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ZUSAMMENFASSUNG 

Untersuchungen zum Einfluss der cAMP-regulierten Transkriptions-

faktoren Activator Protein 2α (AP-2α) und cAMP Response Element 

Modulator (CREM) auf die Apoptose in isolierten Herzen 

Frank Thomas Stümpel 

Die Herzinsuffizienz ist eine der Hauptursachen von Morbidität und Mortalität in 

westlichen Industrienationen. Bei ihrem Fortschreiten kommt es zu einer Stö-

rung der Signalübertragung über den intrazellulären Botenstoff zyklisches Ade-

nosinmonophosphat (cAMP). Auch lässt sich im Rahmen der Herzinsuffizienz 

eine gesteigerte Apoptose von Kardiomyozyten beobachten. Activator Protein 

2α (AP-2α) und cAMP Response Element Modulator (CREM) sind zwei 

Transkriptionsfaktoren, die Gene cAMP-abhängig regulieren können. Beide 

werden im menschlichen Herzen exprimiert. Die Expression von AP-2α ist bei 

der idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie heraufreguliert, und eine Über-

expression von AP-2α löst Apoptose in Kardiomyozyten aus. Die dominant ne-

gative CREM-Isoform Inducible cAMP Early Repressor (ICER) stimuliert Apo-

ptose in Kardiomyozyten. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine 

heterozygote Ausschaltung des AP-2α-Gens (eine globale homozygote Aus-

schaltung ist mit dem Leben nicht vereinbar) sowie eine vollständige Ausschal-

tung des CREM-Gens keinen Einfluss auf die Ausbildung von Apoptose durch 

Ischämie und Reperfusion in isolierten Herzen hat. Möglicherweise kommt die-

ser fehlende Einfluss jedoch durch das vorhandene intakte Allel (im Fall von 

AP-2α) bzw. durch Kompensation durch ähnliche Transkriptionsfaktoren (im Fall 

von CREM) zustande. Beide Transkriptionsfaktoren bleiben lohnende Ziele wei-

terer Untersuchungen an anderen Modellen, um die angesprochenen Fragestel-

lungen zu klären. 
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1 Einleitung 

1.1 Herzinsuffizienz 

Die Herzinsuffizienz ist pathophysiologisch definiert als Zustand, bei dem das 

Herz nicht mehr in der Lage ist, die Gewebe mit genügend Blut und damit ge-

nügend Sauerstoff zu versorgen, um den Gewebestoffwechsel in Ruhe oder 

unter Belastung sicherzustellen; klinisch liegt dann eine Herzinsuffizienz vor, 

wenn typische Symptome (Dyspnoe, Müdigkeit, Flüssigkeitsretention) vorliegen, 

denen ursächlich eine kardiale Funktionsstörung zugrunde liegt (Definition der 

WHO von 1995, zitiert nach Hoppe et al. 2005). 

Auch heutzutage ist die chronische Herzinsuffizienz eine Krankheit mit sehr 

schlechter Prognose. Zwar stieg die Fünfjahres-Überlebensrate in einer Unter-

suchung der Framingham-Studiengruppe zwischen 1950 und 1999 an (von 30 

Prozent bei Männern und 43 Prozent bei Frauen im Untersuchungszeitraum 

von 1950 bis 1969 auf 41 Prozent bei Männern und 55 Prozent bei Frauen im 

Zeitraum von 1990 bis 1999), trotzdem ist die Prognose damit aber immer noch 

vergleichbar schlecht oder sogar schlechter als die vieler maligner Neoplasien 

(Ho et al. 1993, Levy et al. 2002). 

In Deutschland liegt die Prävalenz der Herzinsuffizienz bei 2-3%. Dabei sind 

Männer altersadjustiert doppelt so häufig betroffen wie Frauen (Fischer et al. 

2003a, Fischer et al. 2003b). Da die Inzidenz der Herzinsuffizienz mit steigen-

dem Alter ansteigt, muss damit gerechnet werden, dass etwa jeder fünfte Mann 

und jede sechste Frau in ihrem Leben an einer Herzinsuffizienz erkranken wer-

den (Baessler et al. 2003). 

Insgesamt ist zu erwarten, dass die Herzinsuffizienz – trotz zwischenzeitlich 

gleichbleibender oder sogar leicht sinkender Inzidenz (Levy et al. 2002) – auf-

grund der veränderten Altersstruktur der Bevölkerung und dem verbesserten 

Überleben nach Herzinfarkt (einer Hauptursache der Herzinsuffizienz) ein 

wachsendes Gesundheitsproblem in industrialisierten Ländern bleiben wird 

(Coats 1998). 

