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|. Einleitung

l. Einleitung

1.1 Epidemiologische Bedeutung der Herzinsuffizienz

Trotz deutlicher therapeutischer Fortschritte stellt die Herzinsuffizienz weltweit eine der haufigsten
internistischen Erkrankungen dar und geht vor allem in ihrem terminalen Stadium nach wie vor mit einer
Mortalitat einher, die der maligner Erkrankungen vergleichbar ist (Packer et al., 2001; Zannad et al.,
1999). So waren 1998 in Deutschland 48% der Todesfalle auf Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems
zurlckzufiihren und "Herzinsuffizienz" allein die haufigste Entlassungsdiagnose aus stationarer
Behandlung. Die Pravalenz und Inzidenz sind altersabhangig. Im Alter zwischen 45 und 55 Jahren leiden
weniger als 1% der Bevdlkerung an einer Herzinsuffizienz, zwischen dem 65. und 75. Lebensjahr bereits
2-5% und bei Uber 80 jahrigen fast 10%. Manner sind haufiger als Frauen betroffen mit einer
Geschlechterrelation von etwa 1,5:1. Die haufigsten Ursachen einer Herzinsuffizienz umfassen hierbei die
koronare Herzerkrankung (KHK) (54-70%), die idiopathische Kardiomyopathie (18-28%), den arteriellen
Hypertonus (9-20%) sowie Myokarditiden, Herzvitien, alkoholische Kardiomyopathien, Endokarditiden und
andere (Ho et al., 1993), (Kannel und Belanger, 1991). Die initiale myokardiale Schadigung durch eine
Druck-Volumen-Uberlastung oder durch einen direkten Gewebsverlust miindet jedoch unabhangig von
ihrer Genese in einer gemeinsamen dysfunktionellen Endstrecke. Diese ist charakterisiert durch eine
reduzierte kontraktile Funktion, eine gestorte intrazelluldre Kalziumhomdostase sowie durch eine
Erhéhung der Kalziumsensitivitat der Myofilamente (Gwathmey et al., 1987). Als Folge der
Minderperfusion peripherer Organe entsteht zudem eine systemische neuroendokrine Aktivierung. Die
Aktivierung des sympathischen Nervensystems und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, die
vermehrte Freisetzung von NO, Vasopressin, Zytokinen sowie erhdhte Plasmaendothelinspiegel fihren zu
einer peripheren Vasokonstriktion, Flissigkeitsretention, Arrythmieneigung und Katecholaminrefraktaritat
des Herzens (McMurray et al., 1992; Yazaki and Yamazaki, 1997). Die chronische Herzinsuffizienz stellt
somit einen dynamischen Prozess dar, bei dem Kompensationmechanismen in einen Cirulus vitiosus zu

einer weiteren kardialen Funktionsverschlechterung beitragen (Anversa et al., 1996).
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1.2 Klinisch experimentelle Therapieansatze der Herzinsuffizienz

Vor dem Hintergrund der groRRen volkswirtschaftlichen Bedeutung (Rich et al, 1997) und der trotz
deutlicher therapeutischer Fortschritte nach wie vor hohen Mortalitdt der Herzinsuffizienz muss daher
nach neuen Therapieansatzen gesucht werden, die Uber den bisherigen pharmakologischen Ansatz
hinaus die strukturelle und funktionelle Integritdt des Herzmuskels und somit auch die Prognose der
Erkrankung verbessern kénnen. Auch wenn neue Therapiemodalitdten, wie der gezielte kardiale
Gentransfer oder die zelluldre Kardiomyoplastie, heute noch rein experimenteller Natur sind, so kdnnten
diese doch in wenigen Jahren eine bedeutende Rolle in der klinischen Therapie der Herzinsuffizienz
spielen.

Einen neuen potentiellen Therapieansatz der Herzinsuffizienz stellt der Herzmuskelgewebsersatz dar.
Eschenhagen et al. entwickelten einen aus neonatalen Kardiomyozyten in vitro rekonstituierten
Herzmuskelgewebeverband (Eschenhagen et al., 1997). Dieser synzytiale Zellverband weist viele
physiologische und morphologische Eigenschaften von adultem, in vivo-Herzmuskelgewebe auf
einschlielich der Ausbildung von Sarkomeren, Desmosomen, gap junctions und T-tubularem System mit
Dyadenformation (Zimmermann et al., 2002b) und besitzt aus diesem Grund das Potential fiir eine
Herzmuskelgewebsersatztherapie (Eschenhagen et al., 2002). Die Praktizierbarkeit der Transplantation
von EHT auf das Herz von Ratten wurde kirzlich von Zimmermann et al. (Zimmermann et al., 2002a)
gezeigt. Interessanterweise kontrahierten und Uberlebten die transplantierten EHT s auf dem Rattenherz
wahrend des Untersuchungszeitraumes von 28 Tagen und waren vaskularisiert, innerviert und hoher
differenziert als vor der Transplantation (Zimmermann et al., 2002a). Limitierend fir eine Kklinische
Anwendung des kardialen Ersatzgewebes in der Herzinsuffizienz sind allerdings die elektrische
Integration des Herzmuskelersatzgewebes in das native Myokard (Reinecke et al., 1999), die
Abstoflungsreaktion (Zimmermann et al., 2002a) und die geringe Kraft des Ersatzgewebes.

Als weitere neue klinische Mdglichkeit zur Behandlung der Herzinsuffizienz ist die kardiale Gentherapie
bereits in greifbare Nahe gerlickt und konnte in klinischen Phase |- und Il-Studien bereits erste
therapeutische Erfolge erzielen (Bashir et al., 2002), (Francis et al., 2001). Anhand von Tiermodellen der
Herzinsuffizienz konnte prinzipiell gezeigt werden, dass der Transfer einzelner Gene mit einer
signifikanten Steigerung der Kontrakitilitdt einhergeht (Hajjar et al., 2000; Shah et al., 2001). Fir die

Weiterentwicklung dieser therapeutischen Ansatze wird es jedoch von entscheidender Bedeutung sein,
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weitere kardiale Faktoren zu identifizieren, die fiir die kardiomyozytare Funktion von zentraler Bedeutung

sind.

1.3 Regulation der kontraktilen Funktion des Herzmuskels durch Kalzium

Dem Kalziumion (Ca2+) kommt eine zentrale Rolle bei der elektromechanischen Kopplung zu, wie
klassische Studien von Ringer belegen (Ringer, 1885). Das Aktionspotential, das entlang der Oberflache
der Kardiomyozyte (Sarkolemm) generiert wird, initiiert den kontraktilen Proze® des Herzmuskels, indem
die Offnungswahrscheinlichkeit der sarkolemmalen Kalziumkanale (Dihydropyridinrezeptor/DHPR) durch
die Depolarisation erhdht wird. Das Kalzium, das durch die spannungsabhéngige Offnung der
sarkolemmalen DHPR in die Zelle einstrdmt, fiihrt zu einer Aktivierung und Offnung der
sarkoplasmatischen Ryanodin Rezeptoren und somit zu einer Kalziumfreisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum. Der relativ geringe Kalziumeinstrom uUber die L-Typ Kalziumkanale
(DHPR) triggert somit die Freisetzung einer fur die Kontraktion der Kardiomyozyte bedeutsamen
Kalziummenge aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) (calcium induced calcium release) (Marks,
2000). Der zytosolische Anstieg des freien Kalziums fiihrt zu einer erhéhten Bindungswahrscheinlichkeit
des Kations mit Troponin C, einer Komponente des Tropomyosin-Troponin-Komplexes, der entlang der
Aktinfilamente lokalisiert ist und den eigentlichen ca* Rezeptor des kontraktilen Apparates darstellt. Die
Bindung des Ca®* an Troponin C fiihrt zu einer Konformationsanderung im Tropomyosin-Troponin-
Komplex und ermdglicht so die Formation von Querbriicken zwischen Myosin und Aktin mit der
Konsequenz der Aktivierung des Querbriickenzyklus und der Verkirzung der Myofilamente der
Herzmuskelzelle (Huxley, 1990). Die Energie fir die myokardiale Kontraktion wird aus der Spaltung des
Adenosintriphosphates durch die Myosin ATP ase Aktivitdt wahrend der Interaktion des Myosins mit Aktin
gewonnen. Die anschlieRende Relaxation der Kardiomyozyte beginnt, sobald die Kalziumaufnahme in das
SR die zytosolische Kalziumfreisetzung Ubersteigt. Dabei steigt die Wahrscheinlichkeit der Dissoziation
des Kalziums vom Troponin C mit der sinkenden zytosolischen Kalziumkonzentration (Callewaert, 1992).
Die entscheidene Determinante der Ca* Sequestration in das sarkoplasmatische Retikulum ist die
sarkoplasmatische Retikulum ATP ase (SERCAZ2a), die hauptsachlich entlang der longitudinalen Tubuli

des SR lokalisiert ist. Der Kalziumtransport geschieht als primar aktiver Proze3 unter dem Verbrauch von
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ATP. Reguliert wird die SERCA2a Aktivitat durch das Protein Phospholamban (PLB), das durch seine
reversible Bindung an die SERCA2a die Aktivitat der Pumpe konstitionell hemmt (Lompre et al., 1994).
Die im Zuge der pB-adrenergen Signalkaskade stattfindende Phosphorylierung des Phospholamban erhéht
die sarkoplasmatische Kalziumaufnahme durch Sensitivierung der SERCA2a fiir Kalzium. Die
Kontraktionsgeschwindigkeit und die durch die Interaktion von Aktin und Myosin entwickelte Kraft korreliert
direkt mit dem freien zytosolischen Kalzium. Ein Anstieg der freien Kalziumkonzentration von 5 x 10" M
auf 6 x 10 M fiihrt zu der Entwicklung von 90% der Maximalkraft. Dem Kation Kalzium kommt somit eine

zentrale Rolle in der Steuerung der Kraftentwicklung des Herzmuskels zu.

1.4 S100 Proteinfamilie und S100A1

S100A1 ist ein kalziumbindendes Protein aus der Familie der S100 Proteine. Diese Proteine bilden mit
aktuell neunzehn Mitgliedern die groRte bekannte Subgruppe innerhalb der Superfamilie
kalziumbindender EF-Hand Proteine (Donato, 2001). Das EF-Hand Motiv, das in der Natur als
Kalziumkomplexbildner weit verbreitet ist, weist generell eine repetitive Helix-Loop-Helix-Sekundarstruktur
auf (Persechini et al., 1989). Diese Leitstruktur wurde erstmals im dritten kalziumbindenden Motiv des
Proteins Parvalbumin beschrieben und gibt der Proteinsuperfamilie als gemeinsames Kennzeichen ihren

Namen (Abb.l.1) (Moews and Kretsinger, 1975).

Abb.1.1

Helix |

Abb.l.1 veranschaulicht die Sekundarstruktur der
kalziumbindenden EF-Hand (a-Helix-Loop-a-Helix) nach Kretsinger
(1975) in einem dreidimensionalen Schema (Lewit-Bently und Rety,
2000). Beide a-Helices des kalziumbindenden Motivs kénnen durch
den gestreckten Zeige- (I) und Mittelfinger (ll) der rechten Hand
dargestellt werden. Sie sind durch einen linearen Abschnitt (Loop,
griiner Kreis) verbunden, der Kalzium wie in einer Bindungsnische
koordinativ bindet. Die Bindung von Kalzium in diesem Bereich
induziert durch die Verlagerung der Helix Il (roter Pfeil) eine

Konformationsdnderung der EF-Hand.
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Die gegenwartige Nomenklatur der S100 Proteinfamilie stiitzt sich im Wesentlichen auf die
Organisationsstruktur ihrer Gene in einem Cluster auf Chromosom 21. Gene dieses Clusters werden
terminal mit A gekennzeichnet und gemaR ihrer Position in Leserichting des kodierenden DNA Stranges
fortlaufend nummeriert (S100A1, S100A2, etc.) (Schafer and Heizmann, 1996). Eine Ausnahme bildet
S100B mit seiner Lokalisation auf Chromosom 22 (Allore et al., 1988). S100 Proteine sind kleine Proteine
(8-13 kD), die typischerweise zwei kalziumbindende DOmanen aufweisen (Abb.l.2) (Zimmer et al., 1995).

Magnetresonanztomographische Untersuchungen (NMR) zeigen, dass S100 Proteine bevorzugt Dimere

”mf\mmm@w
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Abb.l1.2

Abb.L.2 verdeutlicht die typische Sekundarstruktur einer monomeren S100 Untereinheit (Donato, 1991). Jedes
Monomer besteht aus zwei kalziumbindenden EF-Hand Motiven (Helix-Loop-Helix; H I-L1-H II, H lll-L2-H IV), die
durch eine Scharnierregion (Hinge; H) getrennt werden. Deutlich sind die Loops (L1, L2) beider EF-Hande zu
erkennen, die Kalzium koordinativ binden. Die Enden des Monomers (N und C terminal) weisen im Gegensatz zur
Scharnierregion eine ausgeprigte Hydrophobizitit auf und dienen unter anderem der Stabilisation des Dimers
(siehe Abb.5).

Abb.1.3

A B

S
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Abb.l1.3 A veranschaulicht die dreidimensionale Struktur von S100A1 (Wang, 2001). Zwei homologe Untereinheiten
(blau und orange) bilden je ein antiparalleles, kompaktes Homodimer (25x25x49 Angstrom). Jede Untereinheit
verfiigt liber zwei EF-Hande, die durch eine Scharnierregion getrennt sind. Die kalziumbindenden Loops der EF-
Hande sind durch braune Pfeile markiert. Das Dimer wird durch die antiparallele Uberkreuzung der Helix | und IV
beider Dimere stabilisiert. B verdeutlicht die Konformationsidnderung des Dimers nach Kalziumbindung (griin).
Deutlich ist die Auswiartsbewegung der Helix IV und | zu erkennen (rote Pfeile), die die hydrophoben Epitope des

Molekiils freilegen.
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bilden (Abb.l.3) (Drohat et al.,, 1998). Die Bindung von Kalzium Uber die EF-Hande l6st dabei eine

komplexe Veranderung der Tertidrstruktur des Dimers aus (Matsumura et al., 1998).

Die hydrophoben Pole des Monomers - N- (N) und C-terminal (C) — gruppieren sich zusammen mit dem
mittleren Anteil der Untereinheit - sog. Scharnierregion, im Folgenden auch Hinge region (H) genannt - an
den Oberflachen des dimeren Molekiils, um an Zielproteine zu binden. Die Hinge region, die die beiden
EF-Hande des Monomers strukturell trennt, weist eine S100 Isoform spezifische Primarstruktur auf. Es
wird angenommen, dass die Hinge region die Spezifitédt der Interaktion eines bestimmten S100 Proteins
mit seinen Zielproteinen vermittelt, die durch die hydrophoben N- und C-terminalen Flanken stabilisiert
wird (Heizmann and Cox, 1998). Die Struktur der S100 Proteine weist mit einer hohen Kalziumaffinitat und
einer niedrigen Kalziumbindungskapazitat die Charakteristik sogenannter Kalziumsensoren auf (Groves et
al.,, 1998). Im Zusammenhang mit ihrem gewebsspezifischen Expressionsmuster verleiht ihnen dies die
Fahigkeit, den Informationsgehalt des unspezifischen second messengers Kalzium in eine spezifische
Antwort eines Zelltyps umzuwandeln (Donato, 1991). Die hochkonservierte Molekulstruktur der S100
Proteine lasst in Analogie zu anderen, ebenfalls strukturell hochkonservierten Proteinfamilien (z.B. G-
Proteine, Histone, etc.) eine grundlegende Funktion der S100 Proteine im Rahmen der
kalziumabhangigen Signaltransduktion bzw. der Regulation =zelluldrer Funktionen vermuten. Die
Dysregulation der Expression einzelner S100 Proteine konnte bereits mit einer Reihe extrakardialer
Erkrankungen assoziiert werden. Beispielsweise scheint die veranderte Expression des neuronal
spezifischen S100B in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen eine wichtige Rolle zu spielen,
(Allore et al., 1988) wahrend S100A4 (Tulchinsky et al., 1993) und A6 (Lee et al., 1992) eine zentrale
Funktion in der Metastasierungskaskade des Mammakarzinoms sowie S100A8 (Passey et al., 1999) und
A9 (Kerkhoff et al., 1999) eine Schlusselrolle in der Entwicklung chronisch inflammatorischer Prozesse

einnehmen.

S100A1 wird vor allem im quergestreiften Muskel exprimiert und weist im Herzmuskel mit Abstand das
héchste Expressionsniveau auf (Kato and Kimura, 1985). S100A1 formt wie die meisten der S100
Proteine nach der Expression seiner monomeren o-Untereinheiten ein symmetrisches, antiparalleles

Homodimer (25 x 25 x 49 A) (Wang Z, 2001). Das S100A1 Dimer mit einer relativen Masse von 22 kD
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wird dabei Uber intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen und eine kovalente Disulfidbriicke
stabilisiert. Untersuchungen im friihen embryonalen Entwicklungsstadium des Herzens belegen eine enge
zeitliche und rdumliche Assoziation der Expression des Proteins mit der Entstehung der Herzhéhlen und
ihrer Trennung in Vorhofe und Ventrikel (Kiewitz et al., 2000). Dieses differentielle Expressionsmuster
findet sich auch im adulten Myokard wieder und Studien zur Transskription und Translation des S100A1
Gens im adulten Herzen weisen im linken Ventrikel die héchsten mRNA- und Proteinkonzentrationen nach
(Remppis et al., 1996). Eine bemerkenswerte Plastizitdt der Expression zeigt sich interessanterweise
auch in der Entwicklung der Herzinsuffizienz. Findet sich im Stadium der kompensierten Hypertrophie eine
gesteigerte Expression des Proteins (Ehlermann et al., 2000), so belegen Untersuchungen im Rahmen
der terminalen Herzinsuffizienz eine drastische Verringerung der Proteinexpression im Vergleich zum
Normalkollektiv (Remppis et al., 1996). Elektronenmikroskopische Studien zur subzellularen Verteilung
des Proteins im gesunden Herzmuskel konnten S100A1 mit dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) und
dem kontraktilen Apparat kolokalisieren (Haimoto and Kato, 1988) und weisen mit den oben genannten

Befunden auf eine Funktion des Proteins in der Regulation des kardialen Kontraktionszyklus hin.

