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Referat und bibliographische Beschreibung

Im Endstadium der Herzinsuffizienz ist das hamodynamisch Uberlastete Myokard durch
die Zunahme der ventrikuldren Wandspannung und eine akute Uberforderung seiner funk-
tionellen Reserve gekennzeichnet. Dabei scheint an der Entwicklung der Herzerkrankung
ein vermehrt auftretender Zelltod von Kardiomyozyten durch Apoptose beteiligt zu sein.
Da das Ausmald der Apoptose im erkrankten Myokard und die zugrunde liegenden
Mechanismen nur sehr unvollstandig verstanden sind, war das Ziel der Arbeit, die Expres-
sion von Apoptose-regulierenden Proteinen der Bcl-2-Familie im termina erkrankten
Myokard zu untersuchen.

Das explantierte Uberlastmyokard ist durch eine dehnungsinduzierte Aktivierung des
atrialen natriuretischen Faktors (Pro-ANF-mRNA) und durch eine veranderte Expression
von funktionellen Determinanten der myozytdren Kalziumhomdostase (sarkoplasmatisch
retikuldre (SR) Ca?*-ATPase, sarkolemmaler Na'-Ca?*-Austauscher) gekennzeichnet. Im
Vergleich zum nichttransplantierten Spendermyokard wurde eine erhéhte myokardiale
Apoptoserate bei Herzinsuffizienz bestdtigt. Die verstarkte Apoptose im humanen
Myokard geht mit einer verminderten Expression des antiapoptotischen Bcl-2-homologen
Bcl-x, einher. Durch pharmakologische Entlastung des erkrankten Herzens mit Inhibitoren
des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) oder eine mechanische Entlastungstherapie
durch Implantation eines Ventrikul&ren Unterstitzungssystems (VAD) wurde eine partielle
Normalisierung der Bcl-x_ -Expression beobachtet. Neben Bcl-x, deutet eine normalisierte
Expression des antiapoptotischen Bcl-2 unter ACE-Hemmerbehandlung auf die kardio-
protektive Wirkung der ACE-Inhibitoren im Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz
hin. Wahrend unter VAD auch ein Rickgang der myokardialen Apoptose eintrat, konnte
fir die Determinanten der myozytaren Kalziumhomaoostase keine signifikante mRNA-
Expressionserhthung der SR Ca?*-ATPase im Vergleich zum Na'Ca’*-lonenaustauscher
beobachtet werden. Jedoch zeichnete sich eine Subgruppe von Patienten mit einer etwas
weniger schlechten Herzfunktion vor der VAD-Implantation sowie einer verbesserten
MRNA-Expression von antiapoptotischen Bcl-2-Homologen unter VAD durch eine
partielle Reexpression der SR Ca**-ATPase per Na'Ca?*-lonenaustauscher aus. Die Daten
zeigen die Korrigierbarkeit der bei Herzinsuffizienz verminderten myokardialen Expres-
sion von Proteinen der Bcl-2-Familie durch Entlastungstherapie mit einer Veranderung des
Expressionsgle chgewichtes zur Apoptosehemmung.

Ursache fir die Entstehung der Herzinsuffizienz kann eine lokale Minderdurchblutung des
Myokards (Hypoperfusion) bis hin zur Ischamie und zum Herzinfarkt durch einen totalen
Koronarverschluss sein. Das Myokard ist dennoch in der Lage, sich unter einer definierten,
lokalen Hypoperfusion durch eine regional verminderte Kontraktilitdt (Hibernation) an die
Mangelversorgung anzupassen. Daher wurde am Schwein untersucht, ob eine erhohte
myokardiale Expression von kardioprotektiven Determinanten an der Vermittlung des
Hibernation-Zustandes beteiligt ist. Daim Modell zur Kurzzeit-Hibernation weder fir das
antiapoptotische Bcl-x. noch fur das induzierbare Hsp70 eine myokardiale mRNA-Expres-
sionserhohung unter Hypoperfusion und nachfolgender Reperfusion beobachtet werden
konnte, deutet dies auf eine hinreichende funktionelle und metabolische Anpassung des
Myokards durch Hibernation hin, um eine Geféhrdung der Kardiomyozyten zu verhindern.

Die ausreichende Durchblutung des Herzmuskels hangt unmittelbar mit einer intakten
Funktion des Gefal3endothels der Koronararterien zusammen. Das Endothel bt tber eine
durch den Blutstrom erzeugte, Schubspannungs-induzierte Bildung von Stickstoffmonoxid
(NO) in alen arteriellen Geféllen eine Schutzfunktion mit Dilatation der Arterien und
Arteriolen aus. Zur Applikation von Schubspannung auf kultivierte humane Endothelzellen



wurde das Modell des Plattenkegelviskometers etabliert. Arterielle laminare Schubspan-

nung verringert dabei die Apoptoserate von Endothelzellen, die mit einer NO-abhangigen
Induktion der Bcl-x_-Expression einhergeht.

Bartling, B. Beteiligung von Proteinen der Bcl-2-Familie an Apopotosevorgangen im
kardiovaskuldren System. Univ., Math.-Nat.-Tech. Fak., Diss., 56 Seiten, Halle, 2001
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1. EinfUhrung

1.1. Pathophysiologische Aspekte der Her zinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz zdhlt zu den haufigsten Erkrankungen mit zunehmender Inzidenz
(Cowieet al., 1997). Ihre Prognose ist trotz medikamentdser Therapie &uferst schlecht und
mit der vieler Krebserkrankungen vergleichbar (Ho et al., 1993). Die Herzinsuffizienz
stellt dabel keine distinkte Erkrankung sondern vielmehr einen Komplex vieler klinischer
Krankheitsbilder dar. Demnach erfolgt die Definition der kardialen Dysfunktion unter
Berlicksichtigung des gesamten kardiovaskuldren Systems. Im Allgemeinen spricht man
von einer Herzinsuffizienz, wenn bel ausreichendem Blutstrom aus der Peripherie sowie
ausreichendem enddiastolischen Fullungsdruck das Herz nicht mehr in der Lage ist, das
vom Organismus benttigte Herzzeitvolumen zu fordern (Denolin et al., 1983). Dieses
Missverhdltnis von vermindertem Angebot aber gleichbleibendem Bedarf verursacht die
Aktivierung neurohumoraer Kompensationsmechanismen, die zunéchst eine ausreichende
Organperfusion gewahrleisten konnen, aber letztlich zum beschleunigten Fortschreiten der
Herzinsuffizienz beitragen (Circulus vitiosus) (Abb. 1). Die wichtigsten Symptome der
Herzinsuffizienz sind eine mangelnde Durchblutung der peripheren Organe mit niedrigem
Herzzeitvolumen und systemischer Hypotonie. Man spricht von einem Vorwértsversagen
des Herzens. Die reduzierte Forderleistung des insuffizienten Ventrikels fuhrt Uber eine
Minderperfusion des von ihm abhéngigen Kreislaufabschnittes hinaus aber auch zu
Stérungen im vorgeschalteten vendsen Gefdallsystem und wird mit dem Begriff
Ruckwartsversagen beschrieben (Ross, 1983). Das Ruckwartsversagen des Herzens ist
durch einen charakteristischen Blutstau im groRen und kleinen Blutkreislauf
gekennzeichnet. Wahrend die Linksherzinsuffizienz zu Stauungserscheinungen in der
Lunge fihrt, treten beim Rechtsherzversagen Venen- und Leberstauungen sowie Odem-
und Asziteshildung auf. Die Schweregrade der Herzinsuffizienz werden nach Empfehlung
der New York Heart Association (1964) anhand anamnestischer und einfacher klinischer
Kriterien in vier Klassen eingeteilt (NYHA 1-1V). Demnach liegt bel einer Herzerkrankung
ohne eingeschrankte korperliche Belastbarkeit das NYHA-Stadium | und bel Beschwerden
bereits im Ruhezustand mit erheblicher Steigerung der Symptomatik bel geringster
korperlicher Tétigkeit das NY HA-Stadium 1V vor. Durch weiterfihrende hamodynamische
Untersuchungen von Druck- und Volumenparametern des erkrankten Herzens lassen sich
die Schweregrade der Herzinsuffizienz jedoch genauer festlegen. Als messbare Parameter
spiegeln diesbeziglich die Verringerung der ventrikuldren Auswurffraktion (<30 %) und



des kardialen Indexes (<2,5 I-min-m) sowie ein erhohter enddiastolischer Fiillungsdruck
und pulmonal-kapillérer Verschlussdruck (>20 mmHg) die schlechte Ventrikelfunktion
wider (Franciosa et al., 1983). Infolge der Dominanz des linken Ventrikels bel der
Aufrechterhaltung des Kreislaufsystems steht die Beurteilung seiner Funktion dabel im
Vordergrund.
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Abb. 1. Pathogenese der Herzerkrankung. Durch die Verminderung der kardialen Pumpkapazitdt werden
neurohumorale Kompensationsmechanismen aktiviert, die eine ausreichende Pumpfunktion des Ventrikels
gewdhrleisten kénnen. Der Patient bleibt dadurch zunédchst asymptomatisch. Die anhaltende Aktivierung
kompensatorischer M echanismen und sekundére Schédigung des Myokards (Nekrose, Fibrose) trégt aber zum
Fortschreiten der Herzerkrankung bei (Circulus vitiosus). Im Endstadium fihren das ventrikulére Remodeling
und die nachfolgende Dekompensation des Ventrikels zum symptomatischen Erscheinungsbild der Herzin-
suffizienz. Modifiziert nach Mann, 1999.

Der Insuffizienz des Myokards liegen in den meisten Fallen kardiale Ursachen mit
Kontraktionss und Relaxationsstérungen zu Grunde. Man bezeichnet heute alle
Herzerkrankungen mit einer Insuffizienz des Herzmuskels als Kardiomyopathie (Force,
1996). Die Kardiomyopathie umfasst im engeren Sinne seltene Herzerkrankungen, die
primar das Myokard betreffen, und beispielsweise bei einer dilatativen Kardiomyopathie
(DCM) oder hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) vorliegen. Im Gegensatz dazu wird
der Begriff spezifische Kardiomyopathie fir Herzerkrankungen gewahlt, bei denen eine
Myokardinsuffizienz als Folge von Erkrankungen auftritt, die primér nicht den Herzmuskel
betreffen. Hierbei spricht man auch von einer sekunddren Kontraktionsinsuffizienz.
Letztere Herzmuskel erkrankungen liegen bei einer ischamisch bedingten Kardiomyopathie
(ICM; bei koronarer Herzkrankheit, CAD), valvuldrer Kardiomyopathie (bei Herzklappen-
defekten) oder hypertensiven Kardiomyopathie (bei Hypertonie) vor. Die spezifischen
Kardiomyopathien umfassen die meisten aller chronischen Herzerkrankungen, wobei eine



koronare Herzerkrankung am haufigsten vorliegt und beispielsweise an selektionierten
Patienten in der SOLVD-Studie nahezu 70 % betrug (The SOLVD investigators, 1991).
Demgegentber ist die Bedeutung der arteriellen Hypertonie seit vielen Jahren ricklaufig
und wahrscheinlich Ausdruck einer verbesserten Diagnoseméglichkeit und konsequent

durchgefiihrten antihypertensiven Therapie (Y usuf et al., 1989).

Koronare Herzerkrankung (CAD)

Die koronare Herzerkrankung fihrt zu einem Missverhdtnis von Nahrstoffbedarf des
Herzens und Nahrstoffangebot durch das Koronarblut. Haufigste Ursache ist hierbei die
Einengung des Lumens der Koronargefal3e durch Arteriosklerose (Koronarsklerose) oder
eine erhdhte Vasokonstriktion der Koronargefé3e (Koronarspasmus). Die Motorik der
Geféike und damit die Organdurchblutung hangen dabel unmittelbar mit der Funktion des
Geféendothels zusammen, das in der Lage ist, vasoaktive Substanzen, wie Angiotensin
oder Noradrenalin, aufzunehmen und zu metabolisieren. Das Endothel kann aber auch
selbst vasoaktive Autakoide bilden und freisetzen. Hierzu gehort neben Prostazyklin und
anderen Prostaglandinen auch der EDR- (endothelium-derived relaxing) Faktor (Furchgott
& Zawadzki, 1980), der spéter als Stickstoffmonoxid identifiziert werden konnte
(Furchgott et al., 1987; Palmer et al., 1987). Stickstoffmonoxid (NO) wird aus L-Arginin
durch die NO-Synthase der Endothelzellen (ecNOS) gebildet, diffundiert in die glatten
Gefamuskelzellen und [6st dort durch Erhéhung des intrazelluldren cGM P-Spiegels eine
Erschlaffung und Vasodilatation aus. Darlber hinaus hemmt Stickstoffmonoxid die
Aggregation von Thrombozyten und trdgt so zur Aufrechterhaltung der Gewebe-
durchblutung bei (Radomski et al., 1987). In allen Arterien und Arteriolen findet eine
kontinuierliche NO-Freisetzung statt, die zur Regulation des basalen Gefaldtonus beitragt
und durch den Einfluss des Blutstroms (Schubspannung, shear stress) auf die
Endothelzellen ausgel6st wird (Noris et al., 1995). Physikalische Reize, wie Blutfluss-
steigerung, aber auch die Wirkung vasoaktiver Substanzen (Angiotensin 11, Noradrenalin)
koénnen die NO-Bildung weiter verstérken und eine Gefél3erweiterung verursachen. Das
Endothel Ubt somit in allen arteriellen Geféal3en eine Schutzfunktion durch eine Dilatation
der Arterien und Arteriolen aus (Pohl et al., 1986). Ferner tragt die NO-Synthese zum
Selbstschutz der Endothel zellen gegentiber atherogenen Stimuli (oxLDL, oxidativer Stress,
Angiotensin 11) (Dimmeler et al., 1997a; Dimmeler et al., 1997¢) und Zytokinen (Polte et
al., 1997) bei. Ist die Endothelfunktion und damit die Bildung von NO durch mechanische
Einflisse oder Entstehung von atherosklerotischen Plaques (Atherogenese) gestort (Pirillo
et al., 2000), kénnen durch die Hypersensibilitét der Gefaldwand Koronarspasmen und

3



durch die Thrombozytenaggregation Myokardthrombosen an der defekten Geféf¥flache
auftreten. Dabel ist das geschadigte Endothel auch unmittelbar an der Atherogenese
beteiligt. Die Pathogenese der Atherosklerose ist durch die Akkumulation intra- und
extrazelluldrer Lipide, Einwanderung von Monozyten, die sich zu Makrophagen und
Schaumzellen umwandeln, und Proliferation der glatten Muskelzellen gekennzeichnet
(Segrest & Anantharamaiah, 1994). Infolge der atherosklerotischen Verénderungen kommt
es zur Potenzierung der endothelialen Dysfunktion, zunehmenden Einengung des
Gefallumens und Abnahme der arteriellen Elastizitét. Koronarsklerotische Plagues und
Myokardthrombosen kénnen nun eine zeitweilige oder chronische Unterversorgung des
Herzmuskels verursachen, die zum klinischen Syndrom der Angina pectoris oder bei
schweren Durchblutungsstérungen zum Herzinfarkt fihrt. Bleibt beim Vorliegen einer
regionalen Hypoperfusion eine ausreichende Restdurchblutung erhalten, kann sich dieser
Myokardbereich Uber einen gewissen Zeitraum metabolisch adaptieren. In dieser Zeit ist
die Kontraktion chronisch reduziert, so dass in neues Gleichgewicht zwischen der
verminderten Durchblutung und der reduzierten kontraktilen Funktion eingestellt wird
(Rahimtoola, 1989). Dieser Zustand wird Kklinisch mit dem Begriff Hibernation (zool.
Winterschlaf) umschrieben. Die im frihischdmischen Stadium auftretenden metabolischen
Veranderungen (Abnahme des zellularen Kreatinphosphat- und ATP-Gehaltes, Laktat-
anstieg) erholen sich bel unveranderter regionaler Hypoperfusion wieder und passen sich
dem verminderten Bedarf an (Ross, 1991). Die Normalisierung der Herzfunktion erfolgt
nach der Reperfusion des hibernating Myokards ohne bleibende Schaden (Matsuzaki et al .,
1983). Im Vergleich zum kurzzeitigen Hibernation treten beim Langzeit-Hibernation tber
Wochen und Monate auch morphologische Veranderungen mit einer Reduktion der
Myofibrillen auf, die sich nach der Reperfusion wieder erholen kdnnen (Borgers & Ausma,
1995). Zunéchst ist das reperfundierte Myokard allerdings noch durch eine eingeschrankte
kontraktile Funktion gekennzeichnet. Man spricht vom Stunning (Benommenheit) des
Myokards (Heyndrickx et al., 1978). Klinisch ist das stunned Myokard durch abnormal
kontrahierende Myokardabschnitte mit einer normalen Ruhedurchblutung aber einge-
schréankten Koronarreserve charakterisiert (Vanoverschelde et al., 1993). Die kontraktile
Dysfunktion, die trotz der Reperfusion des hypoperfundierten Myokards auftritt, entsteht
durch einen noch anhatenden ATP-Mangel, da zuerst die Kreatinphosphatspeicher
aufgefullt werden (Ichihara & Abiko, 1984). Darliber hinaus bleibt im postischémischen
Gewebe zunéchst die Kalziumiberladung der Kardiomyozyten bestehen (Nayler et al.,
1988), und die schlagartige Sauerstoffzufuhr fuhrt zur Bildung freler Sauerstoffradikale



durch die NADPH-Oxidase oder Xanthinoxidase (Garlick et al., 1987). Da der reperfu-
sionsbedingte Anstieg der freien Radikale sowie die intrazelluldre Kal ziumiberladung zum
Verlust der Zellen mit Nekrosen und Entziindungsreaktionen fihren (Smith et al., 1988),

koénnen neben den Ischdmie- oft noch irreversible Reperfusionsschaden auftreten.

Dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Im Gegensatz zur sekunddren Kontraktionsinsuffizienz durch eine unzureichende
Blutzufuhr bei der Koronaren Herzerkrankung, durch intrakardiale Druck- und
Volumenbelastungen (arterielle Hypertonie, Herzklappeninsuffizienz) oder infolge einer
entzindlichen Herzmuskelerkrankung (Myokarditis) bleibt die Ursache einer dilatativen
Kardiomyopathie im klinischen Alltag &tiologisch oft ungeklart (idiopathische dilatative
Kardiomyopathie, IDCM). Als Ausdser der morphologischen Umbauprozesse mit
Erweiterung (Dilatation) des linken Ventrikels oder auch beider Herzkammern sowie
eingeschrankten systolischen Pumpfunktion werden genetische, virale, immunologische
und toxische Faktoren diskutiert (Seidmann & Seidmann, 1999). In den meisten klinischen
Studien und experimentellen Untersuchungen wird eine Einteilung der Herzinsuffizienz in
dilatative (DCM), ischamische (ICM) und hypertrophe (HCM) Kardiomyopathie gewéahlt.
Im Gegensatz zur DCM st die hypertrophe Kardiomyopathie durch eine ausgeprégte
spontane Hypertrophie des Herzens gekennzeichnet und haufig familidr bedingt (Maron et
al., 1987). Kann die Funktionseinschrankung des Herzens allerdings nicht allein durch das
Ausmal3 der Druck- und Volumenbelastungen oder des ischamischen Schadens erklaren
werden, so rechnet man auch diese myokardiale Dysfunktion zum Krankheitsbild der
dilatativen Kardiomyopathie. Im gesamten Kollektiv der herzinsuffizienten Patienten ist
der Anteil derer, die an einer DCM erkrankt sind, mit ungeféhr 10% sehr gering. Dennoch
stellt dieses Patientenkollektiv mit 40-50 % einen grof3en Anteil der Patienten, die nur noch
durch eine Herztransplantation therapiert werden konnen (Andersson & Waagstein, 1993).

Kalzilumhomdoostase

Die Kalziumfreisetzung aus den longitudinalen Tubuli des sarkoplasmatischen Retikulums
(SR) und nachfolgende Sequestrierung ist ein entscheidender Faktor fir eine effiziente
Kontraktion des Herzmuskels. Bel der Herzinsuffizienz tritt jedoch eine eingeschrénkte
Kalziumsequestration aufgrund einer verminderten Expression der sarkoplasmatischen
Ca’*-ATPase (SERCA) auf (Arai et al., 1993; Meyer et al., 1995). Da die Aufgabe der
SERCA darin besteht, Kalzium wéahrend der Diastole wieder zurick in das SR zu

transportieren, sinkt in der Systole die freigesetzte Menge an Kazium aufgrund ener



unzureichenden Kalziumneubeladung des SR. Dadurch steigt die diastolische Konzen-
tration an Kalzium im Zytosol an. Es entsteht eine intrazellulére Ka ziumiberladung. Um
dem erhohten diastolischen Kalziumgehalt der Zelle entgegenzuwirken, fuhrt die erhdhte
Expression des Na'Ca’*-Austauschers in der Plasmamembran zur Regulation des
zytoplasmatischen Kalziumsgehaltes (Studer et al., 1994). Dennoch kann durch diese
kompensatorische Reaktion die Kalziumbeladung des SR nicht normalisiert werden. Daher
werden Verdnderung der Kaziumhomoostase als ein wesentlicher Grund fir die
verschlechterte diastolische und systolische Funktion des Myokards bei der terminalen
Herzinsuffizienz angesehen (Schmidt et al., 1998).

Anpassungsvorgange des chronisch erkrankten Herzens, Remodeling

Die Herzinsuffizienz beginnt nach einem initialen Ausddser, der den Verlust der
Kontraktilitdt des Myokards zur Folge hat. Dieser Auddser kann, wie im Fall des
Herzinfarkts, durch direkte Beschadigung des Herzmuskels mit dem Verlust von
Kardiomyozyten einen sehr abrupten Ausbruch der Krankheit zur Folge haben. Der
Initiator kann aber auch der Verlust der Fahigkeit des Myokards sein, ausreichend
Pumpkraft zu entwickeln und einen eher allmahlichen Verlauf nehmen, wie bei den
hémodynamisch verursachten Herzerkrankungen oder bei vielen noch ungeklarten Kardio-
myopathien. Den Anpassungsvorgangen des Herzens an die verminderte Pumpkapazitét
liegen myokardiale Umbauvorgange zu Grunde, die as Remodeling bezeichnet werden
(Mann, 1999). Der Umbau des Myokards vollzieht sich auf verschiedenen Ebenen und ist
durch den Einfluss neurohormoneller Systeme, die verénderte Geometrie des Herzens, den
Verlust an Myozytenmasse sowie molekulare und zelluldre Umbauvorgange gekennzeich-
net. Der wichtigste neurohumorale Einfluss liegt in der Aktivierung des sympathischen
Nervensystems (Bristow, 1984; Brodde et al., 1995; Eisenhofer et al., 1996), wodurch
zunachst das erforderliche Herzzeitvolumen durch Zunahme von Kontraktionskraft und
Herzfrequenz aufrechterhalten werden kann (Abb. 1, 2). Langfristig fuhrt jedoch diese
Leistungszunahme mit gesteigertem Energieverbrauch und der Tendenz zur Kalzium-
Uberladung der Kardiomyozyten zu einer schnelleren Progression der myokardialen
Dysfunktion. Von grof3er Bedeutung in der Herzinsuffizienz sind dariber hinaus das
systemische und das kardiale Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (Dzau, 1994; Dzau et
al., 1981) sowie das Endothelinsystem (Hiroie et al., 1991) (Abb. 2). Diesen Systemen mit
stark vasokonstriktorischer Wirkung und Retention von Salz und Wasser steht die
Aktivierung vasodilatierender Moleklle, wie den natriuretischen Peptiden (ANF, BNP),
Prostaglandinen (PGE,, PGEI,) und Stickstoffmonoxid (NO) gegentber (Mann, 1999). Da
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deren Dominanz aber nicht ausreichend ist, um die vasokonstringierenden und
volumenretendierenden Systeme zu Uberwinden und den Remodeling-Prozess aufzuhalten,
werden heute bei der Behandlung der Herzinsuffizienz Pharmaka eingesetzt, die in die
Sympathikus- und Renin-Angiotensin-Aktivierung antagonistisch eingreifen. Dazu zdhlen
insbesondere die [3-Rezeptoren-Blocker, die ihre pharmakologische Wirkung durch die
reversible Bindung an die (B-Adrenorezeptoren ausiben und somit die Sympathikus-
wirkungen reduzieren (Hall et al., 1995; Packer et al., 1996). Dartber hinaus gehért auch
der Einsatz von ACE-Inhibitoren zu den sehr effizienten therapeutischen Mal3nahmen (The
SOLVD investigators, 1991). ACE-Inhibitoren hemmen das Angiotensin-Konversions-
enzym (ACE), das Angiotensin | proteolytisch in das hamodynamisch wirksame
Angiotensin Il spatet (Wolny et al., 1997). Diesbeziglich zeichnet sich auch die
Entwicklung von AT;-Rezeptor-Antagonisten as neuartige und erfolgversprechende
Therapieform ab, die selektiv den Angiotensin I1-Rezeptor vom Subtyp 1 blockiert (Bauer
& Reams, 1995; Pitt et al., 1997). Ferner werden zur Verminderung der eingangs
erlauterten Stauungssymptomatik vor alem bel Patienten mit fortgeschrittener Herz-
insuffizienz (NYHA-Stadien 111-1V) Diuretika eingesetzt, die durch eine vermehrt renale
Elektrolyt- und Wasserausscheidung zur Reduktion des effektiv zirkulierenden Blut-
volumens (Vorlastsenkung) und des arteriellen Mitteldrucks (Nachlastsenkung) beitragen
(Wilson et al., 1981).

|Vorwértsversagen | /\

Pulmonale Neurohumorale
koronare Stauung Stimulation
Herzerkrankung
~ «
dilaative |RUckWartsversagen| Symathikus?  Renin-Angiotensin-
Kardiomyopathie 4
Aldosteron-System
kardiale = A l / *
Uberbelastung
Vasokonstriktion Aldosteront

Reduzierte
linksventrikulare L
Funktion

Natrium-, Wasser-

Erhéhte Retention
\ linksventrikulire | «—

Nachlast

Abb. 2. Klinische Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. Schematische Darstellung der pathophysiolo-
gischen Konsequenzen der Herzinsuffizienz.



Gemeinsamer Nenner aler Formen der Herzinsuffizienz ist die Uberlastung des
kontraktilen Apparates. Durch die akute Uberforderung seiner funktionellen Reserve und
Zunahme der ventrikuléren Wandspannung (,, Wandstress*) resultiert dies anfanglich in der
Hypertrophie des Myokards (Katz, 1990). Hierbei spielt die Expression Uberlast-
aktivierter Gene, wie Angiotensin Il, Endothelin oder TNF-a, eine entscheidende Rolle
(Givertz & Colucci, 1998; Kapadia et al., 1997). Somit ist unabhangig von der
unmittelbaren hdmodynamischen Funktion das kardiale Renin-Angiotensin-System auch
an der hypertrophen Pathogenese beteiligt (Sadoshima et al., 1993). Nach dem Gesetz von
LaPlace fuhrt, im Gegensatz zur Dilatation des Ventrikels, die Hypertrophie zu einer
Abnahme des ventrikuldren ,, Wandstresses*, so dass die Patienten dadurch voribergehend
kompensiert sind (Yin, 1981). Das Schlagvolumen wird solange Uber den Frank-Starling-
Mechanismus aufrechterhalten (Starling, 1908). Die Hypertrophie ist die wichtigste von
vielen Anpassungsvorgangen (Hunter & Chien, 1999). Ausdruck der pathologischen
Hypertrophie sind Verdnderungen in der myokardialen Genexpression mit einer
GroRenzunahme der Kardiomyozyten sowie der Proliferation von Fibroblasten. Im
Endstadium ist dadurch der Herzmuskel durch einen auffallend fibrosen Umbau
gekennzeichnet, der die Steifheit des Myokards zur Folge hat. Durch die Hypertrophie-
bedingten Mechanismen sowie durch die Erschépfung der Uberlasteten Kardiomyozyten
und deren Zelltod geht letztlich die Kompensations- in die Dekompensationsphase Uber.
Im Endstadium der Herzinsuffizienz kann der erhthte ,Wandstress® nicht mehr
ausgeglichen werden. Die Herzkammer ist morphologisch durch eine starke Dilatation,
Abnahme der ventrikuldren Wanddicke sowie durch den irreversiblen Verlust an
Kardiomyozyten und Bindegewebsersatz gekennzeichnet (Mann, 1999). Durch den
kontinuierlichen Rickgang der Ventrikelwanddicke, aber die Zunahme des enddiasto-
lischen Fullungsvolumens infolge der Kammerdilatation (ventrikuléaren Nachlast), um das
der Herzmuskel in der Systole seine Wandspannung aufbauen muss, verringert sich das
vom Herzen ausgeworfene Schlagvolumen (Ross, 1983). Die Ursache liegt darin, dass die
Verkirzungsfahigkeit der Muskelfasern mit dem Anstieg der aufzubauenden Faser-
spannung abnimmt. Dartber hinaus verursacht die erhohte Wandspannung auch eine
Frequenz-abhangige Mangeldurchblutung des subendokardialen Gewebes mit erhéhtem
oxidativen Stress (Givertz & Colucci, 1998) und fihrt ihrerseits zur Schadigung der
Kardiomyozyten und myokardialen Dysfunktion (Shannon et al., 1993).



1.2. Charakterisierung und Bedeutung des Zelltodes durch Apoptose

In der Initiation und Manifestation der Herzinsuffizienz spielt der Zelltod von
Kardiomyozyten eine bedeutende Rolle. Infolge der schweren Zellschadigung durch
Hypoperfusion des Myokards oder schwerwiegende Uberlastung der Kardiomyozyten
kommt es zum Untergang der Zellen (Anversa & Kajstura, 1998). Dieser Zelltod ist in
vielen Féllen nekrotisch und durch eine irreversible Dysfunktion der Mitochondrien
gekennzeichnet, da die Energiereserven ausgeschopft sind. Die Kardiomyozyten sind
einem erhdhten oxidativen Stress und einer Ca**-Uberladung ausgesetzt (Ferrari et al.,
1998). Die Zellhomdostase und Regulation des osmotischen Druckes kann nicht mehr
aufrechterhalten werden. Das hat ein Anschwellen der Zellen (Oncose) und die Zerstérung
der Plasmamembran zur Folge (Cohen, 1993). Die Lyse der Zellen und die Freisetzung
zytosolischer Enzyme und anderer biogener Peptide in den extrazelluldren Raum
verursacht entziindliche Prozesse im angrenzenden Gewebe, die ihrerseits zum Zellunter-
gang beitragen. Aus diesem Grund ist Nekrose mit irreversiblen Gewebeveranderungen
verbunden. Die termina differenzierten Kardiomyozyten werden nun durch Fibroblasten
ersetzt.

Neben dem nekrotischen spielt eine weitere Art des Zelluntergangs eine wichtige
physiologische Rolle. Dieser Zelltod wird mit dem Begriff Apoptose umschrieben (Kerr et
al., 1972) und ist im Gegensatz zur Nekrose genetisch codiert. Apoptose wird daher auch
as ,programmierter” Zelltod bezeichnet. Morphol ogisch unterscheidet sich Apoptose vom
nekrotischen Zelluntergang durch ,, geordnete” Zellveranderungen (Cohen, 1993). Charak-
teristisches Merkmal ist dabei die Aufrechterhaltung der Membranintegritdt und des
osmotischen Gradienten unter Abschnirung von membranumschl ossenen Zellbestandteilen
(blebbing), die als apoptotische Koérperchen bezeichnet werden (apoptotic bodies, vgl.
Abb. 3). Da die apoptotic bodies von benachbarten Zellen und Makrophagen phagozytiert
werden, ist der apoptotische im Vergleich zum nekrotischen Zelluntergang nicht durch
entzindliche Prozesse gekennzeichnet.

Apoptose beginnt in der friihen Phase mit typischen sarkolemmalen Verénderungen durch
eine Scramblase-vermittelte Translokation von Phosphatitylserinresten an die AulRenseite
der Plasmamembran (Kagan et al., 2000). Dies hat den Verlust der Membranstabilitat und
die Ausstilpung der Zellmembran (Zeiose) zur Folge. Im Zytosol kommt es zur
Kondensation des Zytoplasmas durch Wasserverlust, zur Erweiterung des Endoplasma

tischen Retikulums, und erste mitochondriale Dysfunktionen kénnen festgestellt werden.