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz findet man typischerweise eine neurohumora-

le Aktivierung mit erhöhten Plasmakatecholaminen, so dass die abnehmende 

Pumpleistung des Herzens zunächst kompensiert werden kann (Daly und Sole 
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1990, Cohn et al. 1984). Diese trägt zunächst zur hämodynamischen Stabilisie-

rung bei, längerfristig scheint sie jedoch das Fortschreiten der Erkrankung zu 

beschleunigen. Ein Hinweis darauf ist, dass die Therapie der Herzinsuffizienz 

mit positiv inotropen Pharmaka (β-Adrenozeptoragonisten und Hemmstoffe der 

Phosphodiesterase 3) nur kurzfristig die hämodynamische Situation verbessert, 

während ihr Einsatz in der Langzeittherapie zu einer Verschlechterung der 

Prognose und einer Erhöhung der Mortalität führt (O’Connor et al. 1999, Cohn 

et al. 1998, Nony et al. 1994, Packer et al. 1991, Uretsky et al. 1990, The Xa-

moterol in Severe Heart Failure Study Group 1990, Sinoway et al. 1983). Im 

Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit β-Adrenozeptor-

antagonisten zu einer Verbesserung der Prognose führt sowie die Herzfunktion 

verbessert und morphologische Veränderungen teilweise rückgängig macht 

(Bristow et al. 1996, Australia/New Zealand Heart Failure Research Collabora-

tive Group 1997, Groenning et al. 2000, Hjalmarson et al. 2000, Kim et al. 1999, 

Lowes et al. 1999, Packer et al. 1996a, Packer et al. 1996b, Packer et al. 2001). 

Diese klinischen Befunde, die auf eine Störung der Signalübertragung durch β-

Adrenozeptoren und ihren intrazellulären zweiten Botenstoff („second messen-

ger“) cAMP hinweisen, lassen sich auch in-vitro bestätigen. Versuche an Myo-

kardproben aus explantierten insuffizienten menschlichen Herzen zeigten im 

Vergleich mit Proben aus explantierten nicht insuffizienten Herzen eine vermin-

derte Antwort auf β-Adrenozeptoragonisten und Phosphodiesterasehemmstoffe, 

während die cAMP-unabhängige Stimulation – z. B. durch Erhöhung der extra-

zellulären Ca2+-Konzentration oder durch Hemmung der Na+/K+-ATPase – nicht 

verändert war. Das insuffiziente Myokard ist also prinzipiell zur gleichen Kraft-

entwicklung fähig wie nicht insuffizientes Myokard (Schmitz et al. 1987, Bristow 

et al. 1982). Weiterhin zeigte sich in insuffizienten Herzen eine verminderte β1-

Rezeptordichte (Bristow et al. 1982) bei gleichzeitig erhöhter Expression des 

inhibitorischen GTP-bindenden Proteins Gi (Feldmann et al. 1988, Neumann et 

al. 1988, Böhm et al. 1990). Diese Veränderungen lassen eine verminderte 

Adenylatcyclaseaktivität erwarten, was durch Untersuchungen unterstützt wird, 

die in insuffizienten Herzen eine erniedrigte cAMP-Konzentration – sowohl ba-

sal als auch nach β-adrenerger Stimulation – zeigten (Danielsen et al. 1989, 



 3

Böhm et al. 1994). Neben den genannten, die cAMP-abhängige Signalübertra-

gung betreffenden Expressionsveränderungen zeigten sich auch Veränderun-

gen in der Expression von Proteinen der myokardialen Kalziumhomöostase so-

wie von Proteinen des kontraktilen Apparates, die insgesamt zur kontraktilen 

Dysfunktion des insuffizienten Herzens beitragen (Übersichten bei Eschenha-

gen et al. 1992a, Schmitz et al. 1996, Mittmann et al. 1998, El-Armouche et al. 

2003). Ähnliche Expressionsveränderungen wie bei der menschlichen Herzin-

suffizienz ließen sich im Tiermodell durch eine chronische β-adrenerge Stimula-

tion auslösen (Eschenhagen et al. 1991, Eschenhagen et al. 1992b, Mende et 

al. 1992, Linck et al. 1998, Boknik et al. 2000), während beim Menschen die 

schon oben erwähnte Behandlung mit β-Adrenozeptorantagonisten zur teilwei-

sen Rückbildung dieser Veränderungen führte (Sigmund et al. 1996). Dieses 

unterstreicht die wichtige Bedeutung einer chronischen β-adrenergen Stimulati-

on bei der Ausbildung der typischen Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. 

Die genauen Mechanismen, die zu den beschriebenen Expressionsverände-

rungen bei Herzinsuffizienz führen, sind bisher nicht bekannt. Jedoch ist die 

Regulation durch Transkriptionsfaktoren ein wichtiger Mechanismus einer 

cAMP-abhängigen Genregulation und damit ein mögliches Bindeglied zwischen 

der neurohumoralen Aktivierung bei Herzinsuffizienz und den myokardialen Ex-

pressionsveränderungen (Übersicht bei Müller et al. 2000). Zwei Transkriptions-

faktoren, deren Aktivität durch cAMP reguliert werden kann, werden in dieser 

Arbeit näher betrachtet. 

 

1.2 Apoptose 

Der Begriff Apoptose (von gr. απόπτωσις: Herabfallen – das Fallen der Blätter 

im Herbst) wurde von Kerr et al. (1972) als Bezeichnung für den Vorgang eines 

programmierten, aktiv kontrollierten Zelltodes vorgeschlagen und anhand mor-

phologischer Kriterien definiert: Zunächst kondensiert das Chromatin an der 

inneren Kernmembran, während sich Zell- und Kernmembran stark falten, dann 

zerfällt die untergehende Zelle in einzelne, membranumhüllte Fragmente, die 

schließlich von umgebenden Zellen phagozytiert werden. 
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Als eines der ersten biochemischen Zeichen für einen apoptotischen Zellunter-

gang fand Wyllie (1980) eine typische Fragmentierung der nukleären DNA. Da-

bei wird diese durch im Rahmen des apoptotischen Geschehens aktivierte en-

dogene Endonukleasen zwischen Nukleosomen geschnitten, so dass sich 

Fragmente ergeben, die charakteristischerweise eine Länge von Vielfachen von 

180 bp haben. 

