialen Kachexie zu nen-
nen. Eine sehr niitzliche Definition fiir die klinische Praxis wird von der Arbeitsgruppe von
Stephan Anker vorgeschlagen. Die Schliisselkomponente neben einem niedrigen Body-Mass-
Index (BMI) von weniger als 20 kg/m? ist ein Verlust des 6demfreien Korpergewichts von
mindestens 5 % wihrend der letzten 12 Monate. Der Zeitrahmen kann jedoch je nach Erkran-
kung variieren (Evans et al. 2008). Die Pravalenz der Patienten mit kardialer Kachexie betragt
ca. 15 bis 20 % pro Jahr. Dariiber hinaus zeichnet sich die kardiale Kachexie durch eine hohe
Mortalitdt von 20 bis 40 % pro Jahr aus. Daraus lésst sich abschédtzen, dass jéhrlich 1,5-2 Mil-
lionen Todesfille bei Patienten mit Kachexie auftreten (von Haehling et al. 2016). Therapeu-
tische Interventionen, welche die kardiale Kachexie vermindern, konnen bei Patienten auch
zur einer Verbesserung der Herzfunktion fithren (Nagaya et al. 2004; von Haehling et al.
2017). Angesichts der hohen Pravalenz und noch hoheren Mortalitdt im Zusammenhang mit
der kardialen Kachexie sind Fortschritte fiir Patienten weltweit dringend erforderlich.

Da eine verminderte Skelettmuskelmasse ein wichtiger Bestandteil der kardialen Kach-
exie ist und auch schon alleine mit einer verschlechterten Herzfunktion einhergeht, kann der
atrophierte Skelettmuskel in dieser Situation zum Fortschreiten der Herzinsuffizienz kausal
beitragen (Fulster et al. 2013). Der sog. Muskelhypothese zur Folge fiihrt die Muskelatrophie
liber afferente neuronale Signale aus dem Muskel zu einem gesteigerten Sympathikotonus,

wodurch die atrophierte Muskulatur selbst zur Verschlechterung der Herzinsuffizienz beitrégt
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(Strassburg et al. 2005; Piepoli et al. 2006). Neben den durch Nervenfasern vermittelten Sig-
nalen der erkrankten Skelettmuskulatur konnen auch endokrine Signale aus der Skelettmusku-
latur die Erkrankung ungiinstig beeinflussen. So konnte in diesem Sinne bereits demonstriert
werden, dass inflammatorische Zytokine wie TNFa und Interleukin 18 im Muskel Quadrizeps
von Ratten mit einer Herzinsuffizienz verstirkt exprimiert werden (Schulze et al. 2003), wo-
bei TNFa bei herzinsuffizienten Patienten vermehrt im Plasma zu finden ist und zu ungiinsti-
gem myokardialen Remodeling fiihrt (Levine et al. 1990). Neben der vermehrten Ausschiit-
tung krankheitsfordernder Proteine aus der Skelettmuskulatur, konnte auch eine verminderte
Ausschiittung protektiver Proteine aus den Skelettmuskeln sich ungiinstig auf den Krank-
heitsverlauf der Herzinsuffizienz auswirken. So wird postuliert, dass die Skelettmuskulatur
prinzipiell eine wichtige Quelle solcher systemisch protektiv wirkender endokriner Proteine
(Myokine) ist (Walsh 2009; Pedersen 2011). In diesem Sinne konnte gezeigt werden, dass das
protektive IGF-1 im Skelettmuskel herzinsuffizienter Ratten herunterreguliert wird
(Schulze et al. 2003). In Bezug auf den Zusammenhang von Herz und Muskel bei einer Herz-
insuffizienz wurde nachgewiesen, dass das Myokard bei pathologischer Belastung vermehrt
Myostatin in den Blutstrom abgibt und dass dieses kardiale Myostatin im Skelettmuskel eine
Atrophie induziert (Heineke et al. 2010; Breitbart et al. 2011). Auf welche Weise jedoch der
atrophierte Skelettmuskel durch endokrin agierende sezernierte Myokine negativ auf das Herz
einwirkt und so moglicherweise im Rahmen der kardialen Kachexie eine Herzinsuffizienz

verschlimmert, bleibt weiterhin unklar.

1.3 Musclin

Der Skelettmuskel als ein endokrines Organ besitzt die Fahigkeit, Proteine (sog. Myokine) zu
exprimieren und diese in die Blutbahn zu sezernieren. Diese liben dann spezifische parakrine
Wirkungen im Muskel und endokrine Wirkungen auf andere Organe aus (Henningsen et al.
2010; Pedersen 2011).

Musclin, auch Osteocrin genannt, wird durch das Gen Osteocrin (Ostn) kodiert.
Musclin ist ein 130 Aminosdure grof3es sezerniertes Protein, wobei die ersten 30 Aminosaduren
das Signalpeptid darstellen (Thomas et al. 2003; Nishizawa et al. 2004). Das kleine Peptid

enthélt bei den Aminosduren 76-79 eine KKKR-Sequenz und bei den Aminoséduren 110-112
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eine KKR Serinprotease-Spaltungsstelle und zwei konservierte Regionen (HRs), bei den
Aminoséduren 84-98 (HR1) und bei den Aminosduren 113-128 (HR2), die eine starke Homo-
logie zu den natriuretischen Peptiden (ANP, BNP, CNP) aufweisen (Abbildung 1 A) (Thomas
et al. 2003; Moftatt et al. 2007). Darliber hinaus zeigt die kodierende Musclin-Sequenz
(NM_198112.2) der Maus bis zu 95% Homologie mit der humanen Musclin-Sequenz
(NM_198184.2). Durch fehlende Cysteinreste kann Musclin aber im Gegensatz zu den natri-
uretischen Peptiden nicht an die Rezeptoren NPR-A und NPR-B binden, sondern bindet mit
hoher Affinitdt durch homologe Regionen an deren Clearance-Rezeptor NPR-C (Moffatt and
Thomas 2009; Kita et al. 2009).

A
K K K R (76-79) KK R (110-112)
1 30 f 130
N | e
SS HR1 HR2
HR1 (87-95) FGSPLDRLS
HR2 (116-124) FGIPMDRIG
ANP SLRRSSC FGGRMDRIG AQSGLGCNSFRY
BNP SPKMVQGSGC FGRKMDRIS SSSGLGCKVLRRH
CNP GLSKGC FGLKLDRIGS MSGLGC
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Chondrozyten

Skelettmuskel

- DO0stn (OCNP WANP YNPR-C §GC-A E??GC-B
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Abbildung 8 Schematische Darstellung des sezernierten Musclin (Ostn) mit Homologie zu den natriureti-
schen Peptiden.

(A) 130 Aminosduren groBes Musclin-Peptid enthélt ein Signalpeptid am N-Terminus und zwei konservierte
homologe Regionen (HR1 und HR2 in griin) zu den natriuretischen Peptiden (ANP, BNP, CNP) an C-Terminus.
Musclin wird an zwei Stellen durch Serinproteasen gespalten (KKKR- und KKR-Spaltungsstelle in rot).
(B) Musclin wird in Osteoblasten und Chondrozyten exprimiert und beeinflusst das Konochenwachstum.
Musclin wird auch in der Skelettmuskulatur exprimiert und bindet an den natriuretischen Clearance-Rezeptor
(NPR-C). Die Wirkung von zirkuliertem Musclin auf weitere Organe, besonders auf das Herz, wurde bis heute
nicht untersucht (verandert nach Moffatt und Thomas, 2009).

NPR-C ist vorwiegend fiir den Abbau von ANP, BNP und CNP verantwortlich. Eine
Bindung des NPR-C durch Musclin fiihrt so zu erhéhtem ANP Plasmaspiegel, wiahrend im
Gegenzug systemische Musclin knock-out Méuse in der Tendenz geringere ANP-
Konzentration im Plasma aufweisen (Moffatt et al. 2007; Kita et al. 2009; Subbotina et al.
2015; Miyazaki et al. 2018). Dies fiihrt zu einer gesteigerten Signaltransduktion {iber den
NPR-A Rezeptor und somit zu erhéhtem cGMP-Spiegel im Skelettmuskelgewebe. Dariiber
hinaus blockiert Musclin durch Bindung an NPR-C den Abbau von CNP und erhdht somit
den CNP-Level und stimuliert dadurch die Proliferation und Differenzierung von Chondrozy-
ten sog. Knorpelzellen und fordert das Knochenwachstum (Abbildung 8 B) (Thomas et al.
2003; Moffatt and Thomas 2009; Kanai et al. 2017).

Musclin wird vor allem in der Skelettmuskulatur und in deutlich geringeren Mengen
im Knochen (Thomas et al. 2003; Bord et al. 2005) und im Gehirn (Ataman et al. 2016) ex-
primiert. Es wird durch Insulin sowie durch die Akt/Proteinkinase B hochreguliert und durch
FOXO-Transkriptionsfaktoren herabreguliert (Yasui et al. 2007). Es konnte demonstriert
werden, dass korperliches Training die Musclin-Expression erhoht, wihrend sie beispielswei-

se in insulinresistenten Tieren herabreguliert ist (Nishizawa et al. 2004; Subbotina et al.
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2015). Konstitutive, systemische Musclin knock-out Mause weisen eine reduzierte korperliche
Trainingskapazitdt auf, welche mit reduzierten Level von cGMP und PGCla im Skelettmus-
kel einhergeht, was eine geringere Anzahl von Mitochondrien nach sich zieht (Subbotina et
al. 2015). Im klaren Gegensatz zur Maus, wird Musclin im Zebrafisch in Kardiomyozyten
produziert und kann von dort die Knochenentwicklung iiber eine Verstirkung von CNP-
Effekten steuern. Hierbei wurde neben der Verstirkung der CNP-Wirkung iiber den NPR-B
Rezeptor auch die Existenz eines unabhingigen Musclin-Rezeptors diskutiert
(Chiba et al. 2017). Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass Musclin die Effekte der
natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP verstérken kann.

In Bezug auf eine Wirkung von Musclin im Myokard bei pathologischer kardialer Be-
lastung und bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz ist bisher nicht viel bekannt. Die ersten
experimentellen Studien in Ratten haben gezeigt, dass Musclin eine Vasokonstriktion in der
Aorta induziert und an der Blutdruckregulierung beteiligt ist (Li et al. 2013; Lin et al. 2014).
Einen ersten Hinweis auf die mogliche Funktion von Musclin im Herzen wurde erst vor Kur-
zem durch eine japanische Forschungsgruppe beschrieben. Diese Studien zeigen, dass
Musclin die Herzfunktion nach Myokardinfarkt durch Hemmung des Clearance NPR-C Re-
zeptors verbessern kann. Durch eine Uberexpression von Musclin in transgenem Mausmodell
konnte eine erhdhte ANP- und CNP-Konzentration in Plasma nachgewiesen werden
(Miyazaki et al. 2018).

Aufgrund der besonderen Interaktion von Musclin mit dem Clearance NPR-C Rezeptor
und dem daraus resultierenden gehemmten Abbau der natriuretischen Peptide wird in der vor-
liegenden Arbeit postuliert, dass Musclin bei einer chronischen Herzinsuffizienz das patholo-

gische Remodeling hemmen und damit die Herzfunktion verbessern kann.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Ein Teil der Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz entwickelt eine Skelettmuskel-
schwiche und im fortgeschrittenem Stadium der Erkrankung eine kardiale Kachexie, welche
mit einer sehr schlechten Prognose einhergeht. Das Verstindnis der molekularen Mechanis-
men sowie die Suche nach neuen spezifischen Proteinen wihrend der Entwicklung der kardia-
len Kachexie sind daher fiir den Einsatz neuer Therapien von grofer Bedeutung. Das konkrete
Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von sezerniertem Musclin aus dem Skelettmus-
kel wahrend der Ausbildung einer Herzinsuffizienz in Mausen molekularbiologisch und histo-

logisch zu untersuchen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.2 Gerite

Tabelle 1 Gerite

Gerit Typ Firma

Agarosegel Imager InGenius 3 Syngene, England
Agarosegelkammern Eigenbau Medizintechnik, MHH

Autoklav Systec VX-150 Omnilab, Deutschland
Blutdruckmessgerét BP-2000 Visitech Systems, USA
CO,-Inkubator Zellkultur CB 220 Binder, Deutschland

Cryostat CM1900 Leica, Deutschland

Eismaschine ZBE 30-10 Ziegra Eismaschinen, Deutschland

Elektrophorese-Kammer SDS-Page
Elektrophorese-Kammer Western Blot
Fluoreszenz-Mikroskop
Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
Haarschneidemaschine

Heizblock

Homogenisierer

Inkubator Bakterien

Inkubator Bakterienschiittler
IonOptix

Isofluranvapor

Katheter

Kiihlschrank 4 °C
Langendorft-Anlage

Mausrespirator

Mikroskop Software
Mikrowelle
Mikrozentrifuge
Mikrozentrifuge
Multi-Plate Reader

Mini-PROTEAN
Mini Trans-Blot
Axio Observer.Z1

Premium NoFrost

VIP Freezer MDF-U73-V

Wella Contura

Thermomixer Compact

PowerGen 125
MIR-153
CERTOMAT BS-1

Dréger Vapor 19.3
Modell SPR-839

Premium BioFresh

MiniVent Type 845

AxioVision 4.8
MW 13141E
HeraeusPico 17
MiniStar

Synergy HT

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Zeiss, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Sanyo, England

Wella, Deutschland
Eppendorf, USA

Fisher Scientific, England
Sanyo, England
Sartorius,Deutschland
IonOptix, USA
Drigerwerk AG, Deutschland
Millar Instruments, USA
Liebherr, Deutschland
Fohr Medical Instruments GmbH,
Deutschland

Hugo Sachs Elektronik,
Deutschland

Zeiss, Deutschland

Amica International GmbH
Thermo Scientific, USA
VWR, USA

BioTek Instruments, USA
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Gerit Typ Firma

PCR Cycler peqSTAR 2X peqlab, Deutschland
pH-Meter 766 Calimatic Knick, Deutschland

Pipetten 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl  Gilson, Frankreich
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Deutschland
Power Supply EV231 peqlab, Deutschland

Real Time-PCR Maschine Mx3005P Agilent Technologies, USA
Sicherheitswerkbank S1 Herasafe KS12 Thermo Scientific, USA
Sicherheitswerkbank S2 Herasafe KSP12 Thermo Scientific, USA
Sonifizierer OmniRuptor 250 Omni International Inc., USA
Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 Thermo Scientific, USA
Stereomikroskop Stemi 2000-C Zeiss, Deutschland
Stickstofftank CBS-V-5000AB Ewald Innovationstechnik GmbH,

Transfer System

Trans-Blot® Turbo™

Deutschland

Bio Rad, USA

VisualSonics, Kanada
BeckmanCoulter, USA
peqlab, Deutschland

Acculab GmbH, Deutschland
Sartorius,Deutschland

GFL, Deutschland

GE Healthcare, England
Biometra, Deutschland

Sigma Laborzentrifugen GmbH,

Thermo Scientific, USA

Ultraschalldiagnostik-System (Echo) Vevo 3100
Ultrazentrifuge Avanti J-26 XP
Vortexer peqTWIST

Waage (fein) Atilon

Waage (grob) CP3202S

Wasserbad 1083

Western Blot-Imager ImageQuant LAS4000
Wipptisch WTI16

Zentrifuge 3-16K

Deutschland

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+
3.1.2.1 Verwendete Softwares

Tabelle 2 Softwares

Software Anwendung
AdobePhotoshop CS6 Grafik

GENtle (Klonierung) Klonierung
GraphPad Prism 8 Statistik
LabChart 7 Katheter

Lavan Tierzucht
pDRAW32 Klonierung
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Software Anwendung

Primer3Plus Primerdesign

ApEA Plasmideditor Klonierung

MxPro ET Real-Time QPCR

ImageJ 1.49 Mikroskopbilder, Zellanalyse
GATCViewer 1.0 Sequenzierung

IonOptix Wizard 6.6 Kontraktilitat

AxioVision Rel. 4.8 Mikroskopbilder

BP-2000 Blood Pressure Analysis System™ Blutdruckmessung

Vevo LAB Echokardiographie

3.1.2 Vebrauchsmaterialien und Chemikalien

Tabelle 3 Materialien

Material Firma
Cryotubes Sarstedt, Deutschland
Eppendorfgefilie Sarstedt, Deutschland

Faden Ethibond griin RB2 + RB2 5/0
Faden Ethilon, schwarz monofil BV1 7-0
Falcon tubes

Filterpapier lmm und 1,5 mm

Glaswaren

Handschuhe

Histoacryl-Gewebekleber
Immobilon-PSQ Membran PVDF 0,2 um
Immobilon-PSQ Membran PVDF 0,45 pm
Kaniilen

Objekttrager und Deckgliser

Optical tubes Real-Time PCR

Parafilm

Pipettenspitzen

Primer

Rohrchen Bakterienkultur
Sequenzierreaktionen

Serologische Pipetten

Skalpell

ETHICON, Deutschland

ETHICON, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
DURAN Group GmbH, Deutschland
Hartmann, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Merck Millipore, Deutschland

Merck Millipore, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Thermo Scientific, USA

Agilent Technologies, USA

Bemis, USA

Sarstedt, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
GATC, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
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Material

Firma

Spritzen

Zellkulturschalen und -flaschen

Tabelle 4 Chemikalien

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Sarstedt, Deutschland &Thermo Scientific, USA

Chemikalie Artikel-Nr. Firma

16 % Formaldehydldsung 28908 Thermo Scientific, USA
2-Mercaptoethanol 4227.3 Roth, Deutschland
2-Methylbutan 3927.1 Roth, Deutschland
2-Propanol (Isopropanol) 9866.5 Roth, Deutschland
2-Propanon (Aceton) CP40.3 Roth, Deutschland
Acrylamid/Rotiphorese 30 3029.1 Roth, Deutschland

Agar Agar 5210.2 Roth, Deutschland
Agarose BIO-41025 Bioline, Deutschland
Ammoniumperoxysulfat 9592.3 Roth, Deutschland
Ampicilin K029.1 Roth, Deutschland
BDM B0753 Sigma-Aldrich
Blebbistatin 13013 Cayman Chemicals / biomol, USA
Borsdure 6943.1 Roth, Deutschland
Bovine Calf Serum SH30073.03 Hyclone

Bovine Serum Albumin P06-1391100 Pan-Biotech, Deutschland
Bromphenolblau 15090-046 Thermo Scientific, USA
Calciumchlorid CaCl, C3881 Sigma Aldrich

CHAPS 1479.3 Roth, Deutschland
CoomassieBrilliant Blue G250 17524 Serva, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat S0876 Sigma Aldrich
Na,HPO,

Direct Red 80 (Sirius-Rot) 365548 Sigma Aldrich, USA
DMSO A994.1 Roth, Deutschland
Doxycycline hyclate D9891-25G Sigma Aldrich, USA
DTT 15508-013 Thermo Scientific, USA
EDTA 8040.3 Roth, Deutschland
Ethanol K928.4 Roth, Deutschland
Fura-2 AM F1201 Thermo Fisher, USA
Glucose HNO06.1 Roth, Deutschland
Glycerol 7530.1 Roth, Deutschland
Glycin 3790.2 Roth, Deutschland
H,0, CP26.1 Roth, Deutschland
Harnstoff 3941.3 Roth, Deutschland
Hefeextrakt 24540 Serva, Deutschland
HEPES 9105.4 Roth, Deutschland
Isofluran HDG9632 Baxter, USA

Isolectin B4 FL-1201 Vector Laboratories, USA
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Chemikalie Artikel-Nr. Firma
Isoproterenol/Isoprenalin 16504 Sigma Aldrich, USA
ITS Liquid Media Supplement 13146-5ML Sigma Aldrich, USA
Kaliumdihydrogenphosphat P5379 Sigma Aldrich
(KH,PO,)

Kaliumhydrogencarbonat 60339 Sigma Aldrich
(KHCO:3)

Kanamycinsulfat T832.1 Roth, Deutschland

KCl1 6781.3 Roth, Deutschland
Laminin 354232 BD BioSciences
L-Glutamine 25030-024 Gibco, USA

Liberase DH Blendzyme 5401089001 Roche Applied Sciences
Liberase TH Research 5401151001 Roche Applied Sciences
Lipofectamine 11668-027 Thermo Scientific, USA
Luminata Crescendo Western WBLURO0500 Merck-Millipore, Deutschland
HRP Substrate

Magnesiumsulfat-Monohydrat P027.1 Roth, Deutschland
(MgSO,4H,0)

Methanol 4627.3 Roth, Deutschland
NaCl 9265.2 Roth, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat S5761 Sigma Aldrich, USA
NaHCO;

Natriumhydroxid (NaOH) 9356.1 Roth, Deutschland
Natriumlaurylsulfat (SDS) 2326.3 Roth, Deutschland
Penicillin P3032-1Mu Sigma Aldrich, USA
Penicillin/Streptomycin P06-07100 Pan-Biotech, Deutschland
(Zellkultur)

Pferdeserum S9135 Merck Millipore, Deutschland
Phenol Red P3532 Sigma Aldrich, USA
Pikrinsdure P6744 Sigma Aldrich, USA
Roticlear A538.5 Roth, Deutschland
RotiMount mit DAPI HP20.1 Roth, Deutschland
Salzsdure 4625.1 Roth, Deutschland
Taurine T0625 Sigma Aldrich, USA
TEMED A1148 AppliChem, Deutschland
Trichlormethan/Chloroform 6340.1 Roth, Deutschland
TRIS 0188.4 Roth, Deutschland
Triton® X 100 3051.3 Roth, Deutschland
Trypsin 15090046 Gibco, USA
Trypton/Pepton 8952.3 Roth, Deutschland
Tween® 20 9127.1 Roth, Deutschland
WGA-TRITC-Konjugat L5266 Sigma Aldrich, USA
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Tabelle 5 Inhibitoren

Inhibitor

Artikel-Nr.