1.5 Regulation der kontraktilen Funktion des Herzmuskels durch S100A1

Funktionelle Studien an S100A1 transgenen M&usen mit einer herzspezifischen Uberexpression des
Proteins konnten nachweisen, dass eine Uberexpression des Proteins in vivo zu einer signifikanten
Steigerung der systolischen und diastolischen Funktion des Myokards fuhrt (Most et al., submitted). Als
wesentliche Grundlage des positiv inotropen/lusitropen Effektes konnte sowohl eine Steigerung der
zytosolischen Kalziumtransienten durch Steigerung der SERCA Aktivierung sowie eine Reduktion der
Kalziumsensitivitat der Myofilamente durch S100A1 nachgewiesen werden (Remppis, 2002) (Most et al.,
2001). Daruber hinaus steigert S100A1 zusatzlich zu einer sympathomimetischen Aktivierung die
Kontraktilitdt des Myokards und weist somit einen alternativ additiv-inotropen Effekt auf. Trotz der positiv
inotropen Effekte fiihrt die Uberexpression der kardialen S100A1 Isoform jedoch nicht zur Ausbildung
einer kardialen Hypertrophie (Most et al., submitted). Diese Daten stehen im Einklang mit Beobachtungen
am Modell der S100A1 knock-out-Maus, in dem die S100A1 Defizienz ebenfalls zu keiner phanotypischen
Veranderung fihrt (Du et al.,, 2002). In der S100A1 knock-out Maus zeigen sich dariber auch keine

hamodynamischen Unterschiede unter Ruhebedingungen. Dagegen fihrt die akute B-adrenerge
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Stimulation zu einer verminderten hamodynamischen Antwort der S100A1 defizienten Mause mit einem
signifikant niedrigeren Anstieg des systolischen Ejektionsdruckes (SEP) sowie der ersten Ableitung des
maximalen linksventrikularen Druckanstieges (+dP/dt) bzw. Druckabfalles (-dP/dt) im Vergleich mit dem
Wildtyp (Du et al.,, 2002). Ein weiterer Hinweis fir die funktionelle Bedeutung von S100A1 fir die
kontraktile Funktion des Myokards zeigt sich unter chronischer Druckbelastung durch aortales banding. Im
Gegensatz zu den Kontrolltieren, bei denen eine adaptive Hypertrophie durch die Druckbelastung auch zu
einem Anstieg der myokardialen Kontraktilitdt fuhrt, bildet sich bei S100A1 knock-out Tieren eine
Hypertrophie aus, die mit einer signifikanten Reduktion der Kontraktilitdt einhergeht (Du et al., 2002). Die
gesteigerte myokardiale Kontraktilitdt der S100A1 transgenen Tiere und die verminderte Adaption der
S100A1 knock-out Mause an akuten und chronischen hamodynamischen Stre} belegen somit die

funktionelle Relevanz von S100A1 fiir die Regulation der kontraktilen Funktion des Herzmuskels.

1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Vor dem Hintergrund des Wirkprinzips von S100A1 als positiv inotroper Regulator der Herzfunktion (Most
et al.,, 2001)(Du et al., 2002) erscheint die myokardiale S100A1 Substitution in der Herzinsuffizienz
therapeutisch sinnvoll. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, klinisch experimentelle Ansatze zur
therapeutischen Nutzung des Proteins S100A1 in der Herzinsuffizienz zu entwickeln. Hierzu sollte sowohl
die Moglichkeit einer S100A1-vermittelten Kraftsteigerung von kunstlichem Herzmuskelgewebe zur
Herzmuskelersatztherapie, als auch die direkte Steigerung der Kontraktilitat des Herzmuskels durch einen

myokardialen S100A1 Gentransfer in vivo untersucht werden.
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Il. Methoden

1.1 Prinzip der Konstruktion eines E1/E3 deletierten Adenovirus zur S100A1 Uberexpression

Zur Durchfihrung eines S100A1 Gentransfers wurde als Vektor ein rekombinanter Adenovirus
konstruiert. Adenoviren sind in der Lage, Herzmuskelzellen zu infizieren und die zelleigene episomale
Transskriptions und Translationfahigkeit zur Produktion eigener Proteine zu nutzen. Vom Johns
Hopkins Oncology Center (Baltimore, MD, USA) wurde fir den Bau des S100A1 Virus ein System zur
Generation von rekombinanten Adenoviren zur Verfligung gestellt (He et al., 1998). Die adenovirale ~
41 kb Doppelstrang DNA war hierbei auf 2 Plasmide, pAdTrack-CMV (Abb.ll.1) und pAdEASY-1

(Abb.11.2), aufgeteilt.

Abb.II1 Abb.I1.2

EcoRV
Xba |
Hind Il

GFP CcMV Xho | Ampicillin
- Sal |

Kpnl PAC |
MCS
LITR \ Bgl Ii
Linker Arm

cMv

Rechter Arm

pAdTrack-CMV

pAdEASY-1
9220bp

33414bp

Kanamycin

Linker Arm Rechter Arm

Adenovirales Genom

PME I

Abb.IIl.1 und Abb.Il.2 veranschaulichen die zur Generation der rekombinanten Adenoviren verwendeten Plasmide. Die
S100A1 cDNA konnte hinter einen CMV Promotor in das Plasmid pAdTrack-CMV kloniert werden. Die
Vervollstandigung der adenoviralen Genomsequenz wurde durch die Rekombination des Klonierungsproduktes mit

dem pAdEASY-1 unter Ausnutzung homologer Sequenzen erreicht.

Far die Generation des rekombinanten S100A1 Adenovirus (AdvS100A1) wurde die S100A1 cDNA,
unter Kontrolle eines CMV-Promotors, in den pAdTrack-CMV kloniert (Abb.II.3). Hierzu wurde eine
Abfolge von bekannten singularen Schnittstellen der Plasmid-DNA (Multi Cloning Site (MCS)) genutzt.
Die verwendete S100A1 cDNA wurde aus einer humanen, kardialen cDNA Bank (HL 5506u, Clontech)

bezogen und durch Sequenzierung geprift (Gen Bank; Accession Count x58079). Eine flr ein griin
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fluoreszierendes Protein (GFP) kodierende DNA-Sequenz wurde von einem zweiten CMV Promotor

kontrolliert.
Abb.IL.3
EcoRV
Xba | Abb.I1.3 haulicht das PI id
Hind il 1.3 veranschaulic as Plasmi
GFP  CMV MCs pAdTrack/S100A1. Der pAdTrack/S100A1
LITR \Q— Bgl Il entstand durch die Klonierung der
‘ S100A1 cDNA in den pAdTrack-CMV
CcCMV
pAdTrack/S100A1 unter Nutzung der Bgl Il und der Hind IlI
9827bp Schnittstelle in der multi cloning site
Kanamycin (MCS) des Vektors.
Linker Arm Rechter Arm

PMEI

Nach der Insertion der S100A1 cDNA in den pAdTrack-CMV erfolgte die Rekombination dieses
Klonierungsproduktes mit dem gréeren Teil der adenoviralen DNA, in Form des 33414 bp
umfassenden pEASY-1, in E.Coli BJ 5183 (Abb.l1.4). Als Rekombinationsprodukt entstand die Plasmid
DNA eines Early 1 (E1: Basenpaare 1-3533) und Early 3 (E3: Basenpaare 28130-30820) deletierten
rekombinanten S100A1-Erstgenerationsadenovirus (pAd/S100A1). Die Generierung des S100A1
rekombinanten Adenovirus (AdvS100A1) erfolgte durch Einbringen des pAd/S100A1 in eine spezielle
Zellinie, den HEK 293 Zellen, welche die deletaren Gene E1 und E3 suplementierten. Die E1/E3
Deletion ist gleichzeitig auch ein Sicherheitsfaktor, um eine nicht gewollte Verbreitung des S100A1
Virus in der Umwelt zu verhindern. Der Transfektionsmarker GFP diente der Infektionskontrolle. Alle
Arbeiten, die mit der Replikation, Reinigung und der Verwendung der Viren zu Versuchszwecken

durchgefiihrt wurden, fanden unter Bedingungen der Sicherheitsstufe 2 (S2) statt.
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Abb.l11.4
GFP cmv
— EcoRV
e, Mcs Xba |
LITR k Hind 1l
pAdTrack/S100A1 | MV
9827bp Bgl Il
Kanamycin
Linker Arm Rechter Arm
PME I\
Ampicillin

PAC | Rechter Arm

Linker Arm

pAdEASY-1
33414bp

Adenovirales Genom

Abb.ll.4 beschreibt die Rekombination des die S100A1 cDNA enthaltenden Shuttlevektors pAdTrack/S100A1 mit dem
pEASY-1 zur Vervolistindigung des adenoviralen Genoms. Der pAdTrack/S100A1 wurde hierzu mit dem
Restriktionsenzym PME | blunt linearisiert und mit dem pEASY-1 in E.Coli BJ 5183 kotransfiziert. Die Rekombination

erfolgte liber die homologen Sequenzen des rechten (blau) und des linken (gelb) Armes.
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11.1.1 Schneiden von DNA

Restriktionsendonukleasen werden fur das Schneiden von DNA verwendet. Diese Enzyme erkennen
eine Abfolge von Basenpaaren und Schneiden an diesen Stellen die DNA spezifisch. Fur die
durchgefiihrten Verdaue wurde ein Protokoll nach Wilson (Wilson et al., 1993) angewendet und
angenommen, dal® 1 U des jeweiligen Restriktionsenzymes bei 37°C ~1 uyg DNA/h schneidet. Um ein
vollstandiges Schneiden der DNA zu erreichen, wurde die DNA {ber Nacht mit dem
Restriktionsenzym inkubiert. Die Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs
(NEB) bezogen und die von NEB fur die jeweiligen Enzymkombinationen empfohlenen Puffer
verwendet (New England Biolabs, Catalog 2000/2001).

Die humane S100A1 cDNA (Gen Bank; Accession Count x58079) war als 607 Basenpaare
umfassendes DNA Stiick in die multi cloning site (MCS) des Plasmides pBluescript sk” (pBSK') kloniert
(Abb.11.5). Von den 607 Basenpaaren kodierten Basenpaar 114 bis 398 fir das humane Protein
S100A1. In der MCS des pBluescript sk” befand sich 5°eine BamH | und 3 eine Hind Il Schnittstelle.

Hind Il Abb.I1.5 Darstellung des Vektors

S100A1 cDNA pBSK/S100A1. In diesem Vektor
befand sich 5°der S100A1 cDNA eine

Abb.IL.5

pBSK/S100A1 BamH | BamH | und 3 eine Hind Ill
~ 3600 bp Schnittstelle.

Diese Schnittstellenkombination des pBSK/S100A1 war kompatibel mit den Schnittstellen Hind Il und
Bgl Il in der MCS des adenoviralen Transfervektors pAdTrack-CMV, da BamHI und Bgl Il geschnittene
DNA Enden bei einer Ligation zusammensetzbar sind.

20 pg der pBSK/S100A1 DNA wurden hierzu mit 1pl (20 Units (U)) des Hind Il Restriktionsenzyms,
1ul (20 U) des Bam HI Restriktionsenzyms und 2 pl des Bam H1 Puffers in einem Volumen von
insgesamt 20 yl Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der pAdTrack-CMV wurde 5 'mit Bgl Il und 3 'mit Hind
Il geschnitten. 20 pg des pAdTrack-CMV Plasmids wurden mit 1ul (20 U) des Hind |l
Restriktionsenzyms, 1ul (20 U) des Bgl 1l Restriktionsenzyms und 2 pl des NEB Puffers 2 in einem

Volumen von insgesamt 20 pl ber Nacht bei 37°C inkubiert.
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11.1.2 Isolation und Aufreinigung von DNA

Als Produkt des Hind Ill/Bam HI Verdaues des pBSK/S100A1 entstanden die S100A1 cDNA (607 bp)
und der linearisierte pBSK (2960 bp). Der mit Bgl IlI/Hind Il linearisierte pAdTrack-CMV ergab ein
9196 Basenpaare umfassendes DNA Stick. Die Darstellung der DNA Banden erfolgte
elektrophoretisch auf einem Agarosegel (Abb.II.6). Fur die Herstellung von (1% wi/v) Agarosegelen
wurden 1,5 g Agarose in 135 ml H,O44 und 15 ml 10x TAE Puffer geldst. Diese Lésung wurde in der
Mikrowelle zum Kochen gebracht und nach Abkiihlen auf etwa 60°C mit 10 pg Ethidiumbromid
versetzt. Durch einen Kamm wurden an einem Ende des Geles Taschen erzeugt. Nach dem
vollstdndigen Abklhlen und Ausharten des Agarosegeles wurden der mit BamH | und Hind llI
geschnittene pBSK/S100A1 und der mit Bgl | und Hind Ill geschnittene pAdTrack-CMV jeweils in die
Taschen des Geles aufgetragen. In einer Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 120 V fur
30 min angelegt, wodurch die DNA Stlcke aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen zur
Anode gezogen wurden. Nach diesem Prinzip erfolgte eine Auftrennung der DNA Stlicke der GroRRe
(Basenpaaranzahl) nach (Abb.I1.6). Durch die Interkalierung des Ethidiumbromids mit der DNA konnte
die DNA im UV Licht sichtbar gemacht werden. Grolkenstandards (Smartladder, Eurogentec), die bei
jeder Auftrennung mitliefen, erlaubten eine sowohl qualitative als auch quantitative Auswertung der
DNA. Unter UV Anregung wurden das die S100A1 cDNA enthaltende 607 bp DNA Fragment und die
DNA des linearisierten 9196 bp pAdTrack-CMV mit dem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten
(Abb.II.7). Die ausgeschnittenen, DNA enthaltenden, Agarosegelstiicke wurden in Mikrospin Tubes
(Amicon) Uberfiihrt. Die DNA liegt dabei in einem Tube mit einem Filterboden. Dieses Tube steckt in
einem gréReren Auffangtube (Abb.ll.8). Durch die Zentrifugation der Microspin Tubes fir 10 min bei
13000 rpm in einer Tischzentrifuge floR das im Gel enthaltende Wasser mit der DNA durch den Filter
in das Auffangtube wahrend das Agarosegel durch den Filter im oberen Tube zuriickgehalten wurde.
Zu dem Volumen, in dem die S100A1 cDNA gel6st war wurde ein gleiches Volumen an Isopropanol
und ein Zehntel des Wasservolumens an 3M Natriumacetat hinzugefligt. Nach 15 minitigem Ausfallen
der DNA bei -80°C wurde die DNA fir 10 min mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert.
Das dabei entstandene DNA Pellet wurde in 500 pl 70% Ethanol gewaschen und danach erneut fur 5
min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das gewaschene DNA Pellet wurde dann in einen gewulnschten

Volumen an H,O44 aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

16



Il. Methoden und Material

Abb.I1.6 Abb.Il.7 Abb.I1.8
KATODE KATODE
I I N e I I I e
— pAdTrack-CMV —
(9196 bp)
—_— pBSK —_—
(2960 bp)
= S100A1 cDNA -
(607 bp)
24 bp
Fragment
ANODE (nicht sichtbar) ANODE
Abb.Il.6 Schematische Darstellung der elektrophoretischen Auftrennung des mit Hind Ill/Bgl Il geschnittenen

pAdTrack-CMV sowie des mit Hind

ll/IBamH | geschnittenen pBSK/S100A1 auf einem Agarosegel. Abb.II7

veranschaulicht schematisch die aus dem Agarosegel ausgeschnittenen pAdTrack-CMV und S100A1 cDNA Banden.

Abb.I1.8 zeigt die ausgeschnittene pAdTrack-CMV Gelbande in einem Mikrospin Tube.
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11.1.3 Ligation der S100A1 cDNA mit dem adenoviralen Transfervektor pAdTrack-CMV

Zur Ligation der S100A1 cDNA mit dem pAdTrack-CMV wurde ein Protokoll von Sambrook verwendet
(Sambrook, 1989). Ligasen sind Enzyme, die DNA Stlcke unspezifisch zusammensetzen. Die
Effektivitat einer Ligation hangt ab von der DNA Konzentration im Reaktionsgemisch, der Lange der
zu ligierenden DNA Sticke, der Kompatibilitdt der Basenpaare und dem mengenmafigen Verhaltnis
der DNA Stiicke zueinander. Zur Erfassung der DNA Konzentrationen wurden je 1 pl der BamH I/Hind
Il bzw. Bgl II/Hind Il geschnittenen und aufgereinigten S100A1 cDNA bzw. pAdTrack-CMV DNA auf
einem Agarosegel aufgetragen und die DNA Mengen mit Hilfe eines DNA Standards semiquantitativ
bestimmt. Fir die Ligation wurden 100 ng des pAdTrack-CMV Vektors und 300 ng der S100A1 cDNA
verwendet. In einem Volumen von 10 ul wurden je 1 ul der geschnittenen S100A1 DNA (50 ng/ul) und
der pAdTrack-CMV DNA (250 ng/ul) mit 1 pl Ligationspuffer (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,,

10 dithiothreitol, 1mM ATP, 25 pg/ml BSA) und 0,5 pl (200 U) Ligase tUber Nacht bei RT inkubiert

(Abb.11.9).
Abb.11.9
J
e’ /Jr{ .\_\
”'s:é : \
C, ? « —> ]\y\—V
RO !
_,)’ pAdTrack/S100A1

Ligase I«j\ pAdTrack-CMV

~\, S100A1 cDNA

Abb.I.9 Schematische Darstellung des Ligationsreaktionsgemisches. Auf der linken Seite der Grafik liegen die S100A1
cDNA und die pAdTrack-CMV DNA ungeordnet nebeneinander. Durch die Ligasereaktion bilden sich zufallig groRere
DNA Stiicke. Exemplarisch herausgehoben auf der rechten Seite der Grafik ist das gewiinschte Ligationsprodukt, die

in den Vektor pAdTrack-CMV eingefiigte S100A1 cDNA.
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1.1.4 Transformation des Ligationsproduktes (pAdTrack/S100A1) in E.Coli DH5,

Bei 121°C wurde 1 Liter Agarmedium fiir 15 min autoklaviert. Nach Abkihlung des Mediums auf 60°C
erfolgte der Antibiotikazusatz (50 pyg/ml Kanamycin). Jeweils 20 ml dieses Mediums wurden in einer
100 mm Petrischale unter sterilen Bedingungen zum Ausharten gegeben.