Untersuchungen der Embryonalentwicklung des Rundwurms Caenorhabditis 

elegans (C. elegans) führten zu ersten Einblicken in die Genetik und die Sig-

nalwege der Apoptose. Studien an Mutanten, die Veränderungen im normalen 

Apoptosemuster zeigten, ermöglichten die Identifikation zweier Gene ced-3 und 

ced-4, die für ein normales Funktionieren der Apoptose notwendig sind (Ellis 

und Horvitz 1986), sowie die Identifikation eines Genes ced-9, das Apoptose 

inhibieren kann (Hengartner et al. 1992). 

Inzwischen wurden für diese Gene ein oder mehrere Homologe in Vertebraten 

identifiziert: 

Das Genprodukt von ced-3 ist homolog zu einer Gruppe von Proteasen, deren 

Prototyp das Interleukin-Konversionsenzym (ICE) ist (Yuan et al. 1993), und die 

aufgrund ihrer katalytischen Eigenschaften später als Cystein-abhängige Aspar-

tat-spezifische Proteasen oder Caspasen bezeichnet wurden (Alnemri et al. 

1996). Neben einigen an der Entzündungsreaktion beteiligten Enzymen gehö-

ren hierzu auch die Caspasen 2, 8, 9 und 10, die bei der Initiierung der Apopto-

se über intra- oder extrazelluläre Signale eine zentrale Rolle spielen, sowie die 

Caspasen 3, 6 und 7, die die zentralen Effektorenzyme des Apoptosevorgangs 

sind, indem sie z. B. Strukturproteine spalten oder weitere Enzyme proteolytisch 

aktivieren bzw. inaktivieren. So wird etwa die oben erwähnte DNA-

Fragmentierung ausgelöst, indem Caspase 3 den Inhibitor (ICAD) der caspa-

seaktivierten DNase (CAD) deaktiviert (Liu et al. 1997, Sakahira et al. 1998). 

Vom Genprodukt von ced-4 ist bis heute nur ein Homolog bei Säugetieren und 

Menschen bekannt. Dieses wurde Apaf-1 (Apoptosis protease activating factor 

1) genannt, da es (zusammen mit aus Mitochondrien freigesetztem Cytochrom 

c, s. u.) und Caspase 9 einen Komplex, das so genannte Apoptosom, bildet, der 

zur Aktivierung von Caspase 9 führt (Zou et al. 1997). 
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Das Genprodukt von ced-9 ist homolog zu einer ganzen Gruppe von Säugetier-

proteinen. Der Prototyp dieser Gruppe ist Bcl-2, ein zuerst aus B-Zell-

Lymphomen isoliertes Protein, das hier zur Immortalisierung der Tumorzellen 

beiträgt (Vaux et al. 1988). Es sind jedoch auch Proteine aus dieser Gruppe 

bekannt, die proapoptotisch wirken, wie z. B. Bak (Bcl-2 homologous antago-

nist/killer) oder Bax (Bcl-2 associated x protein). Man nimmt an, dass die Prote-

ine dieser Gruppe die Durchlässigkeit der äußeren Mitochondrienmembran für 

Cytochrom c beeinflussen (Übersichten bei Antonsson & Martinou 2000, Scor-

rano & Korsmeyer 2003, Smaili et al. 2003, Gustafsson & Gottlieb 2008). 

Zur Aktivierung des Apoptosevorgangs in einer Zelle sind zwei Hauptsignalwe-

ge bekannt (Chang und Yang 2000): 

Beim sogenannten extrinsischen oder rezeptorvermittelten Signalweg erhält die 

Zelle ein extrazelluläres Signal, das die Apoptosekaskade auslöst, indem an 

spezifische Rezeptoren entsprechende Liganden binden. Als Beispiel sei hier 

der Fas-Rezeptor und FasL (Fas-Ligand) genannt. Die Aktivierung des Rezep-

tors führt zur intrazellulären Bindung des Adapterproteins FADD (Fas associ-

ated death domain), das wiederum Procaspase 8 bindet. In diesem Komplex 

aus FADD und Procaspase 8 kommt es dann zur autokatalytischen Aktivierung 

der Procaspase zu Caspase 8, die dann ihrerseits die Effektorcaspasen 3, 6 

und 7 aktivieren kann (Muzio et al. 1998). 

Beim intrinsischen Signalweg kommt den Mitochondrien eine zentrale Rolle zu. 

Reize wie Teratogene, oxidativer Stress oder DNA-Schäden können zur Frei-

setzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien führen. Cytochrom c bildet mit 

Caspase 9 und Apaf-1 das oben erwähnte Apoptosom. In diesem Komplex ist 

Caspase 9 aktiv und kann wiederum die Effektorcaspasen aktivieren. Ausführli-

che Übersichtsartikel zu diesem Thema finden sich z. B. bei Hengartner (2000), 

Mirkes (2002), Danial & Korsmeyer (2004), Fischer & Schulze-Osthoff (2005) 

sowie Elmore (2007). 