Die Integritdt der zytoplasmatischen Organellen bleibt aber noch weitestgehend erhalten.
Im schrumpfenden Zellkern tritt eine Spaltung der chromosomalen DNA in zunéchst grofe
DNA-Bruchstiicke (50 und 300 kbp) (Walker et al., 1994; Zhivotovsky et al., 1994) und
eine Kondensation des Chromatins ein, das nahe der Kernmembran aggregiert. Die RNA-
und Proteinbiosyntheserate sinken. Im Endstadium der Apoptose fihrt die definierte
Fragmentierung der chromosomalen DNA in den Linkerregionen zwischen den
Nukleosomen zur vollstandigen Einstellung der Transkriptionsaktivitdt. Die enzymatische
Spaltung der DNA in Oligonukleosomen-grof3e Fragmente ist das Ergebnis einer erhohten
Aktivitat von Ca®*- und Ca®*/Mg**-abhangigen Endonukleasen bei gleichzeitiger Inakti-
vierung der DNA-Ligase (Counis & Torriglia, 2000; Wyllie, 1998). Charakteristisches
Merkmal dieser internukleosomalen DNA-Spaltung ist eine in der Gelelektrophorese
sichtbare ,DNA-Leiter* von 180-200 bp-grof3en Fragmenten und deren Vielfachen. Der
Verlust der Zellkernintegritét flhrt im Endstadium der Apoptose zur Akkumulation dieser
DNA-Fragmente im Zytosol. Im klassischen Sinne bleibt auch in der spéten Phase die
Integritdt der Zellmembran unter Abschnirung von apoptotic bodies bewahrt (Cohen,
1993). Da diese regulierte Zerstorung der Zellen aber nicht immer gewahrleistet werden
kann und es wie bei nekrotisch sterbenden Zellen zum Verlust der Membranpermeabilitét
kommt, spricht man in der letzten Phase der Apoptose auch von ener ,sekundéren
Nekrose”. Wie in Abb. 3 angedeutet, ist eine strikte Differenzierung zwischen Apoptose
und Nekrose kaum mdglich, da der apoptotische und der nekrotische Zelluntergang
lediglich zwei Extreme darstellen. Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der

Zélltod viel komplexer und umfasst auf molekularer Ebene sowohl Komponenten der

einen als auch der anderen Form des Zelluntergangs (Fiers et al., 1999; Mano & Joris,
1995).

Kondensation Fragmentierung “Sekundéare Nekrose”

Abb. 3. Morphologische Veranderungen einer apoptotischen Zelle. Nach Apoptoseaud dsung erfolgen
zytoplasmatische und Membranveranderungen, die eine Kondensation und Faltung der Zelle zur Folge haben.
Diese gehen in eine regulierte Fragmentierung von Zellkern und Zelle tber. Die im Endstadium abgeschnr-
ten ,,apoptotischen K érperchen* werden durch Phagozytose beseitigt. Modifiziert nach Cohen, 1993.
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Der Apoptosemechanismus spielt antagonistisch zur Zellproliferation in der embryonaen
Entwicklung und bei der Aufrechterhaltung der Gewebehoméostase eine wichtige Rolle
und ist daher zentraler Forschungsschwerpunkt fir die Gebiete der Onkologie, Immuno-
logie, Neurologie und Entwicklungsbiologie (Vaux & Korsmeyer, 1999). So ist Apoptose
nach einer Uberstandenen Immunabwehr an der Beseitigung reaktiver T-Lymphozyten
beteiligt und eliminiert Zellen, die durch virae Infektion oder Mutation geschadigt sind
(Williams, 1994). Durch den apoptotischen Zelluntergang wird eine stabile Balance der
zelluldren Masse aufrechterhalten, um der Entstehung von Krebs vorzubeugen (Loewe &
Lin, 2000). Seine unerwinschte Aktivierung hingegen trégt zur Entstehung vieler
Krankheiten, wie Aids, Alzheimer oder den Autoimmunerkrankungen, bei (Barr & Tome,
1994; Whyte & Evan, 1995). Pathologisch wird Apoptose dartiber hinaus in Reaktion auf
eine Vielzahl von physiologischen und toxischen Signalen ausgel 6st. Dazu gehdren sowohl
Hitzeschock, UV-Strahlung oder Chemotherapeutika (Barr & Tomei, 1994) as auch
Hypertonie (Hamet et al., 1995), Hypoxie (Shimizu et al., 1996a; Tanaka et al., 1994),
Ischdmie (Hill et al., 1995; Kgjstura et al., 1996) und Reperfusion (Freude et al., 2000;
Gottlieb et al., 1994).

Die Aktivierung zytosolischer Caspasen fuhrt zur Apoptose
Die Zelle hat in Abhangigkeit vom Zelltyp und proapoptotischen Stimulus zwei

verschiedene Maoglichkeiten, den Apoptosemechanismus zu initiieren (Abb. 4). So wird
sowohl extrinsisch durch die Aktivierung von Zelloberflachenrezeptoren (Rezeptor-Weg)
as auch intrinsisch durch die Freisetzung von Apoptose-ausiésenden Faktoren aus den
Mitochondrien (mitochondrialer Weg) der Zelluntergang durch Apoptose hervorgerufen
(Hengartner, 2000). Die Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion wird durch sogenannte
Todes- (death) Rezeptoren ausgelost, die Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-
und Nervenwachstums-Faktor (NGF)-Rezeptor-Superfamilie sind (Schulze-Osthoff et al.,
1998). Diese Todesrezeptoren sind durch eine konservierte intrazelluléare Region gekenn-
zeichnet, die fur die Ubertragung des extrazelluldren zytotoxischen Signals verantwortlich
ist und daher auch als Todes- (death) Doméne bezeichnet wird. Gegenwértig sind 6
verschiedene Todesrezeptoren bekannt, zu denen die Rezeptoren TNF-R1 (CD120a/p55),
Fas (CD95/Apo-1) oder LARD (Apo-3) gehdren. Unter den Todesrezeptor-vermittelten
Signaltransduktionswegen ist der durch den Fas-Rezeptor (Itoh et al., 1991) ausgelGste
apoptotische Zelltod der wohl am besten untersuchte. Die Aktivierung des Fas-Rezeptors
erfolgt dabel durch Bindung seines trimeren Liganden FasL (Suda et al., 1993) und

verursacht die Oligomerisierung von Fas und Bildung eines aktiven Signalkomplexes
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(death-inducing signaling complex, DISC) (Nagata, 1994). Dabei interagiert die intra
zelluldre Todesdoméne des Rezeptors durch homologe Bindung mit der Todesdoméne
seines zytosolischen Adaptermolekils FADD (Fas-associated death domain) (Chinnaiyan
et al., 1995). FADD kann nun seinerseits durch eine weitere homologe Interaktion die
Bindung einer Protease, der Procaspase-8 (MACH/FLICE), Uber die sogenannte
Todeseffektordomane (death effector domain, DED) initiieren (Boldin et al., 1996; Muzio
et al., 1996). Dieses Proenzym (Zymogen) wird nach Abspaltung seiner Prodoméne ein
weiteres Mal autokatal ytisch gespalten und am DISC durch Bildung eines Heterotetramers
aus je zwe identischen grofRen und kleinen Untereinheiten in die aktive Caspase-8
Uberfuhrt (Earnshaw et al., 1999). Caspase-8 ist die erste einer ganzen Kaskade aus
Caspasen und wird aus diesem Grund auch als Initiatorcaspase bezeichnet. Die Caspasen
(cystein aspartat-specific proteases) (Nicholson & Thornberry, 1997; Thornberry &
Lazebnik, 1998) gehtren zur Gruppe der Cysteinproteasen, die Proteine spezifisch nach
einem Aspartatrest spalten. Gegenwértig sind 14 verschiedene Caspasen bekannt
(Earnshaw et al., 1999). Die aktive Caspase-8 kann nun die Caspasekaskade durch
proteol ytische Spaltung weiterer Caspasen initiieren. Hierzu zahlt die Caspase-3 (CPP32)
(Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995), die schliefdlich zellulére Todes- (death)
Substrate spaltet, die zum morphol ogischen und biochemischen Bild der Apoptose fihren.
Aus diesem Grund wird die Caspase-3 neben zwei weiteren Caspasen (Caspase-6 und -7)
auch als Effektorcaspase bezeichnet (Earnshaw et al., 1999). Zu diesen Todesubstraten
gehoren viele Proteine, wie Aktin, Gelsolin oder Fodrin, die am Aufbau des Zytoskeletts
beteiligt sind (Brown et al., 1997; Geng et al., 1998; Vanags et al., 1996). Dartiber hinaus
spalten und inaktivieren die Effektorcaspasen Faktoren, die normalerweise DNA-spaltende
Endonukleasen (DFF45/ICAD, PARP) hemmen (Enari et al., 1998; Lazebnik et al., 1994).
Dies bewirkt, dass die Endonukleasen im Zellkern die chromosomale DNA in die fir die
Apoptose charakteristischen Oligonukleosomen-grofden Fragmente spalten. Eine ganze
Reihe von intrazelluldren Determinanten wirken allerdings der Caspaseaktivierung
entgegen. Im Fas-vermittelten Apoptoseprozess spielen dabei die FLIP-Molekile eine
entscheidende Rolle (Irmler et al., 1997), da sie die Rekrutierung der Procaspase-8 in den
DISC-Komplex und damit ihre Autoaktivierung verhindern. Darlber hinaus hemmen
untereinander homologe Proteine, die zur IAP-Familie (inhibitors of apoptosis) gehdren,
Initiator- und Effektorcaspasen durch direkte Interaktion mit der Pro- aber auch bereits
aktivierten Caspase (Deveraux & Reed, 1999).
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Abb. 4. Schematische Dar stellung der Apoptosesignalwege. Apoptose kann extrinsisch tiber Oberfl&chen-
rezeptoren und intrinsisch Uber die Mitochondrien induziert werden. Wéhrend der Rezeptor-vermittelte
Signalweg z.B. durch die Aktivierung von Fas unter Bildung eines DISC (death-inducing signaling complex)
ausgelost wird, erfolgt die mitochondriale Apoptose nach Cytochrom c-Freisetzung und Bildung eines
Apoptosoms. Apoptose kann mit dem Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials (a¥y,) verbunden
sein, an dem die Bildung von PT-(permeability transition) Poren beteiligt ist. Uber die Caspase-8-vermittelte
Aktivierung von tBid sind Rezeptor- und mitochondrialer Apoptoseweg verbunden. Mitochondrial kann
Apoptose aber auch nach Schadigung der chromosomalen DNA (aDNA) Uber p53-induzierte Bax-Expression
erfolgen. Bax und Bid sind proapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie, deren Funktion durch antiapopto-
tische Bcl-2-Homologe (z.B. Bcl-x,) inhibiert werden kann. Mit FLIP und den | AP-Proteinen kénnen weitere
Faktoren den Apoptoseablauf inhibieren. Modifiziert nach Schulze-Osthoff et al., 1998 und Gottlieb, 2000.

Im Gegensatz zur Rezeptor-vermittelten Apoptose wird der intrinsische Signaltrans-
duktionsweg Uber die Mitochondrien ausgel 0st. Die mitochondriale Apoptose tritt dabei als
Reaktion auf den extrinsischen Apoptoseweg auf (Chauhan et al., 1997; Schulze-Osthoff et
al., 1998). Bei diesem Signalweg sind die Bildung des DISC und die Aktivierung der
Procaspase-8 nicht ausreichend, um die Caspasekaskade zu aktivieren. Daher wird durch
proteolytische Spaltung des Bid-Proteins in tBid (truncated Bid) das Apoptosesigna
intrazelluldr Uber die Mitochondrien verstérkt. Dartiber hinaus kann der mitochondriale
Apoptoseweg als Reaktion auf eine Reihe zellulédrer Stresssituationen auch direkt ausgel 6st
werden. Hierbel spielt der Tumorsuppressor p53 eine wichtige Rolle, der z.B. nach
Schadigung der chromosomalen DNA (Rich et al., 2000; Sionov & Haupt, 1999) oder
unter hypoxischen Bedingungen (Graeber et al., 1994) aktiviert wird. p53 reguliert als
Transkriptionsfaktor die Expression von sowohl pro- al's auch antiapoptotischen Proteinen,

die zur Familie der Bcl-2-Proteine gehdren und in die mitochondriale Apoptose
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regulierend eingreifen. Wahrend p53 die Transkription des Apoptose-inhibierenden Bcl-2
verhindert, aktiviert p53 die Expression des proapoptotischen Bcl-2-Homologen Bax
(Miyashita et al., 1994b; Miyashita & Reed, 1995).

In den letzten Jahren haben umfangreiche Studien die Mitochondrien als einen zentralen
Bestandteil in der Apoptose identifiziert, da noch vor der Fragmentierung der chromoso-
malen DNA ein Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials beobachtet werden
konnte (Decaudin et al., 1997; Marchetti et al., 1996; Zamzami et al., 1996b). Das
mitochondriale Transmembranpotential (aW,) wird unter normaen physiologischen
Bedingungen durch den Elektronentransport der Atmungskette Uber die innere Mito-
chondrienmembran aufrechterhalten und ist Grundlage fur die ATP-Bildung durch die
oxidative Phosphorylierung. Ein Verlust dieses Transmembranpotentials wird auch als
Permeabilitétstransition (mitochondrial permeability transition, MPT) bezeichnet und
durch das Offnen von sogenannten Megaporen (permeability transition pores, PTP)
verursacht (Crompton, 1999; Zoratti & Szabo, 1995). Diese PT-Poren sind an den
Kontaktstellen zwischen innerer und auf3erer Mitochondrienmembran lokalisiert und fur
Molekile bis zu einem Molekulargewicht von 1,5 kDa permeabel. |hre Zusammensetzung
ist noch nicht vollsténdig aufgeklart. Bisherige Studien weisen auf die Beteiligung
mehrerer Transmembranproteine hin, wie den spannungsabhangigen Anionenkanal
(voltage-dependent anion channel, VDAC) (Shimizu et al., 1999) und den Benzodiazepin-
Rezeptor (PBR) an der auf3eren sowie den ADP/ATP-Translokator (ANT) an der inneren
Membran (Bernardi, 1996; Zamzami et al., 1996a). Dartber hinaus sind Assoziations-
proteine, wie die Hexokinase HK-II an der zytosolischen Seite, die mitochondriale
Kreatinkinase (mtCK) im Intermembranraum und die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase
Cyclophilin D (Cyp D) in der Matrix an der Bildung und Regulation der PT-Pore beteiligt
(Martinou & Green, 2001; Nicolli et al., 1996). Das Offnen dieser Megaporen hat nun
nicht nur den Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials sondern auch die
Freisetzung intramitochondrialer Proteine zur Folge, die zur Auslésung des Apoptose-
prozesses beitragen. Hierzu gehort mit Cytochrom c ein essentieller Bestandteil der
Atmungskette (Kharbanda et al., 1997; Kluck et al., 1997; Krippner et al., 1996). Dasim
Zytoplasma synthetisierte Apocytochrom ¢ wird in den Mitochondrien zum Holoenzym
umgewandelt und ist unter normalen physiologischen Bedingungen elektrostatisch mit der
Cytochrom c-Reduktase und der Cytochrom c-Oxidase im mitochondrialen Inter-
membranraum assoziiert. Nach Auslésung des mitochondrialen Apoptoseweges wird

Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien freigesetzt und induziert unter ATP-Verbrauch die
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Oligomerisierung von Apaf-1 (Zou et al., 1999). Apaf-1 (apoptotic protease-activating
factor) (Zou et al., 1997) ist ein Adapterprotein, das Uber ein CARD-Motiv (caspase
recruitment domain) die Initiatorcaspase-9 bindet und aktiviert (Hu et al., 1999). Dieser
Komplex aus Cytochrom c¢, Apaf-1 und Procaspase-9 wird auch als Apoptosom bezeichnet
und ist ein Multiproteinkomplex von ~700 kDa. Im Gegensatz zu anderen Caspasen, hat
nach Abspaltung der Prodoméne eine weitere proteolytische Prozessierung der Caspase-9
aber nur wenig Einfluss auf ihre enzymatische Aktivitdt (Rodriguez & Lazebnik, 1999).
Die Aktivierung der Caspase-9 erfolgt vielmehr durch eine Apaf-1-induzierte Anderung
der Proteinkonformation (Stennicke et al., 1999). Caspase-9 kann nun dhnlich wie die
Caspase-8 im Rezeptor-vermittelten Apoptoseweg die Effektorcaspase-3 binden und
proteolytisch aktivieren (Hu et al., 1999; Li et al., 1997). Ob dabei der Komplex aus
Cytochrom ¢ und Apaf-1 an die Procaspase-9 bindet und diese as aktive Caspase-9
freisetzt (Zou et al., 1999) oder ob er als funktionelle Untereinheit (Cofaktor) zur Bildung
einer aktiven Holocaspase-9 dient (Rodriguez & Lazebnik, 1999), ist noch unklar.