Kompetente E. Coli DHs, wurden auf Eis aufgetaut. In einem 17,0/100mm Roéhrchen wurden zu 100 pli
kompetenter E.Coli DHs, » 125ng DNA (5 ul des Ligationsansatzes) gegeben und auf Eis fir 15 min
inkubiert. Dieser Schritt diente der Anlagerung der in die Bakterien einzubringenden DNA an die
Bakterienwand. Unter Inkubation des Reaktionansatzes fiir 90 sec bei 42°C wurde die DNA in E. Coli
eingebracht. Im Anschluf} daran wurde der Transformationsansatz fir 2 min auf Eis gekthlt und 0,5 ml
LB Medium wurden zu dem Transformationsansatz pipettiert. Danach erfolgte eine Inkubation des
Transformationsansatzes fir 45 min bei 37°C und 600 rpm. 100 pl dieser Kultur wurden auf einer
Agarplatte mit Antibiotikaresistenz (50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Durch den letzten Schritt wurden die Bakterien, die Uber eine Kanamycinresistenz verfiigten,
von den Bakterien selektioniert, die durch das Antibiotikum aufgrund einer fehlenden Resistenz

abstarben.
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11.1.5 Kontrolle der Ligation

E.Coli DHs, wurden nach der Transformation des Ligationsproduktes auf Agarplatten mit 50 pg/mi
Kanamycin ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Auf den Agarplatten konnten sich aufgrund
der Selektionsbedingungen lediglich Bakterien mit einer Kanamycinresistenz vermehren. Diese konnte
entweder durch den unvollstéandig verdauten und religierten pAdTrack-CMV (Abb.l1.10) oder durch das
Ligationsprodukt aus pAdTrack-CMV und S100A1 cDNA (pAdTrack/S100A1) (Abb.Il.11) vermittelt
werden. Die Kontrolle des Ligationsproduktes pAdTrack/S100A1 erfolgte durch einen enzymatischen

NDE | Verdau und gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA Fragmente.

Abb.I.10 Abb.Il.11
EcoRV EcoRV
Xba | Xba |
Hind Il Hind Il
GFP  CMV Xho | GFP  CMV
e ial 1 | o Bgl
MCS pn
LITR \ Bl Il LITR & iwcs
CcMV CcMv
pAdTrack-CMV pAdTrack/S100A1
9220bp 9827bp
Kanamycin Kanamycin
Linker Arm Rechter Arm Linker Arm Rechter Arm

PME | PME |

Abb.Il.10 und Abb.Il.11 veranschaulichen die Plasmide pAdTrack-CMV und pAdTrack/S100A1, die beide eine

Kanamyinresistenz vermitteln. Bakterien, die eines dieser beiden Plasmide enthalten, werden auf den

Kanamycinagarplatten selektioniert. Die aus den selektionierten Bakterien isolierten Plasmide mussten deshalb
dahingehend uberpriift werden, ob es sich um den religierten Shuttlevektor (pAdTrack-CMV) oder um das gewiinschte

Ligationsprodukt (pAdTrack/S100A1) handelt.

Die auf der Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien wurden gepickt, zu je 1,5 ml LB Medium
Flissigkulturmedium gegeben und (ber Nacht bei 37°C zur Vermehrung der Ligationsprodukte
inkubiert. Die gesattigten 1,5 ml BakterienUbernachtkulturen wurde bei 13000 rpm pelletiert. Die
Isolation der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Standardprotokoll der Firma Quiagen nach der Methodik
von Birnboim (Birnboim, 1983). Der Uberstand der Bakterienkultur wurde dazu abgenommen und

verworfen. Das Pellet wurde mit 250 pl Puffer P1 versetzt und resuspendiert. Die Bakterieolyse wurde
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durch Zugabe von 250 ul Puffer P2 und 4-5 mal vorsichtiges Schitteln erreicht. Die Lysereaktion
durfte nicht langer als 5 min andauern, weil ansonsten die genomische DNA mobilisiert wurde. Die
Zugabe von 350 pl Puffer N3 und sofortiges leichtes Schiitteln stoppte die Lysereaktion. Die Lésung
wurde milchig und viskds. Die lysierten Bakterienwandbestandteile wurden fiir 10 min bei 13000 rpm
pelletiert. Die im Uberstand befindlichen Plasmide wurden vorsichtig abgenommen und in eine
vorbereitete Qiagen Spin Column pipettiert. Die Spin Columns wurden bei 13000 rpm fiir 30-60 sec
zentrifugiert und der Inhalt der Collection Tubes wurde verworfen. Die Plasmid DNA auf den Spin
Columns wurde durch Zugabe von 0,75 ml PE Puffer und anschlieiendes Zentrifugieren fiir 30-60 sec
gewaschen. Die Plamid DNA wurde schlieRlich mit 30 pl eines 90°C warmen Tris Puffers (10 mM, pH

8.5) eluiert.
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1.1.6 Rekombination von pAdTrack/S100A1 und pEASY-1

Die Zusammensetzung der vollstandigen rekombinanten adenoviralen DNA aus dem Plasmid
pEASY-1 und dem pAdTrack/S100A1 erfolgte durch Rekombination in E.Coli BJ5183 unter
Ausnutzung der homologen adenoviralen Sequenzen 1-480 (linker Arm) und 3534-5790 (rechter Arm)
(He et al., 1998). Der pAdTrack/S100A1 wurde wie unter Il.1.1 beschrieben mit PME | geschnitten
(Abb.11.12) und mit dem pEASY-1 rekombiniert (Abb.Il.13). Hierzu wurden 2 pg (1 pl) der pEASY-
Plasmid-DNA und 200ng, der linearisieten und wie unter I[1.1.2 beschrieben aufgereingten
pAdTrack/S100A1 DNA, in E. Coli BJ 5183 durch Elektroporation eingebracht. Die Transformation
erfolgte mit 50 pl elektrokompetenter BJ 5183 in 2,0 mm Kivetten bei 2500 V, 25 yF und 200 Q. Nach
der Elektroporation wurden die transformierten Bakterien mit 500 yl LB Medium fiir 30 min bei 37°C
und 600 rpm inkubiert. 100 pl dieser Kultur wurden auf eine Agarplatte mit Kanamycinresistenz (50

pg/ml) aufgetragen und fir 36 h bei 37°C inkubiert.

Abb.ll.12
GFP CcMV
— EcoRV
\‘ mMes Xba |
LR ‘ Hind Il
pAdTrack-S100A1 | MV
9827bp Bl
Kanamycin
Linker Arm Rechter Arm
PME I\
Ampicillin
Abb.IL.13 PAC | Rechter Arm

Linker Arm

pAdEASY-1
33414bp

Adenovirales Genom

Abb.II.12 und Abb.I1.13 beschreiben die Rekombination des die S100A1 cDNA enthaltenden Shuttlevektors
pAdTrack/S100A1 mit dem pEASY-1 zur Vervolistindigung des adenoviralen Genoms. Der pAdTrack/S100A1 wurde
hierzu mit dem Restriktionsenzym PME | blunt linearisiert und mit dem pEASY-1 in E.Coli BJ 5183 kotransfiziert. Die

Rekombination erfolgte iiber die homologen Sequenzen des rechten (blau) und des linken (gelb) Armes.

22



Il. Methoden und Material

11.1.7 Kontrolle des Rekombinationsproduktes

Das Plasmid pEASY-1 vermittelt eine Ampicillinresistenz und wachst nicht auf den Kanamycinplatten.
Der pAdTrack/S100A1 sowie das Rekombinationprodukt aus pEASY-1 und pAdTrack/S100A1, der
pAd/S100A1, vermitteln jeweils eine Kanamycinresistenz und wuchsen auf den Kanamycinplatten.
Aufgrund der langeren Basensequenz des pAd/S100A1 (z 41 kb) im Vergleich zum pAdTrack/S100A1
(=z 9,8 kb) wuchsen die Bakterien, die mit dem pAd/S100A1 transfomiert waren langsamer. Aus
diesem Grund wurden die kleineren, der auf den Kanamycinplatten gewachsenen, Kolonien gepickt
und in je 5 ml LB-Medium Kulturen mit Kanamycin (50pg/ml) hochgezogen. Die Plasmide wurden wie
unter 11.1.5 beschrieben isoliert. Das Rekombinationsprodukt wurde durch einen enzymatischen NDE |

Verdau und gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA Fragmente kontrolliert.

11.1.8 Verdau der S100A1 rekombinanten adenoviralen DNA

Der pAd/S100A1 wurde wie unter 11.1.4 und 11.1.5 beschrieben in E.Coli DHs, transformiert und
vermehrt. 50 yg der pAd/S100A1 DNA wurden mit PAC | wie unter 11.1.1 beschrieben geschnitten.
Durch das Schneiden des aufgereinigten pAd/S100A1 mit PAC | wurde die S100A1 rekombinante

lineare adenovirale DNA hergestellt (Abb.l1.14).

Abb.Il.14

LITR CMV GFP CMV S100A [ E1 und E3 deletiertes adenovirales Genom] RITR

Abb.Il.14 zeigt schematisch das Genom des S100A1 rekombinanten Adenovirus (AdvS100A1). Die Expression des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) und des S100A1 Proteins unterliegt der Steuerung durch je einen

Cytomegalieviruspromotor (CMV). Die adenoviralen Early 1 (E1) und Early 3 (E3) Sequenzen sind deletiert.
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11.1.9 Einbringen der S100A1 rekombinanten adenoviralen DNA in HEK 293 Zellen

Zur Herstellung funktionsfahiger Adenoviren wurde die linearisierte rekombinante adenovirale DNA in
HEK 293 Zellen eingebracht. Durch diesen Versuchsschritt kam es zur Translation adenoviraler DNA
und somit zur Produktion adenoviraler Proteine. HEK 293 Zellen supplimentierten die deletdren E1
und E3 Gene des Adenovirus, so dafl komplette und infektionsfahige Viruspartikel entstehen konnten
(He et al., 1998). Zur Verpackung der linearisierten rekombinanten adenoviralen DNA in Fettmizellen
wurden 50 pg des mit PAC | geschnittenen pAd/S100A1 mit 50 pl Lipofektamin gemischt. Die mit
Lipofektamin verpackte DNA wurde in 1 ml DMEM-Medium (serumfrei) aufgenommen und fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Eine zu 80% mit HEK 293 Zellen konfluente 145 mm Zellkulturschale
wurde 2 x mit 10 ml DMEM-Medium (serumfrei) gewaschen. Danach wurden die DNA verpackenden
Lipofektaminvesikel in 9 ml DMEN Medium (serumfrei) zu der HEK 293 Zellkultur gegeben. Durch das
Verschmelzen der Lipofektaminmizellen mit der Membran der HEK-Zellen wurden die HEK 293 Zellen

mit der rekombinanten adenoviralen DNA transfiziert (Abb.ll.15).

Abb.1113 Lipofektaminvesikel mit

rekombinanter adenovraler DNA

HEK Zellkultur

GFP Expression der
adenoviral infizierten
HEK Zellen

Die transfizierte HEK 293 Zellkultur wurde bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Zugabe von 15 ml
DMEM-Medium, versetzt mit 10% FCS und 1% P/S (sDMEM), erfolgte 8 h nach der Infektion. Die

Virusvermehrung in den HEK-Zellen wurde mit Hilfe der GFP-Expression kontrolliert (Abb.I1.15).
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1.2 Konstruktion eines Kontrollvirus (AdvGFP)

Zur Kontrolle der adenoviralen S100A1 Uberexpression und zur Abgrenzung von Effekten, die durch
das adenovirale Konstrukt selbst verursacht werden, wurde ein Kontrollvirus (AdvGFP) generiert. Der
AdvGFP war mit dem S100A1 Uberexprimierenden Virus (AdvS100A1), bis auf das Fehlen der
S100A1 cDNA, identisch (Abb.II.16). Zur Konstruktion des AdvGFP wurde wie unter Il.1 vorgegangen.
Der pEASY-1 wurde mit dem linearisierten pAdTrack-CMV rekombiniert. Das Rekombinationsprodukt

wurde in E.Coli DHs, vermehrt, linearisiert, aufgereinigt und in HEK 293 Zellen eingebracht (He et al.,

1998).
Abb.11.16
LITR CMV GFP CMV [ E1 und E3 deletiertes adenovirales Genom] RITR

- - - — T

Abb.I1.16 zeigt schematisch das Genom des adenoviralen GFP Kontrollvirus (AdvGFP). Die Expression des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) unterliegt der Steuerung durch einen Cytomegalieviruspromotor (CMV). Die
adenoviralen Early 1 (E1) und Early 3 (E3) Sequenzen sind deletiert. Der AdvGFP unterscheidet sich lediglich in der

fehlenden Sequenz der S100A1 cDNA von dem AdvS100A1.

1.3 Vermehrung und Anreicherung der rekombinanten Adenoviren

11.3.1 Virusvermehrung in HEK 293 Zellen

Die Virusvermehrung erfolgte gemal Akhter et al. (Akhter et al.,, 1997). 8 2 Tage nach der
Transfektion der HEK 293 Zellen mit der in Lipofektamin verpackten adenoviralen DNA wurden die
HEK 293 Zellen in sDMEM Medium von der Zellkulturschale abgenommen und in ein 50 ml Falcon
Tube Uberfuhrt. Die Lyse der HEK Zellen erfolgte durch dreimaliges Schockgefrieren in
Flussigstickstoff und Wiederauftauen bei 37°C im Inkubator. Das Lysat wurde bei 3400 rpm
zentrifugiert und die im Uberstand befindlichen rekombinanten Viren fiir die Infektion von HEK Zellen
aufbewahrt. Hierzu wurden die HEK Zellen in 15 ml sDMEM auf Kulturschalen (145 mm Durchmesser)
im Inkubator inkubiert (37°C, pH,O 47 mmHG, 95% O,, 5% CO,) und bei Erreichen einer Konfluenz
von 80% mit 0,5 ml des virushaltigen Mediums infiziert. 36 bis 48 h nach der Infektion wurde der

Infektionsgrad der HEK Zellen fluoreszensmikroskopisch und morphologisch bestimmt. Die Zellen
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waren bei ihrer Ernte zu =100% infiziert. Nach dem Abldsen der infizierten HEK Zellen mit einem
Zellschaber und Uberfiihrung in Falcon Tubes wurden diese bei 3400 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das HEK-Zellpellet wurde 2 x mit PBS (KH,PO, 10mM, K,HPO, 10 mM,
NaCl 120mM, pH 7.4) gewaschen und danach in 3 ml PBS aufgenommen. Die Lyse der HEK Zellen
und somit die Freisetzung der Viren aus den HEK Zellen erfolgte durch dreimaliges Schockgefrieren in
Flussigstickstoff und Wiedererwdrmen bei 37°C. Die freigesetzten Adenoviren und die lysierten HEK
Zellen wurden zur Eliminierung der HEK-Zell DNA mit 2 U/ml Rq1 RNA'se freier DNA'se fur 30 min
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die HEK Zell Proteine wurden durch Extraktion mit einem gleichen
Volumen an Freon (Merck) ausgefallt. Durch eine Zentrifugation bei 2000 rpm fir 10 min sammelten
sich die HEK-Zellproteine an der Wasser/Freon Grenzschicht (Abb.l1.17). Die wassrige obere Schicht,

in der die Viren enthalten waren, wurde abgenommen und in ein 50 ml Falcon Tube UGberfuhrt.

Abb.I1.17

Waéssrige Phase mit Adenoviren

HEK-Zellproteine

Freonphase

11.3.2 Virusanreicherung mittels Casiumchloriddichtegradienten

Die Virusanreicherung erfolgte nach Tollefsen et al (Tollefson, 1999). Der von HEK-Zell-DNA und
Proteinen gereinigte Virustiberstand wurde Uber einen Casiumchloridgradienten aufgereinigt. Hierzu
wurden 2 Casiumchloridlésungen mit unterschiedlicher Dichte (1,3 g/ml und 1,4 g/ml) hergestellt. In
ein 13 ml fassendes Polyallomertube wurden 4 ml des leichteren CsCl Stockes (1,3 g/ml) eingefiihrt,
die mit 4 ml des schwereren CsCl Stockes (1,4 g/ml) unterschichtet wurden. 4 ml des wassrigen
virushaltigen Uberstandes wurden auf den so vorbereiteten Céasiumchloridgradienten gegeben. Der

Casiumchloridgradient wurde fiir 3 h bei 200000g bei 4°C in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Nach
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dem Zentrifugationschritt befand sich das Virus, aufgrund der Dichte des Adenovirus von 1,33 g/ml, an
der Grenze beider CsCl Phasen (Abb.ll.18). Die blaulich schimmernde Virusbande wurde mit einer
Kanule abpunktiert. Eine darlber lokalsierte dinnere Bande enthielt lediglich Viruskapsid. Zur
Elimination restlicher Zellbestandteile erfolgte ein zweiter Ultrazentrifugationsschritt Gber einen
Casiumchloridgradienten mit einer Zentrifugationsdauer von 12h. Nach dieser zweiten Zentrifugation
wurde das Virus 2 x fir 4 h in 10000 MWCO Dialysekassetten gegen PBS dialysiert. Ein dritter

Dialyseschritt gegen PBS wurde tber Nacht durchgefihrt.