Firma

Cilostamid/PDE3-Inhibitor
PKG Ia Inhibitor, Cell-Permeable

BML-PD125-0005
370655

Enzo Life Sciences
Merck

P19, NPR-B Receptor Antagonist 005-40 Phoenix Pharmaceuticals
3.1.3 Kits
Tabelle 6 Kits
Kit Artikel-Nr. Firma
ANP-Fluorescent EIA Kit FEK-005-24 Phoenix Pharmaceuticals, Deutschland
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) 11647229001 Roche, Schweiz
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail 11697498001 Roche, Schweiz
Cyclic AMP ELISA Kit 581001 Cayman Chemical, USA
Cyclic GMP ELISA Kit 581021 Cayman Chemical, USA
GeneletPurificationkit K0701 Thermo Scientific, USA
GeneRuler 100 bp DNA Ladder SM0242 Thermo Scientific, USA
GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase M7805 Promega, Deutschland
Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit  K1652 Thermo Scientific, USA
Maxima SYBR Green qPCRMastermix KO0253 Thermo Scientific, USA
Mouse Osteocrin (OSTN) ELISA kit EKC37526 Biomatik, USA
NucleoBond® Xtra Midi / Maxi 740410100 Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Deutschland
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder SM1163 Thermo Scientific, USA
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 26620 Thermo Scientific, USA
peqGOLDTriFast 30-2020 peqlab, Deutschland
Phosphatase Inhibitor Cocktail Set V 524629 Merck Millipore, Deutschland
Phusion® High-Fidelity PCR Kit E0553 New England Biolabs, USA
Pierce BCA Protein Assay Kit 23227 Thermo Scientific, USA
ProteoExtract® Albumin Removal Kit 122640 Merck Millipore, Deutschland
QIAquick Gel Extraction Kit 28706 Qiagen, Deutschland
Restriktionsenzyme New England Biolabs, USA
T4 DNA Ligase 15224-017 Thermo Scientific, USA
Tissue-Tek® O.C.T™ 4583 Sakura, Niederlande
VECTASHIELD HardSetAntifade Mounting H-1500 Vector Laboratories, USA
Medium mit DAPI
ZR Miniprep classic D4054 Zymo Research, USA
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3.1.4 Losungen und Puffer

3.1.4.1 Zelllinien und Zellkulturmedien

Tabelle 7 Zelllinien

Zellinie Firma
HEK?293 ATTC, England

Tabelle 8 Zellkulturmedien

Medium Artikel-Nr. Firma

DMEM, high glucose P04-03500 Pan-Biotech, Deutschland
MEM 21575-097 Gibco, USA
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium  31985-062 Thermo Scientific, USA

Tabelle 9 Digestion Buffer (Langendorff)

Komponente Menge/300 ml
Perfusion Buffer 1X 285 ml
Liberase™ DH 75 mg
Trypsin 10X 1668 pul

CaCl, 100 mM 37,5 ul

Tabelle 10 10x Perfusion Buffer (Langendorff)

Komponente Konzentration
NaCl 1130 mM
KCI 47 mM
KH,PO, 6 mM
Na,HPO, 6 mM
MgS0O,.7H,0 12 mM
Phenol Red 0,32 mM
NaHCO; 120 mM
KHCO; 100 mM
HEPES 1 M 100 mM
Taurine 300 mM
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Tabelle 11 1x Perfusion Buffer (Langendorff)

Komponente Menge/800 ml
10x Perfusion Buffer 80 ml

Glucose 5,5mM

BDM 0,5 M 16 ml

Tabelle 12 Stop Buffer 1 (Langendorff)

Komponente

Menge/50 ml

Perfusion Buffer 1X

Kélberserum

CaCl, 10 mM

45 ml
Sml
62,5 ul

Tabelle 13 Stop Buffer 2 (LangendorfY)

Komponente Menge/100 ml
Perfusion Buffer 1X 95 ml
Kilberserum Sml

CaCl, 10 mM 208,33 ul

Tabelle 14 Plating Medium (AMCM)

Komponente Menge/120 ml
MEM 109,2 ml
Kélberserum 6 ml

BDM 0,5 M 2,4ml
Penicillin 10X 1,2ml
L-Glutamin 10X 1,2ml

Tabelle 15 Langzeitmedium (AMCM)

Komponente Menge/100 ml
MEM 97,9 ml

BSA 200 mg
HEPES 1 M 1 ml
Penicillin 10X 1 ml
L-Glutamin 10X 1 ml

IST 1000x 100 pl
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Tabelle 16 SADO-MIX Losung (Fibroblasten)

Komponente Volumen Endkonz. (1X)
200 mM HEPES-NaOH (pH 7.6) 50 ml 20 mM

1,3 M NaCl 50 ml 130 mM

300 mM KCl 5ml 3mM

100 mM NaH,PO, S5ml 1 mM

2 M Glucose 1 ml 4 mM

1,5 mM MgSO, 185 mg

dH,O 390 ml

Tabelle 17 Enzymlosung (Fibroblasten)

Komponente Menge/20 ml SADO-MIX
Liberase TH 5 mg/ml

3.1.4.2 SDS-PAGE und Western Blot

Tabelle 18 Sammelgel fiir 1 Gel

Komponente Volumen
dH,0 1,4 ml
Rotiphorese Gel 30 0,33 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 0,25 ml
10 % (w/v) SDS 200 pl

10 % APS 20 ul
TEMED 2 ul

Tabelle 19 Trenngel fiir 1 Gel

Komponente 12 % 15 %
dH,0O 3,3ml 2,3ml
Rotiphorese Gel 30 4,0 ml 5,0 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5ml 2,5ml
10 % (w/v) SDS 100 pul 100 pl
10 % APS 100 pul 100 pl
TEMED 4l 4 ul
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Tabelle 20 Lysis-Puffer

Komponente Volumen
Urea &M
Tris-HCI pH 7,5 30 mM
CHAPS 4% (W/v)
Protease-Inhibitoren 1X
Tabelle 21 5X Ladepuffer
Komponente Volumen
IM Tris (pH 7,0) 4,0 ml
Glycerol 6,4 ml
SDS 1,28 g
2-Mercaptoethanol 3,2ml
Bromphenolblau 16 ul

mit dH,O auf 16 ml auffiillen

Tabelle 22 10X SDS-Page Elektrophorese-Puffer

Komponente Menge/L Endkonz. (10X) Endkonz. (1X)
Tris 303¢g 250 mM 0,25 mM
Glycin 1440 g 1,92 M 192 mM

SDS 10g 1 % (W/v) 0,1 % (w/v)

mit dH,O auf 1 L auffiillen

Tabelle 23 10X Western Blot Transfer-Puffer

Komponente Menge/L Endkonz. (10X) Endkonz. (1X)
Tris 30,3 g 250 mM 0,25 mM
Glycin 1440 g 1,92 M 192 mM
Methanol 200 ml 20 %

mit dH,O auf 1 L auffiillen

Tabelle 24 10X TBS-T Western Blot Wasch-Puffer

Komponente Menge/L Endkonz. (10X) Endkonz. (1X)
Tris 60,5¢g 499 mM 0,25 mM
NaCl 87,6 ¢ 1,5M 192 mM
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Komponente Menge/L Endkonz. (10X) Endkonz. (1X)
Tween20 10 ml 1% 0,1 %

mit dH,O auf 1 L auffiillen; pH 8,0 mit HCI einstellen

3.1.4.3 Bakterienkulturen

Tabelle 25 LB-Medium

Komponente Menge
Trypton/Pepton 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 5g

mit dH,O auf 1 L auffiillen; autoklavieren

Tabelle 26 Agarplatten

Komponente Menge
Trypton/Pepton S5g
Hefeextrakt 25¢g
NaCl 2,5¢g
Agar Agar 75¢g

mit dH,O auf 500 ml auffiillen; autoklavieren, abkiihlen
Add.:
Ampicillin / Kanamycin 100 pg/ml/ 50 pg/ml

3.1.4.4 Genotypisierung

Tabelle 27 Losung A fiir DNA Isolierung

Komponente Volumen Endkonz.
1 M NaOH 1,25 ml 25 mM
H,O 48,75 ml
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Tabelle 28 Losung B fiir DNA Isolierung

Komponente Volumen Endkonz.
1 M Tris pH5 2ml 40 mM
0,5M EDTA 20 ul 0,2 mM
H,O 48 ml
Tabelle 29 TBE Puffer
Komponente Volumen
Tris 242 g
Borséure 120,6 g
0,5M EDTA 80 ml

mit dH,O auf 2 L auffiillen

Tabelle 30 TE Puffer

Komponente Volumen
Tris 10 mM
EDTA I mM
Tris 10 mM
pH 7,4 mit HCI einstellen

3.1.5 Plasmide

Tabelle 31 Vektoren

Plasmid Herkunft Anwendung
pShuttleCMV Agilent Technologies, USA Standard quantitative PCR
pds-MCK-hrluc 0.J. Miiller, Universitit Heidelberg Herstellung AAV6-Musclin

Tabelle 32 cDNA-Klone

Gen Plasmid Spezies Katalog-Nr. NCBI Datenbank-Eintrag

Musclin pCR4-TOPO Maus MM1013-211691361 BC117063.1
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3.1.6 Oligonukleotide

Tabelle 33 Genotypisierungsprimer

Gen Sequenz Produktgrofe
Musclin-fwd ATGCAGTTGTTCTGGGGCTGAATC WT 356 bp
Musclin-reverse CACCAGATCATCAAGACGCAGGAG KO 438 bp
Cre-forward GGCGTTTTCTGAGCATACCT

Cre-reverse CTACACCAGAGACGGAAATCC 230bp
Tabelle 34 Real Time-PCR Primer

Gen Sequenz 5' - 3' Spezies
aMHC-fwd ACTGTGGTGCCTCGTTCC

oaMHC-rev GCCTCTAGGCGTTCCTTCTC Maus
BMHC-fwd AGGCAAGGCAAAGAAAGGCTCATC

BMHC-rev GCGTGGAGCGCAAGTTTGTCATAA Maus
Actal-fwd GCCAGAGTCAGAGCAGCAGAAACTA

Actal-rev CAGAGCCGTTGTCACACACAAGA Maus
ANP-fwd ATTGACAGGATTGGAGCCCAGAGT

ANP-rev TGACACACCACAAGGGCTTAGGAT Maus
BNP-fwd CTCAAGCTGCTTTGGGCACAAGAT

BNP-rev AGCCAGGAGGTCTTCCTACAACAA Maus
CNP-fwd GCTGGTTCCTGACCAAAAAG

CNP-rev CAGATGGCTTGTCCAGATCA Maus
Collagen 1-fwd GACTGGCAACCTCAAGAAGG Maus
Collagen 1-rev GGCCAATGTCTAGTCCGAAT

Collagen 3- fwd ATAAGCCCTGATGGTTCTCG Maus
Collagen 3-rev ATGCATGTTTCCCCAGTTTC

Fibronectin 1-fwd TGACAACTGCCGTAGACCTG

Fibronectin I-rev. = ATCTAGCGGCATGAAGCACT Maus
GAPDH-fwd ACCCAGAAGACTGTGGATGG

GAPDH-rev CACATTGGGGGTAGGAACAC Maus
Musclin-fwd TGGACTGGAGATTGGCAAGT

Musclin-rev CAGATCATCAAGACGCAGGA Maus
NPR-A-fwd AAGAGACGATGGGCAGGATA

NPR-A-rev CCATCCTCCATGGTGAAGTT Maus
NPR-B-fwd ATACCGAGAACCCCCAAATC

NPR-B-rev TCTTCGTCCCTGCATCTTCT Maus
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Gen Sequenz 5' - 3' Spezies
NPR-C-fwd ACACGGAATACTCGCACCTC

NPR-C-rev TGATTCTCCGAATGGTGTCA Maus
Periostin-fwd ACCAGCCAACAAAAGGGTTC

Periostin-rev TGCTTGAAGATTGGCTTCTG Maus
SERCA2a-fwd ACGTGCCTGGTGGAGAAGATGAAT Maus

SERCA2a-rev

ATCTTGCTCATGGATGTCCGGCTT

Tabelle 35 Klonierungsprimer (Restriktionsschnittstellen sind kursiv markiert)

Gen Spezies  Zielvektor Sequenz 5' - 3' Anmerkung
Musclin-fwd ATATATATGGTACCATGCTGGACTGGAGATTGGCA
M TTGGTTGGCTCGAGCTACAGATCTTCTTCA-
aus
pShuttleCMV | GAAATAAGTTTTTGTTCGCCTCTGGAACTG- Musclin-Myc
Musclin-rev
GAGAGC
ATATATATGGATCCATGCTGGACTGGAGATTGGCA
Musclin-fwd
pds-MCK- TTGGTTGGTGTACATCACAGATCTTCTTCA- )
Maus AAV6 Musclin
hrluc GAAATAAGTTTTTGTTCGCCTCTGGAACTG-
Musclin-rev
GAGAGC
3.1.7 Antikorper
Tabelle 36 Primdre Antikorper
Antikorper Artikel-Nr. Firma
Aktin A2066 Sigma-Aldrich, USA
alpha Tubulin ab40742 Abcam, USA
CNP PAS5-87696 Invitrogen, USA
CREB (48H2) 9197 Cell Signaling, USA
GAPDH 10R-G109a Fitzgerald, USA
Musclin RD181079100 BioVendor, Tschechien
p38 MAPK 9212 Cell Signaling, USA
p44/42 MAPK (Erk1/2) 9102 Cell Signaling, USA
Phospho-CREB (S133) 9198 Cell Signaling, USA
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Antikorper Artikel-Nr. Firma

Phospholamban A010-14 Badrilla, GroB3britannien
Phospholamban (pSer16) A010-12 Badrilla, GroB3britannien
Phospho-p38 MAPK (T180/Y182) 9211 Cell Signaling, USA

Phospho-p44/42 MAPK (T202/Y204) 9101
Phospho-Troponin I (Cardiac)(Ser23/24) 4004

SERCA2a ATPase

Troponin |

ab2861
4002

Tabelle 37 Sekundire Antikdrper (Western Blot)

Cell Signaling, USA
Cell Signaling, USA
Abcam, USA

Cell Signaling, USA

Antikorper Artikel-Nr. Firma

Anti-Rabbit-IgG-HRP NA934 GE Healthcare Life Science, Grofbritannien
Anti-Mouse-IgG-HRP NXA931 GE Healthcare Life Science, Grofbritannien
Anti-Goat-IgG-HRP HAF005 R&D Systems, USA

Tabelle 38 Sekundire Antikdrper fiir Immunhistochemie

Antikorper Artikel-Nr. Firma

Anti-Mouse IgG, Alexa Fluor 488 4408 Cell Signaling, USA
Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 488 4412 New England Biolabs, USA
3.1.8 Rekombinante Proteine

Tabelle 39 Rekombinante Proteine

Rekombinantes Protein Artikel-Nr. Firma

Atrial Natriuretic Peptide (ANP) Ab114317 Abcam, USA
Natriuretic Peptide, C-Type (CNP) N8768-1MG Sigma Aldrich, USA
Human Osteocrin D172079100 BioVendor, Tschechien
Human Osteocrin ab105614 Abcam, USA
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3.1.9 Bakterienstimme

Tabelle 40 Bakterienstimme

E-coli - Stamm Artikel-Nr. Firma

DH5a™ Competent Cells 18265-017 Thermo Scientific, USA
XL10-Gold Ultracompetent Cells 200315 Agilent Technologies, USA
BJ5183-AD-1 Electroporation Competent Cells 200157 Agilent Technologies, USA

3.1.10 Mausstamme

Tabelle 41 Mausstimme

Mausstamm Linie Herkunft
HSA-rtTRE-Cre C57BL/6;C3-Tg(ACTA1-1tTA,tetO- The Jackson Laboratory, USA
cre)102Monk/J
C57Bl/6] C57Bl1/6JCrl Charles River Laboratories,
Deutschland
Ostn"*¥1X C57BL/6-Ostntm1(loxP)iTL Ingenious Targeting Laboratory, USA

Ostn"™* x HSA-rtTRE-Cre  C57BL/6-Ostntm1(loxP)iTL x C57BL/6;C3- Aus eigener Zuchtkreuzung

Tg(ACTA1-rtTA,tetO-cre)102Monk/J

Die Mauslinie Musclin (Os‘[nﬂ/ﬂ

) wurde zusammen mit der Firma Ingenious Laborato-

ry hergestellt. Um die Funktion von endogenem Musclin zu untersuchen, wurde das Exon 3

des Musclingens (Ostn) gefloxed (Ostnﬂ/ﬂ). Die protein-kodierende Sequenz des Maus

Musclin Gens verteilt sich auf die Exons 2, 3 und 4.

Rekombinase kommt es in Ostn™"

Durch die Expression der Cre-

Maiusen somit zu einem Ausschneiden des Exons 3, was

zur Eliminierung von >50% der protein-kodierenden Sequenz und auBerdem zu einem

frameshift" der nachfolgenden kodierenden Sequenz (in Exon 4) fiihrt, so dass kein funktio-

nelles Protein entsteht (Abbildung 9).
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Chromosome 16 219bp Southern probes
Exon 1 Exon 2 Exon 3 2 1 Exon 4 Exon 5
O : N — i — .
Kpln I i i EUY , Kpn I
. TN
‘l. 9; 1 kb v .\.
‘ P 1.6kb —
Targeting Vector }f.lkb ’_r \lOXP ‘.\‘
. l neo l fl I
loxp It fit Ascl lCRISPR/cas cut site
) Kpn I
Y
8.5kb

Abbildung 9 Musclin knock-out Targeting Strategie.

Durch die gezielte Targeting Strategie wird das Exon 3 des Musclingens mit LoxP Schnittstellen umgeben (zur
Generierung der Ostn™ Miuse), welche bei zellulirer Expression der Cre-Rekombinase zur Eliminierung des
Exons fiihrt. Die Eliminierung des Exons 3 fiihrt in den nachfolgenden, von den Exons 4 codierenden Sequenzen
zu einem sog. ,.frameshift”.

Fur die Generierung von induzierbaren skelettmuskelspezifischen Musclin knock-out
Miusen durch Doxycyclingabe ins Trinkwasser (Abbildung 10), wurden die Ostn™ Mause
(Musclin WT) mit dem skelettmuskelspezifischen aktivierbaren HSA-rtTRE-Cre Méusen
(Ostn™" x HSA-rtTRE-Cre; Musclin KO) verpaart (Rao and Monks 2009). Die induzierbaren
Musclin KO Mause ermoglichen gezielt eine zeitlich selektive Ausschaltung von skelettmus-
kularem Musclin im Erwachsenenalter oder zu einem spéteren Krankheitsstadium, um mogli-

che embryonale Kompensationsmoglichkeiten zu umgehen.

Ostn?®  HSA-tTA/TRE-Cre  Ostnf/iI(HSA/TRE-)Cre

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Generierung von induzierbaren skelettmuskelspezifischen
Musclin knock-out Maus.

Eine Ostn™" Maus (Musclin WT) wurde gekreuzt mit einer skelettmuskelspezifischen aktivierbaren HSA-rtTRE-
Cre Maus zur Erzeugeung der induzierbaren Ostn™ ™ 54 TRE-C) N fays (Musclin KO).
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Fir die Versuche wurden 8 Wochen alte ménnliche und weibliche Musclin KO
(OstnMHSATRE-Cr)y 104 Musclin WT (Ostn™™) Miuse als Kontrolle verwendet. Eine Woche
vor dem Beginn des Experiments wurden alle Méduse mit Doxycyclin behandelt. Fiir die
AAV6-Versuche wurden 8 Wochen alte, ménnliche C57BL/6J Wildtyp Mause verwendet.
Alle Tierversuche wurden gemél den gesetzlichen Bestimmungen fiir Tierversuche durchge-
fithrt und durch die Behorden genehmigt (LAVES 33.14-42502-04-11/0335 und 33.12-42502-
04-16/2356).

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Primérzellen sowie Zelllinien wurden in einem befeuchteten Inkubator bei 37 °C und

5 % CO, kultiviert.

3.2.1.1 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien

HEK293-Zellen wurden in DMEM mit 10 % (v/v) FBS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
und 1% (v/v) L-Glutamin kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen

passagiert oder fiir Versuche ausplattiert.

3.2.1.2 Isolierung und Kultivierung von adulten kardialen Fibroblasten aus der Maus

Die Fibroblasten wurden aus 3 bis 5 Wochen alten CD1 Maiusen isoliert. Die entnommenen
Herzventrikel wurden in kaltem 1X PBS-Puffer griindlich gespiilt, fein geschnitten und in ein
50 ml Falcon-Roéhrchen {iiberfiihrt und mit 3 ml SADO-Mix Losung (Tabelle 16) versetzt.
Nach dem Zentrifugationsschritt fiir 3 Min. bei 4 °C und 200xg wurde der Uberstand
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abgesaugt und durch 4 ml Enzymlosung (Tabelle 17) ersetzt. Nach Inkubation fiir 8 Min. bei
37°C und 18 rpm wurde der Uberstand in ein neues 50 ml Falcon-Réhrchen (I) mit 10 ml HS
iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Der Verdaungsschritt wurde zweimal wiederholt und der
Uberstand gesammelt. Fiir den weiteren Verdau wurde Enzymlosung 1:2 mit SADO-Mix
Losung verdiinnt. Das Herzgewebe wurde mit 5 ml verdiinnter Enzymldsung fiir 25 Min. bei
37°C und 18 rpm inkubiert. Der Uberstand wurde in ein neues 50 ml Falcon-Réhrchen (1)
mit 10 ml HS iibefiihrt. Der Verdaungsschritt wurde zweimal wiederholt und der Uberstand
gesammelt. Die Zellen aus Falcon-Rohrchen (I) wurden 3 Min. bei 400xg zentrifugiert und
der Uberstand in Falcon-Rohrchen (II) iiberfiihrt. Nach dem Zentrifugationsschritt fiir 3 Min.
bei 400xg wurde der Uberstand abgesaugt und die beiden Pellets aus dem Falcon-
Roéhrchen (I) und (I) mit 10 ml DMEM mit 10 % FBS mit 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
und 1 % (v/v) L-Glutamin resuspendiert. Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 2 Min. bei
400xg wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 20 ml DMEM mit 10 % FBS mit 1 %
(v/v) Penicillin/Streptomycin und 1 % (v/v) L-Glutamin resuspendiert und die Zellen auf zwei
10 cm Zellkulturplatten verteilt. Nach 3 h Inkubation wurde das Medium gewechselt.

Das Kulturmedium wurde jeden Tag gewechselt und bei Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen anschlieBend passagiert. Die Zellpassage wurde mit einer Trypsin-basierten Losung
durchgefiihrt.

Da sich Fibroblasten in Kultur nicht unbegrenzt vermehren lassen, mussten sie in

regelmiBigen Absténden frisch isoliert werden.

