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1. Einleitung

1.1 Pathologien des Herzens

Im Zuge der alternden Gesellschaft gehen annahernd 40 % der Todesfalle in
Deutschland und der westlichen Welt auf kardiovaskuldre Erkrankungen zurtck. Die
haufigste Todesursache stellte 2016 in Deutschland laut statistischem Bundesamt die
ischamische Herzerkrankung mit ca. 13,2 % aller Todesfalle dar (Myokardinfarkt: 5,3 %;
chronisch ischamische Herzerkrankung: 7,9 %).

Im Falle des Myokardinfarktes kommt es infolge eines thromboembolischen
Verschlusses im Bereich einer vorbestehenden Stenose der Koronararterien zu einer
Ischamie des Myokards, welche, sofern der GefalRverschluss nicht zeitnah
wiedereroffnet wird, zu einer Myokardnekrose fuhrt.

Aufgrund der mangelnden Regenerationsfahigkeit von Kardiomyozyten (KM) entsteht im
Bereich der Myokardnekrose nach einem mehrstufigen Umbauprozess eine
bindegewebige Narbe. Diese Narbe ist nicht in der Lage zu kontrahieren, sodass es zu
einer Verschlechterung der Pumpfunktion mit daraus resultierender Herzinsuffizienz
kommen kann. Des Weiteren begunstigt Narbengewebe die Ausbildung sogenannter
kreisender Erregungen, welche zu lebensgefahrlicher Rhythmusstérungen (ventrikulare
Tachykardien, Kammerflimmern) fihren kdnnen (Stevenson, 2009).

Zwar gibt es Hinweise auf eine geringe Erneuerung von KM im adulten Herzen, welche
um das 25. Lebensjahr bei ca. 1 % und um das 75. Lebensjahr bei ca. 0,45 % liegt
(Bergmann et al., 2009). Dies reicht jedoch bei weitem nicht aus, um eine tatsachliche
Regeneration zugrunde gegangenen Myokards zu bewirken.

Die Therapiemoglichkeiten flr betroffene Patienten sind auch nach heutigem Stand der
Forschung limitiert. Herzinsuffizienz und Rhythmusstorungen kénnen zwar
medikamentds behandelt werden, hierbei handelt es sich aber lediglich um
symptomatische Therapien. Eine kausale Therapie der terminalen Herzinsuffizienz stellt
die Herztransplantation dar. Die Herztransplantation ist durch die geringe Verfugbarkeit
von Spenderherzen jedoch keine Therapieoption, die einer ausreichenden Menge an
Patienten zur Verfugung steht.

Eine weitere Maoglichkeit stellen sogenannte Herzunterstlitzungssysteme (LVAD) dar.

Diese wurden urspriinglich nur zur Uberbriickung der Zeit bis zur Transplantation
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genutzt, mittlerweile werden jedoch ~50 % der LVAD als terminale Versorgung bei
Patienten implantiert, die flr eine Transplantation nicht in Frage kommen (Kirklin et al.,
2017). Aufgrund zahlreicher Komplikationen (Thromboembolien, Infektionen u.a.) ist die
Uberlebensdauer dieser Patienten jedoch limitiert (Ontario health technology

assessment series, 2016).

1.1.1 Therapieansatze der Myokardregeneration

Die limitierten Behandlungsoptionen begrinden das gro3e wissenschaftliche Interesse
eine Therapie zu finden, welche die Regeneration kontraktilen Myokards ermdglicht. Im
Folgenden werden die Konzepte der Zellersatztherapie und der Reaktivierung des
endogenen Regenerationspotenzials des Herzens vorgestellt.

Die Transplantation von Skelettmuskelzellen in infarzierte Herzen zeigte in
tierexperimentellen sowie klinischen Studien zunachst eine Verbesserung der
Pumpfunktion (Suzuki et al., 2001; Steendijk et al., 2006). Hingegen konnte eine weitere
klinische Studie zwar Verbesserungen in der NYHA-Klassifikation, jedoch keine
eindeutige Verbesserung der linksventrikularen Funktion, sowie ein vermehrtes
Auftreten tachyarrhythmischer Ereignisse nachweisen (Duckers et al., 2011). Die
transplantierten Zellen behalten ihre Identitat bei und fusionieren lediglich mit den
vorhandenen KM. Hierbei entwickeln sie nur eine unzureichende elektromechanische
Kopplung, welche auch das Auftreten tachyarrhythmischer Ereignisse erklaren kénnte
(Reinecke et al., 2004).

AuRerdem wurden aus dem Knochenmark gewonnene hamatopoetische Zellen
transplantiert, welche zu einem kleinen Teil auch hamatopoetische Stammzellen
beinhalten. In frihen klinischen Studien kam es nach Transplantation von
Knochenmarkszellen zu einer Verbesserung der regionalen Kontraktilitat des
Infarktgebietes (Assmus et al., 2002; Wollert et al., 2004), neuere klinische Studien
konnten dies jedoch nicht bestatigen (Gyongyési et al., 2015; Traverse et al., 2012).
Untersuchungen im Mausmodell ergaben, dass auch hier keine Transdifferenzierung zu
KM stattfindet (Nygren et al., 2004).

Es wird diskutiert, dass die in einigen Studien beobachtete verbesserte Kontraktilitat auf
parakrine Effekte zuruckzufuhren ist, welche eine verbesserte Vaskularisierung
bedingen (Mirotsou et al., 2011). Neben der Effektivitat ist auch die

Anwendungssicherheit hamatopoetischer Zellen kontrovers, da im Tierversuch unter
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anderem intrakardiale Kalzifizierung der transplantierten Zellen als madgliche
Komplikation nachgewiesen werden konnte (Breitbach et al., 2007).

Wahrend Skelettmuskelzellen und Knochenmarkszellen nicht in der Lage sind zu KM zu
differenzieren und somit keinen geeigneten Zellersatz fur KM darstellen, sind
embryonale Stammzellen (ESCs) (Thomson et al., 1998) und induzierte pluripotente
Stammzellen (iPSCs) (Takahashi und Yamanaka, 2006) in der Lage in Zellen aller drei
Keimblatter zu differenzieren. Das macht sie grundsatzlich zu einem geeigneten
Zellersatz fur KM im Rahmen struktureller Herzkrankheiten. Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass sowohl murine als auch humane ESCs in infarzierten Herzen von
Saugetieren (Schafe, Meerschweinchen) anwachsen und teilweise zu reifen KM
differenzieren (Ménard et al., 2005; Shiba et al., 2012), jedoch konnten die
Untersuchungen keine eindeutige Verbesserung der Ejektionsfraktion zeigen
(Fernandes et al., 2010). Ein weiteres Problem stellt die Bildung von Teratomen dar,
welche wahrscheinlich durch die mangelhafte Elimination undifferenzierter Stammzellen
bedingt ist (Kolossov et al., 2005). Chong et al. (2014) ist es gelungen aus humanen
ESCs abgeleitete KM in infarzierte Makakenherzen zu injizieren, welche im Myokard
anwuchsen und sich auch elektromechanisch mit den KM des Empfangers
synchronisierten. Jedoch blieb auch hier eine eindeutige Verbesserung der
Ejektionsfraktion aus und es traten verstarkt Arrhythmien auf, sodass der mogliche
therapeutisch Einsatz von humanen ESCs kontrovers diskutiert wird (Anderson et al.,
2014; Chong et al., 2014). Des Weiteren ist umstritten, ob die transplantierten Zellen
langfristig in das Empfangermyokard einwachsen (Zhu et al., 2018). Nach Injektion von
iPSCs, welche aus Makakenzellen gewonnen wurden, in Makakenherzen konnte eine
elektromechanische Kopplung sowie eine leichtgradige Verbesserung der
Ejektionsfraktion nachgewiesen werden, jedoch kam es auch hier gehauft zu
ventrikularen Tachykardien (Shiba et al., 2016).

Dem Konzept der Zelltransplantation steht die Aktivierung des endogenen
Regenerationspotentials des Myokards gegenuber. Seit den 1970er Jahren ist bekannt,
dass Amphibien in der Lage sind Myokard nach mechanischer Verletzung des Ventrikels
zu regenerieren (Rumyantsev, 1973). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass adulte
Zebrafische in der Lage sind nach partieller Myokardresektion durch KM-Proliferation

neues Myokard zu bilden (Poss et al., 2002). Die Quelle der neu entstehenden KM sind
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hierbei praexistierende KM (Kikuchi et al., 2010). Im Vergleich dazu zeigen ahnliche
Experimente an neonatalen Mausen, dass es nach Resektion des Apex ebenfalls zur
Regeneration von Myokard kommt, jedoch geht die Regenerationsfahigkeit innerhalb
der ersten Lebenswoche verloren (Porrello et al., 2011). In adulten Mausen zeigte sich
nach Infarzierung des Myokards zwar ein Anstieg der DNA-Synthese, eine vollstandige
Zellteilung war aber nicht nachweisbar (Hesse et al., 2012). Wenngleich sich viele
Arbeitsgruppen mit der Induktion des Zellzyklus in KM beschaftigen sind nach aktuellem
Stand der Forschung therapeutische Konzepte, welche in residenten KM Zellteilung
induzieren, in den nachsten Jahren nicht zu erwarten. Ein tiefergehendes Verstandnis
des Zellzyklus von KM, seiner Variationen und seiner Regulation ist fur die Entwicklung

regenerativer Therapien essentiell.

1.2 Herzentwicklung und Herzwachstum

1.2.1 Zellzyklus und Zellzyklusvariationen

Als Zellzyklus bezeichnet man die Prozesse, welche zur Teilung eukaryotischer Zellen
fuhren. Der Zellzyklus gliedert sich in die M-Phase, die eigentliche Zellteilung, und die
Interphase (Alberts, 2008). Die Interphase des Zellzyklus beginnt mit der G1-Phase
(G=gap), welche der Synthese von Zellorganellen, Proteinen und Enzymen fur die
anschliellende DNA-Replikation dient. Von der G1-Phase kdénnen Zellen in die GO-
Phase uUbergehen, einem Zustand, in dem keine weitere Zellzyklusaktivitat stattfindet.
Weiterhin ist es moglich, dass Zellen aus der GO-Phase wieder in den Zellzyklus
eintreten. Die Zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren (CdKIl) p21 und p27 sind an der
Zellzykluskontrolle am Ubergang von der G1- zur S-Phase beteiligt (Alberts, 2008). Das
Fortschreiten des Zellzyklus in die S-Phase wird durch die Zyklin-abhangige-Kinasen-
Zyklin-Komplexe, CDK4/6-Zyklin D und CDK2-Zyklin E, kontrolliert. Diese
phosphorylieren und inaktivieren das Retinoblastom-Protein (RB), das in
unphosphoryliertem Zustand in der G1-Phase einen Transkriptionskomplex (bestehend
u.a. aus HDAC und E2F) und somit den Ubergang zur S-Phase inhibiert. Die CdKls p21
und p27 kénnen den Ubergang zur S-Phase durch Hemmung der CDK2/4/6 blockieren
und werden unter anderem aktiviert, wenn Kontrollsysteme DNA-Schéaden in der Zelle

entdecken (Besson et al.,, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass eine



13

Herunterregulation von p21 und p27 zu vermehrtem Auftreten von Malignomen (u.a.
Hauttumore und Kolonkarzinome) fuhrt (Philipp et al., 1999; Poole et al., 2004).

In der S-Phase erfolgt die DNA Replikation, in der darauffolgenden G2-Phase
hauptsachlich die Vorbereitung der Mitose durch Produktion der dafur bendtigten
Proteine. Die eigentliche Zellteilung lasst sich in Mitose und Zytokinese unterteilen. Die
Mitose beginnt mit der Kondensation der Chromosomen (Prophase) und der Ausbildung
des Spindelapparats, gefolgt von der abrupten Auflésung der Kernmembran
(Prometaphase). Durch das Kinetochor binden die Chromosomen an die Mikrotubuli des
Spindelapparates (Metaphase), und anschlieend werden die Schwesterchromatiden zu
den unterschiedlichen Polen des Spindelapparates gezogen (Anaphase). Nach
Erreichen des Spindelpoles dekondensieren die Chromosomen und es bildet sich eine
neue Kernmembran aus (Telophase). Diese Prozesse werden zusammenfassend als
Karyokinese (Kernteilung) bezeichnet. In der anschlieRenden Zytokinese werden durch
Bildung und Einschnlirung eines kontraktilen Ringes aus F-Aktin und Myosin-2 die
Tochterzellen voneinander abgeschnurt (vgl. Abb. 3A). Die endgultige Trennung der

Tochterzellen wird als Abszission bezeichnet.

1.2.2 Embryonales Herzwachstum und seine Regulation

Kurz nach der Gastrulation bilden sich aus dem Seitenplattenmesoderm beidseits der
Primitivrinne kardiale Progenitorzellen, welche sich zu einer halbmondférmigen Spange
(cardiac crescent) verbinden. Hier lassen sich zwei Zonen - das primare und sekundare
Herzfeld - unterscheiden. Aus Zellen des primaren Herzfeldes entsteht der linke
Ventrikel, aus dem sekundaren bildet sich der rechte Ventrikel sowie der Ausflusstrakt.
Die Atrien werden aus Zellen beider Herzfelder gebildet (Buckingham et al., 2005).

Die Enden der cardiac crescent fusionieren zum sogenannten Herzschlauch (Abb. 1),
welcher bereits rhythmisch kontrahiert. Der Herzschlauch ist in ein paariges Atrium,
Ventrikel und den Conus Arteriosus gegliedert, aus welchem sich spater die
Taschenklappen entwickeln. Aus dem Herzschlauch bildet sich durch Faltung die S-
formige Herzschleife. Die Verbindung zwischen Atrium und Ventrikel wird durch Bildung
des Atrioventrikularkanals, aus dem sich spater die Segelklappen entwickeln, eingeengt.
Linkes und rechtes Atrium, sowie linker und rechter Ventrikel, werden jeweils durch das
Einwachsen myokardialer Septen separiert. An der Ausbildung des Septums sind

aullerdem ektodermale Zellen der kardialen Neuralleiste beteiligt (Jiang et al., 2000).
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Das humane vierkammerige Herz hat sich zum Ende der achten
Schwangerschaftswoche ausgebildet. Die Entwicklung des Mausherzens ist mit der des
menschlichen Herzen vergleichbar und das Herz der Maus ist ab dem 14.

Entwicklungstag komplett angelegt (Krishnan et al., 2014).

.

E 28

E 50

Abb. 1: Stadien der Herzentwicklung (Mensch): Aus der cardiac crescent entsteht
zunachst der Herzschlauch. Durch unterschiedlich schnelles Wachstum der einzelnen
Abschnitte entwickelt sich in der 4.-5. Woche die Herz-Schleife. In der 7. Woche werden
die Ventrikel endgultig separiert. AbklUrzungen: A: Atrium; V: Ventrikel; CT: Conus
arteriosus; AS: Saccus aorticus RV: rechter Ventrikel; LV: linker Ventrikel; RA: rechtes
Atrium; LA: linkes Atrium; AVV: Atriventrikularklappen; PA: Pulmonalarterie; Ao: Aorta;
DA: Ductus Arteriosus. (Lindsey et al., 2014)

Die Ausbildung der Herzfelder wird unter anderem durch den BMP/Wnt-Signalweg
gesteuert (Andersen et al., 2018), wahrend die weitere Differenzierung der kardialen
Progenitorzellen der Herzfelder durch die Transkriptionsfaktoren MESP-1, grrp1 sowie
evx1 induziert wird (Cunningham et al., 2017).

An der Regulation der Herzentwicklung im weiteren Verlauf ist unter anderem der Notch-
Signalweg, der generell die Zelldifferenzierung eukaryotischer Organismen reguliert,
beteiligt (Alberts, 2008). Der zytoplasmatische Anteil des Transmembranproteins Notch
kann nach proteolytischer Spaltung in der Zelle als Transkriptionsfaktor wirken. Notch ist
an der Bildung der Herzkammern, Herzklappen, des kardialen Ausflusstraktes und der
Koronarien beteiligt (La Pompa und Epstein, 2012). Im postnatalen Herz ist der
Signalweg fur die Differenzierung und physiologische Hypertrophie von KM bedeutsam
(Urbanek et al., 2010).
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Der ,mechanistic Target of Rapamycin® (mTor) Signalweg ist ebenfalls am
Herzwachstum beteiligt. mTor ist eine Serin/Threoninkinase, die mit spezifischen
Proteinen zwei verschiedene Multiprotein-Komplexe, mTorC1 mit der Effektorkinase S6
und mTorC2 mit der Effektorkinase AKT, bildet und durch verschiedene vorgeschaltete
Signalwege reguliert wird (z.B. Insulin, Insulin-like Growth factor 1 und 2) (Alberts,
2008). MTorC1 reguliert unter anderem Proteinsynthese und Zellwachstum, mTorC2
scheint zuséatzlich das Zelliberleben zu beeinflussen und eine Rolle in der Entstehung
von Krebs zu spielen (Sciarretta et al., 2014).