Zusatzlich zum Cytochrom ¢ werden noch andere proapoptotische Komponenten aus den
Mitochondrien freigesetzt, zu denen weitere Procaspasemolekile (Susin et al., 1999a), das
IAP-inhibierende Protein Smac (Du et al., 2000) oder der Apoptose-induzierende Faktor
(apoptosis-inducing factor, AIF) (Susin et al., 1999b) gehdren. AIF wurde a's Flavoprotein
identifiziert, dasin der Lage ist, die Fragmentierung der chromosomalen DNA in ~50 kDa-
grofRe Bruchstlicke und die Kondensation des Chromatins zu verursachen. Darlber hinaus
induziert es den Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials und veranlasst die
Tranglokation von Phosphatidylserinresten an die extrazellulére Seite der Zelle (Daugas et
al., 2000). Mit AIF konnte daher ein weiterer apoptotischer Signalweg, der zur Apoptose
im Zellkern fuhrt, entdeckt werden, dessen Bedeutung aber noch nicht aufgeklért ist.

Apoptose und mitochondriales Transmembranpotential

Der Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials (aWy,) durch die Permeabilitéts-
transition (PT) wurde zunéchst im Zusammenhang mit dem Zelluntergang durch Nekrose
beschrieben. So tritt durch Sauerstoffradikale und Kalziumiberladung der Zellen, aber
auch durch Veranderungen des zeluldaren pH-Wertes, ADP-Gehaltes, Oxidation von
Thiolgruppen oder durch verschiedene Metabolite (langkettige Fettsduren, Ceramide) eine
plotzliche Depolarisation der inneren Mitochondrienmembran auf (Crompton, 1999,
Zoratti & Szabo, 1995). Dieses Phénomen konnte auch unter physiologischen Bedin-
gungen im Myokard nach Ischémie und Reperfusion sowie in anderen experimentellen
Modellen beobachtet werden (Ferrari, 1996; Saris & Eriksson, 1995). Dabei fuhrt das
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Offnen der PT-Poren zunachst zur Entkopplung der Atmungskette von der oxidativen
Phosphorylierung und dem Abbruch der ATP-Synthese. Aufgrund inaktiver ATP-
abhangiger Ca**-Kanale ist die zytosolische Kalziumakkumulation die Folge (Ferrari et al.,
1986; Janczewski et al., 1992; Marban et al., 1989). Zusdtzlich werden vermehrt Sauer-
stoffradikale gebildet. Diese und andere zelluldre Konsequenzen fuhren zum Abfall des
elektrochemischen Gradienten (aWr,) an der inneren Mitochondrienmembran (Demaison et
al., 1996). Durch den gleichzeitigen Zusammenbruch der Osmoseregulation treten
morphologischen Veranderungen auf, wie das Anschwellen der Mitochondrien und
Zerreilen der mitochondrialen AuRRenmembran (Petit et al., 1998). Diese veréanderte
Struktur der Mitochondrien wurde in vielen experimentellen Modellen beobachtet, die sich
mit dem Zelluntergang beschéftigt haben (Feldmann, 2000; Marchetti et al., 1996; Petit et
al., 1998). Im Gegensatz zum nekrotischen Zelltod ist das Absterben der Zelle durch
Apoptose von der Aufrechterhaltung der ATP-Bildung jedoch mal3gebend abhangig (Hu et
al., 1999; Li et al., 1997). Das hat zu der Vorstellung gefiihrt, dass nur eine Subpopulation
von Mitochondrien an der mitochondrialen Apoptoseausldsung beteiligt ist (Martinou &
Green, 2001). Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und die
osmotisch bedingte Zerstérung der Mitochondrienmembran sind jedoch keine allgemein
gultigen Beobachtungen (Eskes et al., 2000; von Ahsen et al., 2000). Daher weisen diese
Studien auf alternative Moglichkeiten hin, wie es auch ohne Depolarisation zur
Permeabilisierung der &ufleren Mitochondrienmembran und nachfolgend zur Freisetzung
von Cytochrom ¢ und anderen proapoptotischen Faktoren aus dem Intermembranraum
kommt (Gottlieb, 2000; Martinou & Green, 2001; Zamzami & Kroemer, 2001). In diesem
Zusammenhang spielen Proteine, die zur Familie der Bcl-2-Proteine gerechnet werden,

e ne entscheidende Rolle.

1.3. Apoptoseregulation durch Proteine der Bcl-2-Familie

Die Familie der Bcl-2-Proteine besteht aus pro- und antiapoptotisch wirkenden
Mitgliedern, die die Induktion des mitochondrialen Apoptoseweges regulieren. Charak-
teristisch fur ale Mitglieder dieser Genfamilie ist das Auftreten von maximal vier
Domaénen hoher Sequenzhomologie (Bcl-2 homology, BH) BH1-4 (Tsujimoto & Shimizu,
2000). Entsprechend ihrer Struktur und Funktion werden sie in mehrere Gruppen unterteilt
(Abb. 5). Hauptmitglied und Namensgeber dieser Proteinfamilie ist das Protoonkogen
Bcl-2 (B cell lymphoma gene) (Tsujimoto & Croce, 1989), das als Folge einer chromoso-

malen Translokation in follikularen B-Zell-Lymphomen tberexprimiert ist. Im Gegensatz
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zu anderen Protoonkogenen besteht die Funktion von Bcl-2 nicht darin, die Proliferation zu
stimulieren, sondern die Zellen vor Apoptose zu schitzen (Hockenbery et al., 1990;
Korsmeyer, 1992). Das bcl-2-Gen setzt sich aus drel Exons zusammen, von denen nur das
Exon 3 fir die biologisch aktive Form Bcl-2a codiert (Tsujimoto & Croce, 1989). Bcl-2 ist
C-terminal Uber eine Transmembrandoméne mit der auf3eren Mitochondrienmembran, der
Kernhille und dem Endoplasmatischen Retikulum verbunden (Hockenbery et al., 1990;
Krajewski et al., 1993). Der N-Terminus liegt frei im Zytosol. Bcl-2 zeigt eine sehr
vielféltige Zellschutzfunktion gegenuiber verschiedensten proapoptotischen Stimuli, wie
Chemotherapeutika, Hitzeschock (Korsmeyer, 1992) oder TNF-a (Haendeler et al., 1996;
Jacttela et al., 1995).

Gruppe | Gruppe |l

7 B El
AW E

Dimerisierung

Regulation Kanalbildung TM
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BH4 111 BH3 BH1 BH2
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i i Bcl-xs[[[[lm % .]
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Abb. 5. Schematische Dar stellung von Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie. Proteine der Bcl-2-Familie
werden nach Bcl-2-Homologiedomanen (BH) und anti- oder proapoptotischer Funktion unterschieden.
BH1-4 sind konservierte Sequenzbereiche. Wahrend in fast allen antiapoptotischen Proteinen der Gruppe |
die Regionen BH1-4 vorliegen, fehlt BH4 in den proapoptotischen Proteinen der Gruppe I1. Gruppe |11 setzt
sich aus proapoptotischen Mitgliedern zusammen, die nur Uber BH3 verfiigen (BH3-only-Proteine). Durch
aternatives Spleif3en kdnnen antagonistische Isoformen entstehen (Gruppe IV). Eine C-terminale Transmem-
brandoméne tragen nicht alle Mitglieder (TM). Die Positionen der a-Helices sind mit al1-7 angegeben. Die
hydrophoben Helices a5 und a6 bilden eine Pore. Zwischen al und a2 liegt eine frei zugangliche (Loop-)
Region fur posttrand ationale Regulationen (z.B. Phosphorylierungen, P). Durch BH3-Insertion in eine hydro-
phobe Spalte aus BH1-3 konnen Proteine der Bcl-2-Familie Homo- und Heterodimere bilden. Modifiziert
nach Antonsson & Martinou, 2000.

Ein weiterer negativer Apoptoseregulator der Bcl-2-Familie ist das Bcl-x. (Boise €t al.,
1993). Bcl-x, entsteht durch aternatives Spleilen aus dem bcl-x-Gen. Weitere Spleil3-
produkte sind das Lymphozyten-spezifische Bcl-xs, dem intramolekular 63 Aminosauren

fehlen, sowie Bcl-xg, das ohne Transmembrandoméane exprimiert wird (Gonzalez-Garcia et
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al., 1994). Beide Isoformen antagonisieren die antiapoptotische Funktion von Bcl-x.
(Minn et al., 1996; Shiraiwa et al., 1996). Bcl-x. weist gegeniber Bcl-2 eine hohe
Sequenzhomologie auf und ist Uber seinen hydrophoben C-Terminus ebenfals
mitochondrial verankert (Gonzalez-Garcia et al., 1994). An den Mitochondrien inhibieren
Bcl-x. und Bcl-2 sowohl den apoptotischen (Boise & Thompson, 1997; Decaudin et al.,
1997; Jaattela et al., 1995) als auch den nektrotischen Zelltod unter Stabilisierung des
mitochondrialen Transmembranpotentials (aWn,) (Shimizu et al., 1996a; Shimizu et al.,
1996b; Vander Heiden et al., 1997). Unabhangig von Bcl-x. und Bcl-2 sind weitere
antiapoptotische Bcl-2-Homologe bekannt. Dazu gehort neben dem Bcl-w (Gibson et al.,
1996) und A1/Bfl-1 (Choi et al., 1995; Lin et al., 1993) auch das im Skelett- und
Herzmuskel besonders stark exprimierte Mcl-1 (Sedlak et al., 1995; Yang et al., 1995b).
Auffallendes Strukturmerkmal der meisten antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie

ist, dass sie Uber alle vier Homol ogiedoménen BH1-4 verfiigen (Gruppe I, Abb. 5).

Diese konservierten Bereiche spielen bei der Funktion der Bcl-2-dhnlichen Proteine eine
wichtige Rolle und sind V oraussetzung fir die Interaktion und Ausbildung von Homo- und
Heterodimeren unter den Bcl-2-Homologen. Durch Heterodimerenbildung von anti- mit
proapoptotischen Proteinen kénnen sich die Mitgliedern der Bcl-2-Familie in ihrer
Funktion gegenseitig beeinflussen (Reed, 1996, 1997). Zu den heterodimeren Partner-
molekulen von Bcl-2 und Bcl-x. werden Proteine gezéhlt, die in BH1, 2 und 3 eine hohe
Sequenzhomologie aufweisen (Gruppe I, Abb. 5) und Apoptose-induzierend wirken.
Dieser Gruppe von proapoptotischen Bcl-2-Homologen gehdren Proteine wie Bax (Oltvai
et al., 1993), Bad (Yang et al., 1995a), Bok (Hsu et al., 1997) und Bak (Chittenden et al.,
1995; Farrow et al., 1995; Simonian et al., 1997) an. Fur Bak sind gegenwartig drei
verschiedene Gene bekannt, aber nur das auf Chromosom 6 ist biologisch aktiv (Kiefer et
al., 1995). Die Expression von Bak erfolgt in vielen Geweben und ist besonders im Herz-
und Skelettmuskel sowie in allen Gehirnregionen sehr hoch. Bak ist wie Bcl-2 und Bcl-x,
Uber seinen hydrophoben C-Terminus in der Mitochondrienmembran verankert (Farrow et
al., 1995). Eine dhnliche Struktur zeigt auch das Apoptose-induzierende Bax, das unter
normalen Bedingungen frei im Zytosol vorliegt. Durch einen Apoptose-auslGsenden
Stimulus wird eine Zusammenlagerung zweier Bax-Moleklle und die Translokation des
Homodimers zu den Mitochondrien induziert (Wolter et al., 1997). Die Bildung des Bax-
Homodimers kann dabel durch Heterodimerisierung mit Bcl-2, Bcl-x. und weiteren
antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie (Abb. 5) verhindert werden (Oltvai et al.,
1993; Sedlak et al., 1995). Im Gegensatz dazu verhdt sich Bax sehr selektiv in seiner
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Fahigkeit, die antiapoptotische Funktion von Bcl-2 aufzuheben, und beeinflusst Bel-x. nur
wenig in seiner Wirkung (Cheng et al., 1996).

Nicht alle Proteine der Bcl-2-Familie verfiigen wie Bcl-2 oder Bax Uber eine C-terminale
Transmembrandoméane zur Lokalisation an den Mitochondrien oder anderen Zellorga-
nellen. Dazu gehort neben Bad auch das Bcl-2-Homologe Bid (Cif) (Han et al., 1999;
Wang et al., 1996), das Caspase-gespalten as tBid zur Apoptoseverstérkung tber die
Mitochondrien beitragt (vgl. Abb. 4). Bid und weitere proapoptotische Bcl-2-homologe
Proteine (Bim, Bik, Hrk) zeigen lediglich in BH3 eine Sequenzhomologie und werden
daher auch als BH3-only-Proteine bezeichnet (Antonsson & Martinou, 2000) (Abb. 5).

Anhand der NMR-Strukturaufkldrung von Bcl-x. und seinem Heterodimerkomplex mit
dem antagonistischen Bak ergab sich ein generelles Bild fur die Proteinkonformation der
Bcl-2-Homologen und ihre Dimerenbildung (Muchmore et al., 1996; Sattler et al., 1997).
Die Proteine der Bcl-2-Familie besitzen die zwel zentralen a-Helices a5 und a6. Die
Helices a2, a5 und a7 tragen die Homologiedoméanen BH1-3 und bilden mit dem N-
Terminus eine hydrophobe Wechselwirkung zur Proteinstabilisierung aus. Zwischen BH4
und BH1 liegt eine mobile (Loop-) Region mit stark basischen Resten. Die Loopregion ist
bei den antiapoptotischen Proteinen am stérksten ausgepragt und entspricht einem Bereich
variabler Lange und einer Sequenz mit geringster Homologie unter den Mitgliedern der
Bcl-2-Familie. In diesem N-terminalen Bereich unterliegen die Proteine der Bcl-2-Familie
einer posttranslationalen Kontrolle. Dazu sind vor allem die Phosphorylierung und
Inaktivierung von Bcl-2 durch die Serin-Threonin-Kinase p72 Raf-1 nach BHA4-
vermittelter Komplexbildung mit Raf-1 und dem Aktivator der Serin-Threonin-Kaskade
p23 r-Ras zu zahlen (Blagosklonny et al., 1996; Chen & Faller, 1996). Da auch das
proapoptotische Bad durch eine Akt-Kinase-vermittelte Phosphorylierung inaktiviert wird
(Datta et al., 1997), scheinen zumindest einige Bcl-2-homologe Proteine unter Kontrolle
Zéellzyklus-spezifischer Faktoren zu stehen. Darlber hinaus konnte auch eine BH4-
abhangige Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch Inhibierung seines zyto-
plasmatischen Inhibitorproteins I-kBa und somit eine Beziehung zwischen den Bcl-2-
Proteinen und dem NF-kB-Signalweg gezeigt werden (de Moissac et al., 1999). Des
weiteren ist die mobile Region zwischen BH4 und BH1 Angriffspunkt fir proteolytische
Spaltungen durch Caspasen, die so Bcl-x, inaktivieren (Clem et al., 1998), aber das
proapoptotische Bid aktivieren (Li et al., 1998b) und dadurch den Apoptosemechanismus

verstérken. Im Gegensatz zu den antiapoptotischen enthalten die proapoptotische Proteine
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Bak und Bax keine Loopregion. Die Homologiedomanen BH1, 2 und 3 liegen dicht
benachbart und formen eine verlangerte hydrophobe Spalte, die der Heterodimerisierung
der anti- mit den proapoptotischen Bcl-2-Homologen durch Insertion der BH3-Region
dient. Diese Dimerisierungsdoméne enthdlt mit a5 und a6 zwei apolare Helices, die von
drei amphiphatischen Helices (al, a2, a3) umgeben sind. Sie ist auf’erdem Grundlage
dafir, dass einige Bcl-2-Homol oge asymmetrisch oligomerisieren und in Abhangigkeit von
Spannung und pH-Wert in synthetischen Lipidmembranen Poren ausbilden (Antonsson et
al., 2000; Schendel et al., 1998). Diese Kanal-bildende Eigenschaft konnte fir das
Apoptose-induzierende Bax (Antonsson et al., 1997), aber auch fur die antiapoptotischen
Proteine Bcl-x. (Minn et al., 1997) und Bcl-2 (Schendel et al., 1997) nachgewiesen
werden. Obwohl die BH3-only-Proteine wie Bid nur wenig Sequenzhomologie zu Bcl-x,,
Bcl-2 oder Bax zeigen, ist ihre frel vorliegende Struktur sehr ghnlich (Chou et al., 1999).
So ist Bid ebenfalls in der Lage in synthetischen Membranen einen lonenkanal zu formen
(Schendél et al., 1999). Dennoch bleibt bisher ungewiss, ob die Proteine der Bcl-2-Familie

Membranporen oder onenkanéle auch in vivo ausbilden.