3.2.1.3 Isolierung und Kultivierung von adulten Kardiomyozyten aus der Maus

(AMCM)

Adulte Kardiomyozyten (AMCM) aus Méusen wurden nach der Lagendorff-Methode isoliert
(AfCS Procedure Protocol PP00000125). Die Langendorff-Methode wurde durch Andrea
Grund und Anna Gigina durchgefiihrt (AG Heineke, Kardiologie, MHH). Hierfiir wurde das
Herz aus adulten Médusen frei pripariert und die Aorta am Perfusorstutzen der Langendorff-
Apparatur befestigt. Die Koronarterien wurden zundchst fiir 4 Min. mit Perfusionspuffer
(Tabelle 11) und anschlieBend fiir 10 Min. mit Digestion-Puffer (Tabelle 9) mit der
Durchflussgeschwindigkeit jeweils 3 ml/Min. durchspiilt. Ab der 9.Minute wurde der
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Digestion-Puffer in einer Petrischale aufgefangen. Das Herz wurde abgenommen und im
aufgefangenen Digestion-Puffer mit einer 1 ml-Spritze (ohne Kaniile) homogenisiert. Durch
Zugabe des Stop-Buffer 1 (Tabelle 12) in gleichem Volumen wurde der enzymatische Verdau
gestoppt. Es erfolgte ein weiterer Homogenisierungsschritt mit Hilfe einer 1 ml-Spritze (ohne
Kaniile) sowie anschlieBend eine Zentrifugation fiir 3 Min. bei 30xg. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 10ml Stop-Buffer2 (Tabelle 13) resuspendiert und die
Zellsuspension fiir die Calcium-Aufbau auf eine 6 cm-Platte pipettiert. Anschlieend erfolgte
die Zugabe von Calcium in aufsteigender Konzentration mit jeweils Inkubation von 4 Min.:
50 ul 10 mM CaCl,, 50 ul 10 mM CaCl,, 100 pul 10 mM CaCl,, 30 ul 100 mM CaCl,, 50 pl
100 mM CaCl,. Durch Zentrifugation flir 3 Min. bei 30xg wurden die Myozyten gesammelt
und das Pellet in 12 ml Plating Medium (Tabelle 14) resuspendiert. Je nach Bedarf wurden
entweder 500 pl Zellsuspension pro ein mit 10 pg/cm” Laminin beschichtetes Deckglas

(24/24 mm) ausplattiert oder das gesamte Pellet abzentrifugiert und schockgefroren.

3.2.1.4 Kontraktilititsmessung der adulten Kardiomyozyten (IonOptix)

Die adulten Kardiomyozyten wurden nach Langendorff-Methode aus C57Bl/6J
Wildtypméusen im Alter von 8-10 Wochen isoliert. Die Zellsuspension aus einem Herzen
wurde dann auf 24 mit Laminin beschichteten Deckglidsern (24/24 mm) gleichmédBig verteilt.
Nach 2 h, nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, erfolgte die Kontraktilititsmessung im
IonOptix Gerét. Dafiir wurden die Zellen in Leingzeitmedium (Tabelle 15) versetzt und in
einem befeuchteten Inkubator bei 37 °C und 2 % CO, wihrend der Messung aufbewahrt. Fiir
die Messung wurden die Deckglésschen mit den adhdrenten Zellen in die Kammer gespannt
und mit Titanelektroden verbunden. Die Kontraktionen von Zellen wurden elektrisch bei 1 Hz
und der Spannung von 30V induziert. Nur die morphologisch intakten Zellen, die bei
Stimulation konstant kontrahiert haben, wurden ausgewdhlt. Als Kriterien galten auch
erkennbare Querstreifung und glatte Randstruktur. Die Zellkontraktilitdit wurde zunéchst basal
ermittelt. Anschlieend erfolgte die Stimulation der Zellen unter Zugabe verschiedener Kom-
binationen aus Isoproterenol (100 nM) und rekombinanten Proteinen wie Musclin (1,10 und

100 nM), ANP (100 nM) und CNP (100 nM). Mindestens 20 Messungen an verschiedenen
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Zellen mit einer Dauer von jeweils 1 Minute wurden pro Bedingung durchgefiihrt und an-
schlieBend mit der lonWizard 6.6 Software ausgewertet.

In Kooperation mit Prof. Ali El-Armouche in Dresden am Institut fiir Pharmakologie wurden
die kardiomyozytidren Kontraktilitdts- und zusitzlich Calcium-Messungen durchgefiihrt. Die
automatisierten Injektionssysteme ermoglichten dort die zeitgleiche Applikation mehrerer

Substanzen (z.B. ansteigender Konzentrationen).

32.1.5 Messung der cGMP und cAMP-Dynamik mithilfe von Forster-

Resonanzenergietransfer (FRET)

Die Messung der cGMP- und der cAMP-Dynamik wurde in Kooperation mit Prof. Viacheslav
O. Nikolaev Universitdtsklinikum Eppendorf in Hamburg am Institut fiir Experimentelle
Herz-Kreislaufforschung durchgefiihrt. Hierfiir wurden die adulten Kardiomyozyten entweder
aus den cGES-DES transgenen Méiusen fiir die cGMP-Messung oder aus den Epac2-Camps
transgenen Méusen fiir die Analysen von cAMP frisch isoliert auf mit Laminin beschichteten
Deckgldsern (Nikolaev et al. 2004). Nach dem Waschen der Zellen wurden diese in einem
physiologischen FRET-Puffer inkubiert (144 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 1 mM CaCl,, | mM
MgCl, und 20 mM HEPES; pH 7.4). FRET-Messungen wurden mit einem inversen Fluores-
zenzmikroskop (Leica DMI3000B) durchgefiihrt. Die Zellen wurden nacheinander mit den
angegebenen Substanzen stimuliert und das CFP/YFP-Emissionsverhéltnis (Donor/Akzeptor)
fiir die Messung der cAMP-Dynamik und das GFP/RFP-Verhiltnis (Donor/Akzeptor) fiir die
Messung der cGMP-Dynamik bei Anregeung der Lichtdiode ermittelt (Nikolaev et al. 2006;
Nikolaev et al. 2010). Kardiomyozyten mit optimaler Sensorexpression wurden mit aktivem
Fluoreszenzlicht ausgewédhlt, das sofort nach dem Auffinden einer geeigneten Zelle
ausgeschaltet wurde, um ein Photobleichen des FRET-Sensors zu vermeiden. Die
Belichtungszeit betrug iiblicherweise 20 ms, was zu einem guten Signal-Rausch-Verhiltnis
filhrte. Alle fiinf Sekunden wurden Bilder in den Emissionskandlen aufgenommen. Die

FRET-Imaging-Daten wurden mit der Origin 8.5-Software analysiert.
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3.2.1.6 Bestimmung der Fibroblastenproliferation nach Stimulation mit rekombinan-

ten Proteinen

Die Zellproliferation wurde mit dem Cell Proliferation ELISA, BrdU (colrimetric) (Roche)
bestimmt. Dafiir wurden die frisch isolierten Fibroblasten in zwei Dichten (0,6x 10°
Zellen/well und 1,2 x 10° Zellen/well) auf eine 96well Platte ausplattiert. Die Stimulation der
Zellen erfolgte unter Zugabe verschiedener Kombinationen aus rekombinanten Proteinen wie
Musclin (100nM) und CNP (100 nM). Nach Markierung der Zellen mit 5-Brom-2'-
Desoxyuridin (BrdU) wurden diese nach 24 h fixiert und mit Anti-BrdU Antikoérper fiir
90 Min. inkubiert. Nach dem Waschschritt wurde die Substratlosung der BrdU verwendet,
was zur Farbentwicklung gefiihrt hat. Die Absorption wurde bei 370 nm alle 2 Min.
gemessen. Die Hohe der Absorption ist proportional zur Menge des inkorporierten BrdU*s in

den Zellen, was ein direkter Hinweis auf die Zellproliferation ist.

3.2.1.7 Bestimmung der Fibroblastenmigration nach Stimulation mit rekombinanten

Proteinen

Die Zellmigration wurde mittels Scratch-Assay diirchgefiihrt, indem die konfluente
Zellschicht durch eine Pipettenspitze aufgekratzt und verfolgt wurde. Dafiir wurden 5 x 10
Zellen/well auf eine 24 well Platte ausplatiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 1X PBS
Puffer gewaschen und mittels einer 200 ul Pipettenspitze mittig angekratzt. Die Stimulation
der Zellen fiir 16 h erfolgte unter Zugabe verschiedener Kombinationen aus rekombinanten
Proteinen wie Musclin (100 nM) und CNP (100 nM) und Inhibitoren wie Cilostamid (1 uM),
P19 (500 uM) und PKG (200 uM).Vor (0 h) und nach (4-8 h) der Stimulation wurden die
Phasenkontrastmikroskopbilder aufgenommen und mit der AxioVision Software analysiert.
Die Migrationseffizienz (%) wurde berechnet als [(zellfreie Fliche bei 0 h - zellfreie Fliche

bei 16 h) / zellfreie Flache bei 0 h] x 100.
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3.2.2  Molekularbiologie

3.2.2.1 RNA Isolierung

Die Isolierung von RNA aus Zellen wurde mit NucleoSpin® RNA II Kit (Macherey Nagel)
und aus dem Gewebe mit peqGOLD TriFast (Peqlab) gemdfl den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

Das Gewebe wurde in je 1 ml TriFast-Losung aufgenommen und homogenisiert. Nach einer
Inkubation von 5 min bei RT wurde je 200 pl Chloroform zugegeben, 15 Sekunden kréftig
geschiittelt und 10 Min. bei RT stehen gelassen. Nach der Zentrifugation fiir 5 Min. bei
13000 rpm wurde die wéssrige RNA-haltige Phase abgenommen und mit je 600 pl
Isopropanol versetzt. Nach Féllung iiber Nacht bei -20 °C und Zentrifugation der RNA wurde
das Pellett zweimal mit 75 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in

20 pl nukleasefreiem Wasser gelost und die Konzentration mittels Nanodrop bestimmt.

3.2.2.2 cDNA Synthese

Fiir die mRNA-Expressionsanalysen wurde die cDNA mittels Maxima H-Minusfirst Strang-
cDNA-Synthese Kit (Thermo Scientific) aus RNA-Proben geméfl den Angaben des Herstel-
lers synthetisiert. Je 1 ng RNA-Probe wurde revers transkribiert. Die synthetisierten cDNA-
Proben wurden mit nukleasefreiem Wasser 1:10 verdiinnt und bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

3.2.2.3 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR)

Um die Expression der Gene zu analysieren, wurde eine relative quantitative Real Time-PCR
mit dem Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies) und dem Maxima SYBR Green qPCR
Mastermix (Thermo Scientific) durchgefiihrt.
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Als threshold fluorescence wurde die Einstellung amplification based gewdhlt. Der Ct-Wert
wurde mit Hilfe der MxPro Software berechnet. Normalisiert wurde mit Hilfe des
Housekeepinggens GAPDH.

Fiir die Expressionsanalyse des Gens Musclin wurde eine absolute quantitative Real Time-
PCR verwendet. Als Standard wurde ein Plasmid mit Musclin-Sequenz (pShuttleCMV-
Musclin-Myc) in Picomol verwendet. Die Werte wurden der Einstellung Initial template

quantity in Picomol entnommen.

3.2.2.4 DNA Isolierung

Die Isolierung von DNA aus Bakterien erfolgte mit den Kits ZR Miniprep classic (Zymo
Research) sowie NucleoBond® Xtra Midi / Maxi (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG)
gemidl den Angaben des Herstellers. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels
Nanodrop.

Fiir die Genotypisierung der Mausstimme wurden die Mausbiopsien in je 150 ul Losung A
fiir 20 Min. bei 95°C gekocht. AnschlieBend wurden die Proben mit je 150 ul Losung B
versetzt, gemischt und bei 4 °C fiir 15 Min. bei 13000 rpm zentrifugiert. Je 1 pl DNA wurde
fiir den PCR-Ansatz eingesetzt.

3.2.2.5 Primerdesign

Klonierungsprimer sowie Primer fiir die quantitative Real Time-PCR wurden mit dem
Programm ,,Primer3Plus* generiert. Die Schmelztemperatur (Ty) sollte bei ca. 60 °C liegen.
Klonierungsprimer wurden mit einer spezifische Bindungssequenz fiir Restriktionsenzyme am
5‘-Ende generiert sowie upstream davon 4-6 zusétzliche unspezifische Nukleotide z.B.

ATATAT.
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3.2.2.6 PCR und Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Amplifikation spezifischer groBBer DNA-Fragmente erfolgte durch PCRs mit einer
Polymerase mit Korrekturlesefunktion (PhusionHigh-Fidelity PCR Kit, NEB) bzw. fiir die
Genotypisierungs-PCRs die GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega). Die Bedingungen
der PCR fiir das Musclin-Gen waren folgende: 94 °C fiir 3 Min., 35 Zyklen von 94 °C fiir
30 Sec., 60 °C fiir 30 Sec., 72 °C fiir 1 Min, finale Elongation bei 72 °C fiir 10 Min.

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem Genelet Purification Kit (Promega)

nach den Angaben des Herstellers.

3.2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der Grofe von PCR-Produkten wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt. 1 %ige Agarosegele wurden mit einem DNA-Farbstoff MidoriGreen versetzt.
DNA-Proben wurden beladen und bei 80V fiir 40 Min. aufgetrennt. Die Visualisierung
erfolgte unter UV-Licht im Agarosegel Imager. Nach Bedarf wurden einzelne Banden

ausgeschnitten und die DNA mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt.

3.2.2.8 Klonierung von PCR-Produkten

Die kodierende Sequenz von Musclin (Ostn) (Maus: NM_198112.2) wurde in den pShuttle-
CMYV Vektor mit einem Myc-Tag am C-Terminus unter anderem fiir die generierung adeno-
assoziierten viraler Vektoren (AAV) kloniert.

Fir die Klonierung von PCR-Fragmenten in die Zielvektoren wurden diese wie folgt

enzymatisch verdaut:

aufgereinigtes PCR-Produkt/Zielvektor 30 pl/pg

10X CutSmart Buffer Sul
Enzym 1(Kpnl HF) 1 ul (20 0)
Enzym 2 (Hxol-HF) 1 ul (20 U)
ddH,O add 50 pl
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Der Verdau erfolgte fiir 3h bei 37°C. Die Aufreinigung erfolgte mit dem Genelet
Purification Kit (Promega) bzw. iiber ein Agarosegel mit dem QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen). AnschlieBend wurden PCR-Fragmente und Zielvektor ligiert:

Zielvektor 100 ng
PCR-Produkt s. Formel
10X T4 Ligase Buffer 4 ul

T4 DNA Ligase 2 ul
dH,O add 20 pl

Die Berechnung fiir die eingesetzte Menge an PCR-Produkt:

100 ng Zielvektor * x bp Zielvektor
bp PCR - Produkt

x ng PCR - Produkt =

Die Inkubation erfolgte 5h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 16°C. Die
Transformation von E.coli DH5a erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Jeweils 50 pl-
Aliquots von DH5a wurden auf Eis aufgetaut, mit je 2 pl Ligationsansatz versetzt und 30 Min.
auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock fiir 20 Sec. im 42 °C Wasserbad und
2 Min. auf Eis. Die Bakterien wurden in 400 pl vorgewdrmten LB-Medium aufgenommen
und 1 h bei 37 °C geschiittel. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension auf Agar-Platten
mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am
nidchsten Tag wurden Kolonien einzeln gepickt, in 3 ml LB-Medium mit Antibiotikum
aufgenommen und schiittelnd iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Isolierung der DNA
erfolgte mit dem Kit ZR Miniprep classic (Zymo Research) gemidll des Herstellers. Um
positive Klone zu identifizieren, wurde ein Kontrollverdau mit anschliefender Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hier positive Klone wurden durch die Firma GATC
(Deutschland) mit Standardprimern spezifisch fiir die Zielvektoren sequenziert. Die
anschlieBende DNA-Isolierung aus Midi-Kulturen erfolgte mit dem Kit NucleoBond® Xtra
Midi/Maxi (MACHEREY-NAGEL).
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3.2.2.9 Generierung und Expression von AAV6-MCK-Musclin

Adeno-assoziierte virale (AAV) Vektoren wurden zur gezielten Uberexpression von Musclin
in Skelettmuskelzellen eingesetzt. AAV sind Parvoviren, die keine Erkrankung hervorrufen
konnen, da sie nur zu einem geringen Anteil ins Genom integrieren und eine niedrige Immu-
nogenitdt aufweisen. AAVs ermdglichen einen langanhaltenden Gentransfer. Durch die Ver-
wendung des AAV6 Virus mit der muskelspezifischen Kreatinkinase (MCK) als Promotor
sollte das Ablesen des eingebrachten Gens auf den Skelettmuskel beschrinkt werden (Wang
et al. 2008; Zincarelli et al. 2008).

Die kodierende Sequenz des Musclingens wurde in den AAV6-Vektor pds-MCK kloniert
(AAV6-Musclin). Musclin wurde dadurch spezifisch unter der Kontrolle des MCK-Promotors
im Skelettmuskel exprimiert. Die Produktion des Virus erfolgte durch die AG Miiller in Kiel
(Universititsklinikum Schleswig-Holstein Campus Kiel, Deutschland). Der Kontrollvirus
AAV6-Control, welcher die Renilla Luciferase exprimierte (pds-MCK-hrluc), wurde
ebenfalls durch die AG Miiller zur Verfligung gestellt.

3.2.2.10 Immunoassays

3.2.2.10.1 Bestimmung der kardialen cGMP- und cAMP-Konzentration

Der cGMP-Spiegel wurde unter Verwendung des CyclicGMP-Enzym-Immunoassays (EIA)
(Cayman Chemical) gemessen. Die adulten murinen Kardiomyozyten wurden mittels Lan-
gendorff-Methode isoliert und das Pellet (1/4) in 100 pl 0,1 M HCI aufgenommen und homo-
genisiert. Danach erfolgte die schonende Zentrifugation der Proben fiir 10 Min. bei 1000xg.
Die Uberstinde wurden mit Verdiinnungspuffer im Verhiltnis 1 zu 6 verdiinnt und die cGMP-
Konzentrationsmessung gemifl dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Messung
des cAMP-Gehaltes wurde das CyclicAMP-Enzym-Immunoassay (EIA)-Kit (Cayman Che-

mical) verwendet. Die Verarbeitung der Proben erfolgte wie oben schon beschrieben.
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3.2.2.10.2 Bestimmung der Musclinkonzentration in Plasma

Die Musclinkonzentration in Plasma wurde mit dem Mouse Osteocrin (OSTN) ELISA Kit
bestimmt. Hierfiir wurden die Plasmaproben im Verhéltnis 1 zu 3 mit dem ELISA-Puffer ver-
diinnt und nach Angaben des Herstellers die Messung des Musclin-Spiegels durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism-Software.

3.2.2.10.3 Bestimmung der ANP-Konzentration in Plasma

Die ANP-Konzentration in Plasma wurde mit dem ANP-Fluorescent EIA Kit bestimmt. Die
Messung des ANP-Spiegels in Plasma wurde nach Angeben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism-Software.

3.2.3 Proteinbiochemie

3.2.3.1 Protein Isolierung

Fiir die Isolation von Proteinlysaten wurden Zellen bzw. Herzgewebe in Lysis-Puffer mit
Protease- sowie Phosphatase-Inhibitoren homogenisiert und mindestens 30 Min. auf Eis
gestellt. Das Lysat wurde bei 13 000 rpm und 4 °C fiir 15 Min. zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues 1,5 ml Eppi tiberfiihrt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C. Der Protein-
Gehalt wurde mittels Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) nach den

Angaben des Herstellers bestimmit.

3.2.3.2 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS Page)

Proteinlysate wurden mittels SDS Page elektrophoretisch aufgetrennt. Dafiir wurden je 20 pg
Gesamtprotein mit 5X Ladepuffer versetzt und fiir 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Die
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Prozentigkeit der Polyacrylamid-Gele lag zwischen 10 und 15 %. Die SDS Page wurde in
einer Elektrophorese-Kammer bei 20 mA fiir 30 min und dann bei 40 mA pro Gel in 1X SDS-
Page Elektrophorese-Puffer durchgefiihrt.

3.2.3.3 Western Blot

Die Proteine wurden nach der Gelelektophorese aus dem Gel auf eine PVDF
Transfermembran mit einer Porengréf3e von 0,45 um iibertragen. Hierfiir erfolgte der Transfer
des Proteins auf die Membran durch das Anlegen einer Spannung von 100V fiir 1h im
Puffertank (wet-blot). Das Musclin-Protein jedoch wurde aus dem Gel auf eine PVDF
Transmembran mit einer Porengroe von 0,2 um iibertragen und mit Hilfe eines
halbtrockenen Blotverfahrens (semi-dry blot) bei 24 V fiir 30 Min. geblottet.

Um unspezifische Bindungen zu blockieren wurde die Membran bei Raumtemperatur fiir 1 h
in 5% BSA/TBS-T Losung gwippt. Die anschlieende Inkubation mit primdrem Antikorper
(in 5% BSA/TBS-T) erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Die Membran wurde griindlich mit 1X
TBS-T gewaschen und fiir 1h bei Raumtemperatur mit dem spezifischen sekundiren
Antikorper (in 1X TBS-T), der mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert war,
gewippt. Nach erneutem Waschen der Membran mit 1X TBS-T wurde diese mit der
sensitiven Crescendo Western HRP Substratlosung inkubiert und das Signal mit dem

ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare) detektiert.

3.2.4 Immunhistochemie

3.2.4.1 Immunfarbung

Fiir den Nachweis von Musclin in Muskel Quadrizeps wurde das Muskelgewebe im gekiihlten
mit fliissigem Stickstoff Isopentan behandelt und anschlieBend bei -80 °C gelagert. Fiir die
Farbung wurden Kryoschnitte von 7 um angefertigt und mit 100 % eiskaltem Aceton fixiert,
danach fiir 10 Min. getrocknet. Nach dreimaligem Wachen mit 1X PBS erfolgte das Permea-

bilisieren mit 0,3 % Triton X100 in PBS und anschlieBend das Blockieren unspezifischer Bin-
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dungsstellen durch Inkubation mit 3 % BSA/PBS bei Raumtemperatur fiir 30 Min. Die Inku-
bation mit Musclin-Antikdrper (RD181079100; BioVendor) 1:50 verdiinnt in 3 % BSA/PBS
wurde iiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Darauf erfolgte die Inku-
bation mit dem sekunddren Antikorper Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 488 (griin) in einer
Verdiinnung von 1:250 in 3 % BSA/PBS und Weizenkeimagglutinin (WGA, Wheat Germ
Agglutinin) (rot) verdiinnt 1:50 bei Raumtemperatur fiir 4h in einer feuchten Kammer. Eine
Kernfarbung wurde durch die Verwendung von VECTASHIELD Mounting Medium (Vector

Laboratories) mit DAPI ermdglicht. Die Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie.

3.2.4.2 Sirius-Rot-Farbung

Um mogliche Kollageneinlagerungen im Herzen nach experimenteller Druckbelastung durch
transversale Aortenkonstriktion (TAC) zu detektieren, wurden von in O.C.T. eingebetteten
Herzen 12 uM dicke Kryoschnitte angefertigt und mit einer Sirius-Rot-Férbung behandelt.
Hierfir wurden die bei -80°C gelagerten Gewebeschnitte in kaltem Aceton auf
Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend fiir 10 Min. getrocknet. Die Farbung wurde nach

dem Firbeprotokoll (Tabelle 42) durchgefiihrt.