Die Rolle von mTor in der Herzentwicklung wurde durch muskelspezifische
Ausschaltung von mTor in der Maus untersucht (Zhang et al., 2014). Nach unauffalliger
embryonaler und postnataler Periode entwickelten die Knockout-Mause 3 Wochen nach
der Geburt eine dilatative Kardiomyopathie, die auf eine geringere Anzahl von KM als im
Wildtyp zurlickging, und starben innerhalb von funf Wochen nach Geburt.

Bei der Kontrolle der Herzgrofe spielt unter anderem der Hippo-Signalweg eine wichtige
Rolle (Zhou et al., 2015). Dieser Signalweg fuhrt Uber verschiedene Zwischenschritte
zur Inaktivierung des Transkriptions-Koaktivators Yap/Taz. Im aktivierten Zustand
stimuliert Yap/Taz die Transkription von Zellproliferations- und anti-apoptotischen Genen
(Zhao et al., 2007). Durch Inhibition von Komponenten des Signalwegs und damit
Aktivierung von Yap/Tap nahm die Herzgrofle in embryonalen Mausen durch
Proliferation der Kardiomyozyten um das 2,5-fache zu und flhrte postnatal zum Tod.
Uber den Hippo-Signalweg wird auBerdem der proliferationsinduzierende Wnit-
Signalweg inhibiert, was ebenfalls zur Kontrolle der Organgrofe beitragt (Heallen et al.,
2011).

1.2.3 Postnatales Herzwachstum und Zellzyklusvariationen von KM

Die hyperplastische Wachstumsphase des Herzens, die auf Zellteilung von KM beruht,
erlischt bei Saugern kurz nach der Geburt und die hypertrophe Wachstumsphase, die
durch Zunahme der Zellgrofle und Zellzyklusvariationen der KM gepragt ist, beginnt
(Abb. 2). 90 % der KM von Mausen werden innerhalb von zehn Tagen nach Geburt
durch unvollstandige Mitose zweikernig (Soonpaa et al., 1996). Dies entspricht dem
Anteil zweikerniger KM in adulten Mausen und Ratten (Kellerman et al., 1992; Soonpaa

et al., 1996). Auch beim Menschen kommt es zur Ausbildung binuklearer KM, jedoch



wird hier mit 25-63 % ein geringerer Anteil diskutiert (Brodsky et al., 1991; Olivetti et al.,
1996).
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Abb. 2: Das postnatale Herzwachstum im Menschen und in der Maus. Neonatale KM
sind mononuklear, weisen einen DNA-Inhalt von 2n auf und sind in der Lage sich zu
teilen. Adulte KM verlieren die Fahigkeit zur Zellteilung und werden praferenziell
polyploid (Mensch) oder binuklear (Maus) (Kikuchi et al., 2012).

Diesem Phanomen liegt die azytokinetische Mitose zugrunde. Hierbei kommt es zwar
zur Karyokinese, jedoch bleibt die anschlieBende Zytokinese aus, wodurch eine
zweikernige Zelle entsteht (Abb. 3C). Diese Zellzyklusvariation wurde bereits in KM
beobachtet und geht mit der unilateralen Konstriktion des kontraktilen Ringes und einem
in der Folge asymmetrischen Mittelkdrper einher (Engel et al., 2006).

Zusatzlich kommt es zur Ausbildung von mononuklearen KM mit gesteigertem DNA-
Gehalt. Diese Variante des Zellzyklus ist im menschlichen Herz mit 66 % polyploiden
KM die haufigste (Bergmann et al., 2009).

Hierbei schlielt sich der G2-Phase keine Mitose an und es findet weder Karyokinese
noch Zytokinese statt. G1- und G2-Phase verbinden sich zu einer Endo-G-Phase, auf
welche die Endo-S-Phase folgt, sodass die Zelle mit jeder Endoreplikation
ausschlieBlich ihren DNA-Gehalt verdoppelt (Abb. 3B). Dieses Phanomen ist aus
verschiedenen Zelltypen von Tieren, Pflanzen und Pilzen bekannt und dient unter
anderem dem Organwachstum (Lee et al., 2009).

Die Phanomene Endoreplikation und azytokinetische Mitose sind ebenfalls aus
Hepatozyten bekannt. Annahernd 70 % der murinen (Seglen, 1997) und 40 % der

humanen Hepatozyten weisen tetraploide Chromosomensatze auf, wobei
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gleichermalden binukleare Zellen (2 x 2n) sowie mononukleare Zellen (4n) vorkommen
(Toyoda et al., 2005).
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Abb. 3: Zellzyklusvariationen. (A) Zellteilung. (B) Endoreplikation. (C) azytokinetische
Mitose. K: Karyokinese. Z: Zytokinese.

G1

Im adulten Myokard der Maus konnte Zellzyklusaktivitdt von KM nur noch stark
vereinzelt (0,0005 %) nachgewiesen werden (Soonpaa et al., 1996). Im menschlichen
Herz sind bereits in der Altersgruppe der 10-20 jahrigen weniger als 0,01 % Zellzyklus-
aktive KM detektierbar (Mollova et al., 2013). Nach Infarzierung des Myokards in der
Maus konnte eine dreifache Zunahme von KM, die DNA-Synthese betreiben, in den
Randzonen des Infarktareales beobachtet werden. Dies ist jedoch in erster Linie auf
Endoreplikation und azytokinetische Mitose mit daraus resultierender Hypertrophie der
KM, und nicht auf Zellteilung zurickzufuhren (Hesse et al., 2012; Senyo et al., 2013).
Auch im adulten menschlichen Herz ist eine gesteigerte Zellzyklusaktivitat in den
Randzonen von Infarktarealen, die auf eine gesteigerte Endoreplikation zurlickgeht,
nachweisbar (Meckert et al., 2005).

1.2.4 Analyse der Zellzyklusaktivitat

Die genannten Variationen des Zellzyklus stellen fur die Quantifizierung der Zellteilung
in KM ein Problem dar, da diese haufig durch den Einsatz von kernstandigen
Proliferationsmarkern (Thymidin-Analoga, Ki-67, pHH3) untersucht wird. Thymidin-
Analoga werden wahrend der S-Phase als Nukleotide in die replizierende DNA
eingebaut und weisen daher nur DNA-Synthese nach. Da dieser Schritt ebenfalls bei
Endoreplikation und azytokinetischer Mitose stattfindet, erlaubt ihr Einsatz keine

Differenzierung zwischen Zellteilung und den genannten Varianten. Eine weitere haufig



18

genutzte Methode der Analyse der Zellzyklusaktivitat ist die Farbung des Antigens Ki-67.
Das Protein Ki-67 ist wahrend der Interphase im Zellkern, wahrend der M-Phase auf der
Oberflache der Chromosomen lokalisiert und wird in der GO-Phase nicht exprimiert (Li et
al., 2015). Mithilfe der Farbung gegen Ki-67 lasst sich die Wachstumsfraktion einer
Zellpopulation ermitteln, was insbesondere in der Tumorbiologie von Bedeutung ist. Fur
die Analyse des Wachstumsverhaltens von KM liefert diese Farbung jedoch aufgrund
der Zellzyklusvariationen keine zuverlassigen Ergebnisse.

Die immunhistochemische Farbung gegen pHH3 (phosphoryliertes Histon H3) detektiert
Zellen in der M-Phase, da das Histon H3 in dieser deutlich starker phosphoryliert ist als
in der Interphase. Da es bei der Endoreplikation nicht zur M-Phase kommt, lasst sich
diese durch Farbung gegen pHH3 ausschliefen. Jedoch ermodglicht pHH3 keine
Aussage Uber Erreichen und Vollendung der Zytokinese, sodass zwischen
azytokinetischer Mitose und vollstandiger Zellteilung nicht unterschieden werden kann.
Durch immunhistochemische Farbung der Aurora B-Kinase, eines Bestandteils des
kontraktilen Rings, lasst sich eine Progression des Zellzyklus bis zur Zytokinese
nachweisen, jedoch nicht ob diese vollstandig durchlaufen wird. Zusatzlich sind
immunhistochemische Farbungen nur an fixierten Zellen durchfuhrbar, technisch

aufwandig und bergen das Risiko von Farbeartefakten (Ang et al., 2010).

1.3 Die transgenen Mausmodelle CAG-eGFP-Anillin und aMHC-H2B-mCherry
1.3.1 Die Mauslinie CAG-eGFP-Anillin

Am physiologischen Institut | der Universitat Bonn wurde zur detaillierten Analyse und in
vivo Visualisierung von Zellzyklusaktivitat (insbesondere in KM) das transgene
Mausmodell CAG-eGFP-Anillin entwickelt (Hesse et al., 2012). Anillin ist ein im Tierreich
konserviertes Protein, das zunachst in Drosophila-Embryonen entdeckt wurde (Miller et
al.,, 1989). In der S- und G2-Phase akkumuliert Anillin im Zellkern. Nach Auflésung der
Kernmembran zum Ende der Prophase der Mitose ist Anillin im Zytoplasma lokalisiert. In
der Anaphase tragt es durch Bindung von Aktinflamenten im kontraktilen Ring zu
dessen Stabilisierung (Field und Alberts, 1995) sowie zur Stabilisierung des
Mittelkorpers in der spateren Zytokinese bei (Echard et al., 2004). In der G1-Phase wird
es durch den APC®-Komplex ubiquitiniert und abgebaut (Zhao und Fang, 2005).

Zellen, die den Zellzyklus verlassen haben, weisen kein Anillin-Protein mehr auf (Field
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und Alberts, 1995). Beim transgenen Mausmodell CAG-eGFP-Anillin wird unter
Kontrolle des ubiquitar aktiven CAG Promotors ein Fusionsprotein aus eGFP (enhanced
green fluorescent protein) und Anillin exprimiert. Dies ermoglicht sowohl die Expression
von CAG-eGFP-Anillin im Embryonalstadium als auch in verschiedenen Gewebetypen.
Die Visualisierung von CAG-eGFP-Anillin in vivo und in vitro erlaubt eine exakte
Differenzierung der Unterphasen der M-Phase. Insbesondere durch die Visualisierung

des kontraktilen Rings und des Mittelkorpers wird eine genauere Unterscheidung von

Zellteilung und azytokinetischer Mitose ermdglicht als durch immunohistochemische
Marker (Abb. 4).

Abb. 4: CAG-eGFP-Anillin. Lokalisationen von eGFP-Anillin wahrend des Zellzyklus. K:
Karyokinese, C: Zytokinese. Hesse et al., 2012 (https://creativecommons.org/
licenses/by-nc-sa/3.0/).

1.3.2 Die transgene Mauslinie aMHC-H2B-mCherry

Die Mauslinie aMHC-H2B-mCherry (Raulf et al., 2015) erlaubt die Identifikation von KM
anhand der Zellkerne ohne Immunfluoreszenzfarbung. Da nur ca. 20 % der Zellen im
murinen Herz KM sind (Soonpaa et al., 1996; Raulf et al., 2015), ist eine korrekte

Identifikation der KM essenziell bei der Analyse der Zellzyklusaktivitat. Die Sensitivitat
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der Identifikation von KM-Kernen durch Farbung zytoplasmatischer Proteine in
Kombination mit der Farbung durch DNA-Interkalatoren liegt unter 40 % und stellt somit
eine schwerwiegende Fehlerquelle in Untersuchungen von KM dar (Ang et al., 2010).
Der aMHC Promotor kodiert fur die aMHC Untereinheit der schweren Kette des
kardialen Myosins und ist somit spezifisch fur KM. In aMHC-H2B-mCherry Mausen
wurde ein Fusionsprotein aus dem menschlichen Histon 2b und dem aus der
Scheibenanemone Discosoma sp. stammenden Fluoreszenzprotein mCherry exprimiert.
Die H2B-mCherry Sequenz wird gefolgt von einer internen ribosomalen Eintrittsstelle
(IRES Sequenz) und einer Puromycinresistenz kodierenden Sequenz. Durch die IRES
wird eine direkte Translation des Proteins der Puromycinresistenz ermdglicht. Somit
kénnen KM in Kultur durch Puromycinbehandlung aufgereinigt werden. Die Kreuzung
dieser Mauslinie mit der CAG-eGFP-Anillin Mauslinie erlaubt die sichere Identifikation
von KM-Kernen bei der Analyse der Zellzyklusaktivitat (Abb. 5).
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Abb. 5: Die doppelt transgene Mauslinie CAG-eGFP-Anillin-aMHC-H2B-mCherry. A:
Transgen CAG-eGFP-Anillin. B: Transgen aMHC-H2B-mCherry. C: eGFP-Anillin wird in
samtlichen Zelltypen exprimiert. Die Kreuzung mit einer aMHC-H2B-mCherry-Maus
erlaubt die gezielte Identifikation von KM, die zellzyklusaktiv sind. Modifiziert nach: Raulf
et al., 2015 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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1.4 Zellkultur von KM

Um Zellzyklusvariationen in KM adaquat untersuchen zu koénnen sind optimale
Zellzyklusbedingungen essenziell. Einige Bestandteile standardmalig verwendeter
Zellkulturmedien, wie z.B. Foétales Kalber Serum (FKS), induzieren mdglicherweise
selbst Zellzyklusaktivitat in KM. FKS enthalt fur die Zellkultur bendtigte Proteine, unter
anderem Albumin und Wachstumsfaktoren, und wird aus dem Blut fotaler Kalber
gewonnen (Arora, 2013). Die genaue Zusammensetzung von FKS variiert zwischen
unterschiedlichen Chargen. Diese fehlende Standardisierung bedingt, dass FKS von
verschiedenen Laboren in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet wird und somit
die Vergleichbarkeit von Experimenten erschwert. Es ist seit langem bekannt, dass FKS
in neonatalen KM der Ratte Hypertrophie induziert (Simpson et al., 1982). Auch in
humanen, aus Stammzellen abgeleiteten KM konnte dieser Effekt nachgewiesen
werden (Dambrot et al., 2014). Des Weiteren induziert FKS ab einer Konzentration von
10 % auch Zweikernigkeit in postnatalen KM (Engel et al., 2006).

Zusatzlich konnen fur die Zellkultur verschiedene Substanzen zur Beschichtung der
Kulturschalen genutzt werden, die ebenfalls Einfluss auf die darauf anwachsenden
Zellen haben kdénnen. Fur KM werden typischerweise Fibronektin oder Gelatine benutzt.
Fur Fibronektin wurde die Induktion von Hypertrophie in KM der Ratte beschrieben
(Ogawa et al., 2000).

1.5 Induktion von Zellzyklusaktivitat

In der Literatur wurde beschrieben, dass die Herunterregulation der im folgenden
Abschnitt aufgelisteten Gene, sowie der Transfektion von KM mit der miR-199,
Zellzyklusaktivitat in KM induzieren. Der tatsachliche Nachweis von Zellteilung (siehe
1.3) gegenuber dem Auftreten der erwahnten Zellzyklusvariationen in KM wurde in

diesen Studien jedoch nicht erbracht.

1.5.1 Degradierung von eGFP-Anillin durch das Fizzy-related Protein

Das Fizzy-related Protein (Fzr-1; auch: Cdh1) ist ein Kofaktor des Anaphase-promoting-
complex (APC). Der APC®' st eine Ubiquitin-Ligase und markiert durch
Ubiquitinierung diverse Substrate fur den Abbau im Proteasom. Im Rahmen der Mitose
initiiert er den Ubertritt von der Meta- zur Anaphase, indem er durch Ubiquitinierung

verschiedener Proteine die Trennung der Schwesterchromatiden ermdoglicht (Peters,
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1999). Gegen Ende der Mitose und in der G1-Phase verhindert er das verfrUhte Anfluten
promitotischer Faktoren. Des Weiteren ist er fur die Degradierung von eGFP-Anillin
verantwortlich (s. 1.4.1), was eine Akkumulation der eGFP-Anillinsignale bei einem Fzr-1
Knockdown erwarten lasst. Somit konnten nukleare eGFP-Anillinsignale
naherungsweise als Kontrolle fur die Transfektionseffizienz bei Transfektion eGFP-

Anillin® Zellen (s. 2.11) dienen.

1.5.2 Aktivierung des Zellzyklus in KM durch miR-199

In der Erforschung des Proliferationsverhaltens postnataler KM ist die miRNA 199 (miR-
199) von besonderem Interesse (Lagos-Quintana et al., 2003). Die miR-199 beeinflusst
unter anderem Zelldifferenzierung, embryonale Entwicklung und Zellproliferation. Ein
verandertes Expressionsniveau der miR-199 lasst sich in der Genese verschiedener
Tumore feststellen (Gu und Chan, 2012). Es konnten Effekte der miR-199 auf die
Proliferation muriner KM nachgewiesen werden (Eulalio et al., 2012). Des Weiteren
zeigte sich nach Transfektion mit der miR-199 in vitro, sowie nach Injektion der miR-199
in neonatale Herzen (PO-P1) eine gesteigerte Zellzyklusaktivitdt in KM. In adulten
Mausen zeigte sich nach Infarzierung des Myokards ebenfalls eine gesteigerte
Zellzyklusaktivitat. Welche Gene genau von der miR-199 beeinflusst werden und die

Zunahme der Zellzyklusaktivitat verursachen ist bisher ungeklart.