In den letzten Jahren wurden verschiedene Untersuchungen veröffentlicht, die 

für eine Bedeutung der Apoptose von Kardiomyozyten bei der Entwicklung der 

Herzinsuffizienz sprechen. Einige Studien an Gewebeproben aus menschlichen 

insuffizienten Herzen zeigten Anzeichen für Apoptose (wie gesteigerte DNA-
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Fragmentierung oder gesteigerte Caspase 3-Aktivität), aber auch antiapoptoti-

sche (möglicherweise kompensatorische) Veränderungen, wie einen Anstieg 

von Bcl-2. Auch in tierexperimentellen Ansätzen zur Auslösung eines Herz-

versagens (wie Ischämie/Reperfusion oder Drucküberlastung) zeigte sich eine 

gesteigerte Apoptose von Kardiomyozyten (Übersichten bei Kang & Izumo 

2000, Kang & Izumo 2003, van Empel et al. 2005, Regula & Kirshenbaum 2005, 

Narula et al. 2006, Kunapuli et al. 2006). Hinweise auf eine Beteiligung cAMP-

abhängiger Signaltransduktionswege bei der Auslösung kardiomyozytärer Apo-

ptose ergaben sich durch das Modell einer Maus, die die α-Untereinheit des 

stimulierenden GTP-bindenden Proteins Gs, also des vom β-Adrenozeptor akti-

vierten GTP-bindenden Proteins, überexprimiert. Mäuse aus dieser Linie zeigen 

in höherem Alter eine verstärkte myokardiale Apoptose sowie eine beeinträch-

tigte Herzfunktion, während eine mehrmonatige Behandlung mit dem β-Adreno-

zeptorantagonisten Propranolol der Verschlechterung der Herzfunktion sowie 

der Ausbildung der myokardialen Apoptose vorbeugt (Geng et al. 1999, Asai et 

al. 1999). 

 

1.3 Der Transkriptionsfaktor AP-2α 

Der Transkriptionsfaktor AP-2α (Activator Protein 2α) gehört zu einer Familie 

von Transkriptionsfaktoren, die von homologen Genen kodiert werden, und von 

denen bisher fünf bekannt sind: AP-2α (Mitchell et al. 1987, Imagawa et al. 

1987), AP-2β (Buettner et al. 1994), AP-2γ (Oulad-Abdelghani et al. 1996, zu-

nächst als AP-2.2 bezeichnet), AP-2δ (Zhao et al. 2001) und AP-2ε (Feng & 

Williams 2003). Die Transkriptionsfaktoren dieser Familie zeigen eine ähnliche 

Struktur mit einem C-terminalen „helix-span-helix“-Dimerisationsmotiv, einem 

davor liegenden basenreichen DNA-Bindungsmotiv und einer prolin- und gluta-

minreichen Transaktivierungsdomäne im N-Terminus (Williams & Tjian 1991a 

und b). Allen AP-2-Transkriptionsfaktoren ist gemeinsam, dass sie Dimere bil-

den und dann bevorzugt an die palindromische Sequenz 5'-GCCNNNGGC-3' 

binden (Mohibullah et al. 1999), allerdings sind auch andere GC-reiche Bin-

dungssequenzen beschrieben, zum Beispiel 5'-CCCCAGGC-3' (Mitchell et al. 

1987). Bleibt die Dimerisation aus, kann AP-2 nicht an die DNA binden. Von 
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AP-2α ist eine als AP-2αB bezeichnete Spleißvariante bekannt, der das Dimeri-

sationsmotiv und Teile des DNA-Bindungsmotivs fehlen, und die deswegen als 

Repressor von AP-2 wirkt (Buettner et al. 1993). 

Die Aktivität der AP-2-Transkriptionsfaktoren kann über mehrere Signalwege 

und Mechanismen reguliert werden. So kann, neben Phorbolestern (über einen 

Proteinkinase C-abhängigen Weg), unter anderem ein erhöhter cAMP-Spiegel 

die Expression von AP-2 steigern (Imagawa et al. 1987). Unklar ist die funktio-

nelle Bedeutung einer durch die Proteinkinase A katalysierten Phosphorylierung 

am Serin 239, die möglicherweise eine Aktivitätssteigerung von AP-2 bewirkt 

(García et al. 1999). 

AP-2-Bindungsmotive wurden u. a. in den Promotoren des kardialen Troponin T 

der Ratte (Wang et al. 1994), des menschlichen Wachstumshormons (Imagawa 

et al. 1987) und der α-Untereinheit des menschlichen Gi2-Proteins (Weinstein et 

al. 1988) identifiziert; sowie in den Promotoren weiterer Gene, die an Vorgän-

gen wie Zellproliferation, Zell(ent)differenzierung, Zellzykluskontrolle und Apo-

ptose beteiligt sind (Übersicht bei Hilger-Eversheim et al. 2000). AP-2 kann da-

bei je nach Zelltyp und Differenzierungsstatus sowohl pro- als auch antiprolife-

rativ wirken. So induziert AP-2 (AP-2α und AP-2γ dreimal stärker als AP-2β) in 

menschlichen Brustkrebszelllinien das Protoonkogen c-erbB-2, was zu einem 

hormonunabhängig wachsenden, besonders aggressiven Tumortyp führt 

(Bosher et al. 1995). In Zellen aus menschlichen malignen Melanomen hinge-

gen führt eine Abnahme von AP-2 zur Herunterregulierung der Antionkogene 

MCAM/MUC18 (ein Zelladhäsionsmolekül) und c-KIT (ein Tyrosinkinase-

gekoppelter Rezeptor), was ein besonders invasives Wachstum der Tumorzel-

len bewirkt (Huang et al. 1998). 