Abb.I1.19
CsClI (Dichte 1,3 g/ml)

Virusbande (Dichte 1,33 g/ml)
CsClI (Dichte 1,4 g/ml)

11.3.3 Testung der viralen Infektiositat durch einen Plaque Assay

Die Infektiositat der Viren wurde mit einem Plaque Assay nach Cauthen (Cauthen R, 1999) bestimmt.
Hierflr wurden fur beide Viruspraparationen (AdvS100A1 und AdvGFP) je 13 Kulturschalen (60 mm
Durchmesser) mit HEK 293 Zellen beschichtet und bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Ein
Virusaliquot wurde auf Eis aufgetaut und eine zehnstufige Verdiinnungsreihe in DMEM (102-1012 v/v)
hergestellt. Das Kulturmedium wurde von den Platten entfernt und jeweils 2 Platten wurden mit der
gleichen Verdinnungsstufe (100 pl) des Virus inkubiert. Die dreizehnte Platte wurde als
Negativkontrolle nur mit 100 yl DMEM Uberschichtet. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurden
die Platten mit je 5 ml einer handwarmen, sterilen 1,2% Agaraose/DMEM L&sung uberschichtet. Die
Agarose wurde hierfir in H,Oq44 gelOst, autoklaviert und zu gleichen Teilen mit DMEM gemischt.
Danach wurden die Platten erneut im Inkubator inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen erneut
mit einer frischen Schicht der Agarose/DMEM Lésung Uberzogen. 5-9 Tagen spater konnten die
ersten Plaques durch die adenoviral vermittelte Lyse der HEK 293 Zellen unter Durchlicht im

Mikroskop beobachtet werden. Die Kultur der Zellen wurde von nun an nach dem oben geschilderten
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Schema mit Phenol Rot (1 mg/l) eingefarbter Agarose/DMEM Loésung solange fortgesetzt, bis keine
neuen Plaques mehr sichtbar wurden (ca. Tag 12). Vor einem dunklen Hintergrund wurden die
Plaques, nun erkennbar als rote Punkte, mit einem Stift auf der Unterseite der Kulturschale markiert,
unter dem Mikroskop verifiziert und ausgezahlt. Die Plaqueanzahl zweier Platten einer
Verdunnungsstufe wurden addiert, das arithmetische Mittel gebildet und mit dem jeweiligen
Verdinnungsfaktor multipliziert. Das Ergebnis ergab die Anzahl der sog. ,Plaque forming units* pro mi

(PFU/ml), die die Aktivitat des Virus bzw. die Anzahl der infektidsen Viruspartikel angibt.
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1.4 Uberpriifung des adenoviralen Konstruktes an isolierten, ventrikuldren Kardiomyozyten
11.4.1 Isolation adulter Kardiomyozyten und S100A1 Gentransfer

Bei der Isolation adulter Kardiomyozyten der Ratte wurde nach dem Protokoll von Piper et al. (Piper et
al., 1990) mit einigen Modifikationen vorgegangen. Fur die Isolation der Rattenherzen wurden 3
Monate alte 300 - 400 g schwere, mannliche Sprague Dawley Ratten mit 5 mg/kg KG Xylazine und
100 mg/kg KG Ketamin intraperitoneal anasthesiert. Die Bauchhohle wurde erdffnet und 2.500 U
Heparin wurden in die V. Cava inferior injiziert. Nach der Praparation des Zwerchfelles und der
Eréffnung des Thorax wurde das schlagende Herz herausgenommen und sofort zum Ausschlagen in
eiskaltes, kalziumfreies Medium (AC Medium: KCL 5,4 mM, MgSQO,, 3,5 mM, NaPyruvat 0,05 mM,
NaHCO; 20,0 mM, Glukose 11 mM, HEPES 20 mM, NaGlutamat 23,5 mM, NaAzetat 4,87 mM, EDTA
10 mM, Phenol Rot 0,5 mM Butanedionemonoxime 15 mM, Kreatinin 20 mM, Kreatinphosphat 15 mM,
Taurin 15 mM, Insulin 27 IU/ml, pH 7,2) Uberfihrt. Mit der Perfusionskantile des Langendorfapparates
wurde die Aorta oberhalb der Aortenklappe kaniliert und in dieser Stellung fixiert. Das Lungengewebe
wurde vom Herz geldst, damit dieses in den Koronarien keine Embolien verursachen konnte. Das
Rattenherz wurde fir 5 Minuten mit AC Medium (Fluf3rate von 10 mil/min, 37°C, 95% CO, / 5% O,) in
einem offenen Kreislauf perfundiert. Die korrekte Lage der Perfusionskanile wurde am Abblassen der
Koronarien kontrolliert. Nach Auswaschen des Kalziums sistierte die Herzfunktion nach wenigen
Sekunden. Das Enzym Kollagenase Typ | (100 U/ml) wurde in das Perfusionsmedium (AC Medium)
gegeben und ein geschlossener Perfusionskreislauf hergestellt. Das Herz wurde fir 28 min mit der
Kollagenasel6sung intrakoronar perfundiert. Danach wurde das Herz vom Langendorffsystem entfernt
und der linke Ventrikel in AC Medium auf eine Zellkulturschale (145 mm Durchmesser) gelegt. Der
linke Ventrikel wurde vorsichtig kleingeschnitten, =zerfiel aber grofitenteils von allein. Die
Kardiomyozyten wurden, durch das Filtern der Zellen mit Hilfe eines autoklavierten Nylonnetzes mit
einer Porengrofe von 250 pym, von unverdauten Ventrikelstiicken isoliert. Vitale Kardiomyozyten
wurden durch die Kombination aus Kalziumtoleration und dichteabhangiger Sedimentation von
lysierten Zellen und Nichtkardiomyozyten getrennt. Hierflr wurde die Kalziumkonzentration in dem AC
Medium schrittweise (0,025 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM und 1,8 mM)
angehoben. Nach jeder Erhéhung der extrazellularen Kalziumkonzentration wurden die
Kardiomyozyten in einem Falcon Tube fir 5 min im Zellkulturschrank inkubiert (37°C, pH,O 47mmHg,
95%0,, 5%CO0,). Vitale, kalziumtolerante Herzmuskelzellen formten danach, aufgrund ihrer héheren

Dichte, ein sichtbares, weiches Zellpellet. Nichtkardiomyozyten und lysierte Zellen verblieben nach
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diesem Zeitraum noch im Uberstand. Der Uberstand wurde jeweils verworfen, die vitalen
Kardiomyozyten im AC Medium mit der nachsthéheren Kalziumkonzentration resuspendiert. Das
Pellet des letzten Schrittes wurde in 40 ml Medium 199 (Sigma) mit Zusatzen von 5% FCS, 15 mM
Hepes und 1% P/S aufgenommen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt. Die isolierten, ventrikuldaren Kardiomyozyten wurden auf Zellkulturschalen (145 mm
Gewebekulturschalen) kultiviert (37°C, pH,0 47mmHg, 95%0,, 5%CO,).

Vier Stunden nach Isolation der Kardiomyozyten erfolgte die Infektion mit dem AdvS100A1 oder dem
AdvGFP. Die Kardiomyozyten (5x104 Zellen pro Schale) wurden, um eine 100%ige Infektionsrate zu
erzielen, mit einer zwanzigfach hoheren Anzahl infektionsfahiger viraler Partikel (1x106 ~ 0,01 ul
Virus/Schale; PFU/mI = 10”) inkubiert. Hierzu wurden die Viren unter 5 mindtigen Schiitteln (60/min)
direkt in das Zellkulturmedium (2 ml) gegeben. 24 Stunden nach adenoviraler Infektion (Inkubation bei
37°C, pH,O 47mmHg, 95%0,, 5%CO,) erfolgte die Kontrolle der Vitalitat der Kardiomyozyten anhand

der Zellmorphologie sowie die Infektionskontrolle mit Hilfe des Transfektionsmarkers GFP.

11.4.2 Kontraktilitatsmessung isolierter Kardiomyozyten

Die transfizierten, adulten Kardiomyozyten wurden 24 Stunden nach der Virusinfektion in einer mit
Carbogen aquilibrierten (95% O,, 5% CO,) Kammer in Medium 199 (1,8 mM Ca2+) bei
Raumtemperatur gemessen. Der jeweils zu messende Myozyt wurde mit einem invertierten Nikon
Mikroskop (ECLIPSE TE 300) bei 40-facher VergroRerung visualisiert und mit einer digitalen
Videokamera (CD800, Philips) im Phasenkontrast auf einem Videomonitor sichtbar gemacht. Die
kontrastierten longitudinalen Enden des Kardiomyozyten wurden im digitalisierten Bild mit Hilfe des
videogestltzten Kontrasterfassungssystems (VED; Crescent Electronics, Utah, USA) erfal’t, wodurch
die systolisch-diastolischen Bewegungen des Kardiomyozyten ausgemessen werden konnten. Die
Myozytenlangen wurden unter Benutzung eines MacLab Systems (ADInstruments) ausgewertet und
auf einem Computer gespeichert. Uber zwei Platinelektroden, die in das Medium der MeRkammer
eintauchten und die mit einem Stimulator verbunden waren, wurde eine Feldstimulation erzeugt. Die
Kardiomyozyten wurden mit einer Pulsdauer von 5 ms und einer Frequenz von 1 Hz (5 Volt) stimuliert.
Aufnahmen der Kardiomyozyten wurden unter Basalbedingungen sowie 2 min. nach Zusatz von 10
mM Isoproterenol in das Zellkulturmedium gemacht. Nur parallel zu den Feldlinien angeordnete
Kardiomyozyten wurden analysiert (Hedgepath et al. 1997). Der Durchschnittswert von 8

Einzelmessungen einer Kardiomozyte wurde verwendet. Als Messparameter wurden die prozentuale
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Zellverkiirzung (%CS, berechnet aus der prozentualen Veranderung der Kardiomyozytenlangen Lyax
und Ly), die Verkirzungsgeschwindigkeit (-dL/dt) und die Relaxationsgeschwindigkeit (+dL/dt) sowie
die systolische (Lyn) und die diastolische Zelllange (Lyax) der Kardiomyozyten erhoben. In 4
Versuchen wurden Kardiomyozyten aus den Herzen je einer adulten Ratte isoliert. Die kontraktilen

Parameter wurden fir jede MeRRbedingung und jede Versuchsgruppe an 64 Kardiomyozyten erhoben.
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1.5 Adenoviraler Gentransfer in enginered heart tissue (EHT)

11.5.1 Isolation neonataler Kardiomyozyten

Bei der Isolation neonataler Kardiomyozyten fiir die Herstellung der EHT s wurde nach dem Protokoll
von Webster et al. (Webster und Patrick, 2000) vorgegangen. Die Herzen von ~40 zwei bis drei Tage
alten neonatalen Ratten wurden in PBS + 1% P/S gewaschen, die Atrien abgetrennt und die Ventrikel
mit einer Schere in 1,8 ml Medium A (NaCl 136,9 mM, KCI 5,36mM, MgSO,4(H,0); 0,81mM, Dextrose
5,55mM, KH,PO, 0,44mM, Na,HPO,4(H,0); 0,34mM, HEPES pH 7,4) zerkleinert. Zur Elimination von
Zellschrott wurden die Ventrikelstiicke in 10 ml Trypsinldsung (TL) (Medium A mit Zusatz von Trypsin
(3 mg/ml), 1% P/S und 100 U/ml DNA'se Typ V (Sigma; D-8764)) gewaschen. Nach dem Absetzen
der Ventrikelstiicke bei Raumtemperatur (RT) wurde der Uberstand verworfen. Der Verdau des
neonatelen Rattenmyokards erfolgte durch Inkubation mit 10 ml der TL bei RT fiir 12 min auf einem
Schittler (60/min). Durch die Zugabe von 9 ml Antitrypsinldsung (AL) (Medium A mit dem Zusatz von
100 U DNA'se Typ V (Sigma), 2,5% FCS nicht inaktiviert (v/v), 1% P/S) wurde der Verdau gestoppt.
Durch zweiminltiges vorsichtiges vortexen wurden die neonatalen Kardiomyozyten aus dem
Gewebeverband gel6st. Nach kurzer Sedimentation der Ventrikelstiicke wurde der Uberstand mit den
isolierten Kardiomyozyten abgenommen und auf Eis in einem Falcontube aufbewahrt. Das
verbliebene Ventrikelmyokard wurde durch intermittierende Zugabe von 10 ml (TL) fir 5 min und
nachfolgende Inhibiton des Verdaues mit 9 ml (AL) weiter verdaut. Die Trypsin und
Antitrypsinvolumina wurden mit Fortschreiten des Verdaues an die sich reduzierende Ventrikelmasse
angepasst. Nach 4 Zyklen mit 10 ml TL wurden die TL und die AL Volumina je um 0,5 ml reduziert.
Der Verdau des neonatalen Myokards wurde in diesem Zyklus bis zum Vorhandensein eines
fibrotischen Restgewebes fortgesetzt. Die gepoolten Uberstidnde mit neonatalen Kardiomyozyten
wurden fur 15 min bei 610 rpm zentrifugiert und die Zellen in 20 ml sDMEM aufgenommen. Zur
Elimination der DNA aus dem Ventrikelmyokard wurden 100 U/ml DNA'se Typ V zu den isolierten
Zellen gegeben und die Kardiomyozyten erneut bei 610 rpm zentrifugiert. Nach erneuter vorsichtiger
Aufnahme der neonatalen Kardiomyozyten in 20 ml sDMEM erfolgte die Trennung der Zellen von
groben Gewebestiicken durch Filtern mit einem autoklavierten Netz. Eine Reduktion des
Fibroblastenanteils an den isolierten Zellen wurde durch 2 stiindiges Ausplatieren der Zellen erreicht
(Inkubation bei 37°C, pH,O 47 mmHG, 95% O,, 5% CO,). Die nicht sel3haft gewordenen Zellen

wurden danach abgenommen und zur Konstruktion der EHT's verwendet.
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11.5.2 Konstruktion der EHT s und S100A1 Gentransfer

Die Konstitution der EHT s sowie das Ausharten extrazellularen Matrix erfolgte in Silikonschalen.

Abb.11.20
Abb.I1.20 zeigt eine Gussschale
Glasschale —» zur Herstellung der EHT's. In den
- Gussformen liegen Geltrager mit
tLa 031
Silikonschicht —» _—
L I j t—--;l----'- ------ EHT Velcros (rot). In der Gussschale
\l ! ._l [ ' l in der Mitte der zweiten Reihe von
._l { i IJ ' L oben ist ein engineered heart

tissue (EHT) zu erkennen.

Aus Nirosta Stahl wurden Geltrager (13 x 6 x 8 mm; Lange x Breite x Hohe) geformt, die in die
ausgeschnittenen GuRformen der Silikonmatrix passten. Auf die Geltrager wurden Plastikréhrchen (6
x 2 mm) aufgesteckt, die mit einer diinnen Silikonschicht an Velcros (Klettverschluf3) befestigt waren.
Die EHT-Matrix wurde in die Silikonschalen gegossen und hartete zwischen den Velcros aus.
(Abb.11.20). Hierzu wurden isolierten neonatalen Kardiomyozyten gezahlt und in sDMEM auf eine
Konzentration von 20x10° Zellen/m| gebracht. Zum Erhalt von vier EHT’s wurden 8x10° Zellen (0.4 ml)
in 2,4 ml eiskalter Matrixldsung aufgenommen. Die Matrixldsung setzte sich aus 0.88 ml 2xsDMEM,
0,8 ml Kollagen Typ | (3,7 mg/ml), isoliert aus Rattenschwéanzen (upstate biotechnologies), 0,28 ml
extrazellularer Matrix gewonnen aus Engelbreth-Holm-Swarm Tumoren (TEBU) und 0,44 ml NaOH
1M. 0,7 ml dieser Suspension aus neonatalen Kardiomyozyten und Matrixlésung wurden zur
Generierung je eines EHT's (Abb.ll.21) in eine standardisierte rechteckige Silikonguf3form mit je
einem Geltrager und Velcros gegeben (Eschenhagen et al., 1997). Das Aushéarten der EHT's erfolgte
im Inkubator bei 37°C und 5%C0,/95%0,. Nach 30 Minuten wurden 20 ml PKM Medium (10%
Pferdeserum (GIBCO), 2% Huhner Embryo Extrakt (GIBCO), 100U/mL Penicillin und 100 pg/mL
Streptomycin) auf die Silikonguf3schale mit den jeweils 8 EHT's gegeben. Nach 12 Stunden wurden
die EHT's aus der Gussschale auf eine Zellkulturschale Uberfiihrt (Durchmesser 145mm). Der

Mediumwechsel erfolgte taglich.

33



Il. Methoden und Material

Abb.l1.21

Abb.I.21 stellt ein repriasentatives EHT 14
Tage nach der Konstitution dar. Die
{ Velcro

Plastikrohrchen sind mit Silikon am Velcro
(weiB) befestigt. Das EHT wachst am Velcro
fest. Aufgrund der spontanen
Kontraktionsaktivitit bildet sich eine

bikonkave Form des EHT's heraus. Die

weiBliche Farbe des EHT's an den

1 Plastikréhrchen

Seitenrdandern ist durch die erhohte

Zelldichte in diesem Bereich bedingt.

7 Tage nach Konstitution der Herzmuskelgewebe erfolgte mit Hilfe des adenoviralen Konstruktes
AdvS100A1 der Gentransfer der humanen S100A1 cDNA in die Kardiomyozyten. Das PKM Medium
wurde hierzu abgenommen und die EHT's jeweils mit den Adenoviren (10 plaque forming units; PFU;
AdvS100A1 oder AdvGFP) in 500 pl serumfreien DME-Medium inkubiert (37°C, 5%C0,/95%0,).
Nach 30 Minuten wurden jeweils 20 ml PKM Medium zu je einer 145 mm Schale mit 12 EHT's
zugeflugt. Die Infektion der Zellen der EHT s mit den Adenoviren wurde fluoreszensoptisch mit Hilfe

des Transfektionsmarkers GFP Uberpriift.

11.5.2 Messung der isometrischen Kraft der EHT s

14 Tage nach der Rekonstitution neonataler Rattenkardiomyozyten in der extrazellularen Matrix
wurden der Stahltrager aus den Plastikrohrchen entfernt und die transfizierten EHT s zwischen einen
festen Pol und einen Kraftaufnehmer, in einem kontinuierlich begasten Organbad (37°C, 5% CO2,
95% 0O,) in Tyrodelésung (NaCl 119,8, KCI 5,4, CaCl, 0,4-2,4, MgCl, 1,05, NaH,PO, 0,42, NaHCO;

22,6, Na,EDTA 0,05, Ascorbinsare 0,28, Glukose 5,0 mmol/l), vertikal aufgehangt (Abb.I1.22).
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Abb.ll.22

sewindeschraube

Kraftaufnehmer

e Wasserbad

Platinelektrode

fixer Pol —»

Abb.I.22 veranschaulicht die Messung der isometrischen Kontraktionskraft am EHT. Ein Plastikrorchen des EHT's ist
an einem fixen Pol eingehédngt. Das zweite Plastikrohrchen des EHT's ist liber einen Haken aufgehdngt und mit dem
Kraftaufnehmer verbunden. Mit Hilfe von 2 Platinelektroden konnte der Herzmuskelverband elektrisch stimuliert
werden. Abb.l1.23 zeigt den gesamten Kontraktionsmessplatz. Wahrend der gesamten Messung befand sich das EHT in
einem Wasserbad mit Tyrodelésung und Carbogenbegasung bei 37°C. Die Vordehnung der EHT s konnte wahrend der

Messung durch ein Gewinde definiert variiert werden.