Tabelle 42 Farbeprotokoll der Sirius-Rot-Féarbung

Schritt F?;]fll:]lg Reagenz
1 30 Pikrinsdure-Losung mit Formaldehyd (150 ml Pikrinsdure + 50 ml 37 % Formaldehyd)
2 1 Ethanol 70 %
3 60 Sirius-Rot in Pikrinsdure (200 ml Pikrinsdure + 0,2 g Direct Red 80)
4 2 10 mM HCI
5 2 Ethanol 70 %
6 2 Ethanol absolut 99,6 %
7 2 Ethanol absolut 99,6 %
8 2 Isopropanol 100 %
9 5 Roticlear
10 5 Roticlear
11 Eindecken mit RotiMount
12 unter dem Abzug trocknen
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Die Mikroskopbilder wurden mit der Software Adobe Photoshop CS3 ausgewertet. Dabei
wurde die Anzahl der Pixel fibrotischer Areale (rot) mit der Gesamtpixelzahl abgeglichen und

der prozentuale Anteil errechnet.

3.2.5 Tierexperimentelle Methoden

Alle in vivo Versuche erfolgten nach den gesetzlichen Bestimmungen fiir Tierversuche und
wurden durch die Behorden genehmigt. Die Haltung der Méuse erfolgte im Zentralen Tierla-
bor der MHH unter Standardbedingungen mit einem 12 h:12 h Hell-Dunkel-Zyklus sowie Ad-

libitum-Flitterung.

3.2.5.1 Genotypisierung und Zucht der Musclin knock-out Méuse.

Der Genotyp der Musclin knock-out Méuse (Musclin KO) wurde mittels PCR und anschlie-
Bender Gel-elektrophorese bestimmt (Abbildung 11). Spezifische Primer fiir Musclin WT und
Musclin KO DNA wurden dafiir verwendet (Tabelle 33). Um den Ostn™MHSATRECT) 74,0k

stamm zu erhalten wurden homozygote Mause Ostn T mit HSA-rtTRE-Cre Miusen verpaart.

Musclin

438 bp
4356 bp

Abbildung 11 Agarose-Gelelektrophorese zur Bestimmung des Genotyps der Musclin WT und KO Miu-
se.

Dargestellt sind die Ergebnisse von 3 Mausen des jeweiligen Genotyps. Die knock-out Bande wurde bei 438 bp
detektiert und die Wildtypbande bei 356 bp.
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3.2.5.2 Transversale Aortenkonstriktion (TAC)

Um eine kardiale Hypertrophie im Mausmodell auszulosen, wurde eine transversale Aorten-
konstriktion (TAC) durchgefiihrt. Die Aorta wurde in acht Wochen alten Mausen um eine
26 G-Kaniile verengt, um eine kompensierte Hypertrophie des Herzens hervorrufen. Fiir die
Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz mit anschlieBender Herzdilation und Herz-

versagen wurde die Aorta um eine 27 G-Kaniile verengt.

Linke
Arm-Kopf Halsschlagader Linke’
GefidBstamm, Subclavia
Transversale
Aortenkonstriktion
27 G Nadel (TAC)

Aortenbogen

Abbildung 12 Transversale Aortenkonstriktion (TAC).

Schematische Darstellung des Aortenbogens mit Abgéngen und der Durchfiihrung transversaler Aortenkonstrik-
tion (TAC) mittels 27 Gauge Nadel (verdndert nach Luo et al. 2015).

Nach Narkoseeinleitung, Rasur, ortlicher Desinfektion und Applikation von Schmerzmitteln
erfolgte eine linkssternale Thorakotomie. Unter vorsichtiger Separation des Thymus erfolgte
die Freipraparation des Aortenbogens. Nachfolgend wurde der Aortenbogen zwischen den
beiden Abgéingen der Karotisarterien mittels eines chirurgischen Nahtmaterials (Ethicon, Et-
hilon 7-0) um eine 26 G- bzw. 27 G Nadel ligiert, welche unmittelbar nach der Ligation ent-
fernt wurde (Abbildung 12). Nach Adaptation der Rippen und der Muskulatur wurde schlieB3-
lich die Haut mittels Einzelknoten (Ethicon, Ethibond Excel 5-0) verschlossen und anschlie-
Bend mit dem Gewebekleber Histoacryl behandelt. Nach Beenden der Narkose und Einsetzen
der Spontanatmung wurde die Maus vom Beatmungsgerit getrennt und extubiert. Die gesam-
te Dauer der Operation betrug ca. 10 Minuten. Das Vorgehen bei scheinoperierten Mausen ist
vergleichbar, jedoch ohne Einsatz der Ligatur. Nach Ablauf von zwei Wochen wurden die

Maiuse echokardiographisch und durch nicht-invasive oder invasive Blutdruckmessung analy-
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siert. Fiir die ldnger andauernden Experimente wurden die Tiere alle 3 Wochen echokardio-
graphisch analysiert. Anschlieend erfolgten die Entnahme und molekularbiologische und
histologische Analysen.

Das murine TAC-Modell wurde zuerst von (Rockman er al. 1991) etabliert und seitdem aus-
giebig als wertvolles Werkzeug zur Nachahmung menschlicher kardiovaskuldrer Erkrankun-
gen und zur Aufklirung grundlegender Signalprozesse verwendet, die bei der Entwicklung
von Herzinsuffizienz eine Rolle spielen. Alle Operationen wurden in der AG Heineke durch

meine Person durchgefiihrt.

3.2.5.4 Injektion von adeno-assoziierten Viren (AAV6)

Um Musclin spezifisch im Skelettmuskel zu exprimieren, erfolgte zwei Tage nach
TAC/Sham-Operation ménnlicher C57BL/6J Wildtyp Méuse eine einmalige intramuskulére
Injektion in den Muskel Quadrizeps von AAV6-Musclin bzw. AAV6-Control mit jeweils
5x10"" Viruspartikeln in 50 pl 0,9 % NaCl-Losung. Alle drei Wochen wurden die Tiere echo-
kardiographisch untersucht. Nach dem Versuchsende nach 9 Wochen erfolgten die Entnahme

der Organe und molekularbiologische und histologische Analysen.

3.2.5.5 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde durch Badder Kattih (AG Heineke, Kardiologie, MHH) und
Mortimer Korf-Klingebiel (AG Wollert, Kardiologie, MHH) durchgefiihrt.

Echokardiographisch wurde die linksventrikuldre Herzfunktion in Mdusen nach TAC und
Scheinoperation bestimmt. Nach Narkoseeinleitung wurde der ventrale Thorax rasiert und mit
Ultraschallgel versehen. Die Aufrechterhaltung der Anésthesie erfolgte durch eine Maske
(Isofluran 2 %, Airflow 0,8 L/Min). AnschlieBend wurde mittels eines 30 MHz Schallkopfes
(Vevo 770, Visualsonics) die linksventrikuldre Funktion, die Herzgre und die Herzmasse
im M-Mode bestimmt. Die linksventrikuldre end-diastolische Fliche (LVEDA) wurde iiber

die parasternale kurze Achse abgebildet
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3.2.5.6 Nicht-Invasive Blutdruckmessung (Schwanz-Manschette)

Die nicht-invasive Blutdruckmessung bei Méausen wurde an dem Gerédt BP-2000 mittels einer
Transmissionsphotoplethysmographie durchgefiihrt. Hierzu wurden die Méduse in eine Box
auf eine beheizte Platte gelegt, der Schwanz durch die Messmanschette durchgezogen und mit
einem Klebeband befestigt. Die Messung wurde zweimal mit je 20 Zyklen durchgefiihrt und
die Daten in eine Excel-Tabelle iiberfiihrt. Jedes Mal, wenn das Herz schldgt, durchlduft eine
Druckwelle das Gefdllsystem. Wenn es den Schwanz erreicht, erweitern sich die Gefal3e leicht
und streuen somit mehr rotes Licht (dies entspricht der Systole). Wenn der Druck abnimmt,
werden die GefaBle im Schwanz kleiner und weniger Licht wird gestreut (dies entspricht der
Diastole.) Der diastolische und systolische Druck kann hier bestimmt werden, indem die Ge-

fdf3dilatation iiberwacht wird, wenn sich die Messmanschetten aufblasen.

3.2.5.7 Invasive Blutdruckmessung (Katheter)

Die invasive Blutdruckmessung in AAV6-Musclin und AAV6-Control Méusen wurde durch
Sandor Batkai (AG Thum, IMTTS, MHH) und die Messungen in Musclin KO und WT in der
AG Heineke von mir durchgefiihrt.

Dafiir wurden die Maiuse narkotisiert (2% Isofluran) und kiinstlich beatmet (MiniVent
Respirator, Harvard Apparatus). Die hamodynamische Daten wurden mit einem 1.4-F Micro-
Tip-Katheter (Modell SPR-839, Millar Instruments, USA), der an ein Powerlab/4SP System
(ADInstruments Ltd) gekoppelt war, ermittelt. Nach Haarentfernung von der Bauchpartie
wurde der Brustkorb gedffnet. Die Herzspitze wurde linksventrikuldr mit einer 25 Gauge Na-
del punktiert und ein Druck-Volumenkatheter in den linken Ventrikel durch die Stichwunde
vorgeschoben (Pacher et al. 2008). Nach korrekter Positionierung des Katheters wurden die
Druckmessungen durchgefiihrt. Nach Beenden der Messungen wurde der Katheter entfernt,
die narkotisierte Maus durch Uberstrecken der Halswirbel getdtet und Organe entnommen.
Kardiale Parameter wurden mittels der Software LabChart7 (ADInstrument Ltd.)
aufgezeichnet und daraus die minimalen und maximalen Raten der Druckverdnderungen im

Ventrikel (dP/dtyi, und dP/dt,.x) sowie die Herzfrequenz abgeleitet.
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3.2.5.8 Organentnahme und Plasmagewinnung

Fiir die Plasmagewinnung wurden die Tiere euthanasiert und das Herz freipriapariert. Das Blut
wurde langsam aus dem rechten Ventrikel mit einer Spritze (25 G-Kaniile) entnommen und in
ein Plasmar6hrchen mit Heparin (Sarstedt) iiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Blut fiir
10 Min. bei 1000xg und 4 °C abzentrifugiert und Plasma in neues Roéhrchen iiberfiihrt. Die
Lagerung der Plasmaproben erfolgte bei -80 °C.

Um den Relaxationszustand der Ventrikel zu gewédhrleisten, wurden die entnommenen Herzen
zuerst in kaltem 1xPBS und danach in 0,5 M KCI/PBS gewaschen.

Alle entnommenen Organe wurden gewogen und im Fliissigstickstoff schockgefroren. Fiir die
Histologie wurde das die Herzbasis in Einbettmedium (O.C.T.) mit der Schnittstelle nach un-
ten gerichtet und auf dem Trockeneis eingefroren. Das Muskelgewebe wurde auf ein mit ei-
nem Tropfen Einbettmedium betrdufelten Korkpléttchen ausgerichtet. Das Einfrieren erfolgte
in einem mit 2-Methylbutan (Isopentan) gefiillten Gefdl3, der zur Kiihlung in ein Fliissigstick-
stoff enthaltendes Thermogefdl3 gestellt wurde. Die Lagerung von eingebetteten Geweben

erfolgte bei -80 °C.

3.2.5.9 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit Prism 8 (GraphPad Software) durchgefiihrt. Die Daten
werden als Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es wurde keine
statistische Methode angewandt, um die bendtigte Stichprobengroéfle zu ermitteln. Die Anzahl
der biologischen Replikate ist in der Legende angegeben. Die Experimente waren nicht rand-
omisiert. Die Forscher waren fiir die Maus-Genotypen bei den durchgefiihrten Operationen
geblindet. Das gleiche galt bei der Durchfiihrung der Echokardiographie, der invasiven und
nicht invasiven Blutdruckmessung, der Gewichtsbestimmung der Organe sowie bei der Aus-
wertung mikroskopischer Préiparate.

Die Varianz war zwischen den Versuchsgruppen dhnlich und es wurde eine Normal-
verteilung der Werte angenommen. Um die statistische Signifikanz bei einer Gruppenanzahl
grofer als 2 zu bestimmen, wurde die Varianzanalyse (One way ANOVA 1) gefolgt vom

Post-Hoc-Mehrfachvergleich nach Sidak angewandt. Zwei Versuchsgruppen wurden mit dem
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Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Stichproben verglichen. Unterschiede mit einem

Signifikanzwert von p<0,05 wurden als signifikant betrachtet.

62



Ergebnisse

4  Ergebnisse

In dieser Studie wurde ein wichtiger Aspekt der Herz-Muskel-Interaktion wéhrend der Ent-
wicklung der kardialen Kachexie genauer untersucht. Hierfiir wurde zuerst ein experimentel-
les Mausmodell der kardialen Kachexie etabliert und das Expressionsmuster von sezernierten
Proteinen aus dem atrophierten Skelettmuskel nach experimenteller Druckbelastung (TAC)
analysiert. Mittelpunkt dieser Arbeit waren Analysen zur Bedeutung und Funktion von
Musclin als sezerniertem Faktor, der im Skelettmuskel von herzinsuffizienten Mausen herun-
terreguliert ist und nicht im Herzen exprimiert wird. Es erfolgten morphologische sowie funk-
tionelle Analysen des Herzens sowohl von Miusen mit muskelspezifischer Uberexpression
von Musclin als auch von skelettmuskelspezifischen Musclin knock-out Méusen wihrend
einer chronischen Druckbelastung. Um die Wirkmechanismen von Musclin zu ermitteln,
wurde dessen Einfluss auf die Kardiomyozytenkontraktilitdt untersucht. Dariiber hinaus wur-
den die Effekte von Musclin auf die Entstehung der kardialen Fibrose ermittelt. Anhand der
Ergebnisse konnte ein molekularer Mechanismus von Musclin an Herzmuskelzellen aufge-

deckt werden.

4.1 Kardiale Kachexie verursacht ein Musclindefizit im atrophierten Ske-

lettmuskel

Um zu bestimmen, ob der Skelettmuskel wihrend der Herzinsuffizienz ein differenzielles
Expressionsmuster von sezernierten Proteinen (sog. Myokinen) wéhrend des Skelettmuskel-
schwunds aufweist, wurde ein Mausmodell der kardialen Kachexie etabliert. Hierfiir wurden
C57B/6J Wildtypmause (WT) einer chronischen kardialen Druckbelastung durch transversale
Aortenkonstriktion (TAC) unter Verwendung einer 27 Gauge Nadel fiir zwolf Wochen unter-
zogen (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Experimenteller Zeitverlauf der Induktion kardialer Kachexie in der Maus.

C57Bl/6J Méuse wurden einer transversalen Aortenkonstriktion (TAC) unter Verwendung einer 27 Gauge Nadel
ausgesetzt oder einer Scheinoperation (Sham) unterzogen. Nach 12 Wochen wurden die Mausorgane molekular-
biologisch und histologisch untersucht und eine RNA-Sequenzierungsanalyse (RNASeq) der Skelettmuskel
durchgefiihrt.

WT-Miuse, die zwolf Wochen lang einer chronischen Druckbelastung durch TAC ausgesetzt
waren, entwickelten eine maladaptive Herzhypertrophie, worauf ein deutlich erhéhtes Ver-
héltnis von Herzgewicht/Tibialdange (HW/TL) im Vergleich zu den scheinoperierten Kontroll-
tieren (Sham) hindeutet (Abbildung 15 A). Als Zeichen fiir eine fortgeschrittene Herzinsuffi-
zienz wurde eine schwere Lungenstauung in diesen Méusen beobachtet, welche sich durch ein
erhohtes Verhdltnis von Lungengewicht/Tibialdnge (LW/TL) zeigte (Abbildung 15 B). Zur
Analyse der Skelettmuskulatur wurden die Muskeln Quadrizeps und Gastrocnemius beidseitig
entnommen und gewogen (Abbildung 14). Das Gewicht bei den Skelettmuskeln war nach
TAC um 20 % (Muskel Quadrizeps, Muskel Gastrocnemius) im Verhéltnis zur Tibialdnge
(Quadri/TL und Gastro/TL) reduziert. Dies deutet auf einen Skelettmuskelschwund und zu-
sammen mit dem Verlust an Korpergewicht (BW) auf eine Kachexie im Vergleich zu schein-

operierten Méusen (Sham) hin (Abbildung 15 C-E).

Musculus
quadriceps femor

Abbildung 14 Darstellung der linken Beinmuskulatur der Maus.

Der Musculus quadriceps femoris (Muskel Quadrizeps) befindet sich auf der Ventralseite des Oberschenkels und
der Musculus gastrocnemius (Muskel Gastrocnemius) ist ein Skelettmuskel, der zur Unterschenkelmuskulatur
zahlt (verdndert nach Kochi ef al. 2013).
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Abbildung 15 Analysen des experimentellen Mausmodells der kardialen Kachexie.

Die Analyse der Miuse nach chronischer kardialer Druckbelastung durch transversale Aortenkonstriktion (TAC)
im Vergleich zu den scheinoperierten Mausen (Sham). (A) Quantifizierung des Herzgewichts/Tibialdnge-
Verhiltnisses (HW/TL), (B) des Lungengewicht/Tibialdnge-Verhiltnisses (LW/TL), (C) des Skelettmuskel
Quadrizeps/Tibialange-Verhiltnisses (Quad/TL), (D) des Skelettmuskel Gastrocnemius/Tibialdnge-Verhiltnisses
(Gastro/TL), und (E) die Quantifizierung des Korpergewichts (BW). Die Anzahl der untersuchten Miuse pro
Gruppe betriigt n=3. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001

Um unbekannte sezernierte Faktoren aus dem atrophierten Skelettmuskel zu identifizieren,
wurde mRNA aus dem M. Quadrizeps (Abbildung 14) von Maiusen nach zwolfwochiger,
chronischer Druckbelastung durch TAC oder nach Scheinoperation (Sham) isoliert und das
globale Expressionsmuster mittels RNA-Sequenzierungsanalyse (RNAseq) analysiert. Ziel
dieser Analyse war die Identifizierung von Genen, die nach TAC im Skelettmuskel dysregu-
liert waren und die das Herz in endokriner Weise beeinflussen konnten. Hierfir wurden die
primaren RNAseq-Ergebnisse nach sezernierten Faktoren mit einer extrazelluldren Region
und einer signifikanten Dysregulation mittels PubMed-Recherche ausgesucht (Abbildung

16 A). Gene, die auch im Herzen exprimiert werden, wurden ausgeschlossen, da in diesem
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Fall die lokalen parakrinen Effekte im Herzen vermutlich die endokrinen Effekte aus dem
Skelettmuskel weit iiberwiegen wiirden. Laut dieser Kriterien konnten 48 mRNAs identifiziert
werden (Abbildung 16 B). Eine dieser mRNAs kodierte fur das Insulin-like growth factor-
binding protein 5 (IGFBPS), ein sezerniertes IGF-1-Bindungsprotein, von dem zuvor gezeigt
wurde, dass es im Skelettmuskel von Patienten mit einer Herzinsuffizienz herunterreguliert ist

(Godard er al. 2012).
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Abbildung 16 Visualisierung der RNA-Sequenzierungsanalyse der Genexpression des Muskel Quadrizeps
nach chronischer Druckbelastung (TAC) und der Scheinoperation (Sham).

(A) Flussdiagramm des Experiments; (B) Die Heatmap zeigt die reprisentative Gruppe unterschiedlich regulier-
ter Gene (n=48) im M. Quadrizeps nach TAC im Vergleich zu Sham. Die Anzahl der sequenzierten Proben pro
Gruppe betrigt n=3.
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Fiir weitere Analysen wurde das Gen Musclin (in der Literatur auch Osteocrin, Ostn genannt;
NM 198112.2) ausgewdhlt, dessen Expression im Muskel Quadrizeps nach chronischer TAC
um das 3,5-Fache herunterreguliert wurde (Sham Wert=6,14632 vs. TAC Wert=2,1638,
Abbildung 16 B, griiner Pfeil). Da hier eine starke Dysregulation der endogenen Musclin-
Expression im Skelettmuskel zwolf Wochen nach TAC im Vergleich zu Sham beobachtet
wurde, wurde die Genexpression mittels qRT-PCR auch in anderen wichtigen Organen unter-
sucht (Abbildung 17). Eine Musclin-Expression wurde weder im Herzen noch in Lunge,

Niere, Fett und Leber detektiert. Die signifikante Verringerung der Musclin-Expression nach

TAC konnte jedoch im M. Quadrizeps bestétigt werden.
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Abbildung 17 Analyse der Musclin mRNA-Expression in verschieden Organen.

Nach zwolfwochiger chronischer Druckbelastung durch transversale Aortenkonstriktion (TAC) oder Scheinope-
ration (Sham) wurde die Analyse der Musclin-Expression in Mausherzen, Lungen, Niere, Fett und Leber durch-
gefiihrt. Die Anzahl der Gewebeproben pro jeweilige Gruppe betrigt n = 3. **** p<(.0001

Die Herunterregulierung der Musclin-Expression nach chronischer TAC im Muskel Quadri-
zeps konnte zusitzlich auf Ebene der Protein-Expression mittels Western Blot-Analyse besti-
tigt werden (Abbildung 18 A). AuBBerdem wurde die Expression des Musclin Proteins im M.
Quadrizeps mittels Immunhistochemie untersucht (Abbildung 18 B). Bei den kachektischen
Maiusen konnte eine deutlich verminderte Expression von Musclin im Vergleich zu den

scheinoperierten Méusen festgestellt werden.
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Abbildung 18 Analyse der Musclin Expression im Muskel Quadrizeps wiihrend der kardialen Kachexie.

12 Wochen nach TAC oder Sham-OP wurden die Analysen des Muskels Quadrizeps durchgefiihrt (A) Die Wes-
tern Blot-Analyse zeigt die Proteinexpression von Musclin (15 kDa) und GAPDH (36 kDa) als Ladekontrolle.
(B) Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Bilder der Immunhistochemie des Muskel Quadrizeps mit einem
spezifischen Antikdrper gegen Musclin (griin), WGA markiert die Zellmembran (rot), das Eindeckmedium ent-
hielt DAPI fiir eine Zellkernfarbung (blau). Der MaBstabsbalken entspricht 100 pm.