1.5.3 Hemmung des Zellzyklus von KM durch die Zyklin-abhdngigen Kinase-
Inhibitoren p21 und p27

Die Wirkung der an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligten CdKI p21 und p27 (vgl.
1.2.1) auf Proliferation von KM wurde bereits untersucht. Wahrend das
Expressionsniveau von p21 und p27 im embryonalen, mitotisch aktivem Herzen sehr
gering ist steigt es postnatal an (Ahuja et al., 2007). Nach gleichzeitiger
Herunterregulation von p21 und p27 wurden vermehrt Zellen in der S-Phase und zu
einem geringen Anteil auch mitotische Signale beobachtet (Di Stefano et al., 2011). Dies
lasst vermuten, dass die CdKIs an der Aufrechterhaltung des postmitotischen Zustandes
der KM beteiligt sind.

1.5.4 Hemmung der KM-Zellzyklusaktivitat durch Meis1
Das Meis1-Gen kodiert fur ein gleichnamiges Homoobox-Protein, das zu den TALE-

Transkriptionsfaktoren (three amino acid loop extension) gehdrt und neben der
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embryonalen Hamatopoese und Angiogenese (Azcroitia et al.,, 2005) auch an der
postnatalen Herzentwicklung beteiligt ist (Mahmoud et al, 2013). Nach
Herunterregulation von Meis1 mittels siRNA in neonatalen KM der Ratte (P0O) wurde bei
einer Restexpression von ~15 % ein dreifacher Anstieg des Mitosemarkers pHH3
beobachtet. Der Zeitraum, in dem pHH3" KM detektiert werden konnten, verlangerte
sich in Meis1 Knockout-Mausen auf 14 Tage (Wildtyp: 7 Tage). In Folge dieser
Ergebnisse ist Meis1 derzeit ein interessanter Gegenstand in der Erforschung des
postnatalen Herzwachstums. Des Weiteren wurde beschrieben, dass Meis1 die
Expression des bereits beschriebenen CdKI p21 stimuliert und so zur Inhibierung des
Zellzyklus in KM beitragen kénnte (Mahmoud et al., 2013).

1.5.5 Hemmung des Zellzyklus von KM durch Geminin

Geminin ist ein nukleares Protein, welches im aktiven Zustand die Endoreplikation in
eukaryoten Zellen unterdrtckt. In der frihen embryonalen Entwicklung kdnnen Zellen in
Geminin  Knockout-Mausen ausschlielllich zu endoreplizierenden polyploiden
Trophoblastenzellen differenzieren (Gonzalez et al., 2006). Der Einfluss von Geminin
auf Endoreplikation in KM wurde bisher nicht erforscht. Nach Herunterregulation ist

jedoch das verstarkte Auftreten von Endoreplikation zu erwarten.

1.6 RNA-Interferenz

Der Begriff RNA-Interferenz beschreibt die posttranskriptionale Kontrolle von
Genexpression durch kurzstrangige RNA-Molekile, sogenannte siRNAs (si=small
interfering) und MiIRNAs (mi=micro) und wurde erstmals im Fadenwurm Caenorhabditis
elegans beschrieben (Fire et al., 1998).

SiRNAs entstehen aus langen doppelstrangigen RNA-Molekilen (dsRNA; haufig virale
RNA), die durch die RNAse-Funktion des Enzyms Dicer in kurze 20-24 Basenpaare
lange Segmente geschnitten werden (Alberts, 2008). Diese Segmente verfligen Uber ein
phosphoryliertes 5'- sowie ein hydroxyliertes 3'-Ende und haben endstandig je zwei
uberhangende Nukleotide. Im Folgenden wird die doppelstrangige siRNA in den RNA-
induced-silencing-complex (RISC-Komplex) integriert und von diesem in Einzelstrange
gespalten. Nach Abbau eines Stranges ist der verbleibende Strang in der Lage
spezifisch eine mRNA zu binden, welche in der Folge durch ein Argonaut-Protein des

RISC-Komplexes abgebaut wird (Martinez et al., 2002). Die Hauptaufgabe der durch
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siRNAs vermittelten RNA-Interferenz ist die Detektion und Zerstdrung parasitarer
Nukleinsauren, sowie die Hemmung der Translation von viralen Proteinen (Abb. 6A;
Siomi und Siomi, 2009).

Die spezifische Bindung einer mRNA durch eine siRNA bietet eine ausgezeichnete
Maoglichkeit die Funktion einzelner Gene zu untersuchen. Fur jedes bekannte Gen ist es
moglich eine passende siRNA zu synthetisieren, die einen temporaren Knockdown des
gewunschten Genes bewirkt (Caplen et al., 2001). Somit kann die Rolle eines Gens
deutlich einfacher untersucht werden als durch die Zeit- und kostenintensive
Entwicklung von Knockout-Organismen.

Wahrend die meisten siRNAs aus viraler RNA hervorgehen, sind die Gene fur die
ebenfalls regulatorischen miRNAs bei Tieren, Pflanzen und Viren Teil des Genoms. Im
Gegensatz zu siRNAs beeinflussen miRNAs jeweils hunderte Transkriptionsprodukte
und ungefahr ein Drittel der menschlichen Gene sind Zielgene von miRNAs (Lewis et al.,
2005). Im Zellkern wird durch eine RNA-Polymerase zunachst die pri-miRNA
synthetisiert, die noch im Zellkern zur pre-miRNA verkirzt wird, welche eine
Haarnadelstruktur aufweist. Die pre-miRNA wird ins Zytosol exportiert und dort durch
das Enzym Dicer zur endgultigen miRNA (ca. 20 Basenpaare) gespalten. Die miRNA
bindet an den RISC, wo analog zur siRNA ein Strang abgebaut wird. Der verbleibende
Strang ist in der Lage durch Basenpaarung mRNAs zu binden. Bei grof3er
Ubereinstimmung von miRNA und mRNA mit ausgiebiger Basenpaarung wird durch das
Argonautprotein zunachst der Poly-A-Schwanz der mRNA abgetrennt und dann die
mRNA abgebaut. Ist die Basenpaarung gering kommt es nicht zur Entfernung, sondern
zu einer Verklrzung des Poly-A-Schwanzes. Dies destabilisiert die mRNA und hemmt
die Translation. Der Abbau der mRNA erfolgt in sogenannten Processing Bodies (Abb. 6
B).
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Abb. 6: Mechanismus der RNA-Interferenz. (A) Signalweg der siRNA-Interferenz. (B)
Signalweg der miRNA-Interferenz. dsRNA: double-stranded RNA. RISC: RNA-induced
silencing complex. Rb: Ribosom. Modifiziert nach: Dykxhoorn et al. (2003).
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1.7 Zielsetzung

Eine kurative Therapie struktureller Herzerkrankungen wirde darauf abzielen durch
Aktivierung des endogenen Regenerationspotenzials Zellteilung in vorhandenen KM zu
induzieren, auch, da die bisher erforschten exogenen Reparaturansatze nicht
uberzeugen konnten. Die Suche nach Substanzen, welche vollstandige Zellteilung in KM
induzieren, wird durch die Zellzyklusvariationen erschwert, da durch herkdmmliche
immunhistochemische Farbungen eine eindeutige Unterscheidung zwischen Zellteilung
und azytokinetischer Mitose bzw. Endoreplikation nicht moglich ist. Daher ist ein
Untersuchungsverfahren, das Endoreplikation und azytokinetischer Mitose von
tatsachlicher Zellteilung unterscheidet, fur diese Suche essentiell.

Ziel dieser Arbeit war es die Grundlage fur ein Screeningverfahren zu entwickeln,
welches die systematische Bestimmung von Faktoren, die vollstandige Zellteilung in KM
induzieren, ermdglicht.

Daher wurden Gene, von denen beschrieben wurde, dass sie den Zellzyklus in KM
aktivieren, detailliert in Hinblick auf ihr Potenzial vollstandige Zellteilung in primaren KM
der Maus zu induzieren untersucht. Mithilfe synthetischer siRNAs sollten die fur die
Regulation des Zellzyklus bedeutsamen Proteine p21, p27, Meis1, Geminin, Fzr-1,
sowie die Zielproteine der miR-199 in murinen postnatalen KM (P1, P3, P5) in vitro
herunterreguliert werden. Hierbei sollte die Verwendung des transgenen Mausmodells
CAG-eGFP-Anillin/aMHC-H2B-mCherry die exakte Identifikation von KM und die
Unterscheidung der auftretenden Zellzyklusvariationen von echter Zellteilung
ermoglichen. Insbesondere sollte untersucht werden ob symmetrische und
asymmetrische Mittelkorper ein Unterscheidungsmerkmal von vollstandiger Zellteilung
und azytokinetischer Mitose darstellen. Die mikroskopische Analyse sollte mittels
Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. Diese sollte einerseits nach mehrtatiger Zellkultur,
Fixierung und immunhistochemischer Farbung erfolgen, um die eGFP-Anillinsignale der
Subphasen der Zellteilung sowie die Anzahl zweikerniger KM auszuwerten. Andererseits
sollten mittels Langzeitmikroskopie vollstandige Zellteilung und Zellzyklusvariationen
anhand lebender Zellen unterschieden werden. Fur diejenigen Gene, deren Knockdown
in der Zellkultur Effekte auf den Zellzyklus zeigen, sollte mittels quantitativer PCR und
Western Blots der Signalmechanismus in Hinblick auf die fir das Wachstum des

Herzens bedeutsamen Signalwege Hippo, Notch und mTor untersucht werden.
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2. Material und Methoden

21 Software

CoreIDRAW Graphics Suite X6
GraphPad Prism 5

Image Lab 5.2.1

Rotorgene-Q Series Software 1.7

NIS Elements AR 4.12.01-4.30.02-64bit
ZEN 2

2.2 Chemikalien

Ammoniumpersulfat (APS)
DNA-Ladepuffer (6x)

Eselserum

Ethidiumbromid-Lésung

Formaldehyd-L&ésung (36 %)
Fibronektin-Losung (0,1 %)

Fotales Kalberserum

Gelatine

Hoechst 33342 (1 mg/ml)

Iscove’s Modified Dulbecco’'s Medium (IMDM)

B-Mercaptoethanol
Magermilchpulver

Nicht essentielle Aminosauren, MEM

dNTP Mix (jeweils 2,5 mM)

Penicillin/Streptomycin

Phosphate buffered saline (PBS)
Proteinmarker Precision Plus Dual Color
SDS (Natriumdodecylsulfat)

Corel Corporation, Manchen

GraphPad Software (La Jolla USA)

BioRAD, Mlunchen
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Nikon Instruments, Dusseldorf

Carl Zeiss, Jena

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Peqlab, Erlangen

Jackson Immuno Research,
Suffolk, UK
Fluka/Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka/Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
PromoCell, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Gibco/Life Technologies,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
GibcolLife Technologies,
Darmstadt

Qiagen, Hilden

Gibco/Life Technologies,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRAD, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim



Tetramethylendiamin (TEMED)

2.3 Puffer und Losungen

Tab. 1: Puffer und Lésungen
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Sigma-Aldrich, Steinheim

Puffer

Zusammensetzung

Semidryblot-Puffer

192 mM Glycin
25 mM Tris-HCI
20 % Methanol
0,1 % SDS

pH 8,8

TBST (10x)

1,5 M NaCl
0,5 M Tris-HCI
0,5 % Tween20

Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HCI
pH 8,8

Sammelgelpuffer

1 M Tris-HCI
pH 6,8

SDS-Laufpuffer (10x; pH 8,8)

1,92 M Glycin
0,25 M Tris-HCI
1% SDS

SDS-Probenpuffer (5x)

60 mM Tris-HCI
7,5 % B-Mercaptoethanol

4 % Paraformaldehyd

40 g PFA

1000 ml Reinstwasser

60 °C zum Loésen

5N NaOH zum Klaren, abkihlen
2 PBS Tabletten

pH 7.4 einstellen

1 ug/ml Hoechstlésung

1 ml Hoechst 33342 (1mg/ml)
999 ml PBS

24 Reagenziensatze und Verbrauchsmaterialien

BCA Protein Assay Kit

ECL Western Blotting Analysis System

Neonatal Heart Dissociation Kit

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

Miltenyi Biotech,

Bergisch Gladbach




Nitrocellulosemembran Protran BA 85

Plastikware fur die Zellkultur

Lipofectamine RNAIMAX

RNaseZap

RNeasy Micro Kit
Superscript VILO cDNA Synthesis Kit

TagMan Gene Expression Master Mix

Thoma-Zahlkammer

2.5 Gerate

ApoTome

AxioCam MRm

AxioObserver 2.1

ChemiDoc MP Imaging System
Gelelektrophoresekammern

Horizontalschuttler

Laser Scanning Mikroskop Eclipse Ti
Mikroskop Axiovert 200

gPCR-Gerat, Rotor-Gene 6000
Pipetten

Pipettierhilfe
Plattenlesegerat Infinite M200 Pro

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

Falcon, Gréafeling-Lochmann
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Weseling-Berzdorf
Sarstedt, NUmbrecht
Invitrogen/Life Technologies,
Darmstadt

Invitrogen/Life Technologies,
Darmstadt

Quiagen Hilden

Invitrogen/Life Technologies,
Darmstadt

Applied Biosystems/Life
Technologies, Darmstadt

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

BioRAD, Munchen

BioRAD, Miunchen
Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

Nikoninstruments, Dusseldorf
Carl Zeiss, Jena
Corbett/Qiagen, Hilden
Gilson S.A.S.,

Villiers Le Bel, Frankreich
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Tecan, Mannedorf, Schweiz



NanoDrop 100 Spektrometer
Steril HERAsafe
Thermocycler Professional
Tischzentrifuge 5415D
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Tischzentrifuge Centrifuge 5402

Waage 440-45
Vortexer
Zellinkubator HERAcell 240

2.6

miRNAs:
Tab. 2: Verwendete miRNAs

Molekularbiologische Materialien

Peqglab, Erlangen

Heraeus, Hanau

Biometra, Géttingen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
KERN, Balingen

VWR, Darmstadt

Heraeus, Hanau

miRNA

Arbeits-
konzentration

Hersteller

mirVana miRNA mimic,
hsa-miR-199a-3p

1uM

Ambion/Thermo Fischer Scientific

siRNAs:
Tab. 3: Verwendete siRNAs

Arbeits-

siRNA . Hersteller
konzentration

Ambion/Thermo Fischer Scientific,
P21 TuM Waltham, USA

Ambion/Thermo Fischer Scientific,
P27 TuM Waltham, USA
Meis 1 1 uM Ambion/Thermo Fischer Scientific,
els H Waltham, USA
Meis1 1 UM Qiagen, Hilden
Gemini 1 uM Ambion/Thermo Fischer Scientific,
eminin H Waltham, USA
Negativkontrolle (scrambled 1 uM Ambion/Thermo Fischer Scientific,
RNA) H Waltham, USA

Ambion/Thermo Fischer Scientific,
Fzr-1 1uM

Waltham, USA




TaqMan Sonden
Tab. 4: TagMan Sonden
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Bezeichnung | Reporter Hersteller

18S-RNA VIC-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

Geminin FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

Meis FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

mTor FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

Notch FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

P21 FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

P07 FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

S6-Kinase FAM-MGB Applied Biosystems/Life = Technologies,
Darmstadt

Salvador FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

Lats1/2 FAM-MGB Applied Biosystems/Life  Technologies,
Darmstadt

2.7 Zellkulturmedien

Iscove’s Modified Eagle Medium (IMDM)

OPTI-MEM | Reduced Serum Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

271 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Tab. 5: Verwendete Zellkulturmedien

Medium

Zusatze

0,5/1/2/5/10/20%iges IMDM

X % FKS
100 pug/ml Streptomycin
100 U/ml Penicillin

Aminosauren)

0,1 mM NEAA (nicht

0,1 mM B-Mercaptoethanol

essentielle
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2.7.2 Verwendete Mauslinien
CAG-eGFP-Anillin
aMHC-H2B-mCh/CAG-eGFP-Anillin

Hesse et al., 2012
Raulf et al., 2015

2.8 Immunzytochemische Materialien
2.8.1 Verwendete Antikorper
Tab. 6: Verwendete primare Antikdrper
Primarer Antikorper | Isotyp Verdiinnung Hersteller
Alpha-Aktinin EA-53 | Maus IgG 1:400 Sigma-Aldrich,
Steinheim
. , i Abcam, Cambridge,
Ki-67 Kaninchen 1gG 1:400 GroRbritannien
Cell Signaling
PCM-1 Kaninchen IgG 1:300 Technology, Danvers,
USA
Cell Signaling
S6 Kinase Maus IgG1 1:1000 Technology, Danvers,
USA
, Cell Signaling
Phosphorylierte  S6 | (- inchen IgG | 1:1000 Technology, Danvers,
Kinase USA
Anti-B-Aktin, . ,
Peroxidase Maus IgG1 1:10000 Sigma-Aldrich,
Steinheim
gekoppelt
Tab. 7: Verwendete sekundare Antikorper
Sek.uqdarer Fluorochrom | Isotyp Verdun- Hersteller
Antikorper nung
Jackson
Maus IgG Cy3 Esel IgG | 1:400 ImmunoResearch,
Suffolk, Grof3britannien
Jackson
Suffolk, GroRbritannien
Jackson
Rabbit 1I9G Cy5 EsellgG | 1:400 ImmunoResearch,
Suffolk, GroRbritannien
Peroxidase Jackson
Maus I1gG ckoppelt Ziege IgG | 1:10000 | ImmunoResearch,
gexopp Suffolk, Grobritannien
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Jackson
Ziege IgG | 1:10000 | ImmunoResearch,
Suffolk, GroRRbritannien

Peroxidase

Kaninchen I1gG gekoppelt

29 Molekularbiologische Methoden

29.1 Polymerase-Kettenreaktion

Zum Nachweis der Transgene aMHC-H2B-mCherry und CAG-eGFP-Anillin in den
verwendeten Mauslinien wurde die von Mullis et al. 1(986) erstmals beschriebene
Polymerase-Chain-Reaction (PCR) verwendet. Mithilfe einer hitzebestandigen, aus dem
Bakterium Thermus Aquaticus isolierten DNA-Polymerase (Tag-Polymerase),
spezifischer Primer und Nukleotiden ermdglicht die PCR die gezielte Amplifikation
definierter DNA-Bereiche und somit deren spatere Detektion. Zunachst wurde DNA aus
den Schwanzspitzen junger Mause gewonnen und mit dem Gentra Purogene Mouse
Tail Kit (Qiagen) aufgereinigt. Um eine groRere Anzahl Proben zu untersuchen, wurde
zunachst ein Mastermix aus den fur die PCR bendétigten Substanzen hergestellt.