Die MelRanlage (Abb.II.23) erlaubte die Einstellung der EHT-Lange auf einen zehntel Millimeter genau.
Die EHT's wurden auf der Ausgangslange der Stahltrdger aufgehangt, mit einer Frequenz von 2 Hz
(170-240 mA) stimuliert und die isometrische Kontraktionskraft gemessen. Die Messung der
isometrische Kraft erfolgte a.) unter zunehmender Vordehnung ausgehend von der Ausgangslange
der EHT's (Lo) in 0,1 mm Schritten bis zu Lyax, der Lange, bei der die maximale isometrische Kraft
gemessen werden konnte (extrazelluldre Kalziumkonzentration: 0,4 mM), b.) bei Luax unter
steigenden extrazelluldren Kalziumkonzentrationen (0,4 - 2,4 mM) sowie c.) bei Lyax unter Zugabe
von ansteigenden Isoproterenolkonzentrationen (10'9mM- 10 mM)  (extrazellulare

Kalziumkonzentration: 0,4 mM).
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1.6 Myokardialer S100A1 in vivo Gentransfer

11.6.1 Intrakoronarer S100A1 in vivo Gentransfer

Fir den myokardialen S100A1 in vivo Gentransfer wurde eine Methode nach Hata verwendet (Hata et
al.,, 1999). Hierzu wurden 1,5 bis 2,5 kg schwere New Zealand White Rabbits mit 25 mg/kg KG
Ketamin und 7,5 mg/kg KG Xylazine i.m. anasthesiert. Die rechte Korperseite der Tiere wurde vom
Hals bis zum Rippenbogen rasiert. Nach der Intubation mit einem blockbaren 3,0 padiatrischen Tubus
erfolgte die Beatmung der Kaninchen mit Raumluft unter Zusatz 0,5 Liter O, pro Minute
(Atemfrequenz 26-30/min, Atemvolumen 25-30 ml). Die Kaninchen wurden mit Tapeband auf dem
Operationstisch an den Beinen fixiert, ein vendser Zugang wurde Uber die Ohrvene gelegt (24 G
Braunule) und mit Ringerlésung gesplilt. Die rasierte Korperoberflache des Kaninchens wurde zuerst
mit Alkohol (70%) und danach mit Chlorhexidine abgewaschen. Der weitere operative Eingriff vollzog
sich unter sterilen Bedingungen.

Der 3. Interkostalraum (ICR) wurde ertastet und ein 4-5 cm Hautschnitt mit dem Skalpell durchgefihrt.
Das interkostale Muskelgewebe wurde mit der Schere durchtrennt. Ein Thoraxspanner wurde, ohne
die Lunge zu verletzen, im 3. ICR eingesetzt und auf 4X2 cm aufgedehnt. Die Lunge wurde mit Hilfe
eines befeuchteten Mulltuches (1x1 cm) vorsichtig von dem Operationsfeld ferngehalten. Nachdem
das schlagende Herz frei zuganglich war, wurde das Perikard vom Apex bis zur Aorta gedffnet. Die
Aorta wurde freiprapariert und angeschlungen. 0,25 ml Adenosin (6 mg/2ml) wurden als Bolus mit
einer 26 G Nadel in den rechten Ventrikel injiziert. Um flir die Virusapplikation einen Zugang zum
linken Ventrikel zu bekommen, wurde das Herz am Apex durch das Unterschieben einer Pinzette
angehoben. Ein rechtwinklig abgebogener Butterfly (25 G) wurde direkt am Apex in den linken
Ventrikel eingefuhrt. Die korrekte Lage des Butterfly im Ventrikelkavum wurde durch die Aspiration von
Blut kontrolliert. Der verwendete Butterfly war tber einen Dreiwegehahn an 2 Spritzen angeschlossen.
Die erste Spritze wurde fiir die Injektion der Viruslésung verwendet (1X10"" PFU). Die zweite Spritze
diente dem Auswaschen des Virus aus dem Butterflysystem mit 1,5 ml PBS + 1% Saccharose sowie
einem gesteigerten koronaren Perfusionsdruck. Die bereits angeschlungene Aorta wurde fir 45
Sekunden ligiert. Wahrendessen erfolgte die bolusartige Injektion der auf 37°C angewarmten
virushaltigen PBS Losung in das schlagende Herz mit der Folge einer koronaren Virusperfusion. Das
Herz wurde direkt nach der bolusartigen Injektion in den Situs zuriickgelegt. Nach 45 Sekunden wurde
die Ligationsschlaufe getffnet und der Faden entfernt. Zur besseren Entfaltung der Lungen wurde das

Mulltuch sofort entfernt und der Thoraxspanner leicht gelést. Fir 1 bis 2 Minuten wurde die
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regelgerechte Herzfunktion, der aortale Fullungsdruck und die Herzfarbe kontrolliert. Zur vollstandigen
Lungenentfaltung wurde mit PEEP beatmet bis die Atelektasen vollstandig verschwanden. Gleichzeitig
wurde die O, Gabe auf 1 Liter/Minute kurzfristig erhdht. Der Thoraxspanner wurde entfernt. Eine
Braunile wurde ohne die Lunge zu verletzen durch die Haut und die Muskulatur in den Thorax
eingelegt. Es erfolgte der schichtweise Wundverschlu®. Nachdem der Thorax luftdicht verschlossen
war, wurde die restliche Luft im Thorax durch die eingelegte Braunile einmal vollstdndig abgesaugt.
Der Tubus wurde vom Beatmungsgerat geldst und abgewartet, ob das Kaninchen spontan atmete. Bei
Einsetzen der Spontanatmung wurde das Kaninchen extubiert. Wahrend der ersten drei Tage nach
dem Gentransfer erhielten die Kaninchen 5 mg Metylprednisolon pro kg/KG i.m. Die Kombination aus
Temgesic und Rimadyl (Carprofen) wurde als Schmerzmedikation taglich verabreicht. Die Tiere

wurden daruberhinaus taglich visitiert.

11.6.2 In vivo Charakterisierung der Herzfunktion mittels Linksherzkatheter

Um die kontraktile Funktion des Herzmuskels direkt zu beurteilen, wurde die
Linksherzkatheteruntersuchung zur intrakavitaren Druckmessung am narkotisierten Tier durchgefihrt.
Hierzu wurden 1,5 bis 2,5 kg schwere New Zealand White Rabbits mit 25 mg/kgKG Ketamin und 7,5
mg/kgKG Xylazine i.m. betadubt. Der Hals der Kaninchen wurde rasiert und mit Ethanol (70%)
gereinigt. Danach erfolgte die Injektion von 0,5 ml (10 mg/ml) Lidocain subkutan an der Stelle der
Inzision. Um einen arteriellen Zugang fir den Herzkatheter zu bekommen wurde die rechte A. Carotis
aufgesucht. Ein 3 cm langer Schnitt wurde 0,5 cm rechts neben der Trachea durchgefiihrt und die A.
Carotis, durch stumpfes Spreizen des Gewebes mit einer Schere auf ca. 2 cm Lange, dargestellt. Der
N. Vagus wurde vorsichtig von der A. Carotis geldst und intakt belassen. Die Arterie wurde kranial
ligiert und kaudal nach dem Anbringen einer Klemmligatur angeschlungen. Die A. Carotis wurde mit
Hilfe eines feinen Rasierklingenschnittes eroffnet. Ein 3 French Tip-Katheter (Millar Instruments)
wurde geeicht und zur Digitalisierung des Messsignals mit einem Transducer (Millar Instruments,
Pressure Transducer Unit, Model Nr. SPR-524) verbunden. Nach Inzision der A. Carotis wurde der Tip
Katheter in das Lumen der Arterie eingefihrt und zwischen dem lediglich angeschlungenen Faden
und der etwas weiter proximal gelegenen GefalRklemme plaziert. Unter Vorschieben des Katheters
wurde die Klemme gelost und der Katheter danach mit Hilfe des Fadens gegen das Lumen der A.
Carotis blutdicht abgedichtet. Unter Sicht der mit dem Tip Katheter gewonnenen Druckkurven wurde

der Katheter retrograd in das Cavum des linken Ventrikels eingeflhrt. Der systolische Ejektionsdruck
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im linken Ventrikel (SEP; mmHg), die Herzfrequenz (HF; min”), die erste Ableitung des
linksventrikularen Druckanstieges (+dp/dt; mmHg/s) -und Druckabfalles (-dp/dt; mmHg/s) wurden
jeweils im Gleichgewicht gemessen. Die gemessenen Werte wurden jeweils Uber eine Minute
gemittelt. Die Herzfunktion wurde sowohl unter Basalbedingungen als auch unter ansteigenden Dosen

Isoproterenol (0,1, 0,5 und 1, 0 pg/kgKG/min) charakterisiert.
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1.7 Expressionsanalysen

1.7.1 Western Blot

Der spezifische S100A1 Proteinnachweis erfolgte mit Hilfe der Western Blot Technik im Wesentlichen
nach einem Protokoll von Ehlermann et al. (Ehlermann., 2001). Das Gewebe, aus dem der
Proteinnachweis erfolgen sollte, wurde in PBS (5x w/v) aufgenommen und auf Eis mit einem
Ultrasonifiziergerat homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieRend bei 15000 g fir 20 Minuten
pelletiert. Der Uberstand wurde fiir die Gelelektrophorese verwendet. Eine Proteinbestimmung wurde
unter Verwendung des DC-Protein Assays (BioRad) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Hierzu
wurden 5 pl des Uberstandes 1:10 mit dem Bio Rad Puffer verdinnt. 250 ul Reagenz A, 5 ul Reagenz
S und 2 ml von Reagenz B wurden zu der Probe dazugegeben. 30 min spater wurden die
Proteinproben bei 600 nm densitometrisch gemessen. Fir die Auftrennung im SDS-Page wurden die
Proben in Probenpuffer 1:1 verdiinnt, 30 sec bei 80°C aufgekocht und nach dem Abkiihlen mit
lodacetamid (2% wi/v) versetzt. Pro Geltasche wurden je 30 pg Protein auf vorbereitete 15%
Polyacylamidgele mit einem 3%igen Vernetzungsgrad aufgetragen. Nach etwa 2 Stunden wurde die
elektrophoretische Auftrennung bei einer Stromstarke von 25 mA/cm? in der Trennkammer (BioRad,
Mini Protean 3 Kammer™) in Elektrophoresepuffer anhand des Laufmarkers (Multi-Mark™, 5
pl/Tasche) gestoppt. Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine aktivierte
Polyvinylidenefluoridmembran (PVDF) erfolgte fur weitere 2 Stunden in einer Tankblotkammer bei
einer Spannung von 50 Volt (240 mA und 30 Watt) in Transferpuffer. AnschlieRend wurde die
Membran fir 30 Minuten in Waschpuffer gewaschen und Uber Nacht bei 4°C in in Blockierpuffer (I-
Block™) inkubiert. Nach erneutem 30 mindtigen Waschen in Waschpuffer erfolgte die Zugabe des
Erstantikorpers (Anti-S100A1: SA5632 (Eurogentec), polyklonal Kaninchen-Anti-HumanS100A1,
1/100000; Anti-CSQ: MA3-913 (ABR), monoklonal Maus-Anti-Kaninchen, 1/10000; Anti-GFP: 8367-1
(Clontech), Kaninchen-Anti-GFP (synthetische Peptide), 1:40000) in I-Block™ fiir 45 Minuten bei RT.
Auf das Waschen der PVDF-Membran fir 15 Minuten mit Waschpuffer folgte die 30 minltige
Inkubation mit dem Zweitantikérper bei RT (Dionava; Ziege-Anti-lgG-Kaninchen / Ziege-Anti-IlgG-Maus
Alkalische Phosphatase gekoppelt; 1:40000). Die Membran wurde zweimalig fir 5 Minuten mit
Assaypuffer bei RT inkubiert, danach auf eine durchsichtige Plastikfolie gelegt und mit 3 ml des
alkalischen Phosphatase Substrates CDP-Star gleichmafig benetzt. Nach 5 minltiger Reaktionszeit

erfolgte der spezifische Proteinnachweis durch  Belichtung eines  handelsiiblichen,
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chemoluminiszenssensiblen Blattfilms. Die Filmentwicklung erfolgte mit Hilfe eines Entwicklers der

Firma Agfa.

1.7.2 Expressionsanalyse isolierter Kardiomyozyten nach Adv-Gentransfer

1.7.2.1 Western Blot

Far die Proteinextraktion aus adulten Kardiomyozyten wurden ~ 1 Million Zellen nach 24-stindiger
Primarkultur durch Zentrifugation (2500g fur 10 Minuten) pelletiert, gewogen und wie unter 11.7.1

beschrieben fiir den Western Blot verwendet.

1.7.2.2 GFP-Expression
Die GFP-Expression der isolierten adulten Kardiomyozyten wurde bei einer Exzitation von 470 nm und

der Emissionswellenldnge von 510 nm evaluiert.

1.7.3 Expressionsanalyse des EHT nach Adv-Gentransfer

11.7.3.1 Western Blot

Vierzehn Tage nach der Konstitution und sieben Tage nach dem erfolgten Gentransfer wurden die
EHT's in Flussigstickstoff gefroren und bei —80°C verwahrt. EHT’s, die mit dem AdvS100A1 oder
dem AdvGFP infiziert worden waren wurden jeweils gepoolt und wie unter I1.7.1 beschrieben der

Analyse durch Western Blotting zugefihrt.

1.7.3.2 GFP-Expression
Die EHT's wurden auf die Lange der Stahltrager gedehnt und bei einer Emmissionswellenlange von

510 nm beziglich der GFP-Expression ausgewertet.

11.7.4 Expressionsanalyse linksventrikuldren Myokards nach Adv-Gentransfer

1.7.4.1 Western Blot

Am siebten Tag nach dem adenoviral vermittelten Gentransfer wurden die Tiere durch eine
Uberdosierung an Betdubungsmittel getétet. Die Herzen wurden entnommen und in PBS gewaschen.
Nach der Abtrennung der Atrien erfolgte die Separation von Septum sowie rechten und linken

Ventrikel. Die Gewebeproben wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. 100 mg
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des linksventrikularen freien Myokards wurden wie unter I1.7.1 beschrieben fir den Western Blot

verwendet.

11.7.4.2 GFP Expression

Die Herzen wurden entnommen, in PBS gewaschen und transversal geschnitten. Die Myokardblécke
wurden in Gefriermedium (Tissue Tek) aufgenommen. 10 uym Kryoschnitte der Kaninchenherzen, bei
denen ein Gentransfer mit dem AdvGFP oder dem AdvS100A1 durchgeflhrt worden war, wurden in
10% Formaldehyd fixiert. Bei der Emissionswellenlange von 510 nm erfolgte die Evaluation der GFP

Expression.
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11.8 Statistische Berechnungen
Die statistischen Berechnungen zum Vergleich der Mittelwerte der Argumente zweier unabhangiger

Gruppen wurden mit einem zweiseitigen Student-t Test im Programm Excel™ durchgefihrt. Ein

Signifikanzniveau (P) < 0,05 wurde als statistisch signifikant anerkannt.
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1.9 Material und Reagenzien
Gerate:

Varifuge RF (Heraeus) 2000
Biofuge A (Heraeus) Tisch
BioRad Power Pac 300 (BioRad)
Inkubator 7310 (Drager)

Hera Cell (Heraeus)

Hera Safe (Heraeus)

Mikroskop Olympus IX 70 (Olympus) mit Monochromator
BioRad E.Coli Pulser (BioRad)
Centrikon T-1075 (Centrikon) UZ
Rotor TST41.14 (Centrikon)
Elektrophoresekammer fiir DNA
Elektrophoresekammer fiir Protein
Autoklav

Blotkammer

Sonifiziergerat

Langendorff Perfusionsapparat
Beatmungsgerat
Operationslampen
Operationsbesteck

Videodetektionssystem mit Mikroskop, Kamera, MacLab Software

Verbrauchsmaterial und Reagenzien:

Saccharose (Sigma, Cat. Nr. S-0389)
Adenosin

CsClI (Sigma, Cat. Nr. C-4036)
Taurin (Sigma, Cat. Nr. T-0625)

Tris (Roth, Cat. Nr. 4855.2)
Ammoniumpersulfat

PBS (Sigma, Cat. Nr. P-3813)
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Xylazine (Sigma, Cat. Nr. X-1251)

Hepes

Kollagenase Typ Il (Worthington)

Lennox L Broth Base (GibcoBRL, Cat. Nr. 12780-052)
Agar Bacteriological (GibcoBRL, Cat. Nr. 20001-020)
Agarose (GibcoBRL, Cat. Nr. 15510-019)

Freon (Merck, Cat. Nr. 1.08239.0500)

Ethanol

Ethidiumbromid

Isopropanol

Kanamycin

Ampicillin

Ketanest S (Parke Davis, Cat. Nr. 7829486)
Isoproterenol (Abbott, Cat. Nr. 0050-732)

Scandicain 1% (Astra, Cat. Nr. 83-575-63-XF/S)

3M Natriumacetat

Puregene DNA Hydratations solution (Gentra Systems, Cat. Nr. D 5004)
Wizard Miniprep DNA Purification Solution (Promega, Cat. Nr. 7056902)
Maxi-Prep Kit (Quiagen, Cat. Nr. 11452-018)

2,0 mm Kuvetten fir den Gene Pulser

Miniprep Kit

Bio Rad Assay

DHs,, Subcloning efficiency competent cells (GibcoBRL, Cat. Nr. 18265-017)

HEK 293 Zellen

DMEM-Medium (GibcoBRL, Cat. Nr. 41966-065)
Joklik's Ca** freier Puffer

P/S (Biochrom KG, Cat. Nr. A2213)
Trypsin/EDTA (GibcoBRL, Cat. Nr. 25200-056)
FCS

TEMED

CDP-Star
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S100A1 Antikérper (Eurogentec, 5623)

Zweitantikorper goat anti rabbit

Avidix

Lipofectamin (GibcoBRL, Cat. Nr. 18324-012)
Dialysekassetten 10000 MWCO (Pierce, Cat. Nr. 66425)
13 ml Polyallomer tubes (Kendro, Cat. Nr. 74500073)
Eppendorf Tubes (Greiner Labortechnik, Cat. Nr. 616201)
17 mm Tubes (Greiner Labortechnik, Cat. Nr. 187261)

50 ml Falcon Tubes (Greiner Labortechnik, Cat. Nr. 227261)
100 mm Petrischale

Microspin Tubes (Promega, Cat. Nr. 9003-D220)
Gewebekulturschalen 145/20 mm (Cellstar, Cat. Nr. 639160)
Sterile OP-Handschuhe (Biogel, Cat. Nr. 82275)

Sterile OP- Abdecktticher

Sterile OP-Kittel

OP-Mundschutz

OP-Hauben (Johnson/Johnson, Cat. Nr. 42063)

Millar Tip Katheter SPR-524

Skalpell spitz (Aesculap, Cat. Nr. BB525)

Skalpell dickbauchig (Aesculap, Cat. Nr. BB521)

3/0 Nahtmaterial / Vicryl (Ethicon, Cat. Nr. V-920H)

2/0 Nahtmaterial / Seide (Ethicon, Cat. Nr. K-873H)
Trachealtuben 2,5 (Mallinckrodt, Cat. Nr. 111-25)

16 G Braunile (Ohmeda, Cat. Nr. 1455-50)

24 G Brauntle (Johnson/Johnson, Cat. Nr. 4013)

23 G Bultterfly (Braun, 0404-8075)

Ligase und Ligationspuffer (Boehringer/Ingelheim)

RQ1 RNA'se free DNA'se (GibcoBRL, Cat. Nr. 18047-019)
NDE | (New England Biolabs, Cat. Nr. R0111S)

BGL Il (New England Biolabs, Cat. Nr. R0144S)

Bam H | (New England Biolabs, Cat. Nr. R0136S)
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Hind 11l (New England Biolabs, Cat. Nr. R0104S)
PME | (New England Biolabs, Cat. Nr. R0O560S)
PAC | (New England Biolabs, Cat. Nr. R0547S)
Hind 11l DNA Marker

1 kb DNA Marker
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lll. Ergebnisse

lI.1 Konstruktion eines E1/E3 deletierten Adenovirus zur S100A1 Uberexpression (AdvS100A1)
Zur Konstruktion des S100A1 rekombinanten Adenovirus wurde ein von He et al. beschriebenes
System verwendet (He et al., 1998). Bei dieser Methode wurde die S100A1 cDNA in das
Transferplasmid pAdTrack-CMV kloniert, welches danach mit der adenoviralen Genomsequenz in
Form des Plasmides pEASY-1 rekombiniert werden konnte. Die S100A1 cDNA und der pAdTrack-
CMV wurden zunachst Ligationskompatibel mit BamHI/Hindlll bzw. Bglll/Hindlll geschnitten. In der
elektrophoretischen Auftrennung der DNA auf einem Agarosegel zeigte sich die 2960 Basenpaare
(bp) grof3e pBluescript (pBSK") DNA Bande sowie das 607 bp DNA Fragment, welches von Basenpaar

114 bis 398 fir das S100A1 Gen kodiert (Abb.111.1).