Aufgrund dieser Beobachtung wurde eine absolute quantitative PCR Analyse des Musclin-
mRNA-Spiegels in anderen atrophierten Skelettmuskeln wie im Muskel Gastrocnemius und
Muskel Trizeps im Zeitverlauf nach TAC- vs. Sham-Operation nach zwei, sechs und zwolf
Wochen durchgefithrt (Abbildung 19). Die Ergebnisse zeigen, dass die mRNA-Expression
von Musclin wahrend des Fortschreitens der Krankheit kontinuierlich abnimmt. Im Endstadi-
um der Herzinsuftizienz wurde die niedrigste Expression gemessen. Die Musclin-Expression
nach Scheinoperation (Sham) steigt sogar mit der Zeit im Muskel Gastrocnemius (Abbildung
19 B), wobei diese im Muskel Quadrizeps konstant bleibt (Abbildung 19 A) und im Muskel
Trizeps nach 12 Wochen stark abnimmt (Abbildung 19 C). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde

weiterhin der Fokus auf aus dem Muskel Quadrizeps sezerniertem Musclin gelegt.
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Abbildung 19 Zeitverlauf der Musclin-Expression in Skelettmuskeln wiithrend der Entwicklung der kar-

dialen Kachexie.

(A) Analysen der Musclin mRNA-Expression mittels quantitativer PCR nach 2, 6 und 12 Wochen nach TAC im
Vergleich zu Sham im Muskel Quadrizeps, (B) im Muskel Gastrocnemius und (C) im Muskel Trizeps. Die An-
zahl der untersuchten Méuse betrigt pro Gruppe n= 4. * p<0.05; *** p<0.001
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4.2 Die skelettmuskelspezifische Uberexpression von Musclin mittels AAV6
mindert die pathologische kardiale Fibrose und verbessert die Herzfunktion

nach chronischer Druckbelastung

Da die endogene Musclin-Expression in den atrophierten Skelettmuskeln wéhrend einer kar-
dialen Kachexie reduziert war, wurde die funktionelle Wirkung der Musclin-Uberexpression
im Skelettmuskel als ein mdglicher therapeutischer Ansatz untersucht. Daflir wurden
C57BL/6 Méuse einer TAC oder Sham-Operation unterzogen. Zwei Tage nach der Operation
wurde den Miusen in den rechten Muskel Quadrizeps adeno-assoziierte Viren (AAV6-
Musclin), welche zu einer Musclin-Uberexpression im Skelettmuskel fithren, injiziert. Als
Kontrolle diente AAV6-Control, das zu einer unspezifischen Luciferase-Expression fiihrte. Im
Zeitintervall von drei Wochen wurden die Méuse einer echokardiograpischen Untersuchung
unterzogen (Abbildung 20). Das Experiment wurde neun Wochen nach dem operativen Ein-
griff beendet. AnschlieBend wurden die Mausorgane molekularbiologisch und histologisch

untersucht.

TAC Echo  Echo Endpunkt
\
8 Wochen 0 ; z g
C57Bl/6J
N | | | ] Wochen
Miuse
AAV6 (i.m.)

Abbildung 20 Experimenteller Zeitverlauf der skelettmuskelspezifischen Musclin-Uberexpression mittels
adeno-assoziierten Viren des Subtyps 6 (AAV6).

Adulte (8 Wochen alte) C57Bl/6]J ménnliche Mause wurden fiir 9 Wochen einer chronischen Druckbelastung
durch transversaler Aortenkonstriktion (TAC) unter Verwendung einer 27 Gauge Nadel ausgesetzt oder einer
Scheinoperation (Sham) unterzogen. Zwei Tage nach dem operativen Angriff wurde den Méusen in den rechten
Muskel Quadrizeps AAV6 intramuskulér injiziert. In einem Zeitintervall von 3 Wochen wurde die Herzfunktion
der Méuse untersucht und am Ende des Experiments wurden die entnommenen Mausorgane den molekularbio-
logischen und histologischen Verfahren unterzogen.

Genexpression-Analysen im Muskel Quadrizeps und im Herzen zeigten, dass die Uberexpres-
sion von Musclin mittels AAV6 robust war und spezifisch im Muskel Quadrizeps, aber nicht

im Herzen aufgetreten ist (Abbildung 21 A). Die Western Blot-Analysen bestdtigten dies.
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Aufgrund der unterschiedlichen Expression der Ladekontrolle GAPDH, die im Skelettmuskel
viel hoher exprimiert war als im Herzgewebe, wurden zusétzlich weitere House Keeping-
Gene wie Aktin und aTubulin untersucht (Abbildung 21 B). Auch der Musclin-Proteinspiegel
im Plasma von AAV6-Musclin im Vergleich zu Kontrollméusen (AAV6-Control) war signi-
fikant erhoht (Abbildung 21 C), was eine effektive Musclin-Uberexpression und Sezernierung

in den Blutkreislauf bestatigt.
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Abbildung 21 Analysen der skelettmuskelspezifischen Musclin-Uberexpression.

Nach neunwéchiger transversaler Aortenkonstriktion (TAC) und Scheinoperation (Sham) wurde die Musclin-
Expression untersucht. (A) Absolute quantitative PCR-Analyse der Musclin mRNA-Expression im Muskel
Quadrizeps (Quad) und im Herzen; n=12. (B) Dic Western Blot-Analysen der Expression von Musclin
(15 kDa), GAPDH (36 kDa), Aktin (42 kDa) und oTubulin (57 kDa) im Herzen und im Muskel Quadrizeps.
(C) Bestimmung der Plasmakonzentration von Musclin mittels ELISA-Analyse in scheinoperierten Méausen. Die
Anzahl der untersuchten Proben betréigt pro Gruppe n=21-22. ** p<0.01; **** p<0.0001
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Nach Aortenkonstriktion entwickelten beide Gruppen eine dhnlich schwere kardiale Hyper-
trophie gemessen im Herzgewicht zu Tibialdnge-Verhdltnis (HW/TL) (Abbildung 22 A).
Auch ein erhohtes Verhiltnis des Lungengewichts zur Tibialange (LW/TL) deutete auf ein
kardiales Lungenddem hin, das in einem fortgeschrittenen Stadium der Hypertrophie entste-
hen kann (Abbildung 22 B). Die Musclin-iiberexprimierenden Méause zeigten nach TAC eine
Tendenz hingehend einer geringeren Hypertrophieantwort mit weniger Lungenstauung auf. Es
konnten aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen

(AAV6-Musclin vs. AAV6-Control) nach TAC festgestellt werden.
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Abbildung 22 Auswirkungen der skelettmuskelspezifischen Musclin-Uberexpression auf Entwicklung der
Hypertrophie und des Lungentédems nach chronischer Druckbelastung (TAC) vs. Scheinoperation
(Sham).

(A) Quantifizierung des Herzgewichts/Tibialdnge-Verhiltnisses (HW/TL) und (B) des Lungenge-
wichts/Tibialdnge-Verhiltnisses (LW/TL). Die Anzahl der untersuchten Méuse betrdgt in der Sham-Gruppe
n=>5 und in der TAC-Gruppe n=6-7. * p<0.05; *** p<0.001

Da in der kardialen Hypertrophie eine Anderung der Genexpression erfolgt, wurden die Aus-
wirkungen der Uberexpression von Musclin auf die Expression sog. embryonaler Gene im
Herzen untersucht (Abbildung 23). Es konnte eine signifikante Abnahme in der mRNA-
Expression des aMHC- und des SERCA2a-Gens (Abbildung 23 A und B) in beiden Maus-
gruppen nach Aortenkonstriktion (TAC) festgestellt werden. Eine Zunahme an PMHC- und
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Actal- mRNA-Expression (Abbildung 23 C und D) bestitigt die Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie bei den Tieren nach Druckbelastung.
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Abbildung 23 Quantitative Analyse der Expression embryonaler Gene.

Analysen der mRNA-Expression von (A) oMHC, (B) SERCA2a, (C) BMHC und (D) Actal im Herzgewebe von
AAV6 Musclin und AAV6 Control Miusen nach der chronischen Druckbelastung (TAC) und der Scheinoperati-
on (Sham). Die Anzahl der untersuchten Proben betrigt in der Sham-Gruppe n=4-5 und in der TAC-Gruppe
n="7-8. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001

Um die Herzfunktion nach Druckbelastung zu beurteilen, wurden echokardiographische Ana-
lysen sowie Herzkatheteruntersuchungen als auch nicht-invasive Blutdruckmessungen durch-
gefiihrt. Die echokardiographischen Untersuchungen zeigten eine deutliche Verringerung der

Ejektionsfraktion bei allen Kontrollméusen drei, sechs und neun Wochen nach TAC (Anhang,
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Tabelle 43). Bei den mit AAV6-Musclin injizierten Tieren, zeigte sich eine deutliche Verbes-
serung der Herzfunktion zu allen drei Zeitpunkten (Abbildung 24 A bis C). Blutdruckmessun-
gen mittels Herzkatheter zeigten, dass das Maximum der Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dtmax) als MaB3 der systolischen Kontraktilitiat im linken Ventrikel in den Kontrollmausen
um 25 % nach TAC reduziert war. Bei den AAV6-Musclin Méusen zeigte sich ein Anstieg
um 20 %, welcher nach TAC-Operation unverandert blieb (Abbildung 24 D). Zeitgleich zeig-
ten die AAV-Musclin Mause im Vergleich zu den AAV6-Control Méusen eine verbesserte
diastolische Relaxation des linken Ventrikels (dP/dtmin) nach TAC (Abbildung 24 E). Dies
deutet auf eine verbesserte linksventrikuldre Herzfunktion nach skelettmuskelspezifischer
Uberexpression von Musclin hin. Die nicht-invasive Blutdruckmessung an wachen Mausen
zeigte insbesondere einen leicht erniedrigten systolischen Blutdruck in den mit AAV6-
Musclin behandelten Tieren nach TAC, wahrend der diastolische Blutdruck unverindert blieb

(Abbildung 24 F und G).
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Abbildung 24 Analyse der Herzfunktion nach chronischer Druckbelastung durch transversale Aorten-

konstriktion und skelettmuskelspezifischer Musclin-Uberexpression.

Bestimmung der Ejektionsfraktion 3 Wochen (A), 6 Wochen (B) und 9 Wochen (C) nach TAC oder Sham-OP.
(D) Analyse des Maximums der Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,,,) und (E) des Minimums der Druckan-
stiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,;,). Bestimmung des systolischen (F) und des diastolischen (G) Blutdrucks 9 Wo-
chen nach TAC vs. Sham. Die Anzahl der untersuchten Méause betrigt in der Sham-Gruppe n=35 und in der
TAC-Gruppe n=6-9. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001

Histologische Untersuchungen zeigten, dass die Kardiomyozytengrof3e und die Herzkapillar-

dichte in beiden Gruppen (AAV6-Musclin und AAV6-Control) nach TAC ahnlich erhoht wa-
ren (Abbildung 25).
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Abbildung 25 Analyse der Hypertrophie auf zelluliirer Ebene wiihrend skelettmuskelspezifischer Musclin-

Uberexpression.

(A) Repriasentative Mikroskopbilder von Herzgewebeschnitten nach chronischer kardialer Druckbelastung
(TAC) vs. Scheinoperation (Sham). Das Isolectin B4 (griin) stellt die Kapillaren dar, das Weizenkeimagglutinin
(WGA) markiert die Zellmembran (rot), das Eindeckmedium enthiclt DAPI fiir eine Zellkernfarbung (blau). Der
Mabstabsbalken entspricht 100 pm. (B) Quantifizierung der Kardiomyozytengréfie und (C) der Kapillardichte.
Die Anzahl der Proben betrigt in der Sham-Gruppe n=5 und in der TAC-Gruppe n= 10. **** p<0.0001

Im Rahmen der kardialen Hypertrophie kam es zu einer gesteigerten Bindegewebsbildung des
linken Ventrikels, der sog. Fibrose, welche zur Gewebeversteifung durch Narbenbildung und
dadurch zu Herzfunktionsstorungen fithrte. Histologische Untersuchungen einer Sirius-Rot-
Farbung von Herzgewebeschnitten zeigten (Abbildung 26 A), dass die Uberexpression von

Musclin im Vergleich zu mit AAV6-Control behandelten Mausen zu einer deutlichen Reduk-
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tion der Myokardfibrose fithrt. Die GroBBe der fibrotischen Areale war signifikant reduziert
(Abbildung 26 B).
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Abbildung 26 Sirius-Rot-Firbung der Herzgewebequerschnitte der AAV6-Musclin und AAV6-Control
Miiuse.

(A) Querschnitte der Herzen von den skelettmuskelspezifischen Musclin-Uberexpression Miusen (AAV6-
Musclin) und deren Kontrollen (AAV6-Control) 9 Wochen nach TAC und Sham-OP wurden mit Sirius-Rot
gefarbt. Die fibrotischen Areale erscheinen in rot. Der Mafstabsbalken entspricht 500 pm. (B) Quantitative
Auswertung der Fibrose in denselben Bedingungen wie in (A). Die Anzahl der untersuchten Miuse betréigt in der
Sham-Gruppe n= 5 und in der TAC-Gruppe n= 8. * p<0.05

Um zu testen, ob die Musclin-vermittelten positiven Effekte auf die Herzfunktion auch auf
eine verbesserte Kardiomyozytenfunktion zuriickzufithren sind, wurde die Kontraktilitdt von
isolierten adulten Kardiomyozyten aus AAV6-Musclin und AAV6-Control Méausen nach
TAC mittels der IonOptix-Methode gemessen (Abbildung 27). In der Tat zeigten adulte Kar-
diomyozyten, die aus Miusen mit skelettmuskelspezifischer Musclin-Uberexpression isoliert
worden waren, eine Verbesserung der basalen Kontraktilitit der Kardiomyozyten um 25 %
(Abbildung 27 A). Nach B-adrenerger Stimulation mit Isoprenalin konnte eine erhohte inotro-
pe Reaktion beobachtet werden, die als eine Linksverschiebung der Konzentrations-Antwort-
Kurve dargestellt wurde (Abbildung 27 B). Mit einer Zunahme der Isoprenalin-Konzentration
konnte auch eine Erhohung der Kardiomyozytenkontraktilitdt detektiert werden (Abbildung
27 C-D).
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Abbildung 27 Kontraktilititsmessung an isolierten adulten Kardiomyozyten nach AAV6-vermittelter
Uberexpression von Musclin und chronischer Druckbelastung von 9 Wochen.

Die Kontraktilitit wurde als Basis der Peak-Hohe der prozentualen Veridnderung der Sarkomerldnge in Prozent
dargestellt (bl%peak h) (A) Basale Quantifizierung der Kardiomyozytenkontraktilitit. (B) Konzentration-
Antwort-Kurve der Kontraktilitidtsfihigkeit der Kardiomyozyten auf dic B-adrenerge Stimulation mit Isoprenalin
und eine Quantifizierung der Kardiomyozytenkontraktilitit nach Stimulation mit (C) 100 nM und (D) 1000 nM
Isoprenalin. Die Anzahl der gemessenen Zellen betrédgt pro Gruppe n=30. * p<0.05; ** p<0.01

Da in der Literatur beschrieben wurde, dass Musclin die Konzentration der natriuretischen
Peptide erhoht (Miyazaki er al. 2018), wurde sowohl deren Expressionsniveaus als auch die
Expression ihrer Rezeptoren bestimmt (Abbildung 28). Die Analyse der Expression embryo-
naler Gene zeigte, dass die mRNA-Spiegel der Hypertrophie Marker ANP und BNP nach
TAC (Abbildung 28 A und B) signifikant erhoht waren, sich aber nicht zwischen AAV6-
Control und AAV6-Musclin unterschieden. Die mRNA-Expression von CNP sowie die von
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den Rezeptoren der natriuretischen Peptide NPR-A, NPR-B und NPR-C waren zwischen den
Gruppen nicht signifikant verdndert (Abbildung 28 C-F).
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Abbildung 28 Analyse der Genexpression der natriuretischen Peptide und deren Rezeptoren im Herzen
nach AAVé-vermittelter Uberexpression von Musclin und chronischer Druckbelastung von 9 Wochen.

Quantitative PCR-Analyse der mRNA-Expression (A) des atrialen natriurctischen Peptids (ANP), (B) des brain
natriurctischen Peptids (BNP), (C) des C-Type natriuretischen Peptids (CNP) und deren Rezeptoren NPR-A, -B
und -C (D-F) 9 Wochen nach TAC vs. Sham-OP. Die Anzahl der untersuchten Miuse betrigt in der Sham-
Gruppe n= 4-6 und in der TAC-Gruppe n= 6-8. ** p<0.01

Im Einklang mit einem verringerten Abbau von natriuretischen Peptiden als Reaktion auf eine
Uberexpression von Musclin wurde der Plasmaspiegel von ANP in mit AAV6-Musclin be-

handelten Méausen mittels ANP-ELISA gemessen. Tendenziell war erkennbar, dass die ANP
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Konzentration nach skelettmuskelspezifischer Musclin-Uberexpression im Vergleich zur
Kontrolle gestiegen ist (Abbildung 29 A). Diese Eigenschaften von Musclin, die auf einer
Hemmung des Abbaus von NPs hindeuten, wurden zuséatzlich mittels Western Blot-Analyse
untersucht. Durch eine skelettmuskelspzifische Uberexpression von Musclin (AAV6-

Musclin) konnte ein deutlich erhohter CNP-Spiegel im Myokard nachgewiesen werden

(Abbildung 29 B).
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Abbildung 29 Analyse der Konzentration der natriuretischen Peptide nach der skelettmuskelspezifischen

Mausclin-Uberexpression in scheinoperierten Miusen.

(A) Bestimmung der Plasmakonzentration des atrialen natriurctischen Peptids (ANP) mittels ELISA-Analyse,
n=13. (B) Dic Western Blot-Analyse der Expression des C-Typ natriuretischen Peptids (CNP) (72 kDa) und der
Ladekontrolle GAPDH (36 kDa) im Herzgewebe der AAV6-Control und der AAV6-Musclin Méuse.

Zusammenfasend verbesserte die skelettmuskelspezifische Uberexpression von Musclin

deutlich die Herzfunktion und somit die Kontraktionsfihigkeit der Kardiomyozyten und redu-

zierte die Fibrose.

4.3 Die skelettmuskelspezifische Deletion von Musclin nach kurzfristiger TAC

fordert die linksventrikulare Dysfunktion und Fibrose

Um zu testen, ob ein Mangel von Musclin im Skelettmuskel ausreichend ist, die linksventri-

kulare Herzdysfunktion wéhrend einer chronischer Druckbelastung in Méusen zu verstirken,
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wurden Méuse mit einer skelettmuskelspezifischen induzierbaren Deletion von Musclin unter
Verwendung des Cre/LoxP-Systems erzeugt. Die Ostn"HSATREC®) (\fyselin KO) Miuse
ermdglichten gezielt eine zeitlich selektive Ausschaltung von Musclin im Skelettmuskel nach
Behandlung mit Doxycyclin (Rao and Monks 2009). Als Kontrolle dienten Ostn™" Miuse
(Musclin WT) derselben Zuchtlinie und desselben Alters. Um die funktionelle Bedeutung des
reduzierten Musclin-Spiegels bei der Entwicklung einer pathologischen Belastung zu analy-
sieren, wurden die Musclin WT und Musclin KO Mause eine Woche lang mit Doxycyclin im
Trinkwasser behandelt und anschlieend 2 Wochen lang einer Druckbelastung durch Aorten-

konstriktion (TAC) ausgesetzt (Abbildung 30).

Ostn™™

und

Ostn/V/I(HSA/TRE-)Cre TAC Endpunkt

7 Wochen alt \ 4 \
0 1 3
l 1 ] Wochen
|

Doxycyclin [2 mg/ml]

Abbildung 30 Experimenteller Zeitverlauf.

Sieben Wochen alte Ostn™ (Musclin WT) und Ostn™MSATREC) (\fyselin KO) Méuse wurden fiir eine Woche
mit Doxycyclin [2 mg/ml] im Trinkwasser behandelt. Danach wurden die Miuse fiir zwei Wochen einer trans-
versalen Aortenkonstriktion (TAC) unter Verwendung einer 26 Gauge Nadel ausgesetzt oder einer Scheinopera-
tion (Sham) unterzogen. Am Ende des Versuches wurden die Mausorgane molekularbiologisch und histologisch
untersucht.

Zuerst wurde die Wirkung der Doxycyclin-Behandlung auf eine Musclin-Deletion mittels
absoluter Quantifizierung der Musclin-Expression tiberpriift. Auf mRNA-Ebene wiesen die
knock-out Musclin Mause (KO) eine deutliche Herabregulation der Musclin-Expression bis zu
95 % im Vergleich zu Musclin Wildtyp Méausen (WT) auf (Abbildung 31 A), was auf Protein-
ebene durch Western Blot-Analyse und Immunfarbung des M. Quadrizeps bestitigt werden
konnte (Abbildung 31 B und C). Da Musclin sezerniert wird, wurde der Plasmaspiegel in
Musclin KO und WT der scheinoperierten Maiusen mittels Musclin-ELISA analysiert
(Abbildung 31 D). Das Defizit des Musclin Proteins wurde durch den signifikant reduzierten
Musclin-Plasmaspiegel in Musclin KO Mausen im Vergleich zu den Wildtyp Méusen nach-

gewiesen.
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Abbildung 31 Analysen der Musclin-Expression nach Behandlung mit Doxycyclin.

(A) Absolute quantitative PCR-Analyse der Musclin mRNA-Expression nach transversaler Aortenkonstriktion
(TAC) und Scheinoperation (Sham) im Muskel Quadrizeps und im Herzgewebe der Musclin KO und WT Miu-
se. Die Anzahl der untersuchten Proben betrigt in der Sham-Gruppe n=8 und in der TAC-Gruppe n=12.
(B) Western Blot-Analyse der Musclin-Expression (15 kDa) im Herzgewebe und im Muskel Quadrizeps der
Musclin KO und WT Méuse nach TAC vs. Sham-OP. Aufgrund unterschiedlicher Expression von Ladekontrol-
len im Herzen und im Skelettmuskel wurde sowohl GAPDH (36 kDa) als auch oTubulin (57 kDa) dargestelit.
(C) Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Bilder der Immunhistochemie des Muskel Quadrizeps mit einem
spezifischen Antikérper gegen Musclin (griin), das Weizenkeimagglutinin (WGA) markierte die Zellmembran
(rot), das Eindeckmedium enthiclt DAPI fiir eine Zellkernfarbung (blau). Der Mabstabsbalken entspricht
100 um. (D) Die Bestimmung der Musclin-Plasmakonzentration mittels ELISA-Analyse in den scheinoperierten
Miusen. Die Anzahl der untersuchten Miuse betrdgt bei Musclin WT n=21 und bei Musclin KO n=16.
*p<0.05; ** p<0.01; **** p<0.0001
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Um den Grad der Hypertrophie zu bestimmen, wurde zunédchst das Herzgewicht/Tibialédnge-
Verhiltnis (HW/TL) berechnet (Abbildung 32 A). Musclin KO und WT Méuse entwickelten
ein dhnliches Ausmal3 der Hypertrophie. Das erhohte Verhéltnis von Lungenge-
wicht/Tibialange (LW/TL) deutet auf ein kardiales Lungenddem hin (Abbildung 32 B). Es
wurden keine signifikanten Unterscheide zwischen Musclin KO und Musclin WT nach TAC

festgestellt.
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Abbildung 32 Auswirkungen der skelettmuskelspezifischen Deletion von Musclin auf die Entwicklung der
Hypertrophie und des Lungenédems nach zweiwochiger Druckbelastung (TAC) oder Scheinoperation
(Sham).