Tab. 8: PCR Ansatz

Bestandteile 20 pl Ansatz
10x Puffer mit MgCl, 2,6 pl
dNTPs (2,5 mM) 1,6

Vorwartsprimer (10 pM) 1 ul

Ruckwartsprimer (10 pM) 1 ul

DNA Xyl
DNA-Polymerase 0,4 ul
Aqua dest. Ad 20

Zunachst wird der Reaktionsansatz initial auf 95 °C erhitzt um die DNA-Doppelstrange
aufzutrennen (Denaturierung). Nach dem Abkuhlen auf die Anlagerungstemperatur
kommt es zum Anlagern der Primer. Im folgenden Schritt kommt es nach leichter

Erhdhung der Temperatur zur Synthese des komplementaren Stranges durch die Tag-
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Polymerase (Elongationstemperatur). Durch Erhitzen auf die Denaturierungstemperatur
werden die Strange wieder getrennt und ein weiterer Zyklus (Denaturierung,
Primeranlagerung, Elongation) der Reaktion folgt.

Tab. 9: Genotypisierungs-PCR

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung | 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 45 s
Anlagerung X°C 45 s
Elongation 72 °C 1 min
Finale Elongation 72 °C 10 min

Genotypisierung | Anlagerungstemperatur

H2B-mCherry 63 °C

eGFP-Anillin 61°C

29.2 Synthese von cDNA

Aus Gesamt-RNA wurde komplementare DNA (cDNA) mit Hilfe des Reagenziensatzes
~superScript VILO cDNA Synthesis Kit* hergestellt. Diese wurde fur die quantitative
Echtzeit-PCR bendtigt.

Bei dieser sogenannten reversen Transkription synthetisiert das Enzym reverse
Transkriptase anhand eines RNA-Strangs einen komplementaren cDNA-Strang. Der
RNA-Strang wird anschliellend durch das Enzym RnaseH abgebaut und mithilfe einer
DNA-abhangigen DNA-Polymerase der cDNA-Doppelstrang synthetisiert.

Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

4 ul 5 x Reaktionsmix
2 ul 10 x Enzymmix
X ul Gesamt-RNA (2 pg)
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Ad 20 ul mit DEPC-Wasser

Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42 °C fur 60 min. Durch funfminutige Hitzeinaktivierung
bei 85 °C und Abkuhlung auf 4 °C wurde die Reaktion beendet.

2.9.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR wurde angewandt, um durch Bestimmung der mRNA-
Menge den Knockdown einzelner Gene nach siRNA-Transfektion zu quantifizieren
sowie um den Einfluss der herunterregulierten Gene auf verschiedene
proliferationsregulierende Signalwege zu bestimmen.

Die quantitative PCR basiert auf dem Prinzip der normalen PCR, ermdglicht aber
zusatzlich Uber Fluoreszenzintensitatsmessungen eine Quantifizierung der DNA-Menge
in Echtzeit. Es wurden TagMan-Sonden verwendet, die auf dem Prinzip der FRET
Technik (Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer) basieren (Forster, 1948). Die TagMan
Probe enthalt spezifische 3'- und 5‘-Primer fur das zu amplifizierende Zielgen, sowie
eine Oligonukleotidsequenz (Sonde), die spezifisch mit dem Zielgen hybridisiert. An
dieses Oligonukleotid ist am 5‘-Ende ein fluoreszenter Donor und am 3’-Ende ein
Akzeptor gekoppelt. Die vom Donor ausgehende Fluoreszenz wird bedingt durch die
geringe Distanz zum Akzeptor von diesem absorbiert und es wird kein Licht emittiert.
Synthetisiert nun wahrend der PCR-Reaktion die Tag-Polymerase einen Tochterstrang,
wird die Sonde durch die 5’-Exonuklease Funktion der Polymerase degradiert. Da so die
Nahe von Reporter und Quencher nicht mehr gegeben ist, kommt es zur Emission von
Fluoreszenzlicht, das detektiert werden kann. Uber die Intensitdt der gemessenen
Fluoreszenz lasst sich in der exponentiellen Phase der qPCR auf die Menge der
vorhandenen cDNA, bzw. mRNA schlielRen. Es wurden TagMan Sonden verwendet, die
an den Reporter Carboxyfluorescein (FAM) gekoppelt sind und im griunen Kanal
detektiert werden. Da die Ausgangsmengen an cDNA in unterschiedlichen
Experimenten variieren, erfolgte keine absolute, sondern eine relative Quantifizierung.
Hierbei wird die mRNA-Menge in Relation zu einem weiteren Gen-Transkript (meist
eines sogenannten ,Housekeeping-Genes“) angegeben. In den vorliegenden
Experimenten wurde eine VIC gekoppelte 18s RNA-Sonde verwendet. Diese wurde im
gelben Kanal detektiert.

Es wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert:
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Tab. 10: gPCR-Ansatz

Bestandteile Volumen

TagMan Master Mix | 10 pl

cDNA 1l

TagMan Sonde 1l

18s RNA-Sonde 1 ul

Wasser 7 ul

Auf eine 10-mindtige Denaturierungsphase folgten 50 Zyklen mit jeweils 10 s bei 95 °C
und 60 s bei 60 °C. Jede cDNA wurde als Triplikat gemessen. Um die unterschiedlichen
PCR Durchlaufe vergleichen zu koénnen, wurde in der Analyse immer der gleiche
Schwellenwert (Cycle Threshhold; Ct) gesetzt (0,3).

Die relative mRNA Menge der untersuchten Gene wurde folgendermal3en bestimmt:

1. Im Rahmen der Signalweg Analysen: Relative mRNA Menge=2-(Ct(#elgen)-Ct(18s))

2 Im Rahmen der Knockdown Analysen: 2-((Ct(Knockdown)-Ct(183))-(Ct(NegativkotroIIe)-Ct(185)).

29.4 Agarose-Gelelektrophorese zur Trennung von DNA-Fragmenten

Die in der PCR amplifizierten Zielsequenzen genomischer DNA wurden mithilfe der
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Agarose-Gele bilden ein dreidimensionales,
engmaschiges Netz aus, durch das geladene DNA-Molekile bei angelegter Spannung
je nach GroRe unterschiedlich weit wandern. DNA-Molekile sind durch ihre
Phosphatgruppen negativ geladen und wandern somit in einem elektrischen Feld zur
Anode (Pluspol). Es entstehen charakteristische Banden aus DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Langen im Gel.

Es wurden 1%ige Agarosegele verwendet. Die bendtigte Agarose wurde mit 1 x Tris-
Acetat-EDTA-Puffer (TAE) unter Aufkochen in der Mikrowelle gelost und danach mit
dem Farbstoff Ethidiumbromid (0,5 pl / 10ml) versetzt. Ethidiumbromid interkaliert mit
der DNA. Durch die damit einhergehende Anderung seines Absorptionsspektrums
entsteht bei Anregung mit ultra-violettem Licht eine gesteigerte Fluoreszenzemission

(Waring, 1965). Somit kobnnen DNA-Banden sichtbar gemacht werden.
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Die Agaroseldosung wurde zum Ausharten in eine Gelkammer mit Probenkamm
gegossen. Dieser hinterlasst nach dem Entfernen Taschen fur das Einfullen der Proben
im Gel. AnschlieBend wurde das Gel in eine mit 1 x TAE Puffer geflllte
Elektrophoresekammer gelegt und die Elektrophorese mit einer Spannung von 90 V
durchgefihrt.

29.5 Isolation von mRNA aus Zellen

Um die Einflisse verschiedener Knockdowns von Zellzyklusregulatoren auf den Hippo-,
Notch- und mTor-Signalweg zu untersuchen, wurden qPCRs mit den verschiedenen
transfizierten KM durchgeflihrt.

Die Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen und dann pro Loch 15 ul Trypsin
zugegeben, um die Zellen von der Oberflache zu Iésen. Nach funf-minttiger Inkubation
bei 37 °C wurden 85 ul 20 % IMDM Medium hinzugegeben, um die Reaktion zu stoppen
und das Zelllysat in 1,5 ml Reaktionsgefalde uberfuhrt. Es wurde 5 min bei 300 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in RLT Puffer
resuspendiert. Die weitere RNA Isolation wurde mithilfe des RNAeasy Micro Kits

(Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.9.6 Uberpriifung der RNA Qualitit

Um eine einheitliche Qualitat der in der qPCR analysierten RNA zu gewahrleisten,
wurde die Qualitat der RNA mithilfe des BioAnalyzers 2100 nach Herstellerangaben
bestimmt. Der BioAnalyzer ermdglicht die elektrophoretische Auftrennung der RNA in
Microchips und bestimmt die sogenannte RNA-integrity-number (RIN) anhand der
ribosomalen RNA Banden. Nur Proben, die eine RIN > 6 aufwiesen, wurden fur die

gPCR verwendet.

210 Biochemische Methoden

2.10.1 Isolation von Protein aus Zellen

Um die Einflisse verschiedener RNAs auf den Hippo-, Notch- und mTor-Signalweg
genauer zu untersuchen wurden Western Blots (erstmals 1980 von Burnette
beschrieben) mit Protein aus den durchgeflhrten Transfektionen durchgeflihrt. Beim
Western Blot werden die zu untersuchenden Proteine zunachst gelelektrophoretisch

aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose Membran Ubertragen und durch Bindung von
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spezifischen chemilumineszenten Antikorpern sichtbar gemacht. Um eine fur den
Western Blot ausreichende Menge an Protein zu erzielen, wurden die Transfektionen
statt im 96-Loch Format (10.000 Zellen in 140 pl) im 24-Loch Format (150.000 Zellen in
2100 pl) durchgefuhrt. Fur die Protein-Isolation wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen und dann mit 50 ul RIPA Puffer, sowie Proteaseinhibitoren (1:25) und
Phosphataseinhibitoren (1:100) versetzt und dadurch lysiert. Nach 5 min Inkubation auf
Eis wurde das Lysat in 1,5 ml Reaktionsgefale transferiert und 10 min bei 13000 g und
4 °C zentrifugiert um Zelltrimmer zu entfernen. Die Proteinkonzentration wurde mithilfe
des BCA Protein Assays (ThermoFisher) nach Herstellerangaben bestimmt. Die

einzelnen Probenvolumina wurden so gewahlt, dass die Proteinmenge identisch war.

210.2 SDS-PAGE

Die Proteinfragmente wurden zunachst durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Hierbei erfolgt zunachst die Konzentrierung der Proteine im Sammelgel, bevor sie im
Trenngel entsprechend ihrer Grolde separiert werden. Die bendtigten Gele wurden mit
folgender Zusammensetzung gegossen:

Tab. 11: Zusammensetzung Trenngel

Bestandteile 7
usammensetzung

Trenngel

Tris HCI 1,5 M, pH: 1 ml

8,8

SDS 20 % 160 pl

Acrylamat 40 % 1ml

H20 1,84 ml

TEMED 2,5l

ABS 10 % 40 pl

Nach dem Ausharten des Trenngels wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegeben

und vor dem Ausharten mit einem Probenkamm versehen.
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Tab. 12: Zusammensetzung Sammelgel

Sammelgel Zusammensetzung
Tris HCI 1,5 M, pH: 6,8 | 0,5

SDS 20 % 80

Acrylamid 40 % 200 ul

H>O 1,22 ml

TEMED 2,5yl

ABS 10 % 20 pl

Es wurden jeweils 10 ug Protein 5 min bei 95 °C denaturiert, mit SDS-Probenpuffer
versetzt und in die Probentaschen des Sammelgels gegeben. Die Gelelektrophorese
wurde 20 min bei 80 V und 60 min bei 120 V durchgefihrt. Um die GroRe der
Proteinfragmente anschliefend beurteilen zu koénnen, wurde ebenfalls eine

,Proteinleiter” mit Fragmenten bekannter Grof3e (10 kD-250 kD) aufgetragen.

2.10.3 SemiDry-Blot und Immundetektion

Um die Proteine auf die Nitrozellulose-Membran zu Ubertragen, wurde das SemiDry Blot
Verfahren benutzt. Der Blot setzte sich zusammen aus Filterpapier, der Membran, dem
Gel und einer weiteren Lage Filterpapier. Hierbei wandern die im Polyacrylamidgel
befindlichen negativ geladenen Proteine durch Anlegen einer elektrischen Spannung,
die senkrecht zum Gel verlauft, Richtung Anode aus dem Gel heraus auf die Membran.
Der Proteintransfer wurde uber 30 min bei 12 V durchgefuhrt.

Um zu verhindern, dass weitere Antikorper unspezifisch an freie Bindungsstellen der
Membran binden, wurde die Membran mit 5 % Magermilchpulver bei Raumtemperatur
fur 30 min blockiert. Der Erstantikorper wurde auf die Membran gegeben und diese nach
Inkubation Uber Nacht dreimalig mit 1x TBST Puffer gewaschen und fiur eine Stunde mit
dem an Peroxidase gekoppelten Zweitantikorper inkubiert.

Der Proteinnachweis erfolgte durch den Nachweis der Peroxidase-Aktivitat. Die

Membran wurde mit ECL-Entwicklerldsung nach Herstellerangaben inkubiert und die
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Chemilumineszenz mithilfe des ChemiDoc MP Imaging System aufgenommen. Es
wurde die relative Proteinmenge gemessen, indem auf das Haushaltsgen B-Aktin

normalisiert wurde.

211  Zellbiologische Methoden

2.11.1 Transiente Lipofektion

Postnatale Kardiomyozyten wurden nach dem Prinzip der Lipofektion mithilfe des
Transfektionsreagenz RNAIMAX mit verschiedenen miRNAs und siRNAs transfiziert, um
deren Wirkung auf die Proliferation zu untersuchen. Bei der Lipofektion wird die in eine
Zelle einzubringende Nukleinsaure in ein Vesikel aus kationischen Lipiden (N-[1-(2,3-
dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium  chloride (DOTMA) eingeschlossen,
welches die Zellmembran Uberwinden kann (Felgner et al., 1987). Das in normalem
Differenzierungsmedium enthaltende Serum enthalt Proteine, die die Lipofektion stéren
konnen. Daher wurde die Lipofektion in Serum reduziertem Opti-MEM Medium
durchgefuhrt. Des Weiteren wurden alle Arbeitsgegenstande vorab zur Entfernung von
RNAsen mit RNAZap gereinigt und die Transfektion auf Eis durchgefihrt. Zunachst
wurden die siRNAs mit OPTI-MEM auf 1 yM verdunnt. Fur die Transfektion auf 96-Loch
Platten (10000 Zellen) wurden die siRNAs ein weiteres Mal auf 50 nM verdinnt (pro
Loch 4 pl eines 1 uyM Stocks und 6 pl Opti-Mem). Pro Loch wurden 10 pyl RNA Mix
pipettiert. Es wurde ein Mastermix fir den Transfektionsansatz aus OPTI-MEM und
RNAIMAX hergestellt und die Mengen so gewahlt, dass pro Loch 0,6 pl RNAIMAX und
9,4 ul OPTI-MEM pipettiert werden. Die siRNA und der Transfektionsansatz wurden 1:1
zusammengegeben, 5 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend 20 pl in jedes Loch
pipettiert. Fur die folgenden 48 h wurden die Zellen bei 37 °C inkubiert, worauf ein
Medienwechsel erfolgte, der die Transfektion beendete. Nach weiteren 24 h wurden die
Zellen fixiert oder fur Praparation der mMRNA oder Proteinanalysen benutzt.