Abb.lIl.1 Abb.lIl.2

23000 bp
- —_ 9000 bp &— PAdTrack-CMV
ol —  6000bp T (9196 bp)
pBSK '
(2960bp) ' e 2500 bp _—
1 - 2000 bp _—
S100A1 > e—
(607 bp) —_
594 bp -_
Abb.lIL.3 Abb.llL4
10000 bp — <«4— pAdTrack-CMV
(9196 bp)
1000 bp
S100A1 >
(607 bp) 500 bp
Abb.ll1 - Abb.lll.4: Elektrophoretische Auftrennung der geschnittenen Plasmide pAdTrack-CMV und

pBluescript/S100A1 (pBSK/S100A1).

Abb.lIl.1 zeigt die Banden des mit BamH | und Hind Il verdauten pBSK/S100A1. Die 2960 bp Bande entspricht dem
linearisierten pBluescript, die 607 bp Bande entspricht der S100A1 cDNA. Abb.IIl.2 stellt den mit Bglll und Hind Il
linearisierten pAdTrack-CMV dar. Abb.IIl.3 und Abb.lll.4 veranschaulichen die erfolgreiche Isolation und Aufreinigung
der S100A1 und der pAdTrack-CMV Banden.
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Der linearisierte pAdTrack-CMV ergab in der elektrophoretischen Auftrennung eine DNA Bande bei
9200 bp. Das 24 Basenpaar umfassende DNA Fragment aus der multi cloning site (MCS) war nicht
sichtbar (Abb.IIl.2). Die erfolgreiche Isolation und Aufreinigung der geschnittenen S100A1 (Abb.III.3)
und pAdTrack-CMV DNA (Abb.lll.4) aus dem Agarosegel wurde durch die erneute

gelelektrophoretische Darstellung der Banden verifiziert.

Ligation der S100A1 cDNA in den pAdTrack-CMV

Der Nachweis der erfolgreichen Ligation der S100A1 cDNA in den pAdTrack-CMV wurde durch einen
NDE | Verdau gefuhrt. In der S100A1 cDNA existiert keine NDE | Schnittstelle. Im pAdTrack-CMV
existieren 3 NDE | Schnittstellen. Das Schneiden das pAdTrack-CMV mit NDE | ergibt somit 3 DNA
Banden, wobei je eine Bande bei 4,5 kb und 3,5 kb in der elektrophoretischen Auftrennung laufen. Die
dritte DNA Bande liegt bei 900 bp (Abb.lll.5 (C)). Diese Bande entsteht durch je eine NDE |
Schnittstelle im CMV-Promotor vor und hinter der Multi Cloning Site (MCS) und wird durch die Ligation
der S100A1 DNA in die MCS des pAdTrack-CMV um 607 Basenpaare verlangert. Die dritte DNA
Bande des pAdTrack/S100A1 ist somit bei 1500 Basenpaaren zu erkennen (Abb.111.5 (B)). Die Ligation
der S100A1 cDNA in den pAdTrack-CMV konnte somit durch den Shift der GroRe der dritten DNA

Bande von 0,9 kb auf 1,5 kb kontrolliert werden.

Abb.IIL.5

. 23000 bp
A: Hind Ill Marker 9000 bp
6000 bp
B: pAdTrack/S100A1 — 4500 bp
2500 bp — — 3500 bp
C: pAdTrack-CMV 2000 bp
< 1500 bp
594 bp <« 900 bp

Abb.lIL5 zeigt die mit NDE | verdauten Plasmide pAdTrack/S100A1 (B) und pAdTrack-CMV (C) in der
elektrophoretischen Auftrennung. Die Ligation der S100A1 cDNA in den pAdTrack-CMV wird dadurch veranschaulicht,
dass die kleinste der drei entstehenden DNA Banden des pAdTrack/S100A1 607 Basenpaare, die GroBe der S100A1
cDNA, groRer ist als die kleinste DNA Bande des pAdTrack-CMV.
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Rekombination von pAdTrack/S100A1 und pEASY-1

Die Rekombination des pEASY-1 mit dem pAdTrack/S100A1 wurde ebenfalls mit Hilfe eines NDE |
Verdaues Uberprift (Abb.lII.6). Das Schneiden des Plasmides pAdTrack/S100A1 fihrt aufgrund von 3
NDE | Schnittstellen zu 3 Banden von 4,5 Kilobasen (kb), 3,5 kb und 1,5 kb GroRe (C). Der pEASY-1
besitzt 3 NDE | Schnittestellen, wodurch sich 3 Banden in den GrofRen 19 kB, 9 kb und 6 kb ergeben
(B). Das Rekombinationprodukt pAd/S100A1 beinhaltet allerdings nur 5 NDE | Schnittstellen, da 3500
Basenpaare, mit einer NDE | Schnittstelle des pEASY-1, nicht Bestandteil des
Rekombinationsproduktes sind. Die 19 kb und die 9 kb DNA Banden aus dem pEASY-1 sowie die 1,5
kb Bande aus dem pAdTrack/S100A1, welche das in die MCS integrierte S100A1 Gen umfasst
bleiben im Rekombinationsprodukt unverandert erhalten (A). Somit konnte die Integration der S100A1

cDNA in das adenovirale Genom durch den Shift der 0,9 kb Bande zu 1,5 kb kontrolliert werden.

Abb.II1.6

A: pAd/S100A1

23000 bp

. : 9000 bp

B: pEASY-1 2000 b
C: pAdTrack/S100A1

2500 bp

D: pAdTrack-CMV 2000 bp

E: Hind Il Marker
594 bp

A B C D E

Abb.lI1.6: Elektrophoretische Darstellung nach NDE | Verdau.

Der pAdTrack/S100A1 (C) ist erneut an der um 607 bp vergroBerten unteren DNA Bande im Vergleich zum pAdTrack-
CMV (D) zu erkennen. Bei der Rekombination des pAdTrack/S100A1 (C) mit dem pEASY-1 (B) entsteht der
(pAd/S100A1) (A) integriert.
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Transfektion der HEK 293 Zellen mit S100A1 rekombinanter adenoviraler DNA

Durch den Verdau des Rekombinationsproduktes pAd/S100A1 mit Pac | entstand die linearisierte
adenovirale DNA (Abb.llIl.7). Abb.lll.8 zeigt die S100A1 rekombinante adenovirale DNA nach
elektrophoretischer Auftrennung auf einem Agarosegel vor Einschleusung in die HEK 293 Zellen. 7
Tage nach der Transfektion von 50 pg der S100A1 rekombinanten adenoviralen DNA mit Hilfe von
Lipofektamin™ in HEK 293 Zellen zeigte sich eine sichtbare Expression des Transfektionsmarkers
GFP. Aufgrund der Lyse, der mit den Adenoviren infizierten HEK 293 Zellen, erfolgte die Verbreitung
der Infektion auf die Nachbarzellen (Abb.l111.9). Die Verbreitung der GFP Expression in der HEK 293

Zellkultur war der Nachweis von replikationsfahigen Viren (Abb.111.10).

Abb.IIL.7

LITR CMV GFP CMV S100A [ E1 und E3 deletiertes adenovirales Genom] RITR

Abb.II1.8 Abb.IIL.9 Abb.IIL.10

23000 bp
9000 bp
6000 bp

2500 bp
2000 bp

594 bp

Darstellung der S100A1 rekombinanten, linearisierten adenoviralen DNA als Schema (Abb.ll.7) und in der
elektrophoretischen Auftrennung (Abb.lIl.8). Abb.lll.9 zeigt HEK 293 Zellen 7 Tage nach der Transfektion mit der
linearisierten pAd/S100A1 DNA in der Lichtmikroskopie. Abb.ll.10: Darstellung derselben Zellen
fluoreszenzmikroskopisch (510 nm emission). A: pAd/S100A1 (linearisiert), B:Hind Il Marker. Balken = 100 pm.
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lll.2 Vermehrung und Anreicherung der rekombinanten Adenoviren

Mit der Praparation des S100A1 (AdvS100A1) und des Kontrolladenovirus (AdvGFP) nach He et al.
(He et al., 1998) gelang es, flr beide Viren hochinfektiose Chargen herzustellen. Die Infektiositat
wurde vor und nach Aufkonzentrierung beider Viren mit einem CsCl Gradienten anhand eines Plaque
Assays bestimmt. Nach Vermehrung beider Viren in HEK 293 Zellen enthielten die virushaltigen
Lysate im Mittel ca. 1,0+0,2x10° infektidse Partikel pro ml (plaque forming units/ml; pfu/ml). Dieser
Wert errechnete sich aus einer mittleren Plaquezahl von 10+2 bei der Verdinnungsstufe 10" der
konzentrierten Virusstocks im Plaque Assay (Plaqueanzahl x Verdlnnungsfaktor/0,1 ml = pfu/ml; 10
pfu x107/0,1ml = 1x10° pfu/ml). Durch die Konzentrierung der Viren mit einem CsCl Gradienten
erhohte sich die virale Partikeldichte um den Faktor 100 und erreichte im Plaque Assay einen

Infektidsitatsindex von ca. 1,0+0,2x10"" pfu/mil.
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lll.3 Testung des AdvS100A1 an isolierten, adulten Kardiomyozyten

111.3.1 Adenoviraler S100A1 Gentransfer in isolierte adulte Kardiomyozyten

Die Isolation adulter ventrikularer Kardiomyozyten der Ratte nach dem Protokoll von Piper et al. (Piper

et al., 1990) lieferte im Durchschnitt 8,0 + 2,0x10° Myozyten mit typischer backsteinformiger

Morphologie pro Rattenherz Abb.l11.11. In der Zellkultur waren durchschnittlich Gber 90 % der

isolierten Kardiomyozyten vital und kontraktionsfahig.

/% N ,{\ Pj X

Aufnahme ventrikularer

Kardiomyozyten nach Isolation und

%{‘ \\b Kalziumtoleration. (VergroBerung 100-fach, Balken

100 pm)

F s A@’

4 Stunden nach der Zellisolation erfolgte der Gentransfer mit 20 infektidsen Partikeln (multiplicity of

infection (MOI) von 20) des S100A1 rekombinanten Adenovirus (AdvS100A1) oder des Kontrollvirus

(AdvGFP) pro Kardiomyozyt. Die Transfektion der Kardiomyozyten wurde 16 h nach der adenoviralen

Infektion mit Hilfe des Transfektionsmarkers GFP kontrolliert.

signifikanter Unterschied zwischen den mit dem AdvGFP

Lichtmikroskopisch zeigte sich kein

(Abb.I11.12) oder dem AdvS100A1

(Abb.111.14) infizierten adulten Kardiomyozyten. Regelmafiig ergab sich in nahezu 100% der AdvGFP

(Abb.1I1.13) oder AdvS100A1 (Abb.lll.15) transfizierten Kardiomyozyten eine Expression des grin

fluoreszierenden Proteins (GFP).

Abb.lIl.12 bis Abb.lll.15: Reprasentative
Transmissionsaufnahmen und GFP
Emissionsaufnahmen  adulter  Kardio-
myozyten der Ratte 16 h nach der Isolation.
AdvGFP  (Abb.lll.12) und AdvS100A1
(Abb.lIl.14) transfizierte Kardiomyozyten
zeigen morphologisch keine Unterschiede
in der Lichtmikroskopie 16 h nach
adenoviraler Infektion. Die adenovirale
Infektion der Kardiomyozyten wurde
anhand des Transfektionsmarkerproteins
GFP kontrolliert. Die Infektion (MOI von 20)
durch den AdvGFP oder durch den
AdvS100A1 ergab eine nahezu 100%ige
GFP Expression der Kardiomyozyten.

(VergroBerung 100-fach, Balken 80 ym)
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1.4 S100A1 Protein Uberexpression adulter Kardiomyozyten nach S100A1 Gentransfer

Die gesteigerte S100A1 Expression der isolierten, adulten Kardiomyozyten durch den S100A1
Gentransfer wurde mittels Western Blotting kontrolliert. Die zytosolische Proteinfraktion aus den mit
dem AdvS100A1 oder dem AdvGFP behandelten Kardiomyozyten wurde isoliert und die
Proteinkonzentration photometrisch nach standardisierten Protokoll der Firma Bio-Rad gemessen. Die
Proteinkonzentration in der zytosolischen Fraktion der AdvS100A1 (AdvGFP) infizierten
Kardiomyozyten betrug 16+3 pug/pl (1842 pg/pl). Die densitometrische Quantifizierung der
elektrophoretisch aufgetrennten Proteinbanden mit dem Programm One-Dimensional-Scan™ (Adobe)
erfolgte fir die Proteine S100A1, GFP und Calsequestrin. In beiden Versuchsgruppen unterschied
sich das Signal fir Calsequestrin (Abb.l1I.16A) und GFP (Abb.llIl.16B) nicht signifikant. Standardisiert
auf Calsequestrin fihrte der S100A1 Gentransfer in isolierten, adulten Kardiomyozyten, im Vergleich

zu der AdvGFP Kontroligruppe, zu einer signifikanten 6,2+0,5-fachen S100A1 Uberexpression

(Abb.II1.16C).
Abb.lll.16
A csaQ

60 kD

B GFP - - 27 kD
| e———

c S100A1 10 kD
AdvGFP AdvS100A1

Abb.lIl.16 Reprasentative SDS/PAGE Analyse aus isolierten AdvGFP oder AdvS100A1 transfizierten adulten
Kardiomyozyten.

Dargestellt ist die zwischen den AdvGFP und AdvS100A1 Gruppen nicht signifikant unterschiedliche Expression der
Proteine Calsequestrin (A) und GFP (B). Die S100A1 Proteinexpression der AdvS100A1 transfizierten Kardiomyozyten
ist im Vergleich zu der AdvGFP Gruppe signifikant 6,2+0,5-fach gesteigert (C).
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lll.5 Kontraktile Funktion ventrikularer Kardiomyozyten nach S100A1 Gentransfer

Zur Erhebung der Daten wurden Kardiomyozyten aus 4 Ratten isoliert. Die dargestellten MeRdaten
sind Durchschnittswerte aus jeweils 80 Einzelzellmessungen. Die Ausgangslange der isolierten
Kardiomyozyten in Ruhe (L) unterschied sich nicht signifikant in der S100A1 Gruppe (AdvS100A1;

89,25 ym) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (AdvGFP; 92,8 um) (Abb.II1.17).