(A) Quantifizierung des Herzgewicht/Tibialdnge-Verhiltnisses (HW/TL) und (B) des Lungenge-
wicht/Tibialidnge-Verhéltnisses (LW/TL). Die Anzahl der untersuchten Méuse betréigt in der Sham-Gruppe n=6
und in der TAC-Gruppe n=14-18. * p<0.05; **** p<0.0001

Bei einer kardialen Hypertrophie kommt es zu einer Anderung der Genregulation und der
Genexpression. Aus diesem Grund wurden auch hier die Auswirkungen der Deletion von
Musclin auf das Expressionsmuster embryonaler Gene im Herzen untersucht (Abbildung
33 A-D). Es konnte eine signifikante Abnahme in der mRNA-Expression der «MHC- und
SERCA2a-Gene und eine deutliche erhohte mRNA-Expression der BMHC- und Actal-Gene

sowohl in Musclin KO als auch Musclin WT nach Aortenkonstriktion festgestellt werden.
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Abbildung 33 Quantitative Analyse der Expression embryonaler Gene.

Analysen der mRNA-Expression im Herzgewebe der Musclin WT und KO Méuse nach zweiwochiger chroni-
scher Druckbelastung (TAC) und der Scheinoperation (Sham) von (A) aMHC, (B) SERCA2a, (C) AMHC und
(D) Actal. Die Anzahl der untersuchten Miuse betrdgt in der Sham-Gruppe n=8 und in der TAC-Gruppe

n=12. *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001

Die Auswirkungen der Hypertrophie nach Druckbelastung konnten auch auf zelluldrer Ebene

gezeigt werden (Abbildung 34 A-C). Die Herzkapillardichte in beiden Mausgruppen
(Musclin KO und Musclin WT) nach TAC war dhnlich erhoht, wéahrend die Kardiomyozyten

signifikant vergroBert in Musclin KO waren im Vergleich zu den Wildtypmausen nach TAC.
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Abbildung 34 Analyse der Hypertrophie auf zelluliirer Ebene nach skelettmuskelspezifischer Deletion von

Musclin.

(A) Reprisentative Mikroskopbilder von Herzgewebeschnitten nach zweiwochiger Druckbelastung (TAC) vs.
Scheinoperation (Sham). Das Isolectin B4 (griin) stellt die Kapillaren dar, das Weizenkeimagglutinin (WGA)
markiert dic Zellmembran (rot), das Eindeckmedium enthielt DAPI fiir eine Zellkernfiarbung (blau). Der MaB-
stabsbalken entspricht 100 um. (B) Quantifizierung der Kardiomyozytengrofie und (C) der Kapillardichte. Die
Anzahl der untersuchten Miuse betrigt pro jeweilige Gruppe n= 8. * p<0.05; **** p<(0.0001
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Um die Auswirkungen der skelettmuskelspezifischen Deletion von Musclin auf die Herzfunk-
tion nach zweiwochiger Druckbelastung zu beurteilen, wurden echokardiographische Unter-
suchungen sowie eine Herzkatheteranalyse als auch nicht-invasive Blutdruckmessungen
durchgefiihrt (Abbildung 35, Tabelle 44). Die echokardiographischen Untersuchungen der
kardialen systolischen Funktion (Ejektionsfraktion) ergaben eine verstiarkte linksventrikulare
Dysfunktion bei den Musclin KO Maiusen im Vergleich zum Wildtyp (WT) (Abbildung
35 A). Weiterhin konnte eine ausgeprigte Herunterregulierung der systolischen Kontraktilitat
(dP/dtmax) im linken Ventrikel (Abbildung 35 B) sowie eine signifikant verschlechterte diasto-
lische Relaxation (dP/dtni,) (Abbildung 35 C) wihrend der Katheteruntersuchung bei den
Musclin KO Mausen nach TAC festgestellt werden. Die nicht-invasive Blutdruckmessung
zeigte, dass die Musclin KO Miuse eine leichte Erhohung des systemischen arteriellen systo-
lischen Blutdrucks hatten, wobei der diastolische Blutdruck unverdndert blieb (Abbildung
35D und E).
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Abbildung 35 Analyse der Herzfunktion nach skelettmuskelspezifischer Deletion von Musclin und zwei-
wochiger Druckbelastung durch transversale Aortenkonstriktion (TAC) vs. Sham.

(A) Bestimmung der Ejektionsfraktion, Sham n=6, TAC n=14-18. (B) Analyse des Maximums der Druckan-
stiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,,) und (C) des Minimums der Druckansticgsgeschwindigkeit (dP/dt,;,); Sham
n=8, TAC n=6-11. (D) Bestimmung des systolischen Blutdrucks. (F) Bestimmung des diastolischen Blut-
drucks; Sham n=8-14, TAC n=8-9. * p<0.05; ** p<0.01; **** p<0.0001

Histologische Analysen einer Sirius-Rot-Farbung von Herzgewebeschnitten ergaben eine
stark erhohte Myokardfibrose als Reaktion auf TAC in den Musclin KO Méausen im Vergleich
zu den WT Maéusen (Abbildung 36 A und B). Das mRNA-Expressionsniveau der pro-
fibrotischen Gene zeigte eine deutliche Erhohung von Kollagen I (Collal) und Kollagen III
(Col3al) sowie eine signifikant erhohte Expression des Glykoproteins Fibronektin
(Abbildung 36 C-E). Periostin (Postn), dessen Expression ebenfalls mit der Regulation und
Ausbildung der kardialen Fibrose assoziiert ist, wurde in den Musclin KO Mausen nach TAC

im Vergleich zu den Wildtypen (WT) signifikant hoher exprimiert (Abbildung 36 F).
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Abbildung 36 Sirius-Rot-Firbung und Expressionsanalysen der fibrotischen Gene.

(A) Querschnitte der Herzgewebe von Musclin WT und Musclin KO Méausen 2 Wochen nach TAC oder Sham-
OP wurden mit Sirius-Rot geféirbt. Die fibrotischen Areale erscheinen in rot. Der Mafistabsbalken entspricht
500 um. (B) Quantitative Auswertung der Fibrose in denselben Bedingungen wie in (A); Sham n=8 und TAC
n=9-10. (C) Quantitative PCR-Analyse der Kollagen] mRNA-Expression (Collal), (D) der KollagenIII
mRNA-Expression (Col3al), (E) der Fibronektin mRNA-Expression und (F) der Periostin mRNA-Expression
(Postn). Die Anzahl der untersuchten Miuse betrigt in der Sham-Gruppe n= 8 und in der TAC-Gruppe n=12.
*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Die quantitative PCR-Analyse der mRNA-Expression zeigte, dass der mRNA-Spiegel von
ANP und BNP im Herzgewebe nach TAC im Vergleich zu den Scheinoperierten Tieren
(Sham) in beiden Mausgruppen (WT, KO) signifikant erhoht war. Im Gegenteil zu ANP, wo
keine Unterschiede in der Expression zwischen Musclin KO und WT nach Druckbelastung
festgestellt wurden, konnte eine Tendenz in der Herunterregulation der BNP-Expression ge-
zeigt werden. Der mRNA-Level von CNP war zwischen den Gruppen nicht signifikant veréan-

dert.
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Abbildung 37 Analyse der Genexpression der natriuretischen Peptide im Herzen nach Musclin-Deletion
und chronischer Druckbelastung von 2 Wochen.

Quantitative PCR-Analyse der mRNA-Expression (A) des atrialen natriurctischen Peptids (ANP), (B) des brain
natriurctischen Peptids (BNP), (C) des C-Type natriuretischen Peptids (CNP). Die Anzahl der untersuchten
Mause betrigt in der Sham-Gruppe n= 8 und in der TAC-Gruppe n= 12. ** p<0.01; *** p<0.001

Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nahe, dass ein Musclindefizit im Skelett-
muskel das Fortschreiten der Herzinsuffizienz nach einer Druckbelastung beschleunigt und

dem kardialen Phanotyp nach langanhaltender, chronischer Druckbelastung entspricht.
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4.4 Musclin erhoht die Kardiomyozytenkontraktilitit iiber CNP/NPR-B-

vermittelten Signalweg

Im Folgenden wurden die Grundlagen der durch Musclin vermittelten verbesserten
Kontraktilitdt untersucht. Musclin kann durch die Bindung an dem NPR-C Rezeptor den Ab-
bau natriuretischer Peptide hemmen (Miyazaki et al. 2018) und deren Signaltransduktion indi-
rekt dadurch verstirken (Abbildung 38).

Es ist in der Literatur bereits bekannt, dass die ANP/NPR-A vermittelten Signalwege
hauptsichlich anti-hypertrophe und anti-hypertensive Eigenschaften ausiiben, die inotrope
Antwort jedoch nicht wesentlich beeinflussen. Die CNP/NPR-B vermittelten Signalwege zei-
gen hingegen eine verstérkte inotrope Eigenschaften (Pierkes et al. 2002; Wollert et al. 2003).
Beruhend darauf, wurde die inotrope Reaktion von isolierten adulten Kardiomyozyten auf das
natriuretische Peptid vom Typ C (CNP) und die anschlieBende Co-Stimulation von rekombi-

nanten Musclin mittels IonOptix getestet.

CNP?T Musclin
P19 —— NpRB 0{ @ rrC

cGMP1 | 2777

}

-

AMP
i Cilostamide G

Abbildung 38 Schematische Darstellung der CNP/NPR-C-Signaltransduktion. Mechanismus verbesserter
Kardiomyozytenkontraktilitit durch Musclin.

Musclin bindet mit hoher Affinitit an den Rezeptor NPR-C und verhindert dadurch den Abbau des C-Typ natri-
uretischen Peptids (CNP), welches an den Rezeptor NPR-B bindet und den CNP/NPR-B-Signalweg induziert.
Dadurch erhoht sich die Konzentration von CNP und es kommt zu einer Verstirkung der inotropen Antwort
durch vermehrte Stimulation des sekundéren Bottenstoffes, des zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP).
¢GMP inhibiert die Phosphodiesterase 3 (PDE 3), die iiberwiegend den zweiten sekundédren Botenstoff, das zyk-
lische Adenosinmonophosphat (cAMP) abbaut. Um die inotrope Signalkaskade zu analysieren, wurden in den
folgenden Experimenten der NPR-B Inhibitor (P19) und zusétzlich der PDE 3-Inhibitor (Cilostamid) verwendet.
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Die aus Wildtypmausen isolierten adulten Kardiomyozyten zeigten eine signifikant verbesser-
te kardiale Kontraktionsfiahigkeit nach Stimulation mit zunehmenden Konzentrationen von
rekombinantem CNP Protein (10nM, 100nM). Die Kardiomyozytenkontraktilitdt konnte
durch die Co-Stimulation mit rekombinantem Musclin (10 nM) signifikant verstarkt werden
(Abbildung 39 A und B).

Da der Calcium-Stoffwechsel der Kardiomyozyten fiir die kontraktile Funktion von zentraler
Bedeutung ist, wurden Messungen des cytosolischen Calciumgehalts mittels Fura-2 durchge-
fuhrt (Abbildung 39 C und D). Die verbesserte kontraktile Funktion von Kardiomyozyten
nach der CNP-Stimulation war mit einem erhohten systolischen Anstieg der Calciumkonzent-
ration verbunden. Dieser Anstieg konnten durch eine Co-Stimulation mit rekombinantem

Musclin (10 nM) weiter signifikant verstirkt werden.
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Abbildung 39 Kontraktilitiitsmessung adulter Kardiomyozyten nach Stimulation mit CNP und Musclin.

Messung der Calciumkonzentration.

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus C57/B16 Mausherzen isoliert. Die Kontraktilitit wurde als Basis der
Peak-Hohe der prozentualen Verdnderung der Sarkomerlidnge in Prozent dargestellt (bl%peak h). (A) Reprisen-
tative Messung der Verdnderung der Sarkomerldnge in der Systole nach Stimulation mit rekombinantem CNP
(10 nM, 100 nM) und darauffolgender Co-Stimulation mit rekombinantem Musclin (10 nM). (B) Quantifizierung
der Kardiomyozytenkontraktilitit ausgeldst durch Sarkomerverkiirzung in (A), (n= 13). (C) Reprisentative Mes-
sung des Calciumgehalts in der Systole nach der CNP-Stimulation (100 nM) und darauffolgender Co-Stimulation
mit Musclin (10 nM) und (D) deren Quantifizierung; n=12. * p<0.05; ** p<0.01

Um zu testen, ob die verstirkte inotrope Wirkung bei CNP durch Musclin tiber den NPR-B
Rezeptor vermittelt wird, wurden die frisch isolierten adulten Kardiomyozyten mit einem
0,5 uM NPR-B-Inhibitor (P19) behandelt (Abbildung 40). Hierdurch wurde die inotrope
Antwort komplett aufgehoben. Sowohl die Stimulation mit CNP als auch darauffolgende Sti-

mulationen mit Musclin bewirkten keine Verstarkung der Kontraktilitat.
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Abbildung 40 Kontraktilititsmessung adulter Kardiomyozyten wiihrend NPR-B-Inhibierung.

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus C57/Bl6 Mausherzen isoliert. Die Kontraktilitit wurde als Basis der
Peak-Hohe der prozentualen Verdnderung der Sarkomerlidnge in Prozent dargestellt (bl%peak h). (A) Reprisen-
tative Messung der Verdnderung der Sarkomerlinge in der Systole nach Stimulation mit NPR-B-Inhibitor
(0,5 M) und darauffolgender Co-Stimulation mit rekombinantem CNP (100 nM) und rekombinantem Musclin
(10 nM). (B) Quantifizierung der Kardiomyozytenkontraktilitit ausgelost durch Sarkomerverkiirzung in (A). Die
Anzahl der gemessenen Zellen betrdgt n=9.

Da die inotrope Reaktion von Musclin wihrend der Stimulation mit CNP deutlich verstarkt
wurde, wurde als ndchstes die Kontraktilitatsfahigkeit der isolierten Kardiomyozyten wahrend
der Stimulation mit rekombinantem Musclin ohne Zugabe von CNP gemessen (Abbildung
41). In der Tat zeigte die alleinige Behandlung von Kardiomyozyten mit Musclin keinen Ein-
fluss auf deren Kontraktilitit. Ebenfalls bewirkte eine erhohte Konzentration von Musclin
(10 nM) keine Kontraktionsdnderung der Kardiomyozyten, sodass Musclin allein keine Effek-

te auf die Inotropie ausiibt.
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Abbildung 41 Kontraktilititsmessung adulter Kardiomyozyten wihrend Musclin-Stimulation.

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus C57/Bl6 Mausherzen isoliert. Die Kontraktilitit wurde als Basis der
Pecak-Hohe der prozentualen Verdnderung der Sarkomerlinge in Prozent dargestellt (bl%peak h).
(A) Reprisentative Messung der Verdnderung der Sarkomerldnge in der Systole nach der Stimulation mit und
rekombinantem Musclin (1 nM, 10 nM). (B) Quantifizierung der Kardiomyozytenkontraktilitit ausgelost durch
Sarkomerverkiirzung in (A). Die Anzahl der gemessenen Zellen betrigt n=5.

Im Einklang mit den vorbeschriebenen Eigenschaften der ANP/NPR-A vermittelten Signal-
wege, konnten keine pro-kontraktilen Effekte nach ANP-Stimulation nachgewiesen werden
(Abbildung 42), sodass eine erhohte Inotropie bei Musclin mit einer CNP- nicht jedoch mit

einer ANP-Stimulation hervorgerufen wurde.
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Abbildung 42 Kontraktilititsmessung adulter Kardiomyozyten wiihrend ANP-Stimulation.

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus C57/Bl6 Mausherzen isoliert. Die Kontraktilitit wurde als Basis der
Peak-Hohe der prozentualen Verdnderung der Sarkomerlidnge in Prozent dargestellt (bl%peak h). (A) Reprisen-
tative Messung der Veridnderung der Sarkomerldnge in der Systole nach Stimulation mit rekombinantem ANP
(100 nM) und darauffolgender Co-Stimulation mit rekombinantem Musclin (10 nM). (B) Quantifizierung der
Kardiomyozytenkontraktilitit ausgeldst durch Sarkomerverkiirzung in (A). Die Anzahl der gemessenen Zellen

betrigt n=>5.

Um den CNP/NPR-B vermittelten Signalweg genauer zu betrachten, wurde bei der Messung
der Kardiomyozytenkontraktilitit unter Verwendung des PKG-Inhibitors die Proteinkinase G
(PKG) blockiert (Abbildung 43). PKG wird tiberwiegend durch cGMP aktiviert und ist somit
direkt an der Muskelkontraktion beteiligt. Nach der Inhibierung von PKG wurde die inotrope

Reaktion, ausgelost durch CNP und Musclin, nicht weiter verandert.
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Abbildung 43 Kontraktilititsmessung adulter Kardiomyozyten wiihrend PKG-Inhibierung.

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus C57/B16 Mausherzen isoliert. Die Kontraktilitit wurde als Basis der
Peak-Hohe der prozentualen Verdnderung der Sarkomerlidnge in Prozent dargestellt (bl%peak h). (A) Reprisen-
tative Messung der Verdnderung der Sarkomerlidnge in der Systole nach Stimulation mit CNP (100 nM), rekom-
binantem Musclin (10 nM) und darauffolgender Inhibierung der Proteinkinase G (PKG-Inhibitor). (B) Quantifi-
zierung der Kardiomyozytenkontraktilitit ausgeldst durch Sarkomerverkiirzung in (A). Die Anzahl der gemesse-
nen Zellen betrdgt n=35. * p<0.05; ** p<0.01

4.5 Musclin beeinflusst die Generierung von cAMP durch ¢cGMP-vermittelte
PDE3-Inhibierung in Kardiomyozyten

Das zyklische Guanosinmonophosphat (¢cGMP) tbermittelt als sekundarer Botenstoff das
CNP/NPR-B-Signal entweder durch eine Hemmung der Phosphodiesterase 3 (PDE3), wobei
der cAMP-Spiegel durch eine positive cGMP/cAMP-Interaktion erhoht wird, oder durch die
Stimulierung der Proteinkinase G (PKG). Um zu analysieren, ob die verstiarkte inotrope Reak-
tion durch die CNP/Musclin-Co-Stimulation durch PDE3 vermittelt wird, wurde eine Unter-
suchung der cGMP- und cAMP-Dynamik in adulten Kardiomyozyten mithilfe des Forster-
Resonanzenergietransfers (FRET) durchgefiihrt (Abbildung 44). Hierfir wurden die adulten
Kardiomyozyten entweder aus den cGES-DES transgenen Méusen fir die cGMP-Messung
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oder aus den Epac2-Camps transgenen Mausen fiir die Analysen von cAMP frisch isoliert und
die Botenstoffe in Echtzeit gemessen (Nikolaev er al. 2006; Nikolaev et al. 2010).

Nach der Zugabe von rekombinanten CNP (100 nM) stieg die cGMP-Konzentration und wur-
de durch die Co-Stimulation mit Musclin (100 nM) signifikant um 5 % erhoht (Abbildung
44 Aund B). Fir die Messung der cAMP-Konzentration wurden die Kardiomyozyten zu-
ndchst mit Isoprenalin (100 nM) behandelt, um eine maximale Aktivierung des Sensors zu
gewdhrleisten (FRET in % des Maximums). Der cAMP-Spiegel stieg durch die CNP-
Stimulation und darauffolgende Musclin-Co-Stimulation um etwa 5 % der maximalen Akti-
vierung signifikant an (Abbildung 44 C und D).

Als néachstes wurde der PDE3-Inhibitor Cilostamid bei der Messung der cAMP-Konzentration
eingesetzt. In der Tat bewirkte die Hemmung dieses Enzyms einen verminderten Abbau und
somit einen Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration, wodurch die Inotropie positiv
beeinflusst wurde. Die Inhibierung von PDE3 mit 10 uM Cilostamid verhinderte die Zunahme
der cAMP-Konzentration in Kardiomyozyten durch Musclin nach CNP-Stimulation und pré-

Stimulation mit Isoprenalin (Abbildung 44 E und F).
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Abbildung 44 Analyse der cGMP- und cAMP-Dynamik in adulten Kardiomyozyten mittels Fluoreszenz-

Resonanzenergietransfer (FRET) basierter Messung.

Isolierte adulte Kardiomyozyten wurden mit rekombinantem CNP (100 nM) und mit rekombinantem Musclin
(100 nM) stimuliert. Das Verhiltnis von Griin fluoreszierendem Protein (GFP) zu dem Rot fluoreszierendem
Protein (RFP) wihrend der cGMP-Messung und das Verhiltnis von Cyan fluoreszierendem Protein (CFP) zu
Gelb fluoreszierendem Protein (YFP) (CFP/YFP) wihrend der cAMP-Messung wurde nach einer Anregung von
436 nm bestimmt. (A) Reprisentative Messung der cGMP-Antwort wihrend der Stimulation mit CNP (100 nM)
und darauffolgender Co-Stimulation mit Musclin (100 nM) (GFP/RFP-Verhiltnis) und (B) deren Quantifizie-
rung, (n=7). (C) Reprisentative Messung der cAMP-Antwort wihrend der Stimulation mit CNP (100 nM) und
darauffolgender Co-Stimulation mit Musclin (100 nM) nach der Aktivierung des Sensors mit Isoprenalin
(100 nM) (CFP/YFP-Verhiltnis) und (D) deren Quantifiziecrung der FRET basierten Messung des maximalen
Isoprenalin-Effekts, (n= 13). (E) Reprisentative Messung der cAMP-Antwort wihrend der Stimulation mit CNP
(100 nM) und darauffolgender Co-Stimulation mit Musclin (100 nM) nach dem Aktivierung des Sensors mit
Isoprenalin (100 nM) unter Verwendung des PKG-Inhibitors (CFP/YFP-Verhiltnis) und (F) deren Quantifizie-
rung, (n=8). * p<0.05; ** p<0.01
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Um die Konsequenzen erhohter cAMP-Levels festzustellen, wurde die Aktivitit verschiede-
ner Schliisselproteine der cAMP/Proteinkinase A (PKA)-Signalkaskade untersucht. Die Phos-
phorylierung kontraktiler Proteine wurde in Maiusen mit dem skelettmuskelspezifischen
AAV6-Control und AAV6-Musclin neun Wochen nach TAC oder Sham-Operation analysiert
(Abbildung 45). Nach experimenteller Aortenkonstriktion fiihrte die skelettmuskelspezifische
Uberexpression von Musclin zu einer verstéirkten Phosphorylierung von Phospholamban an
Serin 16, von TroponinI an Serin 23/24 und von CREB (cAMP response element-binding
protein) an Serin 133. Die Aktivierung dieser Proteine vermittelt eine verstédrkte kardiale Kon-
traktilitdt (Bers 2002a). Auch SERCA2a wurde im Herzgewebe der AAV6-Musclin Méuse
nach TAC hoher exprimiert.
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AAV6 Con Mscl Con Mscl
PPLB [————— ——— ——] |
PLB | —— |
SERCA22 [ — o o o o o o o o e —]
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Abbildung 45 Western Blot-Analyse der Aktivitit kontraktiler Proteine im Herzen nach chronischer
Druckbelastung von 9 Wochen.