Proteine der Bcl-2-Familie beeinflussen die mitochondriale Cytochrom c-Freisetzung
Pro- und antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie regulieren die apoptotische
Cytochrom c-Freisetzung aus dem Intermembranraum der Mitochondrien und den Abfall
des mitochondrialen Transmembranpotentials (a%Wry) (Tsujimoto & Shimizu, 2000). Die
genauen molekularen Grundlagen daftr sind aber noch spekulativ, und mehrere Modelle
werden gegenwartig diskutiert.

Anhand der Poren-bildenden Eigenschaft von Bax konnten Bax-Oligomere in der &uleren
Mitochondrienmembran eine Pore formen (Antonsson et al., 1997) durch die Cytochrom c
freigesetzt wird oder einen lonenkanal, der zur Destabilisierung des mitochondrialen
Transmembranpotentials beitragt (Antonsson et al., 2000; Liu et al., 1996). Dartber hinaus
sind Bax-Oligomere in der Lage, an den spannungsabhangigen Anionenkanal VDAC zu
binden (Shimizu et al., 2000a). Beide Proteine bilden zusammen einen ausreichend grof3en
Kana zur Permeabilisierung der mitochondrialen AufRenmembran und Freisetzung von
Cytochrom ¢ sowie anderen Apoptose-auslosenden Faktoren aus dem mitochondrialen
Intermembranraum. Dabei unterliegt die Oligomerisierung von Bax der negativen
Kontrolle durch eine Heterodimerenbildung mit Bcl-2 und Bcl-x,. (Shimizu et al., 1999). In
diesem Zusammenhang wird ferner vorgeschlagen, dass die Proteine der Bcl-2-Familie al's

Assoziationsproteine die permeability transition (PT)-Pore regulieren. Sowohl pro- als
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auch antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie sind in der Lage, Uber den Anionenkanal
VDAC der auf3eren und den ADP/ATP-Translokator der inneren Mitochondrienmembran
mit der PT-Pore zu interagieren (Brenner et al., 2000; Marzo et al., 1998; Shimizu et al.,
2000b; Shimizu et al., 1999). Dieser Vorschlag wird ferner dadurch unterstiitzt, dass Bcl-2
(Kragjewski et al., 1993; Motoyama & al, 1998) und Bax (Eskes et al., 2000; Gilbert & al,
1999) an der inneren und auf3eren Mitochondrienmembran nachgewiesen werden konnten
und eine Anreicherung an den Kontaktstellen beider Membranen auftritt. So haben eine
ganze Reihe von Untersuchungen die Bedeutung der Bcl-2-Proteinfamilie fur die
Regulation des mitochondrialen Membranpotentials und ihren Einfluss auch auf den
nekrotischen Zelluntergang herausgestellt (Kane et al., 1995; Shimizu et al., 1996a).
Wahrend proapoptotische Bcl-2-Homologe (Bax, Bak) zur Permeabilitétstransition an den
Mitochondrien beitragen, wird das mitochondriale Transmembranpotential durch
antiapoptotische Mitglieder (Bcl-2, Bcl-x.) der Proteinfamilie stabilisiert (Kroemer &
Reed, 2000; Martinou & Green, 2001; Tsujimoto & Shimizu, 2000). Dabei scheint die
Eigenschaft der BH4-Doméne, die nur in der Gruppe der antiapoptotischen Bcl-2-
Homologen vorkommt, den Anionenkanal VDAC zu schlief3en, eine entscheidende Rolle
zu spielen (Shimizu et al., 2000b).

Die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen Intermembranraum ist jedoch
nicht bel allen Apoptoseabléufen mit einer Depolarisation und dem Anschwellen der
Mitochondrien verbunden (Finucane et al., 1999; Kluck et al., 1997). Darlber hinaus
koénnen proapoptotische BH3-only-Proteine, wie tBid und Bik, die Freisetzung von
Cytochrom c auch ohne den Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials ausl6sen
(Shimizu & Tsujimoto, 2000; von Ahsen et al., 2000). Dabei induziert das Caspase-
aktivierte tBid die Oligomerisierung und Membranverankerung von Bax in den
Mitochondrien (Eskes et al., 2000) und ist unabhéngig von seiner Bax-aktivierenden
Funktion an der Destabilisierung der Mitochondrienmembran und Cytochrom c-
Dissoziation aus dem Intermembranraum betelligt (Kim et al., 2000; Kudla et al., 2000).
Bcl-2 und seine membrangebundenen Homologen sind allerdings nicht nur mit den
Mitochondrien sondern auch mit Zellkern oder Endoplasmatischem Retikulum assoziiert,
Uber die sie den nukledren p53-Import (Beham et al., 1997) sowie die zytosolische und
nukleére Kalziumhomdostase (Lam et al., 1994; Marin et al., 1996; Tagami et al., 2000)

kontrollieren.
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1.4. Fragestellung der Arbeit: Bedeutung von Proteine der Bcl-2-Familie im

kardiovaskuldren System?

Die Herzmuskelzellen sind unter pathologischen Bedingungen des Herz-Kreislaufsystems,
zu denen mechanische und neurohumorale Uberbeanspruchung der Kardiomyozyten,
Ischamie, Reperfusion und endotheliale Dysfunktionen zahlen, physiologischen Stimuli
unterworfen, die zu ihrer Schadigung und zur Ausldsung der Zellapoptose beitragen. Da
die Proteine der Bcl-2-Familie in die Regulation der Apoptoseausdsung eingreifen und
darliber hinaus den nekrotischen Zelltod verzégern konnen, stellt sich die Frage nach ihrem
Expressionsverhaten im kardiovaskuléaren System. Dazu wurde das Myokard von
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz sowie der regional hypoperfundierte Herzmuskel
in tierexperimentellen Studien am Schwein analysiert. Dartiber hinaus wurde in einem
Zellkulturmodell der Einfluss der durch den Blutstrom induzierten laminaren Schubspan-

nung auf humanen Endothel zellen untersucht.

2. Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie im Myokard von
Patienten mit terminaler Her zerkrankung

2.1. Ausmal’ der myokardialen Apoptosein der terminalen Her zinsuffizienz

Bel schwerer Herzinsuffizienz liegt eine erhohte ventrikulare Wandspannung und
mechanische Dehnung der Kardiomyozyten vor. Diese hamodynamische Uberlastung der
Herzmuskelzellen resultiert in einer reduzierten Forderleistung des Herzens, die
neurohumoral nicht mehr ausgeglichen werden kann. Ein kontinuierlicher Verlust von
Kardiomyozyten durch eine Uberlast-induzierte Apoptose wird dabei fiir das Fortschreiten
der Herzerkrankung verantwortlich gemacht (Kang & Ilzumo, 2000). Obwohl der
apoptotische Zdluntergang von Kardiomyozyten auch bei der Initiation der
Herzinsuffizienz infolge einer regionalen Myokardischdmie eine Rolle spielt und
mal3gebend an der Entwicklung des Herzinfarktes beteiligt ist (James, 1997; Saraste et al .,
1997), fiihrt die hamodynamische Uberbeanspruchung des Myokards bereits wahrend der
kompensatorischen Myokardhypertrophie zur Apoptose von Kardiomyozyten (Hamet et
al., 1995). Daher scheint der apoptotische Zelluntergang von Herzmuskel zellen direkt am
Ubergang von der Kompensations- in die Dekompensationsphase beteiligt zu sein (Bing,
1994). So wurden Kardiomyozyten mit apoptotischen Anzeichen in nichtischamischen
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Myokardbereichen des explantierten Myokards von Patienten sowohl mit dilatativer
(DCM) as auch ischdmisch bedingter Kardiomyopathie (ICD) nachgewiesen (Narula et
al., 1996; Olivetti et al., 1997). Experimentelle Modelle konnten zudem bestétigen, dass
die mechanische Uberdehnung und Uberbeanspruchung der Herzmuskelzellen zur
Apoptose fiihren (Cheng et al., 1995; Leri et al., 1998b; Sharov et al., 1996).

Zur histologischen Apoptosequantifizierung wird in Kombination mit elektronen-
mikroskopischen Studien die terminale Desoxynukleotidtransferase-vermittelte dUTP-
Markierung (TUNEL) der freien 3-OH-Enden herangezogen, um im Zellkern die
apoptotische Fragmentierung der chromosomalen DNA zellspezifisch zu untersuchen. In
einer Studie am explantierten Myokard von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
konnte dabei gezeigt werden, dass eine erhohte Anzahl TUNEL-positiver Kardiomyozyten
mit der verschlechterten hamodynamischen Funktion des Herzens Ubereinstimmt (Saraste
et al., 1999). Da Aussagen zu apoptotischen Verdnderungen des Zellkerns, die mittels der
in situ TUNEL-Technik getroffen werden konnen, aber aufgrund unspezifischer
Bindungen von DNA und nukledrem (nuclear) Antigen (Kanoh et al., 1999) sowie
unspezifischer Markierungen von Kalziumvesikeln und RNA-Spleil¥faktoren limitierend
sind (Labat-Moleur et al., 1998), haben Untersuchungen des explantierten Myokards zu
sehr grof3en Differenzen in den Ergebnissen gefuhrt. So wurden im terminal insuffizienten
Herzen zwischen 0,005 und 18 % apoptotische Kardiomyozytenzellkerne identifiziert
(Narula et al., 1996; Schaper et al., 1999). Daher ist gegenwartig noch unklar, in welchem
Ausmal’ der apoptotische Zelltod im insuffizienten Myokard vorliegt.

Das zentrale Element des apoptotischen Signalweges ist die Aktivierung der Caspase-
kaskade aus Initiator- und Effektorcaspasen sowie die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus
dem mitochondrialen Intermembranraum (Hengartner, 2000). Obwohl die TUNEL-
Analyse fur die Detektion der Zellkernapoptose umstritten ist, konnte dennoch gezeigt
werden, dass im insuffizienten Myokard eine erhthte Sensitivierung gegeniber dem
apoptotischen Zelluntergang vorliegt. So wurde eine Aktivierung von Effektorcaspasen in
Kardiomyozyten des ischdmischen Myokards nachgewiesen (Freude et al., 2000), die auch
im Uberlastmyokard der Patienten eine Rolle zu spielen scheint (de Boer et al., 2000;
Narula et al., 1999). Die Aktivierung des Apoptoseprogramms bei der terminaen
Herzerkrankung wird dabel durch eine massive Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien der Kardiomyozyten gestiitzt (Narula et al., 1999). Da die Herzmuskel-
zellen im Vergleich zu anderen Zellen sehr mitochondrienreich sind, um die Sauerstoff-

versorgung fur ihre sténdige kontraktile Funktion zu gewéhrleisten, deuten diese Daten auf
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das Gewicht des mitochondrialen Apoptoseweges bei der Entwicklung und Manifestation
der Herzinsuffizienz hin. Ob und in welchem Ausmal3 die Proteine der Bcl-2-Familie daran
beteiligt sind, ist jedoch unklar.

2.2. Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie im insuffizienten menschlichen
Myokard

Um zu untersuchen, ob pro- und antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie an einer
erhdhten Sensitivitdt des insuffizienten, terminal Uberdehnten Myokards gegenuber
Apoptose betelligt sind, wurde die myokardide Expression von Bcl-2 und seinen
Homologen im menschlichen Myokard anaysiert (vgl. 7.1.). Die Analysen wurden am
explantierten linksventrikularen Myokard von Patienten mit terminaler Herzerkrankung
durchgefuhrt, die im Rahmen des Transplantationsprogramms der Universitdt Halle ein
neues Herz implantiert bekommen haben. Im Vergleich zum Myokard von Organspendern,
das aufgrund einer leichten koronaren Herzerkrankung oder anderer Anzeichen nicht fur
die Transplantation verwendet werden konnte, zeichnete sich das Myokard der
herzinsuffizienten Patienten durch eine erhohte linksventrikulére mRNA-Expression des
atrialen natriuretischen Faktors (Pro-ANF) aus (vgl. 7.1.), was die erhdhte Wandspannung
im linken Ventrikel und Uberdehnung der Kardiomyozyten veranschaulicht (Garcia et al.,
1992; Knowlton, 1992). Dartiber hinaus deutete die erhthte myokardiale Expression des
sarkolemmalen Na'Ca?*-Austauschers gegeniiber der SR Ca?*-ATPase (SERCA) auf die
veranderte Kalziumhomoostase der Kardiomyozyten in diesen Patienten und die
fortgeschrittene Herzinsuffizienz hin (vgl. 7.1.).

Im insuffizienten Myokard konnte eine dreifach verstarkte myokardiale Apoptose anhand
der apoptotischen DNA-Fragmentierung in der Gelelektrophorese sowie 0,5 % apopto-
tische Zellkerne in den Kardiomyozyten mittels der in situ TUNEL-Technik gezeigt
werden (vgl. 7.1.). Die Zunahme der myokardialen Apoptoseanzeichen ging dabei mit
einer deutlichen Abnahme der RNA- und Proteinexpression des antiapoptotischen Bcl-x.
einher. Die mRNA der proapoptotischen Bcl-x-Isoform Bcl-xs konnte im humanen
Myokard nicht detektiert werden. Wahrend Bcl-2 und das ebenfalls antiapoptotische Mcl-1
sowie das proapoptotische Bax in ihrem Expressionsspiegel unverandert blieben, war auch
die Expression des Bcl-x_ -Antagonisten Bak erniedrigt. Ob es sich bel der reduzierten
Bak-Expression um einen kompensatorischen Effekt gegeniiber seinem antagonistischen
Heterodimerenpartner Bcl-x, handelt oder ob Bak unter bestimmten physiologischen
Bedingungen seine proapoptotische Funktion nicht ausibt (Kiefer et al., 1995), ist in
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Anbetracht einer gleichzeitig erhdhten Apoptose im insuffizienten Myokard noch unklar.
Anhand der in situ RT-PCR konnte dabel nachgewiesen werden, dass die mRNASs von Bak
und Bcl-x, in den linksventrikuléren Kardiomyozyten des humanen Myokards exprimiert
werden (Abb. 6). Im Expressionsverhalten der Proteine der Bcl-2-Familie konnten keine
Unterschiede zwischen dem Myokard von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
(DCM) und ischamisch bedingter Herzerkrankung (CAD) identifiziert werden (vgl. 7.1.).

Abb. 6. MRNA-Nachweis von Bcl-x, und Bak durch Reverse Transkription und Polymeraseketten-
reaktion (in situ RT-PCR) in humanen Kardiomyozyten eines linksventrikuldren Spender myokards.
Diein situ RT-PCR wurde nach einem Protokoll des Pathologischen Institutes der Universitét Kiel durchge-
flhrt (Krams et al., 2000). Dabei werden im letzten Schritt der PCR Digoxigenin-markierte Oligonukleotide
eingebaut, so dass der Farbnachweis mittels eines Alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Digoxigenin-
Antikorpers durch Umschlag des NBT/BCIP-Substrates und Félung eines blauen Niederschlages erfolgt
(60fache VergrofRerung).
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2.3. Einfluss von therapeutischer Behandlung auf die Abnahme der ventrikularen

Uberlast und die myokardiale Expression der Bcl-2-dhnlichen Proteine

In der Behandlung der Herzinsuffizienz werden neben den [(-Rezeptorenblockern
Inhibitoren des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) eingesetzt, um die ventrikuléare
Wandspannung zu reduzieren (Booz & Baker, 1996). Anhand des Einflusses einer
chronischen Therapie mit ACE-Hemmern auf die Expression der antiapoptotischen
Proteine Bcl-x. und Bcl-2 (vgl. 7.1.) zeichnet sich eine direkte Beziehung zwischen der
ventrikulazren Uberlast des insuffizienten menschlichen Myokards und der links-
ventrikuldren Expression von Bcl-x. und Bcl-2 ab. Wahrend Patienten ohne ACE-
Hemmerbehandlung durch eine sehr niedrige Expression der beiden antiapoptotischen
Faktoren gekennzeichnet sind, ist die Bcl-x.- und Bcl-x /Bak-Expression in Patienten mit
ACE-Hemmertherapie signifikant erhoht und erreicht im Fall von Bcl-2 sogar den
myokardialen Wert im Spendermyokard. Dabei liegt bel Bcl-x. und Bcl-2 eine positive
Korrelation zwischen der mRNA- und Proteinexpression im humanen Myokard vor (vgl.
7.1.). Die Behandlung mit B-Rezeptorenblockern zeigt dagegen keinen Einfluss auf die

Expression Bcl-2-homol oger Proteine.