Um eine ausreichend groRe Menge Protein flr Proteinanalysen durch Western Blot zu
gewinnen wurden die jeweiligen Transfektionen im 24-Loch Format durchgefuhrt. Hierzu
wurden 150 pl des 50 nM RNA Mixes sowie 150 pl des Transfektionsansatzes (141 l
Opti-Mem + 9 yl RNAiMax) verwendet.
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2.11.2 Langzeitbeobachtung von Zellkulturen

Mithilfe des Zeiss AxioObserver 2.1 Mikroskops wurden nach 48 h Zellkultur in einer
Inkubationskammer Langzeitaufnahmen von transgenen KM bei 5 % CO, Gehalt und 37
°C durchgefuhrt. Hierbei wurden dber 12 h alle 6-8 min 8-10 Aufnahmen in
unterschiedlichen Z-Ebenen von ausgewahlten KM mit eGFP-Anillin® Zellkernen

angefertigt. Die Auswertung erfolgte mit der Zen 2 Software.

2.11.3 Isolation und Dissoziation von postnatalen Kardiomyozyten

Zunachst wurden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops die flr die Untersuchung
bendtigten, doppelt transgenen Herzen (CAG-eGFP-Anillin/aMHC-H2B-mCherry)
idenzifiziert. Anschlielend folgte die Dissoziation mithilfe des ,Neonatal Heart
Dissociation® Kits. Nach Entfernung von Geweberesten, der groflen GefalRe und der
Atrien der Herzen wurden zwei Enzymmixe wie folgt hergestellt.

Tab. 13: Ansatz der Enzymmixe

Enzymmix 1 Enzymmix 2
Enzym P Enzym X Enzym Y Enzym A Enzym D
62,5 pl 2300 pl 25yl 12,5 pl 100 pl

Mix 1 wurde 5 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit Mix 2 in ein 15 ml Falcon-
Reaktionsgefald zusammengegeben. Die postnatalen Herzen wurden hinzugefigt und
mithilfe einer Schere so weit wie mdglich zerkleinert. Die Zell-Suspension wurde fur 45
min bei 37 °C inkubiert und alle 15 min mithilfe einer 5 ml Pipette durchmischt. Nach 45
min wurde die enzymatische Reaktion mit 20 % IMDM Medium gestoppt und die
Suspension durch ein 70 um Sieb gefiltert, um groRere Gewebebestandteile zu
beseitigen. Im Anschluss wurde der Ansatz bei 600 x g fir 5 min abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 500 pl 2%igem IMDM-Medium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde mithilfe einer Thoma Zahlkammer bestimmt. Pro Loch
(96 Loch Platte) wurden 10.000 Zellen in 120 pl Medium ausgesat.

212 Tierexperimente

2.12.1 Praparation postnataler Mause
Postnatale Mause wurden durch Dekapitation getétet. Mithilfe einer Schere wurde die

Haut in der Linie des Diaphragmas sowie des Sternums durchtrennt. Nach Eréffnen des



42

Thorax mit einer Schere wurden die Herzen mit einer Pinzette entnommen und in

eiskaltes PBS gegeben.

213 Immunzytochemische Methoden

2.13.1 Fixierung von Zellen

Die Fixierung von Zellen erfolgte durch 4%ige Formaldehydldésung. Bei der Fixierung mit
Formaldehyd kommt es zu Quervernetzungen von Proteinen. Da es nicht zu einer
Veranderung der Morphologie der Zellen oder Fluoreszenzproteine kommt eignet sich
diese Methode, um die Zellen anschlieBend immunhistochemisch zu farben und
mikroskopisch zu untersuchen. Zunachst wurde das Medium entfernt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen fur 45 min mit 4 %
Formaldehydlésung bedeckt um sie zu fixieren. Das Formaldehyd wurde abpipettiert, die
Zellen ein weiteres Mal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit PBS bedeckt bei 4 °C

aufbewahrt oder immunhistochemisch gefarbt.

2.13.2 Immunhistochemische Farbungen

Es wurden immunhistochemische Farbungen zur Beurteilung der Zellmorphologie,
Zellidentitat sowie der Zellteilungsaktivitat durchgefthrt. Hierbei bindet ein Antikorper
(Erstantikorper) spezifisch an ein Protein (Epitop) und bildet einen Antigen-Antikdrper-
Komplex aus. In einem zweiten Schritt bindet ein mit einem Fluoreszenzprotein
gekoppelter Antikorper (Zweitantikérper) an den Fc-Abschnitt des Erstantikorpers,
wodurch eine Detektion des Proteins mit dem Fluoreszenzmikroskop ermoglicht wird.
Um diese Reaktion zu ermoglichen, muissen Erst- und Zweitantikdrper aus
unterschiedlichen Spezies stammen (z.B. Maus und Ratte). Der primare Antikorper
wurde in 0,2 % Triton-Lésung mit 5 % Eselserum verdinnt. Nach mindestens 2h
Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde der Antikorper entfernt und die Zellen
einmalig mit PBS gewaschen. Der Zweitantikérper wurde in einer Lésung aus PBS und
Hoechst-Farbstoff verdiunnt und fur mindestens 1 h bei RT unter Schutz vor Licht
inkubiert. Der Hoechst Farbstoff ist ein DNA-Interkalator und ermoglicht so die
Anfarbung samtlicher Zellkerne. Zur Quantifizierung der Effekte der siRNAs wurden
mithilfe eines konfokalen Lasermikroskops Ubersichtsaufnahmen mit einem 20 x

Luftobjektiv angefertigt. Es wurden Laser mit folgenden Wellenlangen benutzt: 403,7
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nm, 488 nm, 543 nm/562 nm, 642,1 nm. Die Auswertung erfolgte mit der ,NIS Elements
AR 4.12.01 64 bit* Software.

214 Schematische Darstellung des experimentellen Prozedere

=
—_— < -
Isolation und Dissoziation
von KM
% si/miRNA
gﬁﬁ”; Transfektion
1. Lebendbeobachtung
2. Fixierung und Mikroskopie
3. RNA-Isolation -— Y <> 5 4
4. Protein-Isolation Inkubation(3 Tage)

Abb. 7: Schematische Darstellung des experimentellen Prozedere
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3. Ergebnisse

3.1 Optimierung der Bedingungen zur Kultur postnataler KM

Zunachst wurden Untersuchungen des Wachstumsverhaltens von KM bei
unterschiedlichen Zellkulturbedingungen durchgefthrt. Herzen von aMHC-H2B-mCherry
doppelt-transgenen Mausen wurden am postnatalen Tag zwei (P2) entnommen,
dissoziiert und die gewonnene Zellsuspension mit FKS Konzentrationen zwischen 0,5 %
und 20 % auf mit Gelatine oder mit Fibronektin beschichteten Gewebekulturschalen
ausgesat, um zu testen, ob diese Adhasionsfaktoren in murinen KM Hypertrophie
induzieren. An den folgenden drei Tagen wurden mikroskopische Aufnahmen der Zellen
angefertigt und die Zellen am dritten Tag fixiert. Zur genauen Identifikation der KM
wurden immunhistochemische Farbungen mit Hoechst und Antikdrpern gegen a-Aktinin
durchgefuhrt und unter Fluoreszenzlicht aufgenommen. Es lie sich durch Ausmessen
der Zellflache anhand der a-Aktininfarbung eine Zunahme der ZellgroRe der auf
Fibronektin kultivierten KM gegenuber den auf Gelatine kultivierten KM bei den FKS
Konzentrationen 2 %, 5 % und 10 % nachweisen (Abb. 8 A-C), was darauf hinweist,
dass Fibronektin Hypertrophie in KM induziert. Um eine Verfalschung der Ergebnisse
durch Induktion von Hypertrophie zu vermeiden wurden die neonatalen KM bei allen
weiteren Experimenten auf Gelatine kultiviert.

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss der FKS-Konzentration des
Kulturmediums auf KM untersucht, indem diese in IMDM Medium mit den FKS
Konzentrationen 0,5 %, 1 %, 2 %, 5 %, und 20 % ausgesat wurden. Die hdchste
Zunahme von KM-Kernen liel3 sich in den Lebend-Aufnahmen der Zellen nach drei
Tagen bei 2 % FKS feststellen (Abb. 8D). Da dies auf optimale Wachstumsbedingungen
fur KM bei 2 % FKS schlieRen lasst wurde diese Konzentration fur alle weiteren

Experimente gewahlt.
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Abb. 8: Einfluss der Beschichtung der Kulturplatte und der FKS-Konzentration auf die
Kultur postnataler KM. Auf Fibronektin (A) und auf Gelatine (B) kultivierte KM.
Malstabsbalken: 10 pm. (C) ZellgroRe von KM (P2) in Abhangigkeit von FKS
Konzentration und des Beschichtungsmediums. T-test. *=p<0,05. Dargestellt ist der
Mittelwert + SEM. n=6. (D) Relative Zunahme der KM-Kernzahl nach Kultivierung in
Medien mit unterschiedlicher FKS Konzentration. Mittelwert + SEM. T-test. * =p<0,05.
n=3.

3.2 Knockdown des Fizzy-related Protein (Fzr-1)

Nach Transfektion von KM (P3) mit einer siRNA gegen Fzr-1 wurden 39,78 £ 13,56 %
eGFP-Anillin® KM gezéahlt. Da Fzr-1 als Kofaktor des APC an der Degradierung des
Proteins Anillin beteiligt ist, kdnnen die eGFP-Anillinsignale nicht als Marker fir
Zellzyklusaktivitat genutzt werden. Durch Farbung gegen Ki-67 wurde Uberpruft (Abb. 9
A/B), ob es sich um Zellzyklusaktivitat oder Akkumulation von eGFP-Anillin handelt. Nur
ein verschwindend geringer Anteil der eGFP-Anillin® KM war auch Ki-67" (1,32 #
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0,76%). Das vermehrte Auftreten von eGFP-Anillinsignalen geht auf Akkumulation von
Anillin durch Inaktivierung des APC™" in der G1-Phase des Zellzyklus zuriick. Die
Anzahl eGFP-Anillin® KM nach Fzr-1 Knockdown lasst sich somit zur Kontrolle der

Transfektionseffizienz nutzen.
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Abb. 9: Fzr-1-related Protein. (A) eGFP-Anillinsignale nach Fzr-1 Knockdown. Pfeile:
eGFP-Anillin*/Ki-67- KM. MaRstabsbalken: 50 ym (B) eGFP-Anillin® KM, aufgeteilt in Ki-
67" (Anzahl analysierter Zellen: 185). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM. T-Test.
p<0,05. n=3.

3.3 Transfektion von KM mit der miR-199

Als Positivkontrolle fur die Induktion von Zellzyklusaktivitat wurde die miR-199 aufgrund
ihrer in der Literatur beschriebenen Wirkung auf den Zellzyklus von KM genutzt. Aus
Herzen von P1, P3 und P5 alten Mausen wurden KM dissoziiert und anschlielend mit
der miR-199 durch transiente Lipofektion transfiziert und nach drei Tagen fixiert sowie

immunhistochemisch gefarbt. Die KM wurden anhand der H2B-mCherry- und a-Aktinin-
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Signale, Zellzyklus-aktive Zellen anhand der eGFP-Anillinsignale mikroskopisch
quantifiziert. Der Anteil Zellzyklus-aktiver KM lag an P1 bei 16,90 £ 3,52 % (NK: 1,00 £
0,31 %) und an P3 bei 12,46 + 1,61 % (NK: 2,05 + 0,52 %). An P5 sank der Anteil
eGFP-Anillin® KM auf 14,35 + 3,04 % (NK: 0,95 + 0,95 %; Abb. 10 B-D).

Im Folgenden wurden die eGFP-Anillin® KM weiter nach den verschiedenen
Lokalisationen des eGFP-Anillins wahrend der Zellteilung quantifiziert. Es wurde hierbei
zwischen symmetrischen und asymmetrischen Mittelkdrpern, welche als Hinweis auf
azytokinetische Mitose gewertet wurden (vgl. 1.3.1), unterschieden. Die Ergebnisse sind
in Abb. 11 zusammengefasst. An P1 wurden 89,39 £ 3,25 % nukleare Signale, 2,93 *
2,04 % zytoplasmatische Signale, 1,70 £ 0,91 % kontraktile Ringe, 2,78 * 1,26 %
Mittelkorper und 3,18 + 2,63 % asymmetrische Mittelkérper beobachtet. An P3 79,46 +
1,92 % nukleare Signale, 9,13 £ 4,63 % zytoplasmatische Signale, 5,81 £ 2,26 %
kontraktile Ringe, 1,96 + 1,96 % Mittelkdrper und 4,38 = 3,71 % asymmetrische
Mittelkorper. An P5 fanden sich 88,40 + 3,81 % nukleare Signale, 0 % zytoplasmatische
Signale, 3,90 + 3,9 % kontraktile Ringe, 1,96 + 1,96 % Mittelkdrper und 5,68 £ 3,65 %

asymmetrische Mittelkorper.
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Abb. 10: KM nach Transfektion mit miR-199 an P1, 3 und 5. (A) Fixierte KM (P3) nach
Transfektion mit miR-199. Sichtbar sind (rechtes Bild) ein kontraktiler Ring (solider Pfeil),
nukleares eGFP-Anillinsignal (durchsichtiger Pfeil), zytoplasmatisches eGFP-
Anillinsignal (Pfeilkopf). MaRstabsbalken: 50 um. (B) Quantifizierung von eGFP-Anillin®
KM nach Transfektion mit miR-199 an P1 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 1280;
miR199: 1415), (C) an P3 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 1736; miR199: 2119) und (D)
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an P5 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 333; miR199: 419). NK: Negativkontrolle.
Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM. T-Test. *p<0,05. Jeweils n=3. (E) Zytokinese eines
KM mit asymmetrischem Mittelkérper. Mal3stabsbalken: 10 ym.
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Abb. 11: Subzellulare Lokalisation der eGFP-Anillinsignale in KM nach Transfektion mit
der miR-199. (A) Quantifizierung der eGFP-Anillinsignale nach Transfektion mit der miR-
199 an P1 (Anzahl analysierter Zellen: 234), (B) an P3 (Anzahl analysierter Zellen: 245)
und (C) an P5 (Anzahl analysierter Zellen: 55). NS: nukleares Signal;, ZS:
zytoplasmatisches Signal; CR: kontraktiler Ring; MK: Mittelkérper, aMK: asymmetrischer
Mittelkorper. Student’s T-Test. *p>0,05. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM. Jeweils
n=3.

Um zu Uberpriufen, ob die beobachtete Zellzyklusaktivitat ein Hinweis auf Zellteilung
oder azytokinetische Mitose ist, wurde die Anzahl zweikerniger KM an P3 bestimmt
(Abb. 12). Nach Transfektion mit der miR-199 kam es zu einer 75%igen Zunahme der
binukledren KM (miR-199: 23,87 + 8,10 %; Negativkontrolle: 13,41 + 0,9 %).
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Abb. 12: Zweikernige KM nach Transfektion mit miR-199 (P3).
Anzahl analysierter Zellen: NK: 380: miR 199: 270. NK: Negativkontrolle. Dargestellt ist
der Mittelwert + SEM. T-Test. P>0,05. n=3.

Zusatzlich wurden Langzeitaufnahmen der Zellen angefertigt. Nach 48 h Zellkultur
wurden bei 5 % CO; und 37 °C mit dem Zeiss Axiovert Mikroskop Uber 12 h alle 6-8
Minuten Aufnahmen ausgewahlter Zellen mit eGFP-Anillin® Zellkernen angefertigt. Nach
Transfektion mit miR-199 lieRen sich Zellteilungen mit unvollstandiger Zytokinese
beobachten. Bei diesen bildete sich nach dem kontraktilen Ring ein seitlich verlagerter
Mittelkdrper und eine vollstandige Abschnurung des Zytoplasmas blieb aus, sodass
zweikernige KM entstanden. Eine solche azytokinetische Teilung ist in Abb. 13
dargestellt. In der Negativkontrolle liel3 sich keine Zellzyklusaktivitat anhand der eGFP-

Anillinsignale feststellen.
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Abb. 13: Videomikroskopische Aufnahme einer azytokinetischen Teilung eines KM nach
Transfektion mit der miR-199 (P3). (A) 0'00: nukledres eGFP-Anillin Signal; 3'00:
Prometaphase; 3'24: Metaphase; 3'36: Ausbildung eines kontraktilen Ringes; 3'48:
zunachst symmetrisch liegender Mittelkdrper; 4'00/4‘18: asymmetrisch lokalisierter
Mittelkdrper; 16°54: binukledrer KM. (B) Durchlichtaufnahme zum Zeitpunkt 16'54: beide
Zellkerne liegen innerhalb einer Zelle. Zeitangaben in Stunden und Minuten.
Maflstabsbalken: 10 um.



52

34 Knockdown von p21 in KM

Durch siRNA Knockdown wurde die Rolle von p21 in der Regulation des Zellzyklus von
KM untersucht. Um Effizienz des siRNA Knockdowns zu ermitteln wurde mittels gPCR
die Restexpression von p21 anhand der mRNA Menge bestimmt. Die Restexpression
von p21 lag nach siRNA Knockdown bei 5,57 + 1,91 % verglichen mit der Expression
von p21 in der Negativkontrolle (Abb. 14).
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Abb. 14: Relative p21 Expression nach siRNA Knockdown. Relative p21 mRNA
Expression in KM nach siRNA Knockdown von p21. KD: Knockdown. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SEM. n=3.