Abb.lIL.17
n.s. Abb.lIl.17: Die Ausgangslinge isolierter, adulter
100 . Kardiomyozyten  unterschied sich  nicht
75 signifikant zwischen AdvGFP und AdvS100A1
E transfizierten adulten Kardiomyozyten.
S 50
N
-1 25
0

AdvS100A1 AdvGFP

Die lastfreie prozentuale Verkirzung (CS%) der Kardiomyozyten war in den S100A1
Uberexprimierenden Kardiomyozyten (11,7£0,62 %) signifikant um 55 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe (7,65+0,41 %; p<0,05) gesteigert (Abb.lI.18). Gleichzeitig zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Kontraktions (-dL/dt)- und Relaxationsgeschwindigkeit (+dL/dt) der S100A1
Uberexprimierenden Kardiomyozyten. Die Verkurzungsgeschwindigkeit der adulten S100A1
transfizierten Kardiomyozyten betrug —108,9+0,58 pym/s im Vergleich zur Kontrollgruppe —83,7+0,54
um/s; p<0,05 (Abb.111.19). Die Relaxationsgeschwindigkeit wurde durch den S100A1 Gentransfer um
35,6 % von +61,3+0,5 um/s (AdvGFP) auf +83,1+0,47 um/s signifikant gesteigert (p<0,05) (Abb.II1.20).
Unter Zugabe von 10° M Isoproterenol kam es in beiden Versuchsgruppen zu einer Steigerung der
Kontraktilitdt. Die lastfreie prozentuale Zellverkirzung der S100A1 transfizierten Kardiomyozyten blieb
auch unter diesen Bedingungen signifikant (p<0,05) um 11,6 % gegeniuber der Kontrollgruppe
gesteigert (16,37£0,69 % vs. 14,2+0,43 %) (Abb.lll.21). Die —dL/dt und +dL/dt der S100A1
Uberexprimierenden Kardiomyozyten (-122+0,5 um/s bzw. +88,9 ym/s) waren ebenfalls unter 10° M
Isoproterenol im Vergleich zur Kontrollgruppe (AdvGFP; -110+0,43 pm/s; p<0,05 bzw. 80,0+0,325

um/s; p<0,05) signifikant gesteigert (Abb.111.22 und Abb.II1.23).
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Abb.11.18 — Abb.ll1.23:

Zunahme der prozentualen Zellverkiirzung (Abb.lIl.18 und 21), Anstieg der Kontraktionsgeschwindigkeit
(-dL/dt) (Abb.lll.19 und 22) und Steigerung der Relaxationsgeschwindigkeit (+dL/dt) (Abb.ll.20 und 23) in
adulten Kardiomyozyten 24 Stunden nach S100A1 Gentransfer (AdvS100A1) im Vergleich zur Kontrolle
(AdvGFP) (n=80) unter Basalbedingungen und unter 10° M Isoproterenol.
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1.6 Adenoviraler (Adv) Gentransfer in engineered heart tissue (EHT)

Die rekonstituierten EHT's waren nach einer 1/2 Stunde ausgehartet. 2 Tage spater begannen die
EHT's spontan und koharent zu schlagen. Abb.ll1.24 zeigt ein reprasentatives EHT 14 Tage nach der
Rekonstitution mit der von Eschenhagen et al. beschriebenen bikonkaven Form und der Konzentration
der Herzmuskelzellen an den freien lateralen Randern der EHT s (Eschenhagen et al., 1997). Die
Kontrolle der adenoviralen Infektion erfolgte fluoreszensmikroskopisch mit Hilfe des GFP. Die
Inkubation der EHT's mit 10 infektidsen Partikeln pro Zelle des AdvS100A1 oder des AdvGFP
(multiplicity of infection, MOI 10) fuhrte zu einer ~100%igen Transfektion von GFP in den Zellen der
EHT's (Abb.lll.25). Der fluoreszensmikroskopische GFP Nachweis bestatigte optisch den
adenoviralen Gentransfer mit der Transskription der cDNA Sequenzen durch den CMV-Promotor

(Akther et al. 1997).

Abb.II1.24 Abb.lIl.25

d Velcro

T

Plastikrohrchen

Abb.lIl.24 stellt ein reprasentatives EHT 14 Tage nach der Konstitution dar. Aufgrund der spontanen
Kontraktionsaktivitat bildet sich eine bikonkave Form des EHT's heraus. Die weilliche Farbe des EHT's an
den Seitenréndern ist durch die erhéhte Zelldichte in diesem Bereich bedingt.

Abb.l1l.25 veranschaulicht anhand des Transfektionsmarkerproteins GFP die nahezu 100%ige Infektion der
rekonstituierten Zellen im EHT. Die Transfektion unterschied sich nicht signifikant zwischen der AdvGFP
und der AdvS100A1 Gruppe. Am Rand des EHT's ist die longitudinale Ausrichtung der rekonstituierten

Kardiomyozyten erkennbar. In der Mitte des EHT s liegen die Zellen netzférmig orientiert.
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lll.7 Expressionsanalyse der EHT's nach S100A1 Gentransfer

Der spezifische Nachweis der S100A1 Proteinexpression in AdvS100A1 infizierten EHT's, im Vergleich zu
der AdvGFP infizierten EHT Kontrollgruppe, erfolgte mit Hilfe von Western Blotting. Die zytosolische
Proteinfraktion der mit dem AdvS100A1 und dem AdvGFP behandelten EHT'S wurde isoliert und die
Proteinkonzentration photometrisch nach standardisiertem Protokoll der Firma Bio-Rad gemessen. In der
zytosolischen Fraktion der AdvS100A1 (AdvGFP) infizierten EHT's betrug die Proteinkonzentration 19+3
pg/pl (18+1 pg/ul). Die densitometrische Quantifizierung der elekirophoretisch aufgetrennten
Proteinbanden mit dem Programm One-Dimensional-Scan™ (Adobe) erfolgte fur die Proteine S100A1,
GFP und Calsequestrin (CSQ). Abb.l11.26 zeigt eine reprasentative Westernblotanalyse fur S100A1, GFP
und CSQ aus homogenisierten EHT's. Standardisiert auf CSQ fiihrte der S100A1 Gentransfer im EHT zu
einer 4,2+0,5-fachen S100A1 Uberexpression im Vergleich zu den AdvGFP transfizierten EHT's
(P<0,001). Die durch die Infektion mit dem AdvS100A1 oder AdvGFP vermittelte GFP Expression

unterschied sich in beiden Gruppen nicht signifikant (Abb.II1.26).

Abb.lI1.26

Abb.lIl.26 Reprasentative SDS/PAGE Analyse
aus isoliertem AdvGFP oder AdvS100A1
L S100A1
transfizierten engineered heart tissue (EHT).
Dargestellt ist die zwischen der AdvGFP und
e —— GFP der AdvS100A1 Gruppe nicht signifikant
unterschiedliche Expression der Proteine GFP
csQ und Calsequestrin 7 Tage nach erfolgtem

Gentransfer. Die S100A1 Proteinexpression der
AdvS100A1 transfizierten EHT s ist im Vergleich
zu der AdvGFP Gruppe signifikant 4,2+ 0,5-fach
gesteigert.

AdvGFP AdvS100A1
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1Il.8 Kontraktile Funktion der EHT's nach S100A1 Gentransfer

Abb.11.27 zeigt die Messung der isometrischen Kraft der AdvS100A1 transfizierten EHT s im Vergleich
zu der AdvGFP Kontrollgruppe unter ansteigender Vorlast. Die extrazelluldre Kalziumkonzentration
[Ca2+]e betrug 0,4 mM, die Stimulationsfrequenz 2 Hz (5 ms, 30 V). Auf der Ausgangslange L, bei der
das kunstliche Herzmuskelgewebe konstituiert und gezlchtet worden war, entwickelten die mit dem
AdvS100A1 behandelten EHT's eine mit 0,219+£0,04 mN signifikant gesteigerte isometrische Kraft im
Vergleich zu den mit dem AdvGFP behandelten Geweben (0,103+,013 mN; n=11; p<0,05). Unter
steigender Vordehnung blieb die signifikant erhdhte isometrische Kraft der AdvS100A1 transfizierten
EHT's bestehen. Bei der maximalen Vordehnung der EHT's um 0,4 mm war die isometrische Kraft
der mit dem AdvS100A1 behandelten EHT's mit 0,314+0,058 mN um 65% gegenlber der

Kontrollgruppe (AdvGFP; 0,19+0,018 mN; p<0,05) gesteigert.

Abb.lI1.27
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Abb.l11.27: Vordehnungsabhéngige Kraftentwicklung am EHT (Frank-Starling).

Die vordehnungsabhéngige Entwicklung der isometrischen Kraft war in den AdvS100A1 transfizierten EHT's

signifikant im Vergleich zu den Kontroll-EHT's (AdvGFP) gesteigert. Il AdvS100A1 (n=20), O AdvGFP (n=20),

* p<0,05.
Unter Erhéhung der [Ca®], zeigte sich sowohl bei den AdvS100A1 behandelten, als auch bei den
AdvGFP transfizierten EHT's eine signifikante Steigerung der isometrischen Kraft (Kalziumtreppe).
Die signifikant gesteigerte isometrische Kraft der S100A1 Uberexprimierenden EHT s im Vergleich zu
den AdvGFP transfizierten Geweben blieb unter ansteigenden Kalziumkonzentrationen (0,4 mM bis

2,4 mM) erhalten (Abb.111.28). Bei einer extrazellularen Kalziumkonzentration von 2,4 mM entwickelten

die S100A1 transfizierten EHT's (AdvS100A1; 0,496+0,091 mN) eine gegeniber den mit dem
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AdvGFP (0,315+0,031 mN; p<0,05) behandelten Kontrollen um 54% gesteigerte isometrische Kraft

(Abb.111.28).
Abb.lll.28
0,41 * *
*

= *
4
£ 0,3/ * " . i
e h
© n
X

0,2. e e
2 * e =
(8]
2 a
® 0,14
£
(]
0

0
04 0,8 1,2 1,6 2,0 24
[Ca*']e (mM)

Abb.II1.28: Kalziuminduzierte Kraftentsteigerung am EHT (Kalzium-Treppe).

Die S100A1 Uberexpression steigerte die isometrische Kraft der EHT's signifikant bei extrazelluliren
Kalziumkonzentrationen zwischen 0,4 bis 2,4 mM im Vergleich zu den Kontroll EHT's. Il AdvS100A1
(n=20), O AdvGFP (n=20), * p<0,05.

Die Applikation von ansteigenden Konzentrationen Isoproterenol fihrte sowohl bei den AdvS100A1,
als auch bei den AdvGFP behandelten EHT's zu einer signifikanten Zunahme der isometrischen Kraft.
Die signifikant gesteigerte isometrische Kraft der S100A1 transfizierten EHT's blieb unter
ansteigenden Isoproterenolkonzentrationen (10°M bis 10°M) erhalten (Abb.II1.29). Unter einer
maximalen extrazellularen Isoproterenolkonzentration von 10®°M filhrte die S100A1 Genaddition
(AdvS100A1; 0,372+0,068 mN) zu einer um 69,8% signifikant gesteigerten isometrischen Kraft im

Vergleich zu der AdvGFP Kontrollgruppe (0,219+0,018 mN; p<0,05) (Abb.II1.29).
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Abb.II1.29: Steigerung der isometrischen Kontraktionskraft unter -adrenerger Stimulation.

Unter ansteigender Konzentration von Isoproterenol blieb die signifikant gesteigerte isometrische
Kontraktionskraft der AdVS100A1 transfizierten EHT s im Vergleich zu der Kontrollgruppe (AdvGFP) erhalten.

Bl AdvS100A1 (n=20), O AdvGFP (n=20), * p<0,05.
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1Il.9 Myokardialer S100A1 in vivo Gentransfer und S100A1 Expressionsanalyse

Zur myokardialen Applikation des S100A1 rekombinanten Adenovirus wurde die intrakoronare
Gentransferstrategie der aortalen Ligation bei gleichzeitiger Injektion der Virusldsung in den linken
Ventrikel angewandt (Hata et al., 1999). Bei dieser Methode wird unter Verwendung von 1X10" PFU eine
globale, myokardiale GFP Expression erreicht (Hata et al., 1999). Die Identifizierung der Myokardareale,
in denen mit Hilfe der Gentransfertechnik eine adenovirale Infektion erreicht werden konnte, gelang
anhand der fluoreszensoptischen Untersuchung des Kotransfektionsmarkers GFP. Aufgrund der hohen
Wandspannung wahrend der Virusapplikation waren die endokardialen Myokardareale und das Septum
von der adenoviralen Transfektion ausgenommen. Epikardial fand sich jedoch eine nahezu 100%ige

Transfektionsrate (Abb.l11.31).

Abb.lI1.30 Abb.lI1.31

Linksventrikuldrer 10 um Kryoschnitt eines AdvGFP transfizierten Kaninchens 7 Tage nach erfolgten Gentransfer in
der Lichtmikroskopie (Abb.lll.30) und unter GFP Emission (510 nm) (Abb.IIl.31). Abb.lI.31 veranschaulicht anhand der

GFP Expression eine robuste Infektionsrate des AdvGFP in der duReren myokardialen Wand.
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Die myokardiale S100A1 Uberexpression, hervorgerufen durch den S100A1 Gentransfer, wurde durch
Western Blotting kontrolliert. Nach der Entnahme der Herzen wurden die Atrien und der rechte Ventrikel
entfernt. Die zytosolische Proteinfraktion aus den mit dem AdvS100A1 oder dem AdvGFP behandelten
linksventrikularen Myokard wurde isoliert und die Proteinkonzentration photometrisch nach
standardisierten Protokoll der Firma Bio-Rad gemessen. Die Proteinkonzentration in der zytosolischen
Fraktion des AdvS100A1 (AdvGFP) infizierten Myokards betrug 24+5 pg/ul (2243 pg/pl). Die
densitometrische Quantifizierung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteinbanden mit dem Programm
One-Dimensional-Scan™ (Adobe) erfolgte fur die Proteine S100A1, GFP und Calsequestrin (CSQ).
Abb.l11.33 und Abb.l11.34 stellen die Ergebnisse der Proteinanalysen in einer reprasentativen Form dar.
Der myokardiale S100A1 Gentransfer (n=8) steigerte die S100A1 Expression des Herzmuskels
standardisiert auf CSQ im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=11) signifikant um den Faktor 3,2+0,5;
p<0,01) (Abb.III.33). Die GFP Expression in der AdvS100A1 und der AdvGFP Gruppe war nicht signifikant

unterschiedlich (Abb.ll1.34).

Abb.l11.33 Abb.111.33
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Abb.lIl.34
csa 60 kD
GFP 27 kD

AdvS100A1 AdvGFP

Abb.lll.34 Reprasentative SDS/PAGE Analyse aus AdvGFP oder AdvS100A1 transfizierten linksventrikuldaren
Myokard.

Dargestellt ist die zwischen der AdvGFP und der AdvS100A1 Gruppe nicht signifikant unterschiedliche Expression
der Proteine Calsequestrin (CSQ) und GFP 7 Tage nach erfolgtem Gentransfer.
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1I1.10 Hamodynamische Messung der Herzfunktion nach myokardialem S100A1 Gentransfer

Um die hamodynamischen Auswirkungen einer myokardialen in vivo S100A1 Uberexpression zu
evaluieren, wurde eine Linksherzkatheteruntersuchung durchgefiihrt. Die kardiale Kontraktilitat wurde
7 Tage nach dem S100A1 Gentransfer gemessen. Die Linksherzkatheteruntersuchung mit der
Messung der ersten Ableitung des ventrikularen Druckanstieges (+dP/dt) und des Druckabfalles (-
dP/dt), des systolischen Ejektionsdruckes (SEP) und der Herzfrequenz (HF) wurde unter
Basalbedingungen durchgefiihrt. Danach erfolgte die Messung der linksventrikularen Hamodynamik
unter kontinuierlicher vendser Infusion von 0.1, 0.5 und 1.0 ug Isoproterenol pro kg KG pro Minute
nach Einstellung eines hdamodynamischen Gleichgewichtes. Die mit dem AdvS100A1 behandelten
Kaninchen sowie die AdvGFP Kontrollgruppe zeigten einen dosisabhangigen, physiologischen Anstieg
der +dP/dt, -dP/dt, SEP und der HF (Abb. 111.35.D). Unter Basalbedingungen flihrte der adenovirale
S100A1 Gentransfer zu keiner signifikanten Veranderung der ermittelten Parameter im Vergleich zu
der AdvGFP Kontrollgruppe (Abb.II1.35). Die B-adrenerge Stimulation mit 0,1 ug Isoproterenol pro kg
KG pro Minute fiihrte in der mit dem AdvS100A1 behandelten Gruppe zu einer im Vergleich mit der
AdvGFP Kontrollgruppe signifikant gesteigerten Kontraktilitat: +dP/dt (4756,6+178,9 mmHg/sec vs
3773+185,4 mmHg/sec, P<0.005), —dP/dt (2564+111,1 mmHg/sec vs 2237+98,9 mmHg/sec, P<0.05)
und SEP (65,2, +3,8 mmHg vs 55,1+1,8 mmHg, P<0.05), (Abb.Ill.35). Die gesteigerte myokardiale
Kontraktilitat der AdvS100A1 behandelten Tiere blieb unter einer hoheren Dosis Isoproterenol erhalten
(0.5ug Isoproterenol pro kg KG pro Minute): +dP/dt (5815,9+109 mmHg/sec vs 4818+198 mmHg/sec,
P<0.005), -dP/dt (2965,3+93,4 mmHg/sec vs 24531124,2 mmHg/sec, P<0.05), SEP (69,9+3,3 mmHg
vs 5921 mmHg, P<0.05), (Abb.lll.35). Die Herzfrequenz unterschied sich unter
Isoproterenolstimulation nicht signifikant zwischen der AdvS100A1 (279,6+10 min™ bzw. 297+9,8 min’
') und der AdvGFP Gruppe (249,3+7,6 min™' bzw. 280,8+9,6 min™'; ns), (Abb.I11.35D). Die p-adrenerge
Stimulation mit 1,0 ug Isoproterenol pro kg KG pro Minute flihrte in keiner der Versuchsgruppen zu
einer weiteren signifikanten Steigerung der hamodynamischen Parameter. Die signifikant erhdhte
myokardiale Kontraktilitat der S100A1 behandelten Tiere, im Vergleich zu der AdvGFP behandelten
Kontrollgruppe, blieb unter diesen Bedingungen erhalten: +dP/dt (5761,8£117 mmHg/sec vs

5106,1£176 mmHg/sec, P<0.05), -dP/dt (3059,5+97,4 mmHg/sec vs 2599,6+136,4 mmHg/sec,
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P<0.05), SEP (72,25+3,1 mmHg vs 61,1+2,4 mmHg, P<0.05), Herzfrequenz (285,75+11,4 min"' vs

286,6+9,3 min™"; ns), (Abb.lI1.35).
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Abb.lIl.35A

Steigerung des maximalen linksventrikuldaren
Druckanstieges pro Zeit (+dP/dt) unter
Isoproterenolstimulation nach S100A1
Gentransfer (n=8). M AdvS100A1, O AdvGFP
(n=11), # p<0,05.

Abb.II.35C

Steigerung des maximalen systolischen
linksventrikuldren Ejektionsdruckes unter
Isoproterenolstilumation nach S100A1
Gentransfer (n=8). M AdvS100A1, O AdvGFP
(n=11), # p<0,05.



lll. Ergebnisse

Abb.IIl.35C
3500 4 4
#
3000 + [ ]
0 # R
o)
I
E 2500 - . b
= b4
S 2000 4 §
o
7
1500 -
J y
oL
Basal 0.1 0.5 1.0
(nug Isoproterenol / kg KG)
Abb.lIl.35D
350 -
T 300+ ]
£ i ¢ ]
E 2504 *
N
£ 200 i
=
g 150 o
w
c 100 4
T
50 1
0
Basal 0.1 0.5 1.0

(ng Isoproterenol / kg KG)

66

Abb.lI.35B

Steigerung des maximalen linksventrikuldaren
pro Zeit (-dP/dt) unter
Isoproterenolstimulation nach S100A1
Gentransfer (n=8). M AdvS100A1, O AdvGFP
(n=11), # p<0,05.