Sind jedoch Patienten mit einem terminal erkrankten Herzen pharmakologisch nicht mehr
stabilisierbar, wird ihnen zur Uberbriickung der Zeitspanne, bis ein geeignetes Spenderherz
fir die Transplantation zur Verfigung steht, ein ventrikuldres Unterstiitzungssystem
(VAD) implantiert. Die VAD-Systeme konnen dabei Uber Wochen und Monate die
Pumpfunktion eines oder beider Ventrikel Ubernehmen und so fur eine ausreichende
Perfusion der peripheren Organe sorgen (Abb. 7). Durch die mechanische Entlastung des
Myokards verringert sich die ventrikuldare Wandspannung und die Uberlast-induzierte
MRNA-Expression von Pro-ANF sinkt im ventrikuléren Myokard und erreicht anndhernd
die Pro-ANF-Expression im Spenderventrikel (vgl. 7.1.). Da der Uberlast-induzierte
strukturelle Umbau des Herzens mit einer starken Dilatation der Herzkammern
entscheidend zur Verschlechterung der Herzfunktion beitrégt (Katz, 1990), kann die
hdmodynamische Entlastung des erkrankten Herzens zu einer Verbesserung der
Herztétigkeit fuhren. So konnte in einigen klinischen Studien gezeigt werden, dass die
VAD-vermittelte Reduktion der ventrikulé&ren Vor- und Nachlast zum partiellen Riickgang
der Kardiomyozytenhypertrophie (Zafeiridis et al., 1998), Anstieg des Herzzeitvolumens
und Abnahme der ventrikuldren Kammerdilatation gefuhrt hatte (Levin et al., 1995;
McCarthy et al., 1997). Ferner resultiert aus der VAD-Unterstitzung nicht nur eine
verbesserte Durchblutung der peripheren Organe sondern auch eine Normalisierung des
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neurohumoralen Status (Noradrenalin-, Aldosteron-, Reninspiegel) (Levin et al., 1994), so
dass VAD-Patienten verglichen mit Patienten ohne vorherige VAD-Entlastung eine spétere
Herztransplantation besser verarbeiten (Frazier et al., 1996). In einigen Fallen konnte das
VAD-System aufgrund einer deutlichen Funktionsverbesserung des Myokards sogar ohne
eine anschlieflende Transplantation wieder explantiert werden (Mdller et al., 1997). Der
Einbau eines VADs fihrt aber nicht in allen Fallen zur Stabilisierung des Patienten bis zur
Herztransplantation, wenn das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz mit irreversiblen
Schédigungen des Myokards und dem schlechten Allgemeinzustand des Patienten zu weit
fortgeschritten ist. Darlber hinaus stellt trotz starker Heparinisierung des Blutes die
Thrombenbildung eine erhhte Gefahrdung dar, so dass die Erfolgsrate der Uberbriickung
bis zur Transplantation im allgemeinen zwischen 60 und 70 % liegt (Levin et al., 1995;
McCarthy et al., 1997).

Abb. 7. Schematische Darstellung eines Ventrikuléaren Unterstiit-
zungssystem (VAD) zur mechanischen Entlastung des insuffizien-
ten Ventrikels. Das VAD kann sowohl im linken oder rechten als
auch beiden Ventrikeln implantiert werden (LVAD, RVAD bzw.
BVAD). VAD-Systeme sind parallel zum Herzen geschalten und
werden wéhrend der Diastole infolge der Ventrikelfullung passiv
gefullt und pumpen wéhrend der Systole das aufgenommene Blut
Uber die Aorta wieder in den Blutkreislauf. Neben den Elektrokardio-
gramm- (EKG-) gesteuerten VAD-Systemen gibt es auch VADs, die
mit eilnem konstanten Rhythmus arbeiten.

Bel Patienten, denen aufgrund eines terminal insuffizienten, Uberdehnten Herzens mit
maximaler neuroendokriner Aktivierung ein VAD implantiert wird, fallen sowohl wahrend
des Einbaus als auch nach der VAD-Explantation mit anschlief3ender Herztransplantation
ventrikulare Gewebeproben an. In Kooperation mit dem Herzzentrum Bad Oeynhausen
konnten diese beiden Gewebe von ein und dem selben Patienten vergleichend untersucht
werden. Durch diese vergleichende Analyse wurde es méglich herauszufinden, ob durch
die anhaltende hdmodynamische Entlastung Herzinsuffizienz-typische Verdnderungen im
Myokard riickgangig gemacht werden kénnen. In den untersuchten linksventrikul&ren
Myokardprobenpaaren wurde so durch die mechanische Entlastung des Herzens und den
Rickgang des pulmonal-kapilléren Verschlussdrucks nicht nur eine sofortige Normali-

sierung der mRNA-Expression des Uberlastmarkers Pro-ANF, sondern auch ein Riickgang
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der apoptotischen DNA-Fragmentierung im unterstiitzen Ventrikel beobachtet (vgl. 7.1.).
Die verminderte Myokardapoptose geht dabei mit einer partiellen Normalisierung der
Bcl-x -mRNA-Expression einher, die in Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie zudem
abhangig von der VAD-Unterstiitzungszeit ist. Zusétzlich zur allméhlichen Normalisierung
der Bcl-x_.-mRNA-Expression und seiner Expression im Verhaltnis zum antagonistischen
Heterodimerenpartner Bak steigt auch die ventrikulére Expression des antiapoptotischen
Bcl-2-Homologen Mcl-1 unter VAD-Entlastung an, was mdglicherweise auf den VAD-
vermittelten Ruckgang des ANF-Spiegels zurtickzufihren ist (Wu et al., 1997).

In der Studie konnten allerdings keine klinischen Parameter zur Ventrikelfunktion unter
VAD-Entlastung erhoben und mit den Expressionsdaten verglichen werden, da fur solche
funktionellen Messungen das Abschalten des VAD-Systems mit einem unkalkulierbaren
Risiko fur den Patienten notwendig gewesen wére. Daher wurde die funktionelle Erholung
indirekt Uber die mMRNA-Expression von Determinanten der myozytaren Kalziumhomo-
ostase untersucht, da eine verminderte mRNA- und Proteinexpression der SR Ca’*-ATPase
(SERCA) zur reduzierten Kaziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum (Meyer
et al., 1995), kontraktilen Dysfunktion (Schmidt et al., 1998) und kompensatorisch
erhohten Expression des Na'Ca”*-Austauschers an der Plasmamembran fiihrt (Studer et al.,
1994). Jedoch konnte im gesamten Patientenkollektiv keine partielle Normalisierung der
mRNA-Expression von SERCA per Na'Ca?*-Austauscher festgestellt werden, aber interes-
santerweise in der Subgruppe von Patienten, die durch eine verbesserte mMRNA-Expression
des antiapoptotischen Bcl-x /Bak und Mcl-1 unter VAD gekennzeichnet waren. DarUber
hinaus zeigten diese Patienten eine etwas weniger schlechte Ventrikelfunktion vor der
VAD-Implantation durch einen geringeren pulmonal-kapilléren Verschlussdruck und einer
verminderten Notwendigkeit der positiv inotropen Intensivtherapie (vgl. 7.1.). Anhand
dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass unter VAD-Entlastung die Méglich-
keit fur Myokarderholung und einen Rilckgang der myokardialen Apoptose unter
Beteiligung von Proteinen der Bcl-2-Familie besteht. Die VAD-bedingten Verbesserungen
sind aber bel einzelnen Patienten unterschiedlich und zusétzlich vom Ausmald der

Herzerkrankung vor der VAD-Implantation abhangig.

2.4. Model zur Beteiligung von Proteinen der Bcl-2-Familie bel der Manifestation

der Herzinsuffizienz

Die Reinduktion der Bcl-x.- und Bcl-2-Expression im termina insuffizienten Myokard

durch Behandlung mit ACE-Hemmern oder durch mechanische VAD-Entlastung lassen
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auf den Einfluss der hamodynamischen Uberlast und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) auf die Myokardapoptose schlief3en. So konnte bereits in experimentellen
Modellen gezeigt werden, dass die mechanische Uberdehnung der Kardiomyozyten zur
Apoptoseinduktion durch RAAS-Aktivierung und eine durch p53 verminderte Bcl-2- aber
erhdhte Expression proapoptotischer Faktoren (Bax, Fas) fuhrt (Leri et al., 1998a; Leri et
al., 2000; Pierzchalski et al., 1997). Die p53-kontrollierte Induktion des Promotors von
ATi-Rezeptor und Angiotensinogen fuhrt zur weiteren Verstérkung der RAAS-induzierten
Apoptose (Leri et al., 1998a) (Abb. 8). Dartiber hinaus induziert p53 auch sogenannte PIGs
(p53-induced genes), deren Genprodukte zum oxidativen Stress und zu Dysfunktionen der
Mitochondrien beitragen, die den mitochondrialen Apoptoseweg ausiésen (Polyak et al.,
1997).

Obwohl gut dokumentiert ist, dass die Herzmuskelzellen durch das Renin-Angiotensin-
System eine hypertrophe Stimulation erfahren (Weir & Dzau, 1999), treibt Angiotensin 11
andererseits adulte Kardiomyozyten in den apoptotischen Zelltod (Kgjstura et al., 1997).
So konnten tierexperimentelle Langzeittherapien mit ACE-Hemmern oder die direkte
Blockade des AT;-Rezeptors (Fortuno et al., 1998; Goussev et al., 1998) die Reduktion der
Myokardapoptose in einem Herzinsuffizienzmodell zeigen und somit die erhdhte
Expression der antiapoptotischen Faktoren Bcl-x, und Bcl-2 im humanen Myokard unter
chronischer ACE-Hemmerbehandlung bekréftigen (vgl. 7.1.).

Da die VAD-Patienten jedoch mit ACE-Inhibitoren behandelt wurden, scheint die
mechanische zusétzlich zur pharmakologischen Entlastungstherapie einen Effekt auf die
Bcl-x - aber nicht Bcl-2-Expression zu haben. Dies wird trotz der strukturellen und
funktionellen Ahnlichkeiten zwischen Bcl-x. und Bcl-2 anhand ihrer unterschiedlichen
transkriptionellen Regulation verstandlich (Grad et al., 2000; Miyashita et al., 1994a;
Stephanou et al., 2000). Wahrend der Promotor von Bcl-2 und anderen apoptotischen
Faktoren unter Kontrolle von p53 stehen, ist die Bcl-x -Transkription Jak/Stat- oder
Rel/NF-kB-reguliert (Grad et al., 2000) (Abb. 8). Dabei induziert der Jak/Stat-Signalweg
die Bcl-x_ - aber auch die Mcl-1-Transkription, hat jedoch einen inhibierenden Effekt auf
die Bcl-2-mRNA-Expression (Stephanou et al., 2000). Nach Stimulation des gpl30/LIF-
Rezeptors durch Cardiotrophin-1 und andere Mitglieder der 1L-6-Zytokinfamilie ist der
Jak/Stat-Signalweg unmittelbar an der kompensatorischen Hypertrophie des erkrankten
Myokards mit einer verstarkten Proteinsynthese und erhdhten ANF-Expression beteiligt
(Kunisada et al., 1998). Auch die unmittelbare Dehnung der Kardiomyozyten (Pan et al.,
1999; Wang et al., 2001) und die RAAS-Aktivierung (Kodama et al., 1998) tragen zur
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Jak/Stat-induzierten trophischen Reaktion bei, die Uber eine Stat-abhéngige Induktion des
Angiotensinogenpromotors weiter aufrechterhalten wird (Mascareno et al., 1998). Jedoch
ist die Jak/Stat-Induktion durch Angiotensin Il gpl30/LIF-unabhangig (Kodama et al.,
1998). Dabei besteht eine negative Beziehung zwischen dem Angiotensin I1- und dem
gp130/LIF-induzierten Jak/Stat-Signalweg (Tone et al., 1998). Wahrend Uber gpl30/LIF
die apoptotische DNA-Fragmentierung in den Kardiomyozyten verhindert wird, inhibiert
Angiotensin Il den gpl30/LIF-vermittelten zytoprotektiven Effekt Uber die Stat-
Transkriptionsfaktoren. Dabel induziert Angiotensin |l Stat-1 und -2 in der frihen und
Stat-3 in der spaten Phase (Kodama et al., 1998). Interessanterweise wird aber schon nach
kurzer Zeit die Stat-1-Aktivierung durch Angiotensin Il wieder aufgehoben. Da auch das
antiapoptotische Bcl-x. in den Kardiomyozyten unter transkriptioneller Kontrolle von
Stat-1 und vermutlich anderen Stat-Proteinen steht (Fujio et al., 1997; Grad et al., 2000),
ist dies ein moglicher Grund fur die reduzierte myokardiale Expression des protektiven
Bcl-x, in der Endphase der Herzinsuffizienz. Auch die anhaltende mechanische Belastung
von kultivierten Kaninchentrabekeln fihrte in einem in vitro-Langzeitmodell zur kardialen
Apoptose und gleichzeitig zur verminderten Bcl-x -mRNA-Expression (Schumann, 2000).
Dabel konnte die Zunahme der Myokardapoptose durch Reduktion der Bcl-x, -Expression
ein entscheidender Faktor beim Ubergang von der Kompensations- in die Dekompen-
sationsphase des Uberlasteten Herzens sein, der durch VAD-Entlastung und Normalisie-
rung des neurohumoralen Spiegels (Levin et al., 1994) wieder aufgehoben wird (Abb. 8).
Die Stat-abhangige Bcl-x -Transkription ist jedoch nicht die einzige transkriptionelle
Kontrolle, unter der Bcl-x_ steht. Daneben ist die mMRNA-Expression von Bcl-x. auch
Rel/NF-kB-reguliert (Chen et al., 2000) und kénnte zusétzlich eine entscheidende Rolle
bei der Apoptoseregulation durch den NF-kB-Transkriptionsfaktor spielen (Barkett &
Gilmore, 1999), dessen DNA-Bindungsaktivitét in ventrikuldren Kardiomyozyten durch
Bcl-2 verstéarkt wird (Kirshenbaum, 2000).
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Abb. 8. Signaltransduktionswege im Uberlastmyokard unter Einbeziehung kar diopr otektiver Proteine
der Bcl-2-Familie. Die Druck- und Volumeniberlastung des Myokards fihrt zum erhéhten ventrikuldren
~Wandstress* und gleichzeitigen Aktivierung von Signaltransduktionswegen, die zur kompensatorischen
Hypertrophie des Myokards aber auch zur myokardialen Apoptose fuhren. Dabei ist die Reaktion des
Myokards auf die hdmodynamische Uberlast vom Gleichgewicht zwischen beiden Signalwegen abhéngig und
entscheidend dafir, ob das Uberlastmyokard von der Kompensations- in die Dekompensationsphase
(manifeste Herzinsuffizienz) Ubergeht. Dabei spielt die Aktivierung des antiapoptotischen Bcl-x, unter
Kontrolle des Jak/Stat-Signalweges und die Aktivierung anderer Bcl-2-Proteine unter Kontrolle der p53-
Expression eine zentrale Rolle. Modifiziert nach Hunter & Chien, 1999, unter Einbeziehung relevanter
Referenzen, vgl. Text.
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3. Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie im regional hypoper-
fundierten Myokard des Schweins (Sus scrofa)