Die Phosphorylierung kontraktiler Proteine nach chronischer Druckbelastung und Sheinoperation von 9 Wochen
wihrend skelettmuskelspezifischer Musclin-Uberexpression und deren Kontrollméusen. Phosphorylierung von
Phospholamban an Serinl6 (pPLB, 28 kDa), von TroponinI an Serin 23/24 (28 kDa), und von CREB an Se-
rin 133 (43 kDa). Als Ladekontrolle wurde GAPDH (36 kDa) dargestellt.

Um festzustellen, ob die verstirkte inotrope Reaktion von CNP durch Musclin durch die
PDE3-Hemmung vermittelt wurde, wurden frisch isolierte adulte Kardiomyozyten zuerst mit
CNP (100 nM) stimuliert und nachfolgend mit dem PDE3-Inhibitor (Cilostamid, 1 uM) be-
handelt (Abbildung 46). Im Einklang zu friiheren Ergebnissen wurde die Kontraktionsfahig-

keit der Kardiomyozyten nach der CNP-Stimulation verbessert, wihrend die darauffolgende
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Behandlung mit dem PDE3-Inhibitor bei anschlieBender Stimulation mit Musclin (10 nM)
einen weiteren Kontraktilitdtsanstieg verhinderte. Diese Effekte deuten darauf hin, dass die
durch Musclin hervorgerufene Zunahme der Kontraktilitdt der Kardiomyozyten durch PDE3-

Inhibierung vermittelt wird.
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Abbildung 46 Kontraktilititsmessung adulter Kardiomyozyten wiihrend PDE 3-Hemmung.

Die adulten Kardiomyozyten wurden aus C57/B16 Mausherzen isoliert. Die Kontraktilitit wurde als Basis der
Peak-Hohe der prozentualen Verdnderung der Sarkomerlidnge in Prozent dargestellt (bl%peak h). (A) Reprisen-
tative Messung der Verdnderung der Sarkomerlinge in der Systole nach Stimulation mit rekombinantem CNP
(100 nM) und darauffolgender PDE 3-Inhibierung (1 uM) und anschlieBender Co-Stimulation der Kardiomyozy-
ten mit rekombinantem Musclin (10 nM). (B) Quantifizierung der Kardiomyozytenkontraktilitit ausgeldst durch
Sarkomerverkiirzung in (A). Die Anzahl der gemessenen Zellen betrdgt n=9. * p<0.05

Zusammenfassend verbessert Musclin die Kontraktionsfahigkeit von Kardiomyozyten
durch PDE3-Hemmung bei Verstirkung der CNP/NPR-B/cGMP-Signaltransduktion.
Dadurch wird eine positive cGMP/cAMP-Interaktion und die Aktivierung des PKA-

Signalweges in Kardiomyozyten hervorgerufen.
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4.6 Deletion von skelettmuskuliarem Musclin verursacht verminderte cGMP-
und cAMP-Konzentration sowie eine reduzierte Aktivierung von Phos-

pholamban 1n Kardiomyozyten

Um die Effekte der cGMP/cAMP-Interaktion bei Musclin-Mangel in adulten Kardiomyozyten
zu untersuchen, wurde der cGMP- und cAMP-Spiegel mittels ELISA in Musclin KO und
Musclin WT Maiusen ermittelt (Abbildung 47 A und B). Wiéhrend die Kardiomyozyten von
Kontrollméusen (WT) nach zweiwochiger experimenteller Aortenkonstriktion (TAC) einen
signifikanten Anstieg der intrazelluliren cGMP- und cAMP-Spiegel zeigten, war der Kon-

zentrationsanstieg beider Botenstoffe in Musclin KO Mausen verringert.
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Abbildung 47 Analyse der cGMP- und cAMP-Konzentration in adulten Kardiomyozyten der Musclin KO
und WT Miiuse nach zweiwochiger Druckbelastung.

(A) Analyse der cGMP-Konzentration mittels ELISA normalisiert zu Gesamtproteinkonzentration (pmol/ml/mg)
und (B) der cAMP-Konzentration in adulten Kardiomyozyten nach TAC vs. Sham-OP. Diec Anzahl der unter-
suchten Méause betrigt bei Musclin WT n= 8 und bei Musclin KO n="7. * p<0.05; ** p<0.01

Diese Effekte wurden begleitet von einer verringerten Phosphorylierung von Phospholamban
(PLB) an Serin 16 (Abbildung 48 A und B). Drei und 14 Tage nach TAC konnte eine deutli-
che Abnahme der Phosphorylierung von PLB beobachten werden. Eine geringere PLB-

Phosphorylierung fithrt zu einer verstirkten SERCA2a-Inhibierung und somit zu einer ver-
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minderten Calcium-Riickfluss ins SR. Demzufolge kommt es zu einem, fiir die Herzinsuffizi-
enz charakteristischen systolischen Ca’’-Mangel und erhohter diastolischer Ca®'-
Konzentration im Cytosol. Die SERCA2a-Konzentration blieb unverdndert. Die auffillig ver-
ringerte Aktivitdt der kontraktilen Proteine nach Druckbelastung bei den Musclin KO Méusen
im Vergleich zu den Wildtypen korrelierte mit einer verringerten kardialen PKA-Aktivitét in
den Musclin KO Méusen, da der Serinrest 16 eine etablierte Phosphorylierungsstelle der PKA

1st.
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pPLB ‘ —-—-— e ‘

PLB ‘-—-———.—-—‘

SERCA2 s w o ot s e o o o o |
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Abbildung 48 Western Blot-Analyse der Phosphorylierung kontraktiler Proteine der Musclin KO und
WT Miuse nach 3 und 14 Tagen Druckbelastung.

Analyse der Phosphorylierung von Phospholamban an Serin 16 (pPLB) (28 kDa) und SERCA2a (110 kDa)
(A)in frischisolierten adulten Kardiomyozyten drei Tage nach transversaler Aortenkonstriktion (TAC) vs.
Scheinoperation (Sham) und (B) im Herzgewebe 14 Tage nach TAC vs. Sham-OP. Als Ladekontrolle wurde
GAPDH (36 kDa) dargestellt.
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4.7 Musclin beeinflusst Proliferation und Migration der kardialen Fibroblasten

Eine myokardiale Gewebeverdanderung wihrend der pathologischen Hypertrophie wird spezi-
ell durch die Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten ausgelost, die zur Beeintréch-
tigung der Herzfunktion beitragen. Ein schnelles Wachstum von Fibroblasten (sog. Fibroblas-
tenproliferation) fiihrt zu verstarkter Myokardfibrose. Zur Analyse der Verdnderung der Fib-
rose im Herzmuskelgewebe als Folge einer skelettmuskelspezifischen Uberexpression oder
Deletion von Musclin in vivo, wurde der direkte Einfluss von Musclin auf isolierte adulte
primére kardiale Fibroblasten in vitro untersucht (Abbildung 49, Abbildung 50).

Die Fibroblastenproliferation war nach CNP-Stimulation (100 nM) signifikant vermindert.
Die Behandlung von primédren Fibroblasten mit Musclin (50 nM) zeigte eine weitere Prolife-
rationsabnahme, die durch CNP/Musclin-Stimulation verstirkt wurde (Abbildung 49 A). Die
hemmende Wirkung von CNP und Musclin auf die Fibroblastenaktivitit wurde in Gegenwart
eines NPR-B-Inhibitors (P19, 500 nM) vollstidndig aufgehoben (Abbildung 49 B). Dies deutet
darauf hin, dass Musclin tiber den CNP/NPR-B-Signalweg wirkt. Auch das Verwenden des
PKG-Inhibitors (200 nM) bei den priméren Fibroblasten konnte die anti-proliferative Wirkung
von Musclin signifikant verhindern (Abbildung 49 B). Daraus ldsst sich hindeuten, dass
Musclin die Aktivitdt von isolierten primédren kardialen Fibroblasten durch den CNP/NPR-
B/cGMP/PKG-Signalweg beeinflusst.
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Abbildung 49 Analyse der Proliferation priméirer adulter Fibroblasten.

(A) Quantifizierung der Fibroblastenproliferation ermittelt bei 370 nm nach 24 h Stimulation mit dem rekombi-
nanten CNP (100 nM) und dem rekombinanten Musclin (50 nM), (n=5). (B) Quantifizicrung der Fibroblasten-
proliferation nach Behandlung mit PKG- und NPR-B-Inhibitoren. Die Anzahl der gemessenen Proben betrigt

n="7.*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

Die Migrationsfahigkeit der kardialen Fibroblasten wurde mithilfe der etablierten Scratch-

Methode ermittelt. Bei diesem Experiment wurde eine zellfreie Zone auf einer konfluenten

Zellschicht erzeugt und die Rekolonisierung des zellfreien Bereiches durch Fibroblasten nach

4 h quantifiziert. Die Migration der kardialen Fibroblasten wurde nach der Stimulation mit

Musclin (50 nM) signifikant gehemmt. Die anti-migratorische Wirkung von Musclin konnte

durch Behandlung sowohl mit dem NPR-B-Rezeptorinhibitor (500 nM) als auch mit dem
PKG-Inhibitor (200 nM) aufgehoben werden (Abbildung 50).
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Abbildung 50 Analyse der Migration primérer adulter Fibroblasten.

Die Migrationsfahigkeit kardialer Fibroblasten nach 24 h Stimulation mit 50 nM Musclin und nach Behandlung
mit PKG- (200 nM) und NPR-B-Inhibitoren (500 nM). Die Migration der Fibroblasten wurde 4 h nach dem
Scratch ermittelt. Die Anzahl der untersuchten Proben betrdgt n =4. * p<0.05; ** p<0.01

Die Western Blot-Analysen der priméren kardialen Fibroblasten (Abbildung 51) zeigten eine
verminderte Aktivierung von p38-mitogenaktivierter Proteinkinase (p38 MAPK), die fiir die
Aktivierung der kardialen Fibroblasten verantwortlich ist und durch PKG inhibiert werden
kann. Die Aktivierung von extracellular signal-regulated kinases (ERK), welche die Prolife-
ration und die Signaltransduktion verschiedener Wachstums- und Differenzierungssignale

steuert, war nach Stimulation mit Musclin nur leicht vermindert.
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Abbildung 51 Western Blot-Analyse der Aktivitit der Mitogen-aktivierten Kinasen (ERK und p38) in
priméren Fibroblasten nach Musclin-Stimulation.

Die priméren Fibroblasten wurden 24 h mit 50 nM Musclin stimuliert und die Akivierung von extracellular sig-
nal-regulated kinases (ERK, 44/42 kDa) und p38-mitogenaktivierter Proteinkinase (p38, 43 kDa) in primédren
Fibroblasten im Vergleich zu den Kontrollzellen ermittelt. Als Ladekontrolle wurde GAPDH (36 kDa) darge-
stellt.
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Zusammenfassend vermindert Musclin die Bildung der Myokardfibrose, indem durch
indirekte Aktivierung von PKG die Signaltransduktion der p38-MAP-Kinase in kardialen

Fibroblasten hemmt.
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5 Diskussion

Etwa 15 bis 20 % der Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz entwickeln eine kardi-
ale Kachexie, die durch einen starken Gewichtsverlust gekennzeichnet ist. Die Letalitdt in
dieser Hochrisiko-Patientengruppe ist etwa zwei- bis dreimal hoher als bei herzinsuffizienten
Patienten ohne Gewichtsverlust (von Haehling et al. 2017). Eine gezielte Therapie bei kardia-
ler Kachexie gibt es derzeit nicht. Auch die molekularen Mechanismen, die zur Entwicklung
der Erkrankung beisteuern, bleiben weiterhin unklar. In dieser Arbeit wird die Hypothese auf-
gestellt, dass die Freisetzung von kardio-protektiven Proteinen aus dem atrophierten Skelett-
muskel bei herzinsuffizienten, kachektischen Patienten beintrdchtig sein konnte. In der Tat
konnte in dieser Arbeit mithilfe eines Mausmodells der kardialen Kachexie gezeigt werden,
dass das sezernierte Protein Musclin in der atrophierten Skelettmuskulatur deutlich herrunter-
reguliert ist, was das Fortschreiten der Herzinsuffizienz negativ beeinflusste.

Musclin wird fast ausschlieflich im Skelettmuskel und in geringerer Menge im Kno-
chen exprimiert. AuBlerdem vermittelt Musclin das endochondrale Knochenwachstum
(Thomas et al. 2003; Bord et al. 2005; Chiba et al. 2017; Kanai et al. 2017) und ist beteiligt
an dem insulin-abhingigen Glucose-Stoffwechsel (Liu et al. 2008; Yu et al. 2016; Chen et al.
2017).

Dariiber hinaus zeigt Musclin eine starke Homologie zur Familie der natriuretischen
Peptide und ist ein endogener und spezifischer Ligand des natriuretischen Clearance-
Rezeptors (NPR-C) (Kita et al. 2009). Uberdies wirkt Musclin auch lokal im Skelettmuskel
und verbessert die korperliche Leistungsfiahigkeit durch Férderung der mitochondrialen Bio-
genese in den Muskelfasern (Subbotina et al. 2015). Musclin wird als sezerniertes Protein in
die Blutbahn freigesetzt, was auf einen systemischen Einfluss auf das natriuretische Peptid-

system schlieBen ldsst.

5.1 Musclin-Expression bei chronischer Herzinsuffizienz

Die durchgefiihrten Untersuchungen in dieser Arbeit konnten zeigen, dass Miuse, die

einer langfristigen Druckbelastung durch transversale Aortenkonstriktion (TAC) unterzogen
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worden sind, eine chronische Herzinsuffizienz mit einem begleitenden Skelettmuskelschwund
und einer Reduktion des Korpergewichts entwickelten (Abbildung 15). Diese Symptome wer-
den auch in fortgeschrittenen Stadien der chronischen Herzinsuffizienz bei Patienten beobach-
tet und als Syndrom der kardialen Kachexie bezeichnet.

In dem in dieser Arbeit etablierten Mausmodell der kardialen Kachexie war die
Musclin-Expression in atrophierten Skelettmuskel stark reduziert (Abbildung 17, Abbildung
18, Abbildung 19). Diese ausgepragte Herabregulierung des sezernierten Proteins deutete auf
einen spezifischen Einfluss auf das Fortschreiten der Herzinsuffizienz hin. Als Ursache wurde
hier ein endokriner Wirkmechanismus zwischen Skelettmuskulatur und Herz postuliert. In der
Tat konnten nach chronischer Druckbelastung durch TAC die Herzfunktion als auch die My-
okardfibrose durch einen therapeutischen Ansatz mittels AAV6-vermittelter, skelettspezifi-
scher Uberexpression von Musclin verbessert werden (Abbildung 24). Im Gegenzug dazu
fiihrte eine chronische Druckbelastung in skelettmuskelspezifischen Musclin knock-out Mau-
sen zu einem Fortschreiten der Herzinsuffizienz sowie zu einer ausgeprigten maladaptiven
Myokardfibrose (Abbildung 35, Abbildung 36). Weiterhin wiesen die knock-out Méuse einen
reduzierten Musclin-Spiegel im Blutplasma auf (Abbildung 31). Da Musclin auch in geringe-
ren Mengen in Knochen exprimiert wird (Thomas et al. 2003; Bord et al. 2005; Kanai et al.
2017) und es sich hier um einen skelettmuskelspezifischen knock-out handelt, kann sezernier-

tes Musclin durchaus weiterhin in der Blutbahn vorhanden sein.

5.2 Einfluss von Musclin auf die Kardiomyozytenkontraktilitit

Die weiteren Untersuchungen konnten zeigen, dass die verbesserte Herzfunktion bei ei-
ner Musclin-Uberexpression zumindest teilweise auf eine erhdhte Kontraktilitit der Kardio-
myozyten zuriickzufiihren ist. Mechanistisch gesehen, wird die verbesserte Kontraktilitdt der
isolierten adulten Kardiomyozyten nicht direkt durch Musclin beeinflusst, da die positive in-
otrope Wirkung von Musclin auf Kardiomyozyten das natriuretische Peptid C-Typ (CNP)
erfordert (Abbildung 39). Jedoch konnte die inotrope Reaktion nach Inhibierung des natriure-
tischen Peptid Rezeptors B (NPR-B) mit einem selektiven NPR-B-Inhibitor verringert werden
(Abbildung 40). Einerseits ist nicht auszuschlieBen, dass zusétzliche, durch Musclin vermittel-

te Effekte auf die anderen natriuretischen Peptide ebenfalls zu einer Erhdhung der ANP- und
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BNP-Konzentration in vivo fithren konnten. Andererseits wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
Kardiomyozyten nach ANP-Stimulation in vitro keine inotrope Reaktion durch Musclin sig-
nalisiert haben (Abbildung 42). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Musclin auf die
Kontraktionsfahigkeit der Kardiomyozyten durch eine verstarkte Aktivierung des CNP/NPR-
B-Signalwegs und nicht durch den ANP/NPR-A-Signalweg einwirkt. Diese Beobachtungen
stehen im Einklang mit fritheren Studien, die gezeigt haben, dass ANP eher eine anti-
hypertrophe und anti-hypertensive Wirkung besitzt als eine inotrope (Pierkes et al. 2002;
Wollert et al. 2003).

Interessanterweise wurde die Verstirkung der inotropen Wirkungen von Musclin in
Anwesenheit von CNP auf die Kardiomyozytenkontraktilitit nach Hemmung der Phospho-
diesterase 3 (PDE3) durch Cilostamid vollstdndig aufgehoben (Abbildung 46). Diese Unter-
suchungen deuten darauf hin, dass PDE3 eine wesentliche Rolle bei der Inotropie-
Verstirkung durch CNP und Musclin spielt und Musclin somit dhnlich wie ein PDE3-
Inhibitor wirkt.

Da bekannt ist, dass die cGMP-abhingige Proteinkinase (PKG) durch cGMP aktiviert
wird und die kardiale Kontraktilitdt dadurch beeinflusst wird (van Heerebeek et al. 2012;
Kovécs et al. 2016), konnte auch gezeigt werden, dass die Inhibierung von PKG durch einen
selektiven PKG-Inhibitor eine zusitzliche inotrope Reaktion durch Musclin wéhrend der
CNP-Stimulation nicht vermindert hat (Abbildung 43). Diese Beobachtungen zeigen, dass
PDE3 und nicht PKG eine {iberwiegende Antwort auf die inotrope Reaktion durch Musclin
vermittelt.

Es wird allgemein angenommen, dass CNP direkt die Kontraktilitdt der Kardiomyozy-
ten erhoht und dadurch die Zunahme der Calcium-Konzentration beeinflusst, was auch in die-
se Arbeit beobachtet wurde (Pierkes et al. 2002; Wollert et al. 2003; Frantz et al. 2013; Meier
et al. 2017). Dennoch haben andere Studien {iber negative inotrope Wirkung von CNP berich-
tet (Zhang et al. 2005; Moltzau et al. 2014). Der Grund fiir diese gegensitzlichen Beobach-
tungen konnte an verschiedenen experimentellen Systemen liegen. Bereits die Analysen eines
Ganzherzpréiparates im Vergleich zu den isolierten Kardiomyozyten konnten unterschiedliche
Ergebnisse liefern. Eine bedeutende Rolle konnte auch die Verwendung von unterschiedli-
chen Krankheitsmodellen oder Spezies spielen. Letztendlich ist auch die Anwendung unter-
schiedlicher CNP-Konzentration von gro3er Bedeutung.

Weiterfithrende Untersuchungen der cGMP- und cAMP-Dynamik in adulten Kardio-

myozyten mithilfe des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) konnten eine durch Musclin
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vermittelte positive cGMP/cAMP-Interaktion in Kardiomyozyten bestitigen (Abbildung 44).
In der Tat kam es zu einer erhdhten cGMP- und cAMP-Antwort in isolierten Kardiomyozyten
nach der zusitzlichen Stimulation mit Musclin wihrend einer CNP-Stimulation. Im Gegenzug
dazu, hat die Vorbehandlung der Kardiomyozyten mit einem PDE3-Inhibitor einen weiteren
Anstieg von cAMP durch Musclin nach der CNP-Anregung verhindert. Im Ganzen zeigen die
dargestellten Daten, dass Musclin indirekt die Kontraktionsfahigkeit von Kardiomyozyten
durch  induzierte = PDE3-Hemmung bei  Verstirkung der CNP/NPR-B/cGMP-
Signaltransduktion erhéht und somit positiv die cGMP/cAMP-Interaktion beeinflusst.

Im Einklang mit den positiven inotropen Effekten von Musclin zeigten die Western
Blot-Analysen der verschiedenen Schliisselproteine der cAMP/Proteinkinase A (PKA)-
Signalkaskade eine verstarkte Phosphorylierung von Phospholamban und Troponin I und da-
mit ein verstirktes cAMP/PKA-Signal als Beweis flir eine verbesserte ventrikuldre Kontrakti-
litdt (Inotropie) und Entspannung (Lusitropie) (Abbildung 45). Dariiber hinaus konnte eine
verstirkte Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB durch PKA wihrend der Musclin-
Uberexpression festgestellt werden. Dies ist nicht nur wichtig fiir die Regulation der Gentran-
skription, sondern auch fiir die Regulation der Immunreaktion. Durch Phosphorylierung von
CREB werden pro-inflammatorische Reaktionen begrenzt (Wen et al. 2010). Weitere Studien
berichten, dass CREB eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der normalen Funktion
und Struktur des Herzens spielt (Fentzke et al. 1998; Williams and Ford 2001; Ichiki 2006;
Watson et al. 2010). In diesem Zusammenhang zeigte hochstwahrscheinlich auch die erhohte
Aktivierung von CREB wihrend der Musclin-Uberexpression eine kardio-protektive Wir-

kung.