Druckabfalles

Abb.II1.35D

Unverdnderte Herzfrequenz unter basalen
Bedingungen und Isoproterenolstimulation
nach S100A1 Gentransfer (n=8). Il AdvS100A1,
O AdVGFP (n=11), # p<0,05.
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Vor dem Hintergrund der Zunahme der Pravalenz der Herzinsuffizienz in den westlichen Nationen und
einer weiterhin hohen 1 Jahres Mortalitat von 9-12 % (NYHA II-1ll) bzw. von 52% (NYHA IV) (Cohn et
al., 1991; The CONSENSUS Trial Study Group., 1987; The SOLVD Investigators., 1991) bieten neue
therapeutische Ansatze, geschadigtes Myokard zu unterstitzen oder durch Herzmuskelersatzgewebe
zu ersetzen eine Option in der zukinftigen Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz. Somit
kénnte der Entwicklung neuer Therapieansatze, die tber den bisherigen pharmakologischen Ansatz
hinausgehend eine myokardiale Genaddition oder eine Herzmuskelersatztherapie umfassen, eine
wichtige Bedeutung zukommen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung klinisch experimenteller Ansatze zur Therapie der
Herzinsuffizienz unter Verwendung eines S100A1 Gentransfers. Hierfir wurde im Wesentlichen die
Strategie eines myokardialen, adenoviralen S100A1 Gentransfers in vivo als auch einer adenoviralen

S100A1 Genaddition in ein Herzmuskelersatzgewebe in vitro etabliert.

IV.1 Funktionelle Testung des S100A1 rekombinanten Adenovirus (AdvS100A1)

Die funktionelle Testung der aufgereinigten Viruschargen erfolgte am Modell kultivierter, adulter
Kardiomyozyten der Ratte. Hierbei konnte die positiv inotrope Wirkung des adenoviral vermittelt
exprimierten S100A1, anhand der Kontraktilitdt der isolierten Kardiomyozyten, wie von Most et al.
beschrieben (Most et al., 2001) nachvollzogen werden. So steigerte die 6,2+0,5-fache S100A1
Uberexpression die Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit sowie die prozentuale Verkiirzung
der Rattenkardiomyozyten signifikant. Die Daten der vorliegenden Arbeit stehen somit im Einklang mit
der positiv inotropen Wirkung der S100A1 Uberexpression an isolierten Kaninchenkardiomyozyten
(Most et al., 2001). Der generierte S100A1 rekombinante Adenovirus war aus diesen Grund zur

experimentellen Nutzung fir klinisch therapeutische Ansatze einer S100A1 Gentherapie geeignet.

IV.2 Anwendung des AdvS100A1 zur Steigerung der myokardialen Kontraktilitat

IV.2.1 S100A1 Gentransfer in Engineered Heart Tissue (EHT)

Das EHT stellt ein vielversprechendes Gewebe flr eine potentielle Herzmuskelersatztherapie dar,
seitdem die Transplantation und Inkorporation von EHT's in den Rattenherzmuskel gezeigt werden
konnte (Eschenhagen et al., 2002; Zimmermann et al., 2002a). Zimmermann et al konnten dartber

hinaus zeigen, dass transplantierte EHT's kontrahierten, stark vaskularisiert und innerviert waren
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sowie ihren Differenzierungsgrad wahrend eines 28-tdgigen Transplantationszeitraumes steigerten
(Zimmermann et al., 2002a). Limitierend fur den klinischen Einsatz der Herzmuskelersatztherapie sind
allerdings nach wie vor die fragliche elektrische Kopplung mit dem nativen Myokard (Reinecke et al.,
1999), die AbstoRungsreaktion (Zimmermann et al., 2002a) und die geringe Kontraktionskraft der in
vitro konstituierten Herzmuskelgewebe.

Die positiv inotropen Eigenschaften des Proteins S100A1 sollten genutzt werden, das EHT fir die
Herzmuskelersatztherapie weiterzuentwickeln und in diesem Zusammenhang durch eine genetische
Manipulation die geringe Kontraktionskraft der EHT's als Limitation fir die myokardiale
Gewebsersatztherapie zu Uberwinden. Vorausgehende Untersuchungen konnten die Steigerung der
Kontraktions- und Relaxationfahigkeit isolierter, adulter Kardiomyozyten nach adenoviral vermittelter
S100A1 Uberexpression zeigen (Most et al., 2001). Zuriickzufiihren sind diese Befunde auf eine
Beeinflussung der intrazelluldren Kalziumtransienten und der myofilamentaren Kalziumsensitivitat
durch S100A1 (Most et al.,, 2001; Remppis et al., 2002). Dartiber hinaus konnte unter in vivo
Bedingungen an der S100A1 transgenen Maus eine signifikante Steigerung der myokardialen
Kontraktilitat gezeigt werden (Most et al., submitted). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen
daher im Einklang mit diesen Studien und unterstiitzen den experimentellen Ansatz eines S100A1
Gentransfers im EHT, da durch die S100A1 Uberexpression eine signifikante Steigerung der
isometrischen Kontraktionskraft im Vergleich zu den Kontroll-EHT s erreicht werden konnte (Most et
al., 2001; Pleger et al., 2002; Pleger et al., submitted).

Von besonderer Bedeutung ist, dass die p-adrenerge Ansprechbarkeit des Myokards bzw. der EHT's
auch unter einer Uberexpression von S100A1 voll erhalten bleibt, soda auch S100A1
genmanipulierte EHT's ihre Kontraktionsfahigkeit an eine gesteigerte Arbeitslast anpassen kénnen.
Offensichtlich ist eine ausreichend hohe S100A1 Expression sogar die Voraussetzung flr die
Anpassungsfahigkeit des Myokards an akute und chronische hamodynamischen Belastungen des
Herzens, da Du et al. im homozygotem S100A1 knock-out Modell eine aufgehobene B-adrenerge
Ansprechbarkeit des Myokards fanden (Du et al., 2002).

Die S100A1 Uberexprimierenden EHT's behielten dartber hinaus weiterhin die funktionellen
Charakteristika von Rattenherzen wie von Eschenhagen et al beschrieben bei: eine positive Kraft-
Vordehnungsbeziehung (Frank-Starling), eine kalziumabhangige (Kalziumtreppe) sowie eine f-

adrenerg vermittelte Steigerung des inotropen Status (Eschenhagen et al., 1997).
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Die vorliegenden Daten belegen also, dass die Manipulation der S100A1 Genexpression geeignet ist
die geringe Kraftentfaltung des Engineered Heart Tissues (EHT), die als solche eine bedeutende
Limitation dieses technischen Ansatzes zur myokardialen Gewebsersatztherapie darstellt, zu
Uberwinden. Dieses Merkmal konnte gerade wahrend des initialen Transplantationszeitraumes von
Vorteil sein, da Shimizu et al eine erhdhte elektrische Kopplung und Uberlebenswahrscheinlichkeit bei
héher entwickeltem konstituierten Herzmuskelgewebe nachweisen konnte (Shimizu et al., 2002).

Da die kontraktilen Eigenschaften der EHT's auch ganz wesentlich durch die Konstitution
verschiedener geometrischer Ausformungen beeinfluf3t werden kann (Zimmermann et al., 2000), ist zu
hoffen, dass durch einen S100A1 Gentransfer in ein neuentwickeltes ringférmiges EHT eine weitere
Verbesserung der myokardialen Gewebsersatztherapie zu erzielen sein wird. Zur klinischen
Realisierung der S100A1 Genaddition in Herzmuskelersatzgewebe konnten ferner durch Anwendung
eines adenoviral-assoziierten Gentransfersystems (AAV) die AbstoRungsreaktionen, als Antwort auf
adenovirale Antigene, vermindert und die S100A1 Expressionsdauer optimiert werden (Chan et al.,

1999; Shimpo et al., 2002).

IV.2.2 Steigerung der myokardialen Kontraktilitiat durch einen S100A1 in vivo Gentransfer

Einen weiteren neuen klinischen Therapieansatz zur Behandlung der Herzinsuffizienz stellt die
Gentherapie dar. Mit Hilfe einer selektiven Genaddition ermdglicht dieser Therapieansatz auf
molekularer Ebene eine Unterstitzung insuffizienten Myokards sowie eine gezielte Beeinflussung
derjenigen pathophysiologischen Veranderungen, die der kontraktilen Insuffizienz ursachlich zugrunde
liegen (Isner, 2002). Aufgrund der gesteigerten myokardialen Expression des positiv inotropen
kardialen Proteins S100A1 im Modell des moderaten chronisch-pulmonalen Hypertonus (Ehlermann et
al.,, 2000) und der verminderten kardialen Expression von S100A1 in der dekompensierten
Herzinsuffizienz (Remppis et al., 1996), erscheint eine Substitution des Proteins S100A1
therapeutisch vielversprechend. Die Mdglichkeit einer myokardialen Kontraktilitatssteigerung durch
Uberexpression des Proteins S100A1 sollte daher unter in vivo Bedingungen mit einer klinisch
experimentellen Technik untersucht werden. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten hinsichtlich einer
Verbesserung der myokardialen Funktion in vivo durch S100A1 Genaddition untermauert das
Potential einer S100A1 Gentherapie der Herzinsuffizienz (Pleger et al., 1999). Interessanterweise
konnten Du et al im Modell der S100A1 knock-out Maus belegen, dass hohe S100A1
Gewebskonzentrationen Voraussetzung sind um eine Anpassung der Kontraktilitdt des Myokards an

akute (B-adrenerge Stimulation) und chronische (aortales banding) hamodynamische Belastungen zu
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ermdglichen (Du et al., 2002). Dieser Zusammenhang erklart moglicherweise auch, dass die
Kontraktilitat der S100A1 gentherapierten Herzen unter Ruhebedingungen unverandert war, unter -
adrenerger Stimulation jedoch signifikant gesteigert werden konnte und gibt einen Hinweis auf eine
Funktion von S100A1 als positiv inotropes Reserveprotein. Aufgrund der signifikant gesteigerten
Hamodynamik S100A1 transgener Mause (Most et al., submitted) auch unter Basalbedingungen
konnte der in den S100A1 gentherapierten Kaninchen beobachtete, von einer B-adrenergen
Stimulation abhangige Effekt, allerdings auch speziesspezifisch oder durch die nicht vollstandig
global, transmurale S100A1 Expression zustande kommen. Da die Herzfrequenz der AdvS100A1
behandelten Tiere im Vergleich zu der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich war, kann ein
positiv chronotroper Effekt (Bowditch-Phdnomen) (Opie, 1998) als Ursache der gesteigerten
kontraktilen Funktion des Herzmuskels unter Isoproterenolstimulation ausgeschlossen werden. Eine
durch den adenoviralen Vektor bedingte Immunantwort wurde in der vorliegenden Arbeit nicht néher
untersucht. Fir die langfristige myokardiale S100A1 Uberexpression stehen jedoch kiirzlich
entwickelte adeno-assoziierte virale (AAV) Expressionsysteme zur Verfligung, bei denen eine
Immunantwort nicht zu erwarten ist (Asfour et al., 2002; Shimpo et al., 2002). Letzendlich wird der
therapeutische Nutzen einer myokardialen S100A1 Gentherapie in einem in vivo

Herzinsuffizienzmodell evaluiert werden mussen.

Die Resultate dieser Arbeit eréffnen somit neuartige Ansatze zur Therapie der Herzinsuffizienz. Zum
einen belegen die gewonnenen Daten den Nutzen der positiv inotropen Effekte von S100A1 bei der
Realisierung der klinischen Anwendung der Herzmuskelgewebsersatztherapie. Darliber hinaus zeigen
die Ergebnisse dieser Arbeit das Potential einer gesteigerten kontraktilen Funktion des Herzmuskels
durch eine myokardiale S100A1 Gentherapie. Es ist somit zu hoffen, dass sich die myokardiale
S100A1 Genaddition als neue Therapie der chronischen Herzinsuffizienz bewahrt. Dies zu

untersuchen wird Gegenstand weiterfiihrender Forschungsarbeiten sein.
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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Nutzung des Proteins S100A1 zur Entwicklung neuer
Therapieansatze der Herzinsuffizienz. Grundlage der vorliegenden Arbeit waren Studien von
Ehlermann (Ehlermann et al., 2000) und Remppis (Remppis et al., 1996), die eine differentielle
Expression des Proteins S100A1 beim Ubergang von einer kompensierten Hypertrophie in eine
klinisch manifeste Herzinsuffizienz zeigen konnten. So war am Modell des moderaten chronisch-
pulmonalen Hypertonus eine signifikant erhdhte S100A1 Proteinexpression nachzuweisen, wahrend in
der dekompensierten Herzinsuffizienz von Patienten die myokardiale Expression von S100A1
signifikant vermindert war.

Aufgrund der positiv inotropen kardialen Eigenschaften von S100A1 (Most et al., 2001) und seiner
Funktion als inotropes Reserveprotein (Du et al., 2002) sollte daher die therapeutische Option einer
Steigerung der myokardialen Kontraktilitat durch eine S100A1 Uberexpression untersucht werden. Um
diese Fragestellung bearbeiten zu konnen, wurde ein S100A1 rekombinanter Adenovirus
(AdvS100A1) konstruiert, der funktionell zundchst am Modell isolierter, adulter Kardiomyozyten der
Ratte getestet wurde (Remppis et al., 2002). Mit Hilfe des AdvS100A1 wurde sodann die Strategie
einer S100A1 Genaddition an einem in vitro rekonstituierten Herzmuskelgewebsverbandes (EHT)
sowie am Myokard unter in vivo Bedingungen verfolgt.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal das therapeutische Potential eines adenoviralen
S100A1 Gentransfers gezeigt werden. Die Uberexpression des Proteins steigerte die isometrische
Kontraktionskraft der EHT's ohne die physiologischen Eigenschaften der ex vivo rekonstituierten
Herzmuskelgewebeverbande zu verandern (Most et al., 2001; Pleger et al., submitted). Dartber
hinaus blieb die durch die S100A1 Genaddition gesteigerte Kontraktilitat der EHT s auch unter positiv
inotroper Intervention mit Kalzium und Katecholaminen erhalten.

In einem weiteren Schritt konnte mit Hilfe der intrakoronaren Applikation des S100A1 rekombinanten
Adenovirus unter in vivo Bedingungen eine robuste, globale myokardiale S100A1 Uberexpression
erreicht werden. Die Kontraktilitdt der gesunden Kaninchenherzen war hierbei durch die S100A1
Uberexpression unter Basalbedingungen nicht verandert. Unter akuten hdmodynamischen SteR, im
Sinne einer B-adrenergen Stimulation, steigerte der myokardiale S100A1 Gentransfer jedoch die
kontraktile Funktion des Herzmuskels signifikant (Pleger et al., 1999), sodal in diesem Modell die
Funktion von S100A1 als positiv inotropes Reserveprotein bestéatigt werden konnte. Da die vermehrte

S100A1 Expression keinen Einflulk auf die Chronotropie hatte, kann eine Beeinflussung der
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Herzfrequenz als Ursache der potenzierten Wirkung von Isoproterenol durch S100A1 ausgeschlossen
werden.

Mit den vorliegenden Experimenten ist es also gelungen zum einen das Engineered Heart Tissue
(EHT) als Option zur myokardialen Gewebsersatztherapie weiterzuentwickeln und die erhebliche
Limitation einer zu geringen Kraftentwicklung zu minimieren. Somit kénnte die S100A1 Genaddition
einen Beitrag zur klinischen Realisierung der Herzmuskelgewebsersatztherapie leisten.

Ferner konnte anhand der Etablierung des myokardialen S100A1 in vivo Gentransfers am Kaninchen
gezeigt werden, dass mit einer genetischen Manipulation der S100A1 Expression prinzipiell die
Moglichkeit der Steigerung der kontraktilen Funktion des Myokards besteht. Mit diesen Daten ist
nunmehr ausreichend Evidenz geschaffen, um in weiteren Studien an Herzinsuffizienzmodellen die
Rekonstitution der eingeschrankten kontraktilen Funktion und somit den therapeutischen Nutzen einer

S100A1 Gentherapie im Sinne eines ,proof of principle“ zu belegen.
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VI. Abkiirzungsverzeichnis

Adv
AdvGFP
AdvS100A1
AK

AS
ATP
bp
CaCl,
cAMP
cDNA
CMV
CO,
CS%
CsCl
CsQ
DME
DTT
DHPR
EDTA
EHT
FCS
GFP
HEK
HEPES
HF
HPLC

ICR

KClI

kB

Adenovirus

GFP rekombinanter Adenovirus

S100A1 rekombinanter Adenovirus
Antikorper

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Kalziumchlorid

zyklisches Adenosintriphosphat

klonierte Desoxyribonukleinsaure
Cytomegalievirus

Kohlendioxid

prozentuale Zellverkirzung

Céasiumchlorid

Calsequestrin

Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium
Dithiotheitol

Dihydropyridinrezeptor
Ethylenediamintetraacetat

Engineered Heart Tissue

Fetales Kalberserum

Grun Fluoreszierendes Protein

Humane Embryonale Nierenkarzinomzellen
N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2ethanesulfonsaure
Herzfrequenz

High Performance Liquid Chromatography
Interkostalraum

Immunglobulin G

Kaliumchlorid

Kilobasen
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kD Kilodalton

KHK koronare Herzerkrankung

LV linker Ventrikel

MCS Multiklonierungseinheit

MgCl, Magnesiumchlorid

M 199 Medium 199

MOI Multiplicity of Infection

NaCl Natriumchlorid

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat

NEB New England Biolabs

NO Stickstoffmonoxid

O, Sauerstoff

PBS Phosphat-Natriumchlorid Puffer
PFU Plaque Forming Units

PLB Phospholamban

PVDF Polyvinylidenefluoridmembran
RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

RyR Ryonadin Rezeptor

SEP systolischer Ejektionsdruck
SDS-Page Sodium-dodecyl-sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
SERCA Sarko(endo)plasmatische Retikulum Kalzium-ATPase
SL Sarkolemm

SR Sarkoplasmatisches Retikulum
TAE TRIS-Essigsaure

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane
uv Ultraviolett

VED Video Edge Detection

WT Wild-Typ
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