Trotz ihrer großen Homologie scheinen die von verschiedenen Genen kodierten 

AP-2-Isoformen ganz unterschiedliche Funktionen vor allem während der Em-

bryogenese zu besitzen, was anhand von Knockout-Modellen für AP-2α, AP-2β 

und AP-2γ deutlich wurde. Homozygote Ap-2α-Knockoutmäuse zeigen schon 

während der Embryonalentwicklung schwere Defekte wie Anenzephalie, kranio-

faziale Missbildungen und thorakoabdominale Spaltbildung; sie sind nicht le-

bensfähig und sterben während der Geburt (Schorle et al. 1996, Zhang et al. 
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1996). Ganz anders dagegen zeigt sich der Phänotyp eines homozygoten 

Knockouts von Ap-2β. Bei diesen Mäusen zeigt sich eine normale craniofaciale 

Entwicklung, jedoch findet man bei diesen Tieren schon während der Embryo-

nalphase eine verstärkte Apoptose von Nierentubulusepithelien, so dass sich 

die Nieren polyzystisch verändern. Die Tiere überleben höchstens zwei Wochen 

nach Geburt, sind stark wachstumsretardiert und sterben im Nierenversagen 

(Moser et al. 1997). Mäuse mit einem homozygoten Knockout von Ap-2γ ster-

ben schon während der frühen Embryonalphase. Bei ihnen ist die Bildung des 

trophoblastischen Blastozystenanteils gestört, so dass die Embryonen während 

der Implantationsphase absterben (Auman et al. 2002). 

Es konnte gezeigt werden, dass AP-2α im menschlichen Myokard exprimiert 

wird. Es zeigte sich ein auf mehr als 200% angestiegener AP-2α-Spiegel in 

Proben aus insuffizienten Herzen im Vergleich mit Proben aus nicht insuffizien-

ten Herzen (Müller et al. 2004). Wurde AP-2α adenovirusvermittelt in neonata-

len Rattenkardiomyozyten überexprimiert, löste dieses in den infizierten Ratten-

kardiomyozyten Apoptose aus (Müller et al. 2004). 

 

1.4 Der Transkriptionsfaktor CREM 

Der Transkriptionsfaktor CREM (cAMP Response Element Modulator) gehört zu 

einer Familie cAMP-abhängiger Transkriptionsfaktoren, zu der neben CREM 

(Foulkes et al. 1991) auch das cAMP Response Element Binding Protein 

(CREB) (Hoeffler et al. 1988) und der Activating Transcription Factor 1 (ATF1) 

(Hai et al. 1989) gehören. Die Transkriptionsfaktoren dieser Familie werden 

auch unter dem Oberbegriff CREB-ähnliche Transkriptionsfaktoren zusammen-

gefasst. Ihnen gemeinsam ist die gleiche Grundstruktur (Brindle et al. 1993, de 

Groot et al. 1993, Quinn 1993): C-terminal findet sich ein „leucin-zipper“-Dimeri-

sierungsmotiv, in dem in regelmäßigem Abstand Leucinreste vorhanden sind, 

die bei der Dimerisierung wie ein Reißverschluss in hydrophobe Wechselwir-

kung treten können (Übersicht in Löffler 1998). Vor dem Dimerisierungsmotiv 

finden sich ein basisches DNA-Bindungsmotiv und, je nach Isoform, eine zen-

tral gelegene Kinase-induzierbare Domäne (KID), die von ein oder zwei gluta-
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minreichen hydrophoben Aktivatordomänen flankiert wird. Die KID enthält 

Phosphorylierungsstellen für die Proteinkinase A sowie für andere Kinasen. 

Die CREB-ähnlichen Transkriptionsfaktoren können untereinander Homo- oder 

Heterodimere bilden und binden dann an die palindromische Sequenz 5'-

TGACGTCA-3', die typischerweise nicht mehr als 100 Nukleotide von der 

TATA-Box entfernt ist (Montminy et al. 1986, Comb et al. 1986, Short et al. 

1986). Neben dieser palindromischen Sequenz enthalten einige Genpromoto-

ren auch die nichtpalindromische Sequenz 5'-CGTCA-3', die jedoch weniger 

affin ist als die volle palindromische Sequenz (Yamamoto et al. 1988, Fink et al. 

1988, Craig et al. 2001). Die Bindungsstelle dieser cAMP-abhängigen 

Transkriptionsfaktoren in Genpromotoren wird als CRE (cAMP Response Ele-

ment) bezeichnet. 

Die Aktivität der CREB-ähnlichen Transkriptionsfaktoren wird vor allem durch 

den Phosphorylierungszustand innerhalb der KID bestimmt. Nach Phosphorylie-

rung an einem bestimmten Serin (Ser133 bei CREB) wird der Co-Aktivator CBP 

(CREB Binding Protein) gebunden (Chrivia et al. 1993, Arias et al. 1994, Kwok 

et al. 1994, Parker et al. 1996), und dieser Komplex aktiviert die Transkription. 