5.3 Zusammenhang von Musclin mit dem natriuretischen Peptidsystem

Musclin ist ein bekannter Ligand des natriuretischen Clearance Rezeptors (NPR-C) und
bindet an diesen mit hoher Affinitdt. Dabei blockiert Musclin den Abbau von natriuretischen
Peptiden und erhoht somit deren Konzentration. Demzufolge konnte Musclin die physiologi-
sche Rolle der natriuretischen Peptide unterstiitzen. Die in dieser Arbeit gezeigte verstirkte
Aktivierung des CNP-Signalwegs ist moglicherweise die Folge der kompetitiven Bindung

von Musclin an NPR-C, wodurch die Degradierung und Internalisierung von CNP einge-
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schrankt wird. Zusétzlich konnte in AAV6-Musclin behandelten Méusen ein erhohter kardia-
ler CNP-Spiegel nachgewiesen werden, der bereits in frilheren Studien belegt wurde
(Kanai et al. 2017; Miyazaki et al. 2018). Der Konzentrationsanstieg von CNP korreliert
ebenfalls mit dem erhohten Musclin-Spiegel. Im Einklang mit dem erhdhten Plasma-Spiegel
der natriuretischen Peptide durch Musclin-Uberexpression in Miusen wurde zusitzlich ein
Anstieg von ANP im Blut gezeigt. Anhand der vorliegenden Ergebnisse ldsst sich feststellen,

dass Musclin die natriuretischen Peptid-abhingige Signalkaskade lokal verstérkt.

Neue Erkenntnisse von Adrian Hobbs zeigen, dass NPR-C nicht nur die natriuretischen
Peptide bindet und abbaut, sondern auch die biologischen Aktivititen der natriuretischen Pep-
tide, insbesondere die vaskuliren Wirkungen von endothelialem CNP, vermittelt
(Hobbs et al. 2004; Khambata et al. 2011; Conole et al. 2018). Es wurde bereits nachgewie-
sen, dass die Bindung an NPR-C eine Signalkaskade durch Aktivierung des Gj-Proteins indu-
zieren kann, was zu einer Inhibierung des Adenylylcyclase fiihrt und somit zu einem verrin-
gerten cAMP-Spiegel (Anand-Srivastava et al. 1996; Murthy and Makhlouf 1999). Die Akti-
vierung des Gj-Proteins bewirkt auch die Entspannung der vaskuldren glatten Muskulatur
durch Wechselwirkung mit nach innen gerichteten Kaliumkanilen, die mit dem G-Protein-
gekoppelt sind (Conole et al. 2018). Durch die Bindung von Musclin an den NPR-C ist es in
diesem Fall nicht ausgeschlossen, dass Musclin direkt Effekte iiber den NPR-C-Signalweg
ausiiben konnte. Dieser Signalweg miisste jedoch genauer untersucht werden und ist fiir diese
Studie vermutlich nicht relevant, da Musclin in Gegenwart von CNP einen erhhten cAMP-
Spiegel und somit eine verstirkte Kontraktilitdt in Kardiomyozyten auslost (Abbildung 44).
Dariiber hinaus wurden diese positiven Eigenschaften von Musclin durch einen NPR-B-
Rezeptorantagonist vollstdndig aufgehoben. Dies zeigt, dass Musclin den NPR-B- und nicht
den NPR-A- oder den NPR-C-Signalweg verstirkt aktiviert (Abbildung 40).

5.4 PDE 3-Hemmung als therapeutischer Ansatz

Die Phosphodiesterase 3 (PDE3) bindet sowohl cAMP als auch cGMP und f6érdert deren
Abbau, wobei cAMP schneller gebunden und hydrolysiert wird. Infolgedessen wirkt cGMP
als kompetitiver Inhibitor der cAMP-Hydrolyse und beeinflusst somit positiv die

111



Diskussion

cGMP/cAMP-Interaktion (Degerman et al. 1997). Interessanterweise wurde kiirzlich gezeigt,
dass die Verstirkung der cGMP/cAMP-Interaktion fiir die Kompensation der Herzfunktion
wihrend der Druckbelastung verantwortlich ist, bevor sich bei Mausen eine Herzinsuffizienz
entwickelt (Perera et al. 2015). In dieser Arbeit gelang der Nachweis, dass aus dem Skelett-
muskel sezerniertes Musclin iiber einen dhnlichen Mechanismus wie der PDE3-Inhibitor
wirkt (Abbildung 44, Abbildung 46). Obwohl die Verabreichung von PDE3-Inhibitoren so-
wohl die Kontraktilitidt als auch die Lusitropie bei Nagetieren und bei Patienten verstirkt
(Stehlik and Movsesian 2006; Qvigstad e al. 2010; Hoffman 2011; McMurray et al. 2012),
erhoht die langfristige pharmakologische Behandlung mit zugelassenen PDE3-Inhibitoren
(Amrinon, Cilostazol, Milrinon, Enoximon) die Haufigkeit von Arrhythmien und plétzlichen
Herztod (Packer et al. 1991; Amsallem et al. 2005). Eine spezifische Ursache fiir die erh6hte
Mortalitit konnte bis jetzt nicht festgestellt werden. Es wird jedoch angenommen, dass ein
anhaltender Anstieg des cAMP-Spiegels in Herzmuskelzellen durch PDE3-Hemmer dafiir
verantwortlich sein konnte (Movsesian and Kukreja 2011; Hofmann 2018).

Dies konnte gegen Therapieansitze mit Musclin sprechen, allerdings werden neue
pharmakologische Interventionen gesucht, die auf die Phosphodiesterase 3 abzielen und wenig
bis keine nachteiligen Wirkungen haben, um die Lebensqualitit und das Uberleben zu erhd-
hen (Movsesian 2015; Hoffman 2018). Da Musclin iiber einen indirekten Mechanismus die
PDE3-Inhibierung bewirkt, indem es protektiv die CNP-Signalkaskade beeinflusst, konnte
Musclin als neuer pharmakologischer Inhibitor der PDE3 genutzt werden. Eine Aktivierung
der CNP-Signalkaskade durch Musclin hitte zusétzlich starke anti-fibrotische Effekte, welche
bei den selektiven, in klinischen Studien getesteten PDE 3-Inhibitoren nicht bekannt sind.
Musclin besitzt daher kombivorteilhafte Eigenschaften die PDE3 zu inhibieren und die Myo-
kardfibrose zu mindern. Diesbeziiglich sind weitere Studien in groBBen Tiermodellen der Herz-
insuffizienz erforderlich, um diese Wirkmechanismen von Musclin zu bestétigen und die the-
rapeutische Anwendung als PDE3-Inhibitor bei herzinsuftfizienten Patienten zu gewahrleisten

(Movsesian 2015).

Die Forschungsgruppe von N. Mochizuki berichtete kiirzlich, dass Musclin, welches in
der Leber von transgenen Méusen {liberexprimiert wurde, die Herzfunktion verbesserte und zu
einer  verminderten = Herzhypertrophie = nach  einem = Myokardinfarkt  fiihrte
(Miyazaki et al. 2018). Der zugrunde liegende Mechanismus wurde jedoch nicht genauer un-

tersucht. Die Untersuchungen der genannten Studie postulieren einen Wirkmechanismus von
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Musclin {iber den ANP-Signalweg. In dieser Arbeit wurde jedoch bewiesen, dass eine ver-
starkt aktivierte CNP/NPR-B-Signalkaskade durch Musclin fiir die verbesserte Herzfunktion
ursdchlich ist und nicht die ANP/NPR-A-Signalkaskade. AuBBerdem wurden keine Auswir-
kungen von Musclin auf die Herzhypertrophie weder durch Uberexpression mittels AAV6-
Vektoren (Abbildung 22, Abbildung 25) noch durch die Deletion von Musclin in knock-out
Maiusen beobachtet (Abbildung 32, Abbildung 34). Diese Diskrepanz kdnnte sowohl auf die
unterschiedlichen Herzinsuffizienzmodelle als auch auf das unterschiedliche Ausmaf3 der
Musclin-Uberexpression zuriickzufithren sein. In Bezug auf die Plasmaspiegel von Musclin
zeigten Miyazaki und Kollegen eine mehr als zehnfache Erh6hung, wihrend in dieser Arbeit
die Erhohung nach Musclin-Uberexpression nur etwa doppelt so hoch war (Abbildung 21).
Eine weitere Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte moglicherweise die un-
terschiedliche Prozessierung und Spaltung sowie folgende Freisetzung der Musclin-
Fragmente je nach Produktionsort sein. Da die Musclin-Sequenz zwei homologe Dominen
am C-terminalen Ende mit zwei mdglichen Spaltungsstellen besitzt, konnte Musclin entweder
als full-length Protein oder als prozessiertes Fragment mit nur einer homologen Doméne die
CNP- oder ANP- abhéngigen Effekte beeinflussen (Moffatt and Thomas 2009). Daher hat die
transgene Uberexpression von Musclin in der Leber von Miyazaki und Kollegen mdglicher-
weise zu einer unterschiedlich prozessierten Form von Musclin gefiihrt als die in dieser Arbeit
angewandte eher physiologische Musclin-Uberexpression im Skelettmuskel via AAV6-

Vektoren.

5.5 Musclin und Fibrose

Neben den positiven inotropen Eigenschaften von skelettmuskelspezifischem Musclin
wurden andere entscheidende protektive Wirkungen des untersuchten Proteins im Laufe die-
ser Arbeit ermittelt. Anhand der Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass Musclin die Ent-
stethung der Myokardfibrose wihrend der chronischen Druckbelastung stark hemmt
(Abbildung 26). Diese Fahigkeiten von Musclin haben ebenfalls zu einer Verbesserung der
Herzfunktion beigetragen. Mechanistisch gesehen, deuten die Ergebnisse dieser Studie darauf
hin, dass Musclin sowie auch CNP, welches von Fibroblasten exprimiert wird, auf kardiale

Fibroblasten wirken und deren Proliferation und Migration in vitro hemmen kann.
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Im Gegensatz zu in vitro Experimenten mit Kardiomyozyten, bei denen Musclin die
Kontraktilitdt verstarkt, hatten Musclin und CNP einen dhnlichen inhibierenden Effekt auf die
kardialen Fibroblasten ausgeiibt. Es konnte jedoch keine verstirkte Minderung der Proliferati-
on durch Musclin bei gleichzeitiger CNP-Stimulation festgestellt werden (Abbildung 49).
Diese Beobachtung lésst sich damit erkléren, dass die Fibroblasten im Gegensatz zu den Kar-
diomyozyten selbst CNP produzieren und somit kann deren Differenzierung durch CNP ge-
hemmt werden (Li et al. 2015). Die Verminderung der Proliferation und Migration kann aus
diesem Grund moglicherweise nicht durch zusitzliches externes CNP bei gleichzeitiger
Musclin-Stimulation verstirkt werden. Jedoch zeigt die Behandlung von Fibroblasten allein
mit Musclin den inhibierenden Effekt auf deren Aktivierung (Abbildung 49). Diese Ergebnis-
se legen nahe, dass Musclin mit dem in Fibroblasten vorhandenen CNP zusammenwirkt und
die Fibroblastenaktivierung vermindert. Diese Inhibierung, sowohl durch CNP als auch durch
Musclin konnte durch einen NPR-B-Antagonist vollstindig aufgehoben werden (Abbildung
49, Abbildung 50). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Musclin auch in den Fibroblasten
den CNP/NPR-B-Signalweg verstérkt. Da die anti-fibrotischen Effekte von Musclin nach der
Inhibierung der Proteinkinase G, die ebenfalls anti-fibrotisch wirkt (Matei et al. 2018), aufge-
hoben worden sind, lésst sich schlussfolgern, dass Musclin die Aktivierung von PKG indirekt
reguliert.

Eine erhohte Proliferation und Migration spiegelt die Aktivierung von Fibroblasten
wieder, welche fiir die Bildung einer Myokardfibrose von groBer Bedeutung sind. Dabei
kommt es zur Phosphorylierung und gleichzeitiger Aktivierung der p38-mitogen-aktivierten
Proteinkinase (p38-MAPK) in den kardialen Fibroblasten (Molkentin ef al. 2017). In dieser
Studie wurde p38 durch Musclin deutlich inhibiert (Abbildung 51). Interessanterweise ist
PKG fiir seine anti-fibrotischen Wirkungen bekannt und kann die Aktivierung der p38-MAPK
hemmen (Fiedler e al. 2006; Begonja et al. 2007), was auf einen durch Musclin induzierten
CNP/NPR-B/PKG/p38 abhidngigen Weg in kardialen Fibroblasten hindeutet. Den genaueren
Mechanismus der vermittelten Musclin-Signaltransduktion miisste jedoch in priméren kardia-

len Fibroblasten weiterhin untersucht werden.
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5.6 Klinische Bedeutung

Aus klinischer Sicht, verbesserte die Uberexpression von Musclin im Skelettmuskel die
Herzfunktion und verminderte die Myokardfibrose. Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass
der endogene Musclin-Spiegel im Skelettmuskel bei der chronischen Herzinsuffizienz deut-
lich herabreguliert war, konnte die Musclin-Uberexpression dem Fortschreiten der Erkran-
kung stark entgegenwirken. Als moglicher Therapieansatz wird korperliches Training bei
herzinsuffizienten Patienten diskutiert (Gielen et al. 2012; Mann and Rosenzweig 2012). Zum
einen wird dadurch die korperliche Leistungsfahigkeit verbessert, zum anderen konnten auch
vermehrt schiitzende Myokine aus dem Muskel ausgeschiittet werden. In dieser Hinsicht wur-
de vor Kurzem gezeigt, dass korperliches Training bei Méiusen die Musclin-Expression in
Muskeln erhoht (Subbotina et al. 2015). Im Einklang dieser Beobachtungen und denen dieser
Arbeit ist es mdglich, dass eine erhohte skelettmuskelspezifische Musclin-Expression zu ver-
mehrtem Muskelaufbau filihrt. Dieser wirkt wiederum positiv auf die Gesundheit von herzin-
suffizienten Patienten und deren Lebensqualitit steigert. Demzufolge konnte Musclin als eine

mogliche Gentherapie bei Herzinsuffizienz mit Muskelschwund eingesetzt werden.

5.7 Fazit

Diese Arbeit bietet neue Einblicke in die Rolle von sezernierten Myokinen aus dem
Skelettmuskel wahrend der chronischen Herzinsuffizienz. Hier wurden bisher nicht beschrie-
benen Funktionen von Musclin aufgedeckt. Das untersuchte sezernierte Myokin Musclin aus
der Skelettmuskulatur mildert die linksventrikuldre Dysfunktion durch Verstirkung des
CNP/NPR-B-Signalwegs und vermittelt daraus resultierende positive Effekte auf die
cGMP/cAMP-Interaktion in Kardiomyozyten. Dariiber hinaus vermindert Musclin die Bil-
dung der Myokardfibrose, indem durch indirekte Aktivierung von PKG die Signaltransdukti-
on der p38-MAP-Kinase in kardialen Fibroblasten hemmt. Die Kommunikation zwischen der
Skelettmuskulatur und des Herzens iiber Myokine konnte durch die AAV6-vermittelte Uber-
expression von Musclin im Skelettmuskel verstirkt werden. Dies konnte eine vielverspre-
chende therapeutische Strategie zur Behandlung einer Herzinsuffizienz darstellen. Auflerdem
konnte durch diese Forschung der molekulare Mechanismus, {iber den Musclin wirkt, aufge-

klart werden (Abbildung 52).
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Abbildung 52 Molekularer Regulationsmechanismus von Musclin.

(A) Die Musclin-Uberexpression im Skelettmuskel mildert die linksventrikulire Dysfunktion und die Bildung
der Myokardfibrose durch Verstirkung des CNP/NPR-B-Signalwegs und vermittelt positive Effckte auf die
cGMP/cAMP-Interaktion in Kardiomyozyten. Musclin hemmt durch Aktivierung von PKG die Signaltransduk-
tion der p38-MAP-Kinase in kardialen Fibroblasten. (B) Beim Musclindefizit werden diese positiven Eigen-
schaften aufgehoben.

5.8 Ausblick und Limitationen der Studie

Da kardiovaskuldre Erkrankungen eine der haufigsten Todesursachen in Westeuropa
darstellen, ist die Entwicklung neuer Therapiestrategien von enormer Bedeutung. Die Herzin-
suffizienz ist in fortgeschrittenen Stadien nicht heilbar, dennoch konnte die Progression der

Erkrankung und die Entstehung der kardialen Kachexie wahrscheinlich verhindert werden.
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Hierfiir wurden in dieser Arbeit bis jetzt unbekannte kardio-protektive Eigenschaften von
Musclin aufgedeckt.

Musclin wird in geringeren Mengen in Knochen exprimiert. Da ein skelettmuskelspezi-
fisches induzierbares Musclin knock-out Model verwendet wurde, konnte nicht ausgeschlos-
sen werden, dass abgeleitetes Musclin aus den Knochen auch einen Einfluss auf das Herz ha-
ben konnte. Um dies zu verifizieren, miissen sich weitere in vivo-Studien mit einem spezifi-
schen Knochen-Musclin knock-out anschlieBen. Darliber hinaus stellt sich die Frage, ob das
Defizit an Musclin auch Auswirkungen auf die Funktion anderer wichtiger Organe haben
konnte.

Um den gefundenen molekularen Mechanismus der Verstirkung der CNP/NPR-B-
Signaltransduktion und den daraus resultierenden positiven Effekten auf die cGMP/cAMP-
Interaktion durch Musclin weiter zu untermauern, sollte au3erdem untersucht werden, ob sich
die verstirkte Antwort durch Musclin in isolierten Kardiomyozyten auch nach Druckbelas-
tung bestétigen lésst.

Weiterhin wire es von Interesse den molekularen Mechanismus von Musclin in kardia-
len Fibroblasten genauer zu analysieren. Ein Schwerpunkt konnte auf der Analyse der Akti-
vierung des TGF-B/Smad-Signalweges liegen. Musclin wirkt durch verstarkte CNP/NPR-B-
Signaltransduktion positiv die cGMP/PKG-Interaktion in Fibroblasten. Dies fiihrt zur indirek-
ten Aktivierung von PKG, welche hinsichtlich der Aktivierung von Smad2/3 interessant ist.
Studien haben bereits gezeigt, dass die Phosphorylierung von Smad3 an Se-
rin 309/Threonin 388 durch PKG die Zellkern-Translokation von Smad3 durch TGF-B hemmt
(Buxton and Duan 2008), was zu einer Verminderung der Fibroblasten-Aktivierung fiihrte.
Auch wurde vor Kurzem berichtet, dass die fibroblastenspezifische Deletion von Smad2/3 in
Maiusen die Myokardfibrose verringert hat (Khalil et al. 2017). Welche zuséitzlichen Effekte
Musclin auf die Smad-Aktivierung hat, gilt es weiter zu erforschen.

Alle gezeigten Untersuchungen wurden anhand von Tierversuche durchgefiihrt. Durch
Tierversuche lassen sich meistens Wirkungen, die den Menschen betreffen, vorhersagen,
jedoch sind weitere Analysen der Musclin-Expression in humanen Proben erforderlich.
Um die Hypothese dieser Studie zu bestitigen, ist es von immenser Bedeutung die Musclin-
Expression in humanen Skelettmuskel von herzinsuffizienten, kachektischen Patienten zu
analysieren. Nicht jeder herzinsuffizienter Patient entwickelt eine kardiale Kachexie

(Anker et al. 1997). Es stellt sich daher die Frage, ob einer Herabregulierung von Musclin in
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welchen Patienten nachgewiesen werden kann, welche mit einer schlechteren Prognose korre-
liert.

Bislang wurden wenige Studien betreffend den Effekten von Musclin auf die Skelett-
muskulatur durchgefiihrt. Subbotina und Kollegen haben gezeigt, dass Musclin die Biogenese
von Mitochondrien in der Muskelzelle durch aktives Training in Méusen fordert. Die histolo-
gischen Untersuchungen der Skelettmuskeln von Musclin knock-out Mausen deuteten auf eine
geringere Bildung der Muskelfasern Typ II A und B hin (Subbotina et al. 2015). Weiteren
Analysen des Muskelfaserspektrums wurden jedoch nicht durchgefiihrt und konnten ein Ge-

genstand zukiinftiger Forschung werden.
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Anhang

7  Anhang

Tabelle 43 Echokardiographische Parameter nach AAV6-vermittelter Musclin-Uberexpression in WT Méusen 3,
6 und 9 Wochen nach transversaler Aortenkonstriktion (TAC) dargestellt als Mittelwert + SEM.

Sham TAC
Zeit nach
AAV Control AAV Musclin | AAV Control AAV Musclin

[Wcill)len] n=>5 n=>5 n=17 n=15
Ejektionsfraktion [%] 65,1+£22 66,13+1,9 33,1+29 42,9+39
LVEDA [mm] 10,8 £0,5 10+0,5 13+1 13,2+0,9
Wanddicke [mm] . 0,6 0,02 0,7+0,04 0,9 +0,04 0,9+0,03
Herzfrequenz [Schldge pro Minute] 571+£17 577+9 553+£10 570+ 7
Ejektionsfraktion [%] 68,7+2,1 67,7+4,2 22,71+3,4 39,4+3,8
LVEDA [mm] 10,5+0,6 10,1+0,5 17,8 +2,3 152+1,8
Wanddicke [mm] ¢ 0,6 £0,001 0,7+0,03 0,99+ 0,05 0,82 +0,03
Herzfrequenz [Schldge pro Minute] 553+ 14 574+ 10 535+20 546+ 17
Ejektionsfraktion [%] 69,2+1,6 65,7+4 20,5+ 4,9 384+4,4
LVEDA [mm] 10,8+ 0,6 10,4+0,6 19,2+2,4 16,1+£22
Wanddicke [mm] ? 0,65+0,01 0,67 +0,04 0,95+0,07 0,94 + 0,05
Herzfrequenz [Schldge pro Minute] 528+5.4 543+12 563+19,5 569+ 12

Tabelle 44 Echokardiographische Parameter der Kontrollmduse (WT) und der skelettmuskelspezifischen
Musclin knock-out Méuse 2 Wochen nach Scheinoperation (Sham) bzw. transversaler Aortenkonstriktion (TAC)

dargestellt als Mittelwert = SEM.

Sham TAC
WT KO WT KO
n=6 n=6 n=18 n=14
Ejektionsfraktion [%] 62+5 654+4 40,4+3 30+£2.9
LVEDA [mm] 11,1+1 10,6 0,4 13,2+0,7 12£0,7
Wanddicke [mm] 0,6 +0,04 0,6 0,03 0,8+0,03 0,8+0,03
Herzfrequenz [Schldge pro Minute] 548 +8 567+18 55110 56114
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