Zunachst wurde der Gesamtanteil eGFP-Anillin® KM bestimmt (Abb. 15B-D). An P1
fanden sich nach p21 Knockdown 13,89 + 4,35 % eGFP-Anillin” KM, (NK: 1,00 % + 0,31
%), wahrend an P3 der Anteil eGFP-Anillin® KM nach Knockdown auf 17,59 + 3,76 %
anstieg (NK: 2,05 + 0,52 %). An P5 sank der Anteil eGFP-Anillin® KM deutlich auf 4,26 +
1,40 % (NK: 0,96 + 0,96 %).

Die Aufschlusselung der verschiedenen eGFP-Anillinsignale nach Lokalisation ist in
Abb. 16 dargestellt. An P1 wurden 94,37 + 2,38 % nukleare, 4,67 = 291 %
zytoplasmatische Signale, keine kontraktilen Ringe oder Mittelkdrper und 0,6 £ 0,6 %
asymmetrische Mittelkorper gezahlt. An P3 fanden sich etwas weniger nukleare (92,45 +
2,93 %) und ein leicht erhdhter Anteil mitotischer Signale (zytoplasmatische Signale,
2,00 £+ 1,58 % kontraktile Ringe, 2,03 + 1,58 % Mittelkérper und 3,23 £ 2,09 %
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asymmetrische Mittelkorper). An PS5 wurden ausschliellich (100 %) nukleare Signale

gezahlt, was auf ausschlieRliche Endoreplikation hindeutete.
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Abb. 15: P21 Knockdown in KM an P1, 3 und 5. (A) fixierte KM (P3) nach Transfektion
mit siRNA gegen p21. MaBstabsbalken: 50 ym. (B) eGFP-Anillin® KM nach p21
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Knockdown (p21 KD) an P1 (Anzahl analysierter Zellen; NK: 1280; p21 KD: 1489), (C)
an P3 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 1734; p21 KD: 817) und (D) an PS5 (Anzahl
analysierter Zellen: NK: 333; p21 KD: 491). NK: Negativkontrolle. Dargestellt ist der
Mittelwert + SEM. T-Test. P<0,05. n=3. (E) Zytokinese eines KM mit asymmetrischem
Mittelkorper (Pfeil), Abbildung C und E aus Hesse et al. (2018). MaRstabsbalken: 20 um.
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Abb. 16: Subzellulare Lokalisation der eGFP-Anillinsignale in KM nach p21 Knockdown.
(A) Quantifizierung der eGFP-Anillinsignale nach p21 Knockdown an P1 (Anzahl
analysierter Zellen: 172), (B) an P3 (Anzahl analysierter Zellen: 165) und (C) an P5
(Anzahl analysierter Zellen: 19). NS: nukleares Signal; ZS: zytoplasmatisches Signal;
CR: kontraktile Ringe; MK: Mittelkorper; aMK: asymmetrischer Mittelkorper. Student’s T-
Test. *p>0,05. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM. n=3.

Um zu Uberprifen, ob die asymmetrischen Mittelkorper ein Hinweis auf azytokinetische
Teilung sind, wurden auch hier exemplarisch mikroskopische Videoaufnahmen
angefertigt. Es lielen sich KM beobachten, die nach Ausbildung eines asymmetrischen
Mittelkdrpers keine vollstandige Zytokinese durchliefen, sondern zweikernig wurden
(Abb. 17). Der Anteil zweikerniger KM wurde in den fixierten Zellen (P3) ausgezanhlt.
Nach p21 Knockdown lag der Anteil binuklearer KM bei 23,89 £ 0,24 % im Vergleich zu
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13,41 + 0,94 % in der Negativkontrolle (Abb. 18). Dies unterstutzt die Hypothese, dass

asymmetrische Mittelkrper wahrend einer azytokinetischen Mitose entstehen.

A
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Abb. 17: Videomikroskopische Aufnahme einer azytokinetischen Teilung eines KM nach
p21 Knockdown (P3). (A) 0'00: nukleares eGFP-Anillinsignal; 3'28: Prometaphase; 3'44:
Metaphase; 3'52: Ausbildung eines kontraktilen Ringes; 3'48: 4'16 / 4'24: asymmetrisch
lokalisierter Mittelkorper; 8°24: binukledrer KM. (B) Durchlichtaufnahme zum Zeitpunkt
8'24: beide Zellkerne liegen innerhalb einer Zelle. Zeitangaben in Stunden und Minuten.
Malstabsbalken: 10 ym. Abbildung aus Hesse et al. (2018).
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Abb. 18: Anteil zweikerniger KM nach p21 Knockdown in KM (P3). Der Anteil
zweikerniger KM ist nach p21 Knockdown signifikant grofRer als in der Negativkontrolle
(Anzahl analysierter Zellen: NK: 380; p21 KD: 263). NK: Negativkontrolle. KD:
Knockdown. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM. T-Test. P<0,001. n=3.

3.5 Knockdown von p27 in KM

Auch nach siRNA-Knockdown von p27 wurde zunachst die Effizienz des Knockdowns
durch gPCR quantifiziert (Abb. 19). Die Restexpression von p27 lag bei 36,39 £ 8,45 %

im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abb. 19: Relative p27 Expression nach siRNA Knockdown. Relative p21 mRNA
Expression in KM nach 72 h siRNA Knockdown. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM.
n=3.
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Der Anteil an eGFP-Anillin® KM wurde untersucht. Nach siRNA Knockdown von p27
fand sich an P1 eine Fraktion von 4,11 + 1,10 % eGFP-Anillin® KM (NK: 0,47 + 0,28 %),
an P3 von 3,72 + 1,24 % (NK: 1,66 + 0,78 %) und an P5 von 3,85 £ 2,53 % (NK: 0,96 *
0,96 %; Abb. 20). Die Untersuchung der eGFP-Anillin-Lokalisationen zeigte, dass es
sich ausschlieBlich um nukleare Signale handelte, was vermuten lasst, dass der
Knockdown von p27 ausschliel3lich Endoreplikation bewirkt. In den angefertigten Videos
fanden sich ebenfalls keine Zellen, die mitotische eGFP-Anillinsignale zeigten. Die
Untersuchung der Zweikernigkeit (Abb. 21) an fixierten Zellen (17,64 + 4,09 %) zeigte

keinen signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle (13,41 £ 0,93 %).
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Abb. 20: P27 Knockdown in KM an P1, 3 und 5. (A) fixierte KM (P3) nach Transfektion
mit siRNA gegen p27. MaRstabsbalken: 50 uym. (B) eGFP-Anillin® KM nach p27
Knockdown (p27 KD) an P1 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 1276; p27 KD: 1610), (C)
an P3 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 1730; p27 KD: 1773) und (D) an P5 (Anzahl
analysierter Zellen: NK: 327; p27 KD: 492). NK: Negativkontrolle. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SEM. T-Test. P>0,05. n=3. Mal3stabsbalken: 10um.
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Abb. 21: Anteil zweikerniger KM nach p27 Knockdown. Anzahl analysierter Zellen: NK:
380: p27 KD: 384. NK: Negativkontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SEM. T-Test.
P>0,05. n=3

3.6 Knockdown von Meis1 in KM

Die Meis1 Knockdown wurde an P3 durchgefihrt. Die Knockdown-Effizienz wurde durch
gPCR untersucht und ergab eine Restexpression von Meis1 von 21,15 + 1,62 % (Abb.
22 B) gegenuber der Negativkontrolle. Die Analyse der fixierten Zellen zeigte jedoch
keinen Unterschied der Zellzyklusaktivitat (0,61 £ 0,61 %) im Vergleich zur
Negativkontrolle (0,38 + 0,38 %; Abb. 22 C). Demzufolge scheint Meis1 keinen Einfluss

auf die Zellzyklusaktivitat von KM zu haben.
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Abb. 22: Meis1 Knockdown in KM an P3. Meis1 Knockdown (A). MaRstabsbalken: 100
um. (B) Restexpression von Meis1 nach Knockdown. (C) eGFP-Anillin® KM nach Meis 1
Knockdown und nach Transfektion mit scrambled siRNA (NK) an P3 (Anzahl
analysierter Zellen: NK: 1216; Meis KD: 1391) Dargestellt ist der Mittelwert + SEM.
P>0,05. n=3.

3.7. Knockdown von Geminin in KM

Bei einer relativen Geminin RNA-Menge nach Knockdown von 3,16 + 2,00 % im
Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 23B) ergab sich kein relevanter Unterschied in der
Anzahl der eGFP-Anillin® Zellen nach Geminin Knockdown (1,88 + 1,34 %) verglichen
mit der Negativkontrolle (0,88 + 0,45 %; Abb. 23 C). Anhand des eGFP-Anillinsystems

lasst sich somit kein Einfluss auf die Zellzyklusaktivitat von KM nachweisen.
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Abb. 23: Geminin Knockdown in KM an P3. Knockdown von Geminin durch siRNA in
KM (A). Malistabsbalken: 100 um. (B) Restexpression von Geminin nach siRNA
Knockdown. (C) Quantifizierung eGFP-Anillin® KM nach Geminin Knockdown und nach
Transfektion mit scrambled siRNA (NK) an P3 (Anzahl analysierter Zellen: NK: 927,
Geminin: 861). Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM. P>0,05. n=3.

3.8 Untersuchung des Hippo-, Notch- und mTor-Signalweges in postnatalen
KM

Fir diejenigen Gene, bei deren Knockdown sich in der Zellkultur Effekte auf den Zell-
zyklus zeigten, wurde mittels quantitativer PCR und Western Blot der Signal-
mechanismus untersucht. Hierbei lag der Fokus auf den fur die Herzentwicklung

bedeutsamen Signalwegen Hippo, Notch und mTor.

3.8.1. Analyse der Beeinflussung des Hippo-Signalwegs in KM durch
Transfektion mit miR-199, oder Knockdown von p21 und p27

Mittels quantitativer PCR wurden die Expressionsmuster der Hippo-Signalwegproteine
Salvador und Lats1/2 untersucht (Abb. 24). Es fanden sich keine signifikanten

Unterschiede in der relativen, auf 18s bezogenen, Expression der Kinase Lats1/2 (NK:
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12,31 £ 2,06; miR-199: 12,85 + 2,94; p21: 9,16 + 0,25; p27: 10,62 + 1,49). Ebenso
fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der relativen Expression von Salvador
zwischen der Negativkontrolle (28,49 + 1,96) und nach Transfektion mit miR-199 (22,21
+ 2,54), nach p21 Knockdown (19,21 £ 2,39) und nach p27 Knockdown (19,5 + 9,07).
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Abb. 24: gPCR Analyse der Lats (A) und Salvador (B) Expression.

Dargestellt sind die relativen Transkriptionsmengenunterschiede von Lats und Salvador
bezogen auf 18s RNA. Sav: Salvador; NK: Negativkontrolle; 199: nach Transfektion mit
miR-199; p21: nach siRNA knockdown von p21; p27: nach siRNA Knockdown von p27.
ANOVA. P>0.05. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM. n=3.

3.8.2. Analyse der Beeinflussung des Notch-Signalwegs in KM durch
Transfektion mit miR-199, oder Knockdown von p21 und p27

Die Analyse der relativen, auf 18s bezogenen Notch-Expression mittels gqPCR ergab fur
keinen der untersuchten Knockdowns einen signifikanten Unterschied zur
Negativkontrolle. Es ergaben sich die folgenden Expressionsniveaus bezogen auf 18s:
5,99 + 0,23 in der Negativkontrolle; 5,32 + 0,75 nach Transfektion mit der miR-199; 6,97
+ 2,16 nach p21 Knockdown; 6,03 + 1,27 nach p27 Knockdown (Abb. 25).
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Abb. 25: gPCR Analyse der Notch Expression. Dargestellt sind die relativen
Transkriptionsmengenunterschiede von Notch bezogen auf 18s RNA. NK:
Negativkontrolle; 199: nach Transfektion mit miR-199; p21: nach siRNA Knockdown von
p21; p27: nach siRNA Knockdown von p27. ANOVA. P>0.05. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SEM. n=3.

3.8.3 Analyse der Beeinflussung des mTor-Signalwegs in KM durch
Transfektion mit miR-199, oder Knockdown von p21 und p27

Auch die Aktivitdat des mTor-Signalwegs nach mi/siRNA Transfektion wurde zunachst
mittels gPCR untersucht. Es wurde sowohl die Expression des mTor Gens als auch der
S6 Effektorkinase untersucht (Abb. 26). Fir mTor fand sich eine statistisch signifikante
Reduktion des relativen, auf 18s bezogenen Expressionsniveaus auf <1/3 nach
Transfektion mit miR-199 (13 £ 3,28) verglichen mit der Negativkontrolle (46,25 + 2,18).
Far den p21-Knockdown (30,93 + 11,34) und den p27-Knockdown (37,46 + 2,95) fand
sich kein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle. Die gPCR Analyse der relativen
S6-Expression ergab keinerlei Unterschiede der behandelten Zellen gegeniber der
Negativkontrolle (NK: 5,69 + 1,99; miR-199: 7,09 * 3,06; p21: 6,84 +3,90; p27: 6,06 +
2,22).
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Abb. 26: gPCR Analyse der mTor(A) und s6 Expression (B). Dargestellt sind die
relativen Transkriptionsmengenunterschiede von mTor und der S6-Kinase bezogen auf
18s RNA. NK: Negativkontrolle; 199: nach Transfektion mit miR-199; p21: nach siRNA
Knockdown von p21; p27: nach siRNA Knockdown von p27. ANOVA. (A) Signifikant
geringere mTor Expression nach Transfektion mit miR-199. P<0.01 (B) P>0.05.
Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM. n=3.

Das Ergebnis der qPCR wurde auf Proteinebene mittels Western Blot-Analyse Uberpruft.
Als Effektorprotein von mTor wurde die S6-Kinase untersucht. Die Analyse auf
Proteinebene erlaubt eine Unterscheidung zwischen der durch mTor aktivierten
(phosphorylierten) und der inaktiven (nicht phosphorylierten) Form der S6-Kinase. Es
wurde das Verhaltnis aus phosphoryliertem zu unphosphoryliertem S6 bestimmt (Abb.
27 B). Dieses lag nach Transfektion mit miR-199 bei 32,05 £ 11,05 (Negativkotrolle:
15,55 + 4,84) und konnte somit eine Beeinflussung der S6 Aktivitat durch die miR-199

nicht bestatigen.
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Abb. 27: Western Blot-Analyse der S6-Kinase nach Transfektion mit miR-199. (A)
Western Blot gegen phosphoryliertes und nicht-phosphoryliertes S6, normiert auf -
Aktin. (B) Verhaltnis von phosphorylierten zu unphosphoryliertem S6. T-Test. p>0,05.
n=3.
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4. Diskussion

4.1 Aktivierung des Zellzyklus in postnatalen KM

Die eindeutige Identifizierung vollstandiger Zellteilung von KM ist von entscheidender
Bedeutung fur die Entwicklung therapeutischer Strategien zur Myokardregeneration und
verlangt eine klare Unterscheidung von vollstandiger Zellteilung gegenuber
Zellzyklusvariationen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gene, denen in der Literatur zugeschrieben wurde
Zellzyklusaktivitat in KM zu induzieren, detailliert in Hinblick auf ihr proliferatives
Potential in primaren KM der Maus untersucht. Die Verwendung des CAG-eGFP-
Anillin/laMHCmCherry Modells ermdglichte hierbei sowohl eine genaue Identifikation der
KM, als auch die exakte Unterscheidung unterschiedlicher Phasen und Varianten des
Zellzyklus.

Um die Effekte von Genen auf die Zellzyklusaktivitat adaquat untersuchen zu koénnen,
wurde zunachst die Etablierung optimaler Zellkulturbedingungen durchgefihrt. Es wurde
die Verwendung einer moglichst geringen FKS-Konzentration angestrebt, um die in der
Literatur beschriebene Induktion von Hypertrophie (Simpson et al., 1982) und
Zweikernigkeit (Engel et al., 2006) durch FKS in KM moglichst gering zu halten. Da in
der Literatur bereits eine FKS Konzentration von 5 % zur Verdopplung bis
Verdreifachung der ZellgroRe von KM aus postnatalen Ratten fuhrte (Simpson et al.,
1982) wurde fur die hier durchgefuhrten Experimente eine FKS Konzentration von unter
5 % angestrebt. Die FKS Konzentration von 2 % wurde gewahlt, da bei dieser die
starkste Zunahme an KM-Kernen von d1 nach d3 zu beobachten war. Die Zunahme der
Zellkerne von d1 nach d3 konnte einerseits durch spates Anwachsen von KM nach
Anfertigung der Aufnahmen an d1 bedingt sein. Andererseits kann es sich auch um eine
FKS-induzierte Zweikernigkeit handeln, da bei der Quantifizierung von KM-Kernen in
lebenden Zellkulturen durch teilweise sehr dichtes Wachstum nicht immer eindeutig
zwischen mono- und binuklearen Zellen unterschieden werden kann.