Dabei kann CBP als Histonacetyltransferase wirken, wodurch die Chroma-

tinstruktur verändert und die Bindung des Transkriptionsapparates an die DNA 

erleichtert wird (Bannister und Kouzarides 1996, Ogryzko et al. 1996). Die Gene 

für CREM und CREB kodieren für mehrere, durch alternatives Spleißen entste-

hende mRNAs, die wiederum zur Synthese verschiedener Proteine führen, die 

entweder als Aktivator, oder – wenn die Aktivatordomäne (KID) fehlt – als Re-

pressor wirken können (Delmas et al. 1992, Walker et al. 1996). Diese nicht 

aktivierbaren Isoformen können untereinander oder mit aktivierenden Isoformen 

Dimere bilden und an die DNA binden, so dass sie in kompetitiver Weise akti-

vierende Isoformen von der DNA verdrängen. Auch ICER (Inducible cAMP Ear-

ly Repressor) ist eine CREM-Isoform, der die Aktivatordomäne fehlt, und die 

deswegen einen potenten induzierbaren Transkriptionsrepressor darstellt (Moli-

na et al. 1993). 

Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung eines einzelnen Serins 

(Ser133 bei CREB, s. o.) durch die Proteinkinase A zur Aktivierung von CREB 
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ausreicht, während eine Mutation dieses Serins zum (nicht phosphorylierbaren) 

Alanin die Aktivierung von CREB durch die Proteinkinase A verhindert (Gonza-

lez & Montminy 1989). Neben der cAMP-abhängigen, durch die Proteinkinase A 

vermittelten Aktivierung können auch eine Reihe weiterer Signale wie Wachs-

tumsfaktoren über verschiedene Kinasen zur Phosphorylierung und damit Akti-

vierung der CREB-ähnlichen Transkriptionsfaktoren führen, Übersichten dazu 

findet sich bei Mayr und Montminy (2001) sowie Carlezon et al. (2005). Auch 

eine vom Phosphorylierungszustand unabhängige Aktivitätsregulation über so 

genannte TORCs (Transducer Of Regulated CREB Activity Coactivators) ist 

beschrieben (Takemori et al. 2007). 

CRE-Elemente finden sich in einer Vielzahl von Genen, die in Bereichen wie 

Metabolismus, Transkriptionskontrolle, Neurotransmission, Zellzykluskontrolle, 

Transport oder Zellstruktur eine Rolle spielen. Interessanterweise sind die Gene 

für CREB und CREM-ICER selbst durch CREs reguliert (Übersicht bei Mayr & 

Montminy 2001). Eine genomweite Suche nach Zielgenen von CREB wurde 

von Zhang et al. (2005) beschrieben, deren Ergebnisse auf der Internetseite 

dieser Arbeitsgruppe (http://natural.salk.edu/CREB) abrufbar sind. 

Mehrere Arbeitsgruppen haben Tiermodelle etabliert, bei denen Transkriptions-

faktoren aus der CREB/CREM/ATF1-Familie auf unterschiedliche Weise in ihrer 

Aktivität verändert sind. Hierbei zeigten sich sehr unterschiedliche Phänotypen. 

Homozygote Creb-Knockoutmäuse mit einer Deletion des Dimerisationsmotivs 

sterben bei der Geburt an einer Lungenatelektase und haben schon in der Fe-

talphase eine gestörte Entwicklung der T-Zellreihen (Rudolph et al. 1998). Im 

Gegensatz dazu erreichen homozygote Crem-Knockoutmäuse das Erwachse-

nenalter, jedoch sind männliche Crem-Knockouttiere aufgrund einer verstärkten 

Apoptose von postmeiotischen Keimzellen steril (Nantel et al. 1996, Blendy et 

al. 1996a). Außerdem zeigen die Tiere ein verändertes Verhalten, unter ande-

rem einen fehlenden zirkadianen Rhythmus und vermindertes Angstgefühl in 

Verhaltenstests (Maldonado et al. 1999). 

Auch am Herzen konnte die Bedeutung der CREB-ähnlichen Transkriptionsfak-

toren gezeigt werden. Sowohl CREB als auch CREM werden im menschlichen 

Herzen exprimiert (Müller et al. 1995, Müller et al. 1998), wobei sich jedoch die 
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Proteinexpression von CREB in insuffizientem Myokard nicht von der in gesun-

dem Myokard unterscheidet (Müller et al. 1997). In verschiedenen Tiermodellen 

zeigte sich die Bedeutung der CREB-ähnlichen Transkriptionsfaktoren am Her-

zen. Mäuse, die eine dominant negative, nicht phosphorylierbare Mutante von 

CREB überexprimieren (CREBA133), bei der das für die Aktivierung wichtige Se-

rin an Position 133 durch Alanin ersetzt ist (s. o.), zeigen schon wenige Wochen 

nach der Geburt Zeichen der Herzinsuffizienz, die der menschlichen dilatativen 

Kardiomyopathie ähneln, und sterben auch an Herzversagen (Fentzke et al. 