3.1. Apoptoseim hypoperfundierten Myokard und nach Reperfusion

Nach dem Verschluss einer Koronararterie fuhrt die damit verbundene akute Ischamie zum
nekrotischen und apoptotischen Zelluntergang von Kardiomyozyten im zu versorgenden
Myokardareal, d.h. zum klinischen Zustand des Herzinfarktes. Wahrend in der ersten
Phase des Koronarverschlusses die Zellen zunéchst apoptotisch sterben, tritt mit
zunehmender Dauer der kardialen Ischamie der Zelltod durch Nekrose ein (Kagjstura et al.,
1996). In der Folge werden beim Infarktpatienten im Zentrum des Herzinfarkts vorwiegend
nekrotisch sterbende Zellen gefunden. Die Kardiomyozyten in den Infarktrandgebieten
unterliegen dagegen eher dem apoptotischen Zelltod (Olivetti et al., 1996). Im
tierexperimentellen Modell ist die Zunahme der Ischamie-induzierten Apoptose mit einer
verstarkten kardialen Expression des Apoptose-ausiosenden Oberfléchenrezeptors Fas
verbunden (Kajstura et al., 1996). Das Myokard aktiviert aber auch verschiedene kardio-
protektive Mechanismen, um der Zellschadigung durch Ischdmie zunéchst entgegen-
zuwirken. Dazu zahlt neben der Induktion von Hitzeschockproteinen (HSP) (Dillmann et
al., 1986; Mehta et al., 1988) die erhthte Expression des antiapoptotischen Bcl-2 (Kajstura
et al., 1996), dessen Uberexpression zur Einschrankung des ischamischen Zellverlustes
fuhrt (Martinou et al., 1994; Shimizu et al., 1995). Anaog bewirkt auch die experimentelle
Hyperthermie mit Stimulation der Hitzeschockproteinexpression (Currie et al., 1988) oder
die Uberexpression von Hsp70 (Mestril et al., 1994) eine Verminderung der ultrastruk-
turellen Zerstérung des Myokards und der Zelllyse durch Ischamie sowie eine bessere
kontraktile Erholung nach der Reperfusion. Im Myokard konnte dabei eine direkte
Beziehung zwischen der induzierten Hsp70-Expression und dem Grad der Myokard-
protektion gezeigt werden (Marber et al., 1994). Die induzierbare Hsp70-Form vermittelt
die korrekte Proteinfaltung unter zelluldren Stressbedingungen und gehort neben dem
konstitutiv exprimierten Hsc70 zu den 70-kDa-Hitzeschockproteinen, welche die am
haufigsten exprimierte Familie der Hsp-Chaperone in eukaryotischen Zellen bildet
(Feldmann & Frydman, 2000; Harrison et al., 1987). Dartber hinaus wurde gezeigt, dass
die Hitzeschockproteine an der Beeinflussung des mitochondrialen Apoptoseweges
beteiligt sind. So kann sowohl Hsp70 als auch Hsp90 die Formation des Apoptose-
ausl 6senden Apoptosomkomplexes und die Aktivierung der Caspase-9 verhindern (Pandey
et al., 2000; Saleh et al., 2000).
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Obwohl die Expression dieser kardioprotektiven Faktoren unter ischdmischen
Bedingungen ausgelost wird, ist ihre Induktion nicht ausreichend, um wéhrend einer
akuten Ischamie den Verlust an Kardiomyozyten im Infarktzentrum aufzuhalten. DarUber
hinaus fihrt die Reperfusion des ischamischen Myokards zu einer weiteren Gewebe-
verletzung und zum apoptotischen Zelluntergang (Gottlieb et al., 1994). Nicht selten wird
dabel erst durch die Reperfusion und nicht die Ischamie eine akute Zellschadigung mit
Apoptose hervorgerufen (Freude et al., 2000). Dennoch konnte eine erhthte Expression
kardioprotektiver Proteine in den gefahrdeten Infarktrandgebieten oder im hibernating
Myokard mit moderater Mangeldurchblutung zum kardialen Schutz gegentiber Hypoper-
fusion und nachfolgender Reperfusion beitragen. Daher wurde an einem tierexperimen-
tellen Modell mit einer definierten Reduktion der myokardialen Durchblutung untersucht,
ob kardioprotektive Faktoren im hibernating Myokard induziert werden und somit zum
Schutz gegeniber Hypoperfusion und Reperfusion beitragen. Als kardioprotektive
Determinante wurde neben Hsp70 das antiapoptotische Bcl-2-Homolog Bcl-x, analysiert,
das Uberexprimiert, wie Bcl-2, den Ischdmie-induzierten Zelltod von Kardiomyozyten
verhindert (Shimizu et al., 1995), aber im Myokard 10°>-fach héher transkribiert wird als
Bcl-2 (vgl. 7.1). Um die pathophysiologische Geféhrdung des Myokards durch die
verminderte Durchblutung einzuschatzen, wurde vergleichend die Expression des
antagonistischen Heterodimerenpartners von Bcl-x,, dem proapoptotischen Bak (Holinger
et al., 1999), charakterisiert.

Kurzzeit-Hibernation und Stunning im Myokard des Schweins

Als experimentelles Tiermodell fir die Versuche zur Myokardhypoperfusion diente das
Schwein, weil es analog dem Menschen Uber keinen ausgepragten myokardialen
Kollateralenkreislauf verfugt und deshalb die Entwicklung des Herzinfarkts ghnlich ist
(Schulz & Heusch, 1995). Die Untersuchungen fanden in Zusammenarbeit mit der
Abteilung fur Pathophysiologie des Universitétsklinikums Essen an Goéttinger Mini-
schweinen statt (vgl. 7.2.). Durch Abbinden der proximal links anterior hervorgehenden
Koronararterie (LAD) wurde Uber 90 Minuten eine regionale Mangeldurchblutung im
linken Ventrikel erzeugt, die den transmural myokardialen Blutfluss um annahernd 50 %
von 0,77 + 0,14 auf 0,38 + 0,09 ml-mint.g? (p<0,05) reduzierte. Die Entnahme der
linksventrikuléren Gewebeproben erfolgte transmural aus dem Perfusionsbett der LAD
nach verschiedenen Zeiten der Hypoperfusion im hibernating und nach 30 Minuten
Reperfusion im stunned Myokard. Die Kontrollbiopsien wurden aus dem nichthypoper-

fundierten Ventrikelbereich der linken Circumflexarterie entnommen. Die Charakteri-
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sierung von Kurzzeit-Hibernation und myokardialem Sunning erfolgte anhand

kardiologischer und biochemischer Parameter.

Durch das Abbinden der LAD wurde nach 5 Minuten Hypoperfusion besonders im
subendokardialen Bereich der Blutfluss um mehr als 50 % vermindert (vgl. 7.2.). Das
hibernating Myokard zeichnete sich dabei durch eine gleichzeitige Reduktion von
kontraktiler Funktion und Sauerstoffverbrauch aus. Die zelluldren Speicher an Kreatin-
phosphat wurden zunédchst aufgebraucht, aber das Myokard zeigte trotz Laktatanstieg keine
Anzeichen von nekrotischen Zelluntergangen. Die in diesem friihen Stadium auftretenden
metabolischen Veranderungen erholten sich durch die paralele Abnahme der kardialen
Funktion im Verlauf der anhatenden Hypoperfuson wieder und passten sich dem
verminderten Bedarf an. So erreichte nach 90 Minuten Mangeldurchblutung der
Kreatinphosphatgehalt des Myokards anndhernd die Kontrollwerte, und der Laktatanstieg
wurde vermindert. Der physiologische Zustand des myokardialen Hibernation hatte sich
eingestellt. Auch 30 Minuten nach der Reperfusion des Kurzzeit-hibernating Myokards
blieben die kontraktile Funktion und der Sauerstoffverbrauch reduziert, obwohl der
transmurale und subendokardiale Blutfluss bereits normalisiert waren. Das Myokard

befand sich im Stunning-Zustand.

3.2. Charakterisierung der Sus scrofa cONA-Sequenzen von Bcl-x. und Bak

Die mRNA-Expressionsanalysen Bcl-2-homologer Proteine im hibernating und stunned
Myokard des Schweins machten die Klonierung der Sus scrofa cDNAs fur Bel-x, und Bak
erforderlich (vgl. 7.2.). Die Sequenzierung der bcl-x. cDNA vom Schwein ergab dabel eine
sehr hohe Sequenzhomologie (>90 %) im gesamten kodierenden Bereich sowohl zur
humanen (Boise et al., 1993) als auch zur cDNA-Sequenz von Maus (Gonzaez-Garcia et
al., 1994) und Ratte (Shiraiwa et al., 1996). Nach Ableitung der Aminosduresequenz
konnte besonders innerhalb der Bcl-2-Homologiedoméanen (BH) und im C-terminalen
Transmembranbereich eine starke Konservierung der Aminosauresequenzen mit vollstan-
diger Ubereinstimmung zwischen den Spezies festgestellt werden. Anhand der cDNA-
Sequenzen beider bcl-x-1soformen bel-xs und bel-xz von Mensch, Maus oder Ratte konnten
die Speilistellen innerhalb der Sus scrofa bcel-x. cDNA zugeordnet werden, um die mRNA-
Expressionsanalyse von Bcl-x. im Schwein zu ermdglichen. Darliber hinaus zeigte auch
die Sequenzierung der Sus scrofa cDNA von Bak im kodierenden Bereich eine sehr hohe



Homologie (>90 %) zur humanen cDNA-Sequenz (Farrow et al., 1995), deren Amino-
saureabl eitung wiederum eine vollstandige Konservierung in den BH-Doménen ergab.

Die ausgesprochen hohe Konservierung innerhalb der funktionellen Domanen der Bcl-2-
homologen Proteine bestétigt dabel die Bedeutung der BH-Regionen fur die Funktionen
von Bcl-x. und Bak an der mitochondrialen Membran und ihr Dimerisierungsverhalten
untereinander (Sattler et al., 1997) und mit anderen Proteinen der Bcl-2-Familie (Reed,
1996). Um zu verdeutlichen, wie stark die Homologiedoméanen innerhalb der Bcl-2-
Proteinfamilie konserviert sind, wurden die BH-Regionen von Bcl-x, und Bak vom
Schwein miteinander verglichen und ergaben besonders in BH1 mit 80 % fir identische

und konservierte Aminosauren eine sehr hohe Aminosaurelibereinstimmung.

3.3. mRNA-Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie im Kurzzeit-hibernating
und stunned Myokard

Am tierexperimentellen Modell zur myokardialen Hypoperfusion und Reperfusion konnte
weder flur das antiapoptotische Bcl-2-Homolog Bcl-x. noch fir das induzierbare
Hitzeschockprotein Hsp70 eine erhthte MRNA-Expression im Kurzzeit-hibernating und
stunned Myokard des Schweins festgestellt werden (vgl. 7.2.). Darlber hinaus war auch
die mRNA-Expression des proapoptotischen Bcl-x -Antagonisten Bak unveréndert.
Obwohl aufgrund der begrenzt entnehmbaren Gewebemengen keine Untersuchungen zur
apoptotischen DNA-Fragmentierung maoglich waren, deuten die Analysen zur mRNA-
Expression darauf hin, dass im hibernating Myokard der Apoptosemechanismus trotz der
anhaltenden Mangeldurchblutung nicht induziert wird. Im Gegensatz dazu wird unter
akuter kardialer Ischamie in den Kardiomyozyten die Expression von Hsp70 (Knowlton et
al., 1991) aber auch vom antiapoptotischen Bcl-2 (Kastura et al., 1996) unmittelbar
ausgelost. Demzufolge ist insbesondere die unveranderte mRNA-Expression des
induzierbaren Hsp70 kontrér zur unter starker Mangeldurchblutung und nach Reperfusion
(Plumier et al., 1996) beobachteten schnellen Hsp70-Induktion. Die Ergebnisse am
moderat hypoperfundierten Herzen weisen daher darauf hin, dass im Myokard mit einer
50%igen Restdurchblutung die funktionelle und metabolische Anpassung des Gewebes
durch Hibernation ausreichend ist, um sowohl wahrend der Hypoperfusion als auch nach
Reperfusion im stunned Myokard den apoptotischen Zelluntergang zu verhindern.
Obgleich die experimentelle Uberexpression der Hitzeschock- und antiapoptotischen
Bcl-2-Proteine zur Verminderung der Ischéamie-induzierten Zellschadigung beitragt
(Mestril et al., 1994; Shimizu et al., 1995), ist bisher unklar, ob ihre pathophysiologische
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Induktion den Verlust von Kardiomyozyten durch Ischamie und Reperfusion verhindern
kann. Dennoch deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass im hypoperfundierten Myokard,
das sich funktionell und metabolisch durch Hibernation noch an die Mangel durchblutung
anpasst, die zellulare Adaptation an die verminderte Perfusion nicht durch eine
gleichzeitige Induktion der untersuchten Zellschutzproteine vermittelt wird. Die
unverdnderte Expression kardioprotektiver Faktoren, wie Hsp70 und Bcl-x., konnte
dartber hinaus nicht nur im Zustand des Kurzzeit-Hibernation sondern auch unter

Langzeitbedingungen (24 h) am gleichen Tiermodell bestétigt werden.

Das tierexperimentelle Modell zur Analyse von Hibernation und Sunning am
Schweinemyokard schliefd ungeachtet dessen nicht aus, dass unter physiologischen
Umstanden im hypoperfundierten Myokard des Patienten mit einer eingeschrankten
Koronarreserve zwar verschiedene kardioprotektive Faktoren, aber auch der apoptotische
Zdeluntergang induziert werden. In Abhangigkeit von der Belastung des Herzens
(Herzfrequenz-, Blutdruckveranderungen) wechseln sich im Myokard des Patienten Phasen
der Hypoperfusion (Kurzzeit-Hiberntion) mit Phasen der Reperfusion (Sunning) ab.
Kommt es zum repetitiven Sunning, bei dem die Funktionsgenesung zwischen den Phasen
der Mangeldurchblutung nicht mehr ausreichend ist, kann das Myokard auch in den
chronischen Zustand des Hibernation mit dem Verlust kontraktiler Elemente Ubergehen
(Heyndrickx, 1995). So konnten besonders bei Patienten mit einem hohem Schweregrad
des myokardialen Hibernation (Elsasser et al., 1997), aber auch unter &dhnlichen
Bedingungen im Schweinemodell mit einer 50%igen Langzeithypoperfusion (Chen et al.,
1997), apoptotisch sterbende Kardiomyozyten nach 24 h nachgewiesen werden. Ob der
apoptotische Zelluntergang unter diesen Bedingungen auch mit der Induktion kardio-

protektiver Gene einher geht, ist jedoch ungewiss.

4. Einflussder laminaren Schubspannung auf die Apoptoseinduktion in
humanen Endothelzellen

4.1. Bedeutung des Gefal3endothels bei der Entstehung kardiovaskularer

Erkrankungen

Die Endothelzellen der Gefé3wand spielen in der Vasomotorik der Geféle und somit in
der Blutdruckregulation und Organdurchblutung eine entscheidende Rolle. In gesunden
Blutgefal3en findet dabei ein geringer turnover an endothelialen Zellen statt. Die
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Beschéadigung des Endothels hingegen tragt zur Pathogenese der Atherosklerose aber auch
zum Fortschreiten entzindlicher Prozesse oder zur Entstehung von Koronarspasmen bel
(Ross, 1993, 1999). Dabel zeichnen sich vor allem die Pradilektionsstellen, an denen sich
atherosklerotische Plagues bevorzugt entwickeln, durch einen erhdhten turnover der
Endothelzellen aus (Caplan & Schwartz, 1973). Dieser erhohte turnover endothelialer
Zellen scheint dabei auf eine gesteigerte Apoptoserate der Endothelzellen mit verstérkter
Sengitivitdt der Geféldregion gegentiber der Entwicklung atherosklerotischer Plaques zu
basieren (Dimmeler et al., 1998), da atherogene Risikofaktoren, wie oxidativ modifiziertes
low density-Lipoprotein (oxLDL) (Li et al., 1998a), ein erhdhter Zuckerspiegel (Du et al.,
1998), oxidativer Stress (Hermann et al., 1997) oder Angiotensin Il (Dimmeler et al.,
1997c), den apoptotischen Zelluntergang in Endothel zellen ausl 6sen kénnen.

Unter nichtpathologischen Umstéanden schiitzen sich die Endothelzellen der Geféldwand
dabel selbst vor Apoptose. Hierbel spielt die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) durch
die Endothelzellen eine wichtige Rolle (Furchgott et al., 1987; Palmer et al., 1987). Bel
einem niedrigen NO-Spiegel, der durch die endothelidle NO-Synthase (ecNOS)
aufrechterhalten wird, schiitzen sich die Endothelzellen Uber einen cGMP-abhangigen
Mechanismus unter Aktivierung cGMP-abhangiger Proteinkinasen gegeniber dem
apoptotischen Zelluntergang (Polte et al., 1997). Dartiber hinaus fuhrt die NO-Bildung zur
S-Nitrosylierung eines essentiellen Cysteinrestes im aktiven Zentrum der Apoptose-
induzierenden Caspasen (Melino et al., 1997). Die endotheliale NO-Freisetzung und nach-
folgende S-Nitrosylierung der Caspasen resultiert in ihrer Inaktivierung und dem NO-
abhangigen Schutz der Endothelzellen gegenliber verschiedenen apoptotischen Stimuli. In
den Gefdlien findet dabel eine kontinuierliche NO-Freisetzung durch die in Richtung des
stromenden Blutes wirkende biomechanische Kraft (Schubspannung, shear stress) auf die
endothelialen Zellen statt (Busse & Fleming, 1998). So konnte durch den Einfluss einer
gleichmaldigen, laminaren Schubspannung die potentielle antigpoptotische und anti-
atherosklerotische Wirkung auf Endothelzellen nachgewiesen werden (Dimmeler et al.,
1996; Traub & Berk, 1998). Dartiber hinaus verhindert die Stimulation der Endothelzellen
durch laminare Schubspannung nicht nur die endotheliale Apoptose im Vergleich zu
stationdren Zellen ohne Stromungseinfluss sondern auch den apoptotischen Zelluntergang
durch proatherosklerotische und proapoptotische Faktoren (oxLDL, Sauerstoffradikale,
Angiotensin Il) (Dimmeler et al., 1997c; Hermann et al., 1997; Li et al., 1998a).