Das Aussahen von postnatalen KM auf mit Fibronektin oder mit Gelatine beschichtete
Kulturschalen zeigte, dass auf Fibronektin ausgesate KM signifikant groRer waren als
auf Gelatine ausgesate KM. Dies stimmt mit Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe
Uberein, die zeigen konnten, dass das Extrazellularprotein Fibronektin in neonatalen KM

der Ratte Hypertrophie induziert (Ogawa et al., 2000). Hypertrophie von KM kann
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wiederum mit einer Erhohung der Ploidie einhergehen (Liu et al., 2010). In
Untersuchungen der Zellzyklusaktivitat von KM ist die Beschichtung von Kulturschalen
mit Fibronektin somit kritisch zu betrachten, da es moglicherweise die Ergebnisse
verfalscht. In dieser Arbeit wurden Zellkulturen folglich ausschliellich auf mit Gelatine
beschichtete Kulturschalen ausgesat.

Im Folgenden wurde mithilfe von siRNAs die Knockdowns verschiedener Gene, welche
anhand ihrer in der Literatur beschriebenen Wirkung auf den Zellzyklus von KM
ausgewahlt wurden, sowie die miR-199 untersucht. Nach Knockdown des Fzr-1
Proteins, welches unter anderem fur die Degradierung von Anillin verantwortlich ist,
zeigte sich ausschliel3lich ein starker Anstieg der nukledren, S-Phase spezifischen
eGFP-Anillinsignale. Die zusatzlich durchgefuhrte immunhistochemische Farbung gegen
Ki-67 bestatigte die Vermutung, dass es sich hierbei nicht um tatsachliche
Zellzyklusaktivitdt handelt, sondern dass ohne den Kofaktor Fzr-1 eGFP-Anillin durch
den APCF' nicht abgebaut werden kann (Vgl. 1.5.1). Somit ermdglicht der Fzr-1
Knockdown anhand des akkumulierenden nuklearen eGFP-Anillins eine Einschatzung
der Transfektionseffizienz. Zusatzlich ist demnach festzustellen, dass Faktoren, die auf
den APC™"" wirken, mithilfe des eGFP-Anillinsystems nicht ad&quat untersucht werden
konnen.

Die Untersuchung der Effekte der miR-199 auf die Zellzyklusaktivitdt von KM lieferte
ahnliche Ergebnisse zu denen Experimenten von Eulalio et al. (2012), die erstmals die
zellzyklusaktivierende Wirkung der miR-199 auf KM in vivo und in vitro beschrieben
haben. Die Transfektion von KM von P1, P3, und P5 Mausen mit der miR-199 zeigte S-
Phase und M-Phase spezifische eGFP-Anillinsignale, wobei der hoéchste Anteil
zellzyklusaktiver Zellen mit ~16 % an P1 detektiert wurde. Das Auftreten von kontraktilen
Ringen und Mittelkdrpern beweist eine Progression der Mitose bis zur Zytokinese, wobei
ein hoherer Anteil asymmetrischer Mittelkorper als symmetrischer Mittelkérper gezahlt
wurde. Der Anteil asymmetrischer Mittelkdrper steigt von P3 zu P5 hin an. Von Engel et
al. (2006) wurde bereits beschrieben, dass einer azytokinetischen Mitose die Ausbildung
eines asymmetrischen Mittelkorpers vorrausgeht. Dies deckte sich mit den in dieser
Arbeit angefertigten Videoaufnahmen, die ausschliellich das Entstehen zweikerniger
Zellen nach Ausbildung eines asymmetrischen Mittelkdrpers zeigten. Die Quantifizierung

der zweikernigen Zellen nach Transfektion mit miR-199 konnte jedoch aufgrund von



67

Variabilitat zwischen den einzelnen Experimenten ein Vorherrschen azytokinetischer
Mitose nicht bestatigen.

Von Eulalio et al. (2012) war eine starkere Zellzyklusaktivierung durch die miR-199
festgestellt worden als in der vorliegenden Arbeit. In neonatalen KM (P0) konnten sie
nach Transfektion mit miR-199 in ca. 38 % der KM Zellzyklusaktivitat und in ca. 3 % die
Bildung von Mittelkorpern feststellen. Diese Werte liegen deutlich Gber denen in dieser
Arbeit ermittelten Werten (P1: eGFP-Anillin™: 16,9 %; Mittelkérper: ~1 %). Mdgliche
Grinde fur diese Diskrepanz kdonnten die Verwendung unterschiedlich alter neonataler
Mause (PO versus P1), sowie die Verwendung unterschiedlicher FKS Konzentrationen
(5 % versus 2 %) sein. Nach Myokardinfarzierung in adulten Mausen zeigte sich nach
viraler Transduktion eines miR-199 Expressionskonstrukts eine verbesserte
linksventrikulare Ejektionsfraktion und ein verkleinertes Infarktareal (Eulalio et al., 2012).
In den Randzonen der Infarktareale konnte eine 5-fache Erhéhung EdU" Zellkerne und
somit eine gesteigerte DNA-Produktion der KM nachgewiesen werden. Ahnliche
Ergebnisse konnten von derselben Arbeitsgruppe nach intrakardialer Injektion der
miRNA 199 in Mause gezeigt werden (Lesizza et al., 2017). Somit kdnnte die miR-199,
wenngleich hier durch EdU-Inkorporation lediglich DNA-Synthese nachgewiesen wurde,
durch die nachgewiesene verbesserte Ejektionsfraktion eine interessante
Therapieoption struktureller Herzkrankheiten darstellen. Da jedoch Tumorwachstum-
fordernde Effekte der miR-199 bei Pankreaskarzinomen beschrieben worden sind
(Kuninty et al., 2016), ist Kardioselektivitat im Hinblick auf eine mdgliche therapeutische
Nutzung eine zwingende Voraussetzung fur einen sicheren Einsatz.

Des Weiteren wurde durch siRNA Transfektion der Knockout der CdKls p21 und p27
durchgefuhrt. Der Knockout von p21 hatte ahnliche Effekte auf die Zellzyklusaktivitat wie
die Transfektion mit der miR-199. An P1 und P3 wurden S-Phase sowie M-Phase
Signale beobachtet, wobei die hdhere Zellzyklusaktivitat an P3 beobachtet wurde.
Analog zu den Ergebnissen nach Transfektion mit der miR-199 wurde ein hoherer Anteil
asymmetrischer Mittelkorper als symmetrischer Mittelkorper gezahlt. Ebenfalls zeigte
sich in den Videoanalysen ausschlieBlich die Bildung zweikerniger Zellen nach
Ausbildung eines asymmetrischen Mittelkdrpers und es konnte ein signifikant erhohter
Anteil binuklearer KM quantifiziert werden. An P5 lieRen sich ausschlieRlich S-Phase

Signale nachweisen, demzufolge die Mitose nicht erreicht wurde. Die geringere
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Zellzyklusaktivitat an P5 konnte damit zusammenhangen, dass die p21-Expression an
P5 einen Hohepunkt erreicht (Tane et al., 2014) und somit eine héhere Restaktivitat von
p21 als an P1/3 vorhanden ist. Zusatzlich ist es mdglich, dass weitere Faktoren zum
Zeitpunkt P5 die Zellzyklusaktivitat hemmen. Diese Vermutung wird dadurch unterstitzt,
dass nach Transfektion mit der miR-199 die starkste Zellzyklusaktivitat ebenfalls an P1
und P3 zu beobachten war. Zusammenfassend fuhrte der p21-Knockdown in den hier
durchgefuhrten Experimenten zu vermehrter azytokinetischer Mitose. Als ein Ansatz um
Zellteilung in KM zu induzieren scheint ein solches Vorgehen somit nicht geeignet. Dies
steht im Einklang mit Beobachtungen an p21-Knockout-Mausen, in denen KM ebenfalls
nicht proliferieren, sondern lediglich einen erhdhten DNA-Inhalt sowohl in mono- als
auch in binuklearen Zellen aufweisen (Tane et al., 2014).

Neben dem Knockdown von p21 wurde ebenfalls der Knockdown des CdKl p27
durchgefuhrt. Dieser fihrte im Gegensatz zum p21-Knockdown ausschlieB3lich zu einer
Zunahme von S-Phase spezifischen eGFP-Anillinsignalen an P1 und somit vermutlich
zu Endoreplikation. An P3 und P5 war keine signifikante Zunahme der Zellzyklusaktivitat
zu beobachten. Analog zu p21 erreichte auch die p27-Expression an P5 ihr Maximum
(Tane et al.,, 2014), was mdoglicherweise die verringerte Zellzyklusaktivitat gegenuber
dem Knockdown zum Zeitpunkt P1 erklart. Die Beobachtung von Endoreplikation deckt
sich mit Untersuchungen an p27-Knockout-Mausen, die ebenfalls einen erhdhten DNA-
Gehalt von KM aufweisen (Tane et al., 2014).

Der zeitgleiche Knockdown von p21 und p27 in postnatalen KM (P1-2) zeigte einen
Anstieg der S-Phasesignale, mitotischer Signale, sowie der Zweikernigkeit (Di Stefano
et al., 2011). Der Vergleich, der in dieser Arbeit durchgefihrten separierten Knockdowns
von p21 und p27, mit den Ergebnissen von Di Stefano et al. (2011) legt nahe, dass die
beobachtete Zunahme mitotischer Aktivitat und der Zweikernigkeit an P1-2 auf den
Knockdown von p21 zurtuckzufuhren ist. Die Knockdowneffizienz von p27 war jedoch in
den von mir durchgefuhrten Experimenten mit ca. 60 % deutlich schlechter als die von
p21 mit ca. 95 %, was die Vergleichbarkeit der Effekte der beiden CdKI einschrankt.
Zusatzlich wurde der Knockdown des Meis1 Gens durchgefuhrt. Hier konnte an P3 bei
einer Restexpression von ca. 20 % kein Anstieg der Zellzyklusaktivitat gegenuber der
Negativkontrolle nachgewiesen werden. Mahmoud et al. (2013) zeigten, dass Meis1 im

postnatalen und adulten Herzen gegenuber dem embryonalen Expressionsniveau
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hochreguliert ist. Ein zu meinen Experimenten ahnlicher Meis1 Knockdown in KM der
Ratte an P1 zeigte bei einer Restaktivitat von ca. 10 % eine deutliche Zunahme der S-
und M-Phasemarker BrdU, pHH3 und Aurora B Kinase (Mahmoud et al., 2013). Ferner
stellten sie in Meis1-Knockout-Mausen in P14 KM und in adulten Herzen einen Anstieg
der Zellzyklusaktivitatsmarker pHH3 und Aurora-B-Kinase fest. Des Weiteren zeigten sie
eine Hochregulation des in dieser Arbeit ebenfalls untersuchten CdKI p21 in Mausen,
die Meis1 Uberexprimieren. Diese Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass die
Proliferation von Kardiomyozyten durch eine erhdhte Expression von Meis1 im
postnatalen und adulten Herz die Proliferation von KM inhibiert.

Im Gegensatz zur Arbeit vom Mahmoud et al. stellte eine Publikation von Andersen et
al. (2014) fest, dass die Expression von Meis1 im embryonalen Herz erhéht und
postnatal sowie im adulten Herz erniedrigt ist. Diese Ergebnisse widersprechen einer
wichtigen Rolle von Meis1 als Proliferationsinhibitor. Ahnlich zu meinen Ergebnissen
konnte der von Mahmoud et al. beobachtete Effekt nicht reproduziert werden, wobei
Uber magliche Grunde nur spekuliert werden kann: Unterschiede im experimentellen
Aufbau liegen in der Nutzung von KM unterschiedlicher Spezies sowie von
unterschiedlich alten Tieren. In der vorliegenden Arbeit habe ich P3 Mause untersucht,
wahrend in der Arbeit von Mahmoud et al. PO-1 Ratten verwendet wurden.

Der Knockdown des nuklearen Proteins Geminin zeigte bei einer Knockdowneffizienz
von ~97 % auf RNA-Ebene keinen Effekt auf die Zellzyklusaktivitdt von KM. Obwohl
Geminin eine entscheidende Rolle in der Regulation der Polyploidie in frihen
embryonalen Stadien in endoreplizierenden Zellen spielt (vgl. 1.5.5), scheint die in KM
auftretende Polyploidie auf andere Faktoren zurlickzufUhren zu sein. Der Knockdown
von Geminin kann somit nicht als Positivkontrolle fur das Auftreten von Endoreplikation
im CAG-eGFP-Anillin Modell genutzt werden.

4.2 Die Rolle des Hippo-, Notch- und mTor-Signalweges in postnatalen KM

Neben der Analyse der Zellzyklusvariationen wurde fur den Knockdown von p21, p27,
sowie die Transfektion mit der miR-199 zusatzlich der zugrundeliegende
Signalmechanismus in Hinblick auf die Signalwege Hippo, Notch und mTor untersucht.

Der Notch-Signalweg beeinflusst sowohl die Zellzyklusaktivitdt in neonatalen und

adulten Herzen, als auch nach myokardialer Ischamie (MacGrogan et al., 2010). In
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neonatalen KM der Ratte (P0) konnte nach Stimulation des Notch-Signalweges (vgl.
1.2.2) gesteigerte Zellzyklusaktivitdt, nach seiner Inhibierung verringerte
Zellzyklusaktivitat nachgewiesen werden (Collesi et al., 2008). Nach Myokardinfarkt und
Stimulation der Notch-Expression fanden sich im adulten Herzen der Maus eine
verkleinerte fibrotische Narbe, eine gesteigerte linksventrikulare Auswurffraktion sowie
ein Anstieg mitotischer Signale (Gude et al., 2008; Kratsios et al., 2010). Nach
Herunterregulation von p21 und p27 durch siRNAs sowie nach Transfektion mit der miR-
199 zeigte sich keine Veranderung der Notch-mRNA-Expression in den von mir
durchgefuhrten Experimenten. Die nach den Transfektionen beobachtete Zunahme der
Zellzyklusaktivitat scheint somit unabhangig von der Zellzyklusstimulation durch den
Notch-Signalweg zu sein.

Der mTor-Signalweg, der an der Regulation von Zellwachstum, Proliferation und
Zellmetabolismus beteiligt ist, spielt im gesunden wie kranken Herzen eine wichtige
Rolle (Sciarretta et al., 2014). Ein mTor-Knockout ist in der Maus bereits im frihen
Embryonalstadium letal (Murakami et al., 2004), wahrend ein KM-spezifischer mTor-
Knockout, bedingt durch gesteigerte Apoptose und verringerte Proliferation, zu einer
dilatativen Kardiomyopathie und zum Tod im spaten Embryonalstadium fuhrt (Zhu et al.,
2013). Mause, in denen postnatal oder im adulten Stadium eine mTor-Deletion induziert
wurde, entwickelten ebenfalls dilatative Kardiomyopathien (Mazelin et al., 2016; Zhang
et al., 2010). Diese Studien konnten jeweils eine verringerte Anzahl von KM in
dilatiertem Myokard nachweisen, welche vorrangig durch Apoptose bedingt war.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Interaktionen von p21, p27 und miR-199 mit dem mTor
Signalweg untersucht. Wahrend sich mittels gPCR nach Knockdown von p21 und p27
keine Veranderungen in der Expression von mTor und S6 nachweisen lielen, zeigte
sich nach Transfektion mit der miR-199 eine signifikante Abnahme der Expression von
mTor-mRNA. Da bisherige Studien vor allem auf eine Bedeutung des mTorC1-
Komplexes in der Herzentwicklung hinweisen (Sciarretta et al., 2014) wurde ein Western
Blot gegen die mTorC1-Effektorkinase S6 durchgefuhrt, welche von mTorC1 durch
Phosphorylierung aktiviert wird. Hier zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied in
der Phosphorylierung im Vergleich zur Negativkontrolle.

Der Hippo-Signalweg (Vgl. 1.2.2) scheint sowohl im Rahmen des Herzwachstums als

auch der neonatalen Herzregeneration die Proliferation von KM zu kontrollieren und ist
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somit ein zentraler Signalweg in der Erforschung der Proliferationsregulation von KM. Im
Rahmen des Herzwachstums der Maus ist er maRgeblich an der Kontrolle der
HerzgroRe beteiligt. Heallen et al. (2011) konnten eine ca. 1,5-fache Herzvergréf3erung
in murinen Embryos zeigen, bei denen ein Knockout des Proteins Salvador besteht,
welches eine Komponente des Hippo-Signalweges darstellt. Durch die fehlende
Inhibition der Transkriptionsfaktoren Yap/Taz durch den Hippo-Signalweg kommt es bei
unveranderter ZellgroRe der KM zur HerzvergroRerung, was auf vermehrte Proliferation
der KM zuruckzufuhren ist. Der Hippo-Signalweg hemmt den prolifera-
tionsstimulierenden  Wnt-Signalweg und reguliert so die Begrenzung des
Herzwachstums (Heallen et al.,, 2011). Die Begrenzung des Herzwachstums blieb im
genannten Knockout Modellorganismus aus und es kam zur Hyperplasie des Herzens,
die postnatal bei den untersuchten Tieren durch Herzinsuffizienz zum Tod flhrte. Eine
Begrenzung des Herzwachstums scheint somit fur eine regelrechte Funktion essentiell
Zu sein.