1998). Ein anderes Bild zeigte sich in Mäusen, die eine im menschlichen Her-

zen vorkommende CREM-Isoform, CREM-Ib∆C-X, überexprimieren. Dieser 

Isoform fehlt die Kinase-induzierbare Domäne, so dass es sich auch bei dieser 

Isoform um eine dominant negative Isoform handelt (Müller et al. 1998). Mäuse 

aus dieser Linie zeigen keine exzentrische, sondern eine konzentrische Hyper-

trophie der Ventrikel, verbunden mit erhöhter Kontraktilität. Die Vorhöfe sind 

stark vergrößert, und die Mäuse sterben früh, wahrscheinlich aufgrund von von 

den Vorhöfen ausgehenden Arrhythmien (Müller et al. 2005). Die oben schon 

angesprochenen Crem-Knockoutmäuse zeigen keine morphologischen Verän-

derungen des Herzens, jedoch ist bei ihnen basal die Herzfunktion (gemessen 

als linksventrikulärer Druck, Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit) 

herabgesetzt, während die durch maximale β1-Stimulation erreichbare Herz-

funktion im Vergleich zu Wildtypen nicht vermindert ist (Müller et al. 2003). Mäu-

se, bei denen Creb mittels des Cre-loxP-Systems gewebespezifisch in Kardio-

myozyten ausgeschaltet wurde, zeigen hingegen keinerlei Veränderungen in 

Herzmorphologie und Herzfunktion, sowohl basal als auch unter maximaler 

adrenerger Stimulation; auch ist bei ihnen die Proteinexpression im Herzen so-

wie die basale Apoptoserate unverändert. Die Diskrepanz zum oben erwähnten 

Modell einer Überexpression der dominant negativen CREB-Isoform CREBA133 

im Herzen ist möglicherweise dadurch zu erklären, dass CREBA133 nicht nur die 

Aktivität von CREB, sondern auch von anderen Transkriptionsfaktoren aus der 

CREB/CREM/ATF1-Familie hemmt (Matus et al. 2007). 

Dass CREB-ähnliche Transkriptionsfaktoren auch in die Regulation der kardio-

myozytären Apoptose involviert sind, zeigte eine Studie, in der durch adenovi-
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rusvermittelte Überexpression der dominant negativen CREM-Isoform ICER (s. 

o.) die durch Isoprenalin verursachte Hypertrophie von neonatalen Rattenkar-

diomyozyten abgeschwächt, aber gleichzeitig die Apoptose der Kardiomyozyten 

stimuliert wurde (Tomita et al. 2003). 

 

1.5 Fragestellung, Ziele und Ergebnisse 

Vorarbeiten belegen, dass sowohl der Transkriptionsfaktor AP-2α als auch der 

Transkriptionsfaktor CREM in Kardiomyozyten proapoptotisch wirken. AP-2α 

konnte in einem Modell adenovirusvermittelter Überexpression in Kardiomyozy-

ten Apoptose auslösen (Müller et al. 2004), während die adenovirusvermittelte 

Überexpression der dominant negativen CREM-Isoform ICER in isoprenalinbe-

handelten Kardiomyozyten die Auslösung von Apoptose stimulieren konnte 

(Tomita et al. 2003). Es sollte daher die Hypothese untersucht werden, dass 

das Myokard von Ap-2α−/+-Tieren und von Crem-Knockouttieren (denen durch 

die Inaktivierung des Crem-Genes auch die dominant negativen Isoformen wie 

ICER fehlen) weniger empfindlich auf Apoptosereize reagiert als das Myokard 

von Wildtyp-Vergleichstieren. 

Ziel der Arbeit war es, mit Hilfe eines Ischämie/Reperfusionsmodells in Langen-

dorff-perfundierten Herzen von Ap-2α−/+-Mäusen und Crem-Knockoutmäusen 

Apoptose auszulösen und diese zu quantifizieren. Dazu wurden heterozygote 

Ap-2α−/+-Mäuse (homozygote Ap-2α−/−-Mäuse sterben aufgrund schwerer Miss-

bildungen während der Geburt, s. o.) und homozygote Crem−/−-Mäuse mit Wild-

typtieren aus der entsprechenden Linie verglichen. 

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit stellt der Befund dar, dass sowohl in Her-

zen von Ap-2α−/+-Tieren als auch in Herzen von Crem−/−-Tieren die durch Ischä-

mie und Reperfusion ausgelöste Apoptose im Vergleich mit Herzen entspre-

chender Wildtyptiere nicht verändert ist. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Tierlinien 

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden in Übereinstimmung 

mit vom Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-

Westfalen genehmigten Protokollen durchgeführt. 

 

2.1.1 Ap-2α−/+-Tiere 

Die in diesen Experimenten eingesetzte Tierlinie wurde 1996 erstmals be-

schrieben (Schorle et al. 1996). Das Exon 5 des Ap-2α-Gens wurde durch ein 

Gen für Neomycin-Resistenz (neo) ersetzt. Da das Exon 5 einen Teil der DNA-

Bindungs- und Dimerisations-Domäne von AP-2α kodiert, resultierte eine funk-

tionelle Inaktivierung von AP-2α. 

Homozygot AP-2α-defiziente Tiere sind nicht lebensfähig. Für alle Experimente 

wurden heterozygote Tiere (Ap-2α−/+) eingesetzt. 