Da sich atherosklerotischen Plagues bevorzugt in Geféabereichen mit ener lokal

reduzierten oder turbulenten Blutstromungen entwickeln (Virchow, 1860), vermittelt
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besonders die laminare Stromung des Blutes die antiapoptotische Wirkung auf
Endothelzellen und beeinflusst die Atherogenese (Glagov et al., 1988). Die molekularen
Mechanismen der antiapoptotischen und antiatherosklerotischen Wirkung von laminarer
Schubspannung sind bisher nur unvollsténdig verstanden. Dartiber hinaus ist unklar, ob an
der Vermittlung dieses protektiven Effektes die Proteine der Bcl-2-Familie beteiligt sind
und ob ihre Bildung von der endothelialen NO-Freisetzung abhangt.

4.2. Verminderte Apoptoseinduktion und veranderte Expression Bcl-2-&hnlicher

Proteine durch laminar e Schubspannung in humanen Endothelzellen

Um den Einfluss des Blutstroms auf die endotheliale Expression von Proteinen der Bcl-2-
Familie zu untersuchen, wurden kultivierte, konfluente Endothelzellen aus humanen
Nabelschnurvenen (HUVEC) in einem in vitro-Modell einer laminaren Schubspannung
verschiedener physiologischer Werte ausgesetzt. Wie in Abb. 9 schematisch dargestellt,
kam als experimentelles Modell zur Expressionsanalyse Bcl-2-homologer Proteine nach
Applikation chronischer arterieller und vendser laminarer Schubspannung auf humane
Endothelzellen ein nach Sdougos et al. (1984) modifiziertes Plattenkegel viskosimeter zum
Einsatz. Diese Plattenkegelapparatur wurde in Zusammenarbeit mit dem Zentrum fir
M edizinische Grundlagenforschung (ZMG) und dem Institut fur Biophysik der Universitat
Halle etabliert. Da das Ausmal3 der Schubspannung nicht nur von der Geschwindigkeit
des Blutstroms sondern auch vom Durchmesser des Blutgefal3es abhangt, wurde mit 1
dyn-cm? eine Schubspannung des mittleren vendsen Blutstroms und mit 15 bzw. 30
dyn.cm? eine Schubspannung von zwei arteriellen Blutstrdmungen in den mittleren
Arterien bzw. in der Aorta und den Arteriolen appliziert. Eine chronische Applikation
hoher laminarer Schubspannung verursacht dabei eine Differenzierung und Ausrichtung
der Endothelzellen in Richtung der Strémung (Dewey et al., 1981). Anhand der apopto-
tischen Freisetzung von Histon-assoziierten DNA-Fragmenten aus dem Zellkern (Cohen,
1993) konnte im Vergleich zu stationdren, humanen Endothelzellen ohne Einwirkung von
laminarer Schubspannung gezeigt werden, dass durch eine anhaltende hohe Schubspan-
nung arterieller Werte (15, 30 dyn.cm™®) die endotheliale Apoptose reduziert wird (vgl.
7.3.). Dieser verminderte Untergang der Endothelzellen durch Apoptose geht dabei mit
einer erhdhten Expression des antiapoptotischen Bcl-2-Homologen Bcl-x. einher, das bel
der Aufrechterhaltung der basalen Endothelzellstabilitét und -Lebensdauer eine wichtige
Rolle in den Endothelzellen zu spielen scheint (Ackermann et al., 1999). Die gleichzeitige
Inhibierung der endothelialen NO-Synthase hingegen verringert die basale und Schub-
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spannungs-induzierte Expression der Bcl-x.-mRNA deutlich und deutet damit auf die
Abhangigkeit des antiapoptotischen Effektes von der endothelialen NO-Bildung hin
(Dimmeler et al., 1997Db).

Plattenkegel Winkelgeschwindigkeit, ®

Winkel des

Viskositat des Plattenkegels, 0L

Mediums,n

Schubspannung, T =———

Abb. 9. Plattenkegelappatur zur Applikation von laminarer Schubspannung auf Endothelzellen.
Kultivierte humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden einer laminare Strémung
verschiedener physiologischer Level unterworfen: 1 dyn-cm? (mittlere Schubspannung in venésen Blutge-
faken), 15 und 30 dyn-cm (zwei arterielle Schubspannungswerte). Der Winkel o des Plattenkegels betrug
0,5°, um in alen Félen mit R(r’wa®2n™")«4 (Sdougos et al., 1984) eine laminare Strémung Uber den
Endothelzellen sicherzustellen.

Im Gegensatz zu Bcl-x. unterliegt die Expression des antiapoptotischen Bcl-2 nicht der
biomechanischen Kraft der arteriellen Schubspannung, und die Mcl-1-mRNA-Expression
wird erst bei 30 dyn.cm® geringfiigig induziert. Es konnte aber auch eine erhéhte
Expression des proapoptotischen Bcl-2-Homologen Bak beobachtet werden. Daher kdnnte
es sich beim Anstieg der Bak-Expression um einen kompetitiven Effekt der ebenso
erhdhten Bcl-x -Expression in Endothelzellen unter arteriellen Schubspannungswerten
handeln. Jedoch ist die funktionelle Rolle von Bak unter verschiedenen physiologischen
Bedingungen noch ungeklart, da Uberexpressionsversuche auch zur Verminderung des
apoptotischen Zelluntergangs gefihrt haben (Kiefer et al., 1995). Darliber hinaus konnte
im Vergleich zum insuffizienten am nichtinsuffizienten, humanen Myokard eine erhthte
linksventrikuldre Expression von Bak gezeigt werden, obwohl die apoptotische DNA-
Fragmentierung im linken Ventrikel vermindert war (vgl. 7.1.).

Im Gegensatz zur arteriellen Schubspannung bei 15 und 30 dyn-cm™ fiihrt der chronische
Einfluss einer niedrigen laminaren Schubspannung des mittleren vendsen Wertes (1
dyn-cm?) in HUVEC nicht zur Abnahme der endothelialen Apoptose im Vergleich zu
stationdren Zellen (vgl. 7.3.). Da sich atherosklerotische Plaques bevorzugt in Gefal3-
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regionen mit einer geringen Blutstrémung oder Strémungsturbulenzen entwickeln (Glagov
et al., 1988; Traub & Berk, 1998), bestétigen diese Daten die Annahme, dass der an diesen
Prédilektionsstellen beobachtete Anstieg des Endothelzell-turnover (Caplan & Schwartz,
1973) auf einer Zunahme der endothelialen Apoptose basiert (Dimmeler et al., 1998).
Diese erhdhte Empfindlichkeit der Endothelzellen gegeniiber Apoptose geht mit einer
Reduktion der Bcl-2-mRNA-Expression unter venoser Schubspannung einher. Dartber
hinaus bleibt die Expression der Bcl-x.-mRNA bel geringer Schubspannung im Gegensatz
zum Anstieg unter hohen Stromungswerten konstant. Diese Ergebnisse unterstreichen
ferner, dass die Applikation einer niedrigen laminaren Schubspannung keinen anti-
apoptotischen Effekt auf die experimentell induzierte Apoptose im Vergleich zu hohen
arteriellen Schubspannungswerten in Endothel zellen hat (Dimmeler et al., 1996).

Die Abnahme der Apoptosesensitivitét humaner Endothelzellen unter Einfluss der
arteriellen Schubspannung bestdtigt dabei, dass der antiapoptotische Effekt einer
chronischen laminaren Schubspannung von der endothelialen NO-Bildung abhéngt
(Dimmeler et al., 1997b). So fuhrt die Inhibierung der endothelialen NO-Synthase durch
L-NNA nicht nur zur Reduktion der basalen und Schubspannungs-induzierten mRNA-
Expression des antiapoptotischen Bcl-x. sondern auch des antiapoptotischen Bcl-2,
wahrend die mMRNA-Expression des proapoptotischen Bax induziert wird (vgl. 7.3.).
Parallel wird auch die Schubspannungs-induzierte endotheliale Bak-mRNA-Expression
durch die Inhibierung der NO-Synthase reduziert. Anhand der Inhibitorstudien konnte der
Einfluss der endothelialen Stickstoffmonoxidbildung bei der Vermittlung des antiapop-
totischen Effektes bestétigt werden. So geht der NO-abhangige Effekt nicht nur mit einer
Caspaseinaktivierung durch S-Nitrosylierung in humanen Endothelzellen (Dimmeler et al.,
1997b) sondern auch mit einer erhdhten Expression des antiapoptotischen Bcl-x, durch
den chronischen Einfluss einer laminaren Schubspannung arterieller Stromungswerte

e nher.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Ansicht, dass in gesunden Blutgefél3en die NO-Bildung
einen protektiven Effekt auf die Zellen der Geféwand und somit die Endothelzellen
austibt. In atherosklerotischen Plaques ist die Situation jedoch grundlegend anders, da die
induzierbare NO-Synthase (iNOS) durch die Makrophagen in der Umgebung der Plagues
mit einem erhdhten oxidativen Stress verstarkt exprimiert wird (Buttery et al., 1996).
Dieser pathologisch erhdhte Stickstoffmonoxidlevel und die nachfolgende Bildung von
Peroxynitriten kénnen die Endothelzellapoptose und in den atherosklerotischen Lasionen

den apoptotischen Zelltod von Makrophagen und glatten Muskelzellen ausl6sen (Wang et
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al., 1999). Damit tragt die Apoptose zur Destabilisierung der atherosklerotischen Plaques
(Bjorkerud & Bjorkerud, 1996; Kockx et al., 1998) und im Fall der Ruptur zu lebens-
bedrohlichen Komplikationen, wie dem Herzinfarkt, bel.

5. Zusammenfassung

Das Zidl der vorliegenden Arbeit war, die Beteiligung von Proteinen der Bcl-2-Familie an
Apoptosevorgangen im kardiovaskularen System anhand von Expressionsanalysen zu
untersuchen. Dazu wurden Apoptose und Genexpression im hamodynamisch Uberlasteten
Myokard von Patienten mit terminaler Herzerkrankung, im regional mangeldurchbluteten
Herzmuskel am experimentellen Modell des Schweins sowie in humanen Endothelzellen
unter Einwirkung der durch den Blutstrom initiierten Schubspannung in einem Zellkultur-
modell analysiert. Darliber hinaus wurde in retrospektiven Studien der Einfluss einer
Entlastungstherapie mit Inhibitoren des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE-Hemmer)
sowie einer mechanischen Entlastung des terminal erkrankten Herzens durch chirurgische
Implantation von Ventrikuléaren Unterstitzungssystemen (VAD) auf die Expression von

Bcl-2 und seiner homologen Proteine untersucht.

5.1. Klinische Studien

Zunéchst wurde in einer klinischen Studie analysiert, ob im Endstadium der Herzinsuffi-
zienz eine veranderte Expression von pro- im Vergleich zu antiapoptotischen Proteinen der
Bcl-2-Familie zur erhdhten Sensitivitét von Kardiomyozyten gegentiber dem apoptotischen
Zdluntergang beitragt.

Das termina erkrankte Myokard ist durch eine erhdhte Apoptosehaufigkeit im Vergleich
zum nichttransplantierten Spendermyokard gekennzeichnet (vermehrte apoptotische DNA-
Fragmentierung und in situ TUNEL-Farbung), die mit einer verminderten Expression des
antiapoptotischen Bcl-x, einhergeht. Wahrend andere Proteine der Bcl-2-Familie (Bcl-2,
Mcl-1, Bax) in ihrer Expression unbeeinflusst bleiben, ist auch die Expression des
proapoptotischen Bak bel Herzinsuffizienz reduziert. Die mRNAs von Bcl-x,. und Bak

wurden anhand der in situ RT-PCR in den Kardiomyozyten nachgewiesen.

Eine medikamenttse Behandlung mit ACE-Hemmern fuhrt dabel zu einer teillweisen

Normalisierung der Bcl-x.- und vollsténdigen Angleichung der Bcl-2-Expression im
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Vergleich zum Spendermyokard. Sowohl fir Bcl-x, als auch fir Bcl-2 konnte eine positive
Korrelation zwischen der mRNA- und der Proteinexpression nachgewiesen werden.
Zwischen Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie oder ischdmisch bedingten
Herzerkrankung liegen im Endstadium der Herzinsuffizienz keine Expressionsunterschiede

vor.

Darliber hinaus konnte durch die mechanische Entlastung mit einem ventrikuldren
Unterstiitzungssystem (VAD) eine partielle Normalisierung der bei Herzinsuffizienz
verminderten linksventrikuléren Bcl-x.- sowie ein Anstieg der Mcl-1-mRNA gezeigt
werden. Die Reinduktion der Bcl-x -Expression ist zudem abhéngig von der Unterstiit-
zungszeit durch das VAD. Die hamodynamische Entlastung des terminal insuffizienten,
Uberdehnten Herzens mit maximaler neuroendokriner Aktivierung konnte durch einen

deutlichen Riickgang der Pro-ANF-mRNA unter VAD nachgewiesen werden.

Obwohl auch die myokardiale Apoptose durch VAD-Entlastung reduziert ist, konnte fur
die funktionellen Determinanten der myozytdren Kalziumhoméostase (Na'Ca’'-
lonenaustauscher, SR Ca?*-ATPase) im gesamten Patientenkollektiv keine signifikante
Normalisierung des mRNA-Expressionsverhaltnisses von SR Ca*-ATPase zu Na'Ca’*-
lonenaustauscher beobachtet werden, wohl aber in der Subgruppe von Patienten, die durch
eine verbesserte Expression von Bcl-x, /Bak und Mcl-1 unter VAD und durch eine klinisch
weniger schlechte Ventrikelfunktion vor der VAD-Implantation gekennzeichnet waren.

5.2. Experimentelle Studien

Die eingeschrénkte Durchblutung des Myokards (Hypoperfusion) bis hin zur vollsténdigen
Ischamie ist die haufigste Ursache fir die Entstehung und Manifestation von Herzerkran-
kungen. Bel einer langanhaltenden aber, weniger schweren myokardialen Ischamie, bel der
eine gewisse Restdurchblutung noch vorhanden ist, kann sich das Myokard durch

Hibernation an diese Mangelversorgung anpassen.

Im Model zur Kurzzeit-Hibernation am Myokard des Schweins konnte durch eine
regionale Hypoperfusion und nachfolgende Reperfusion weder fir das antiapoptotische
Bcl-x. noch fur die induzierbare Hsp70-Form eine veranderte mRNA-Expression beider
kardioprotektiver Faktoren beobachtet werden. Da auch das proapoptotische Bak unter
diesen Bedingungen nicht induziert wird, deuten die Ergebnisse auf eine ausreichende
funktionelle und metabolische Anpassung des Myokards durch Hibernation hin, um den

Ischamie-bedingten Zelluntergang von Kardiomyozyten zu verhindern.
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Die fur die tierexperimentellen Studien erforderliche Klonierung der Bcl-x. und Bak
cDNAs vom Schwein ergab nach Sequenzanalysen im Vergleich mit anderen Spezies eine

sehr hohe Konservierung.

Die ausreichende Durchblutung des Myokards ist unmittelbar mit der Funktion eines
intakten Geféallendothels und der durch den Blutstrom Schubspannungs-induzierten
Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) durch die endotheliale NO-Synthase verbunden.

Die Regulation der endothelialen Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie durch
Applikation von chronischer Schubspannung wurde an humanen Endothelzellen aus
Nabelschnurvenen (HUVEC) am Modell des Plattenkegel viskometers analysiert. Arterielle
laminare Schubspannung verringert dabei im Vergleich zu stationdren Endothelzellen die
Apoptoserate unter gleichzeitiger Induktion der Expression antigpoptotischer Bcl-2-
homologer Gene, wie Bcl-x. und Mcl-1. Daneben wird auch das potenziell proapop-

totische Bak durch arterielle Schubspannung induziert.

Die basale und Schubspannungs-abhéngige Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie ist
in humanen Endothel zellen teilweise von der NO-Bildung abhéngig. Die Applikation von
vendser laminarer Schubspannung hat keinen Effekt auf die Verminderung der

Apoptoseanfalligkeit humaner Endothelzellen.
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