Es wird vermutet, dass der Hippo-Signalweg in adulten KM Zellzyklusaktivitat inhibiert.
In der Tat finden sich in adulten Mausen, in denen Knockouts der Hippo-Signalweg-
Proteine Lats1/2 und Salvador induziert wurden, eine gesteigerte EdU-Inkorporation,
sowie vereinzelt Hinweise auf Zytokinese (Heallen et al., 2013). Des Weiteren zeigten
eine Woche alte Salvador-Knockout-Mause nach Herzinfarkt durch Verschluss des
Ramus interventricularis anterior eine verbesserte Ejektionsfraktion sowie eine
verkleinerte fibrotische Narbe im Vergleich zu den Herzen der Negativkontrolle. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch fur 2 Monate alte Mause gezeigt werden. In beiden Fallen
wurde ebenfalls eine gesteigerte EdU-Inkorporation sowie vereinzelt Aurora B Kinase®
KM als Hinweis auf Zytokinese detektiert. Ob die beobachtete Verbesserung der
Ejektionsfraktion tatsachlich auf Proliferation von KM zurlckzufuhren war, lasst sich
anhand dieser Untersuchungsmethoden jedoch nicht klar beurteilen. Alternativ kdnnte
auch eine Hypertrophie der KM als Folge von Zellzyklusvariationen oder parakrine
Effekte ursachlich fur die verbesserte Pumpfunktion sein.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen mittels qPCR konnten keine
Beeinflussung des Hippo-Signalweges durch die miRNA199 oder die CdKls p21 und
p27 nachweisen. Deren Zellzyklus-stimulierenden Effekte sind somit wahrscheinlich

nicht durch den Hippo-Signalweg bedingt.
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4.3 Die Rolle von Zellzyklusvariationen in KM

Es stellt sich die Frage, welche Funktion die Zellzyklus-Varianten Endoreplikation und
Zweikernigkeit in KM erflllen. Ein gesteigerter DNA-Gehalt lasst sich in Pflanzen und
Tieren in verschiedenen Zelltypen beobachten und kann sowohl physiologisch als auch
pathologisch bedingt sein. Bei Saugetieren spielt Polyploidie neben dem Herz
insbesondere in der Leber mit 90 % polyploiden Hepatozyten in der Maus und 50 % im
Menschen eine wichtige Rolle, wobei die Funktion der Polyploidie nicht abschlieend
geklart ist (Duncan, 2013). Der erhdhte DNA Gehalt erlaubt zum einen eine gesteigerte
Proteinbiosynthese gegenuber diploiden Zellen (Orr-Weaver, 2015). Polyploidie kénnte
zum anderen durch eine gesteigerte Anzahl der Genomkopien Hepatozyten vor
toxischer Schadigung des Genoms schutzen, welcher die Leber durch ihre Funktion der
Metabolisierung und Elimination toxischer Stoffe in erhohtem MalRe ausgesetzt ist
(Gentric et al., 2012).

Neben dem physiologischem Auftreten kann Polyploidie in Hepatozyten auch eine
pathologische Reaktion auf Stress darstellen. Ein Anstieg der Ploidie von Hepatozyten
wird unter oxidativem Stress beobachtet (Gorla et al., 2001) sowie nach Uberladung der
Hepatozyten mit Kupfer oder Eisen (Yamada et al., 1998; Madra et al., 1995), welche
auch im Rahmen von Speicherkrankheiten wie dem Morbus Wilson oder der
Hamochromatose auftreten. Die Regeneration der Leber nach partieller Hepatektomie
geht ebenfalls teilweise auf Hypertrophie und Polyplodie der Hepatozyten zurlck
(Lazzerini Denchi et al., 2006; Miyaoka et al., 2012).

Des Weiteren kann das obligatorische Auflésen von Zellkontakten wahrend der Mitose
in bestimmten Geweben von Nachteil sein. Ein Beispiel ist die subperineurale Glia in
Drosophila melanogaster, welche durch Tight Junctions die Blut-Hirn-Schranke bildet
(Orr-Weaver, 2015). Wahrend des Wachstums des zentralen Nervensystems wachst die
subperineurale Glia durch GroRenzunahme der einzelnen Zellen, welche dabei polyploid
werden. Nach Inhibierung der Endoreplikation kam es zur Ruptur der die Blut-Hirn-
Schranke aufrechthaltenden Tight Junctions. Somit scheint die Polyploidie zur
Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke wahrend des Wachstums beizutragen, da so
ein Auflésen der Tight Junctions bei der Mitose vermieden wird (Unhavaithaya und Orr-
Weaver, 2012).
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Auch bei KM wird ein hemmender Einfluss der Zellkontakte, insbesondere der Gap
Junctions auf das Proliferationspotenzial, diskutiert. Der siRNA-Knockdown von
Connexin 43 in KM flhrt zu vermehrter Zellzyklusaktivitat (Matsuyama und Kawahara,
2009). Maoglicherweise ist der Ab- und Aufbau der Gap Junctions energetisch extrem
ungunstig, wodurch das Organwachstum durch Grékenzunahme der einzelnen Zellen
durch Endoreplikation ohne Auflésung der Gap Junctions einen Vorteil darstellt.

Generell wird im Fall von KM angenommen, dass grof3e, polyploide oder binukleare
Zellen mit mehreren Genomkopien mehr mRNA produzieren kénnen und durch die
daraus resultierende gesteigerte Proteinsynthese besser zur Kontraktilitat beitragen
kénnen als ein vergleichbares Volumen diploider, mononuklearer Zellen (Pandit et al.,
2013). In adulten Mausen konnten in den Randzonen von Infarkten eine gesteigerte
Endoreplikation nachgewiesen werden (Hesse et al., 2012). Auch humane KM in den
Randzonen von Infarktarealen verfugen Uber einen hoheren DNA-Gehalt sowie eine
groRere Anzahl an Zellkernen als Herzen der Kontrollgruppe (Herget et al., 1997;
Meckert et al., 2005). CyclinG1-defiziente Mause, die einen verringerten Antell
polyploider und binuklearer KM haben, weisen eine signifikant schlechtere
Ejektionsfraktion nach Myokardinfarkt auf als Wildtyp-Mause (Liu et al., 2010). In fetalen
Schafsherzen konnte sowohl nach Induktion von hamodynamischem Stress durch
arterielle Hypertonie, als auch durch Anamie eine verfrGhte Zunahme binuklearer KM
beobachtet werden (Jonker et al., 2007; Jonker et al.,, 2010). Zusammen betrachtet
unterstitzen diese Studienergebnisse aus unterschiedlichen Saugetier-Spezies die
Hypothese, dass binukledre oder polyploide Zellen fir die Kontraktilitdt des Myokards

von Vorteil sind.

4.4 Screening proliferationsinduzierender Faktoren mithilfe postnataler KM
von CAG-eGFP-Anillin/H2B-mCherry Mausen

Es wurden bisher viele verschiedene genetische Faktoren und Substanzen beschrieben,
die in der Lage sein sollen Proliferation in KM zu induzieren.

Es konnte z.B. gezeigt werden, dass die Inhibition der p38 MAP Kinase einen
gesteigerten Anteil von KM, die in die Zytokinese eintreten, induziert (Engel et al., 2005).
Inhibition der miRNA-15 Gruppe fuhrte in neonatalen Mausen zur Regeneration von
infarziertem Myokard. Dieser Effekt lie3 sich in Mausen, die sieben Tage oder alter

waren, jedoch nicht reproduzieren (Porrello et al, 2013). Nach Injektion des
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W achstumsfaktors Neuregulin in murine Herzen, welche zuvor infarziert worden waren,
zeigte sich eine Besserung der Pumpfunktion, was auf eine verbesserte Regeneration
der Myokardnarbe zurickgefuhrt wurde. Des Weiteren wurde in der Literatur
beschrieben, dass Neuregulin die Zellteilung in adulten KM zu induziert (Bersell et al.,
2009). Nach Injektion von Neuregulin in neonatale Mausherzen, in welchen zuvor ein
Infarkt induziert worden war, zeigte sich eine Besserung der Pumpfunktion, was auf eine
verbesserte Regeneration der Myokardnarbe zurlickgefuhrt wurde (Polizzotti et al.,
2015). In weiteren Experimenten konnte der proliferationsstimulierende Effekt auf KM in
adulten Mauseherzen jedoch nicht bestatigt werden (Reuter et al., 2014). Neben den
bereits beschriebenen Ergebnissen die miR-199 betreffend konnte dieselbe
Arbeitsgruppe zellzyklusaktivierende Effekte der miR-590 auf KM in vivo und in vitro
zeigen (Eulalio et al., 2012; Lesizza et al., 2017). Durch Uberexpression des
Transkriptionsfaktors PPARS in KM der Ratte wurde nach Myokardinfarkt gesteigerte
Zellzyklusaktivitat beobachtet (Magadum et al., 2017).

Den genannten Studien ist gemein, dass ,neben dem grundsatzlichen Nachweis von
Zellzyklusaktivitat durch die Marker Ki-67, EdU und BrdU, die Farbung des
Zytokinesemarkers Aurora B Kinase in Kombination mit Quantifizierung von KM als
Beweis von KM-Proliferation genutzt werden. Die in dieser Arbeit angefertigten
Lebendaufnahmen zeigten, dass das Erreichen der Zytokinese kein ausreichender
Beweis fir Zellteilung von KM ist. Nach Ausbilden eines kontraktilen Ringes erfolgte
dessen Einschnurung nicht immer symmetrisch zur Achse der Zellkerne hin, sondern
auch einseitig. Infolgedessen entstand ein asymmetrisch liegender Mittelkdrper und die
vollstdndige Abschnurung der Tochterzellen voneinander blieb aus. Diese Resultate
stehen in Einklang mit den Ergebnissen von Engel et al. (2006), die ebenfalls eine
asymmetrische Kontraktion des kontraktilen Ringes beim Entstehen zweikerniger KM in
vitro zeigen konnten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher zwischen
symmetrischen und asymmetrischen Mittelkdrpern unterschieden. Ob asymmetrisch
liegende Mittelkorper in fixierten Zellen als Beweis flr azytokinetische Teilungen
betrachtet werden konnen, kann jedoch anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht
abschlielend beurteilt werden. Zum einen kénnen die angefertigten Lebendaufnahmen

azytokinetischer Zellteilungen aufgrund der geringen Anzahl nur exemplarisch betrachtet
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werden, zum anderen wurden in den durchgefuhrten Lebendaufnahmen keine
vergleichenden vollstandigen Zellteilungen bei symmetrischen Mittelkdrpern beobachtet.
Um die Unterscheidung zwischen azytokinetischer und vollstandiger Zellteilung anhand
der Position der Mittelkbrper zu ermoglichen, fuhrte meine Arbeitsgruppe
mikroskopische Aufnahmen von Dickschnitten des Herzens nach Transfektion mit miR-
199 oder p21 Knockout durch. Hierbei konnten asymmetrische Mittelkorper, die in der
Ausbildung einer zweikernigen Zelle endeten, von symmetrischen Mittelkorpern,
welchen eine vollstandige Zellteilung folgte, unterschieden werden (Hesse et al., 2018).

Dies untermauert die Vermutung, dass auch die in Zellkulturen beobachteten
asymmetrischen Mittelkdrper als Hinweis auf Zweikernigkeit betrachtet werden koénnen.
Das Fehlen vollstandiger Zellteilungen in den von mir durchgefuhrten
Lebendbeobachtungen in Zellkulturen konnte technische Grinde haben. Beispielsweise
konnten die verwendeten Fluoreszenzlampen direkt phototoxisch auf die Zellen wirken
oder zu Veranderungen des Zellkulturmediums fahren.

Die exemplarischen azytokinetischen Mitosen zeigen, dass die Verwendung von M-
Phase- und Zytokinesemarkern in Zellkulturen von KM nicht als ausreichend zum
Nachweis von Zellteilung betrachtet werden konnen. Ein Untersuchungsmodell, das
vollstandige  Zellteilung  zuverlassig detektiert, ist bei der Suche nach
proliferationsinduzierenden Faktoren in KM deshalb von essenzieller Bedeutung.

Die Lebend-Aufnahmen von CAG-eGFP-Anillin/aMHC-H2B-mCherry* KM in
Kombination mit Quantifizierungen der Zweikernigkeit koénnen durch eindeutige
Identifikation von KM-Kernen und der Subphasen des Zellzyklus genauere Angaben
ermoglichen. Zur Testung einer grolleren Gruppe von Faktoren kann zunachst der
beschriebene siRNA-Knockdown in CAG-eGFP-Anillin/aMHC-H2B-mCherry® KM in
Mikrotiterplatten durchgefuhrt werden. Eine erste Einschatzung, ob Zellzyklus
aktivierende Effekte vorliegen, kann durch Auszahlen der kernstandigen eGFP-
Anillinsignale erfolgen. Finden sich Hinweise auf Zellzyklusaktivitat, kann im nachsten
Schritt das Vorliegen von eGFP-Anillinsignalen der M-Phase untersucht werden. Wenn
Mittelkdrper gefunden werden, kann im letzten Schritt mittels Lebend-Beobachtung
uberprift werden, ob azytokinetische oder vollstandige Zellteilung vorliegt. Kann in der
Zellkultur vollstandige Zellteilung beobachtet werden, kdnnten in einem weiteren Schritt
Dickschnitte CAG-eGFP-Anillin/aMHC-H2B-mCherry” Herzen, welche den
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physiologischen Gegebenheiten des Saugerherzens naherkommen als die Zellkultur,

auf das Auftreten vollstandiger Teilung von KM untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Herzkreislauferkrankungen, insbesondere der Myokardinfarkt, sind die haufigste
Todesursache in der westlichen Welt. Bei einem Myokardinfarkt kommt es durch den
thrombotischen Verschluss eines KoronargefalRes zur Ischamie, welche durch die
Ausbildung einer fibrotischen, nicht kontraktilen Narbe zu einer irreversiblen Schadigung
des Myokards fuhrt. Dies geht auf die mangelhafte Regenerationsfahigkeit der adulten
KM zurtick. Das Potential zur Zellteilung von KM erlischt bei Saugern kurz nach der
Geburt. Zu diesem Zeitpunkt geht das Wachstum des Herzens von der hyperplastischen
in die hypertrophe Wachstumsphase Uber, welche durch Variationen des Zellzyklus
gekennzeichnet ist. Es werden die azytokinetische Mitose, welche zur Ausbildung einer
zweikernigen Zelle fuhrt, sowie die Endoreplikation, bei der weder die Karyokinese noch
die Zytokinese vollendet wird und der KM lediglich seinen DNA-Inhalt vergrof3ert,
beobachtet. Die Differenzierung dieser Variationen von vollstandiger Zellteilung mithilfe
der Ublicherweise verwendeten immunhistochemischen Proliferationsmarker (Ki-67,
pHH3, Thymidin-Analoga) ist nicht sicher mdglich. Die Verwendung des doppelt
transgenen Mausmodell aMHC-H2B-mCherry/CAG-eGFP-Anillin erlaubt durch sichere
Identifikation von KM Kernen auf der einen und Identifikation der Subphasen der Mitose
auf der anderen Seite die klare Abgrenzung von Zellteilung und Zellzyklusvariationen
(Raulf et al., 2015; Hesse et al.,, 2012). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in der
Literatur als bedeutsam fur die Regulation des Zellzyklus beschriebenen Proteine p21,
p27, Meis1, Geminin, Fzr-1 mithilfe synthetischer siRNAs sowie die Zielproteine der
miR-199 in postnatalen, aMHC-H2B-mCherry/CAG-eGFP-Anillin® KM in vitro
herunterreguliert und die Effekte auf den Zellzyklus der KM analysiert. Die
mikroskopische Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie sowohl nach
mehrtatiger Zellkultur, Fixierung und immunhistochemischer Farbung als auch mittels
Langzeitmikroskopie der lebenden Zellen. Die miR-199, sowie der Knockdown von p21
fuhrten zu einer Zunahme azytokinetischer Mitosen in KM, wahrend der p27 Knockdown
Endoreplikation in KM induzierte. Der Knockdown von Meis1 und Geminin flhrte zu
keiner Zunahme der Zellzyklusaktivitat. Der Knockdown von Fzr-1, einem Kofaktor des
APC, welcher auch fiur den Abbau des Proteins Anillin verantwortlich ist, fihrte zu einer
Akkumulation von eGFP-Anillin. Es konnte mittels qPCR und Western Blot kein

Zusammenhang zwischen den zellzyklusaktivierenden Effekten der miR-199 sowie der
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Knockdowns von p21 und p27 und den Signalwegen Notch, mTor und Hippo festgestellt
werden. Das experimentelle Vorgehen kann als Grundlage fur ein Screeningverfahren,
welches die systematische Identifizierung von Faktoren erlaubt, die terminal

differenzierte KM wieder in Zellteilung bringen, genutzt werden.
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