Tiere aus dieser Linie wurden uns freundlicherweise von Prof. H. Schorle (Insti-

tut für Pathologie, Universitätsklinikum Bonn) zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.2 Crem−/−-Tiere 

Die hier eingesetzten CREM-defizienten Mäuse wurden 1996 beschrieben 

(Blendy et al. 1996a). 

Kurz gefasst wurden die Exons Ia und Ib des Crem-Gens durch ein Fusions-

konstrukt aus dem Gen für die β-Galaktosidase (LacZ) und dem Gen für die 

Neomycin-Resistenz (neo) ersetzt. Da die Exons Ia/Ib die für die Dimerisierung 

und DNA-Bindung essentiellen Leuzin-Zipper-Domänen des CREM-Proteins 

kodieren, führte die Ausschaltung der Exons Ia/Ib zu einer funktionellen Inakti-

vierung von CREM. 

Tiere aus dieser Linie wurden uns freundlicherweise von Prof. G. Schütz (Deut-

sches Krebsforschungszentrum Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 
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2.2 Langendorff-Perfusion 

2.2.1 Beschreibung des Verfahrens 

Beim von Langendorff (1895) erstmals beschriebenen Verfahren werden isolier-

te Herzen für eine begrenzte Zeit extrakorporal – also in-vitro – vital erhalten. 

Dieses geschieht, indem die Aorta ascendens an eine Kanüle passender Größe 

angeschlossen und das Herz mit einem Druck von ca. 80 mmHg retrograd per-

fundiert wird. Dabei bleibt die Aortenklappe geschlossen, und der linke Ventrikel 

wird nicht gefüllt, so dass das Perfusat durch die Koronararterien fließt. 

Als Perfusat diente ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer (Krebs & Henseleit 

1932), der mit einem Gemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid 

begast und auf 37 °C erwärmt wurde. 

 

2.2.2 Präparation der Herzen 

Nach Tötung des Versuchstieres durch Injektion von Urethane erfolgten Thora-

kotomie und Entnahme des Herzens zusammen mit dem Aortenbogen. Das 

entnommene Herz wurde für wenige Sekunden in raumtemperiertem heparini-

sierten Perfusionspuffer gespült, um in den Herzkammern verbliebenes Blut zu 

entfernen. Die weitere Präparation des Herzens erfolgte in 4 °C kaltem eben-

falls heparinisierten Perfusionspuffer. Dabei wurde der Aortenbogen dargestellt 

und an eine 18 Gauge-Kanüle angeschlossen. Mit Hilfe einer Spritze wurde das 

Herz retrograd perfundiert, um die Dichtigkeit der Verbindung zu prüfen und 

restliches Blut aus den Koronargefäßen zu spülen. Danach erfolgte der An-

schluss an die Perfusionsapparatur. 

 

2.2.3 Ablauf des Versuchs 

Nach Anschluss an die Perfusionsapparatur wurden die Herzen zunächst wäh-

rend 30 min perfundiert, um eine Äquilibrierung zu erreichen. Herzen, die nach 

dieser Phase nicht, bradykard oder arrhythmisch kontrahierten, wurden nicht 

weiter untersucht. 

Nach der Äquilibrierungsphase folgte eine Phase der normothermischen Glo-

balischämie. Dazu wurde der Fluss durch die Aorta unterbrochen. Während der 

Ischämiezeit wurde das Herz jedoch von außen mit Perfusionspuffer umspült, 
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um eine Abkühlung des Gewebes sowie eine Nekroseentwicklung durch Aus-

trocknung zu verhindern. 

Nach der jeweils angegebenen Ischämiezeit wurde der Fluss durch die Aorta 

wieder freigegeben, um das Herz für die vom Versuchsprotokoll vorgesehene 

Zeit zu reperfundieren. Setzte nicht nach spätestens 5 min wieder eine Eigen-

kontraktion des Herzens ein, wurde der Versuch abgebrochen, nicht jedoch 

beim Auftreten von Arrhythmien. 

Am Versuchsende wurden die Ventrikel in der Klappenebene von Vorhöfen und 

Gefäßen abgetrennt, in Flüssigstickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 

Aufarbeitung bei −80 °C gelagert. 

 

2.2.4 Verwendete Lösungen 

2.2.4.1 Urethane-Injektionslösung 

0,4 mg/µl Urethane (Katalog-Nr. U2500, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 0,9% 

(m/V) NaCl in wässriger Lösung 

 

2.2.4.2 Perfusionspuffer (modifiziert nach Krebs & Henseleit) 

118 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 0,5 mM EDTA, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH2PO4, 

1,2 mM MgSO4, 2,5 mM CaCl2, 11 mM Glucose, pH 7,4 bei Begasung mit ei-

nem Gemisch aus 95% O2 und 5% CO2 

 

2.3 Nachweis von DNA-Fragmentierung 

2.3.1 DNA-Gewinnung 

Das in den Perfusionsversuchen (siehe 2.2) gewonnene Ventrikelgewebe wur-

de zunächst pulverisiert. Dazu wurde das Gewebe in einem mit Flüssigstickstoff 

gefüllten Metalltiegel schockgefroren und mit einem ebenfalls vorgekühlten Me-

tallmörser zerschlagen. 15 bis 20 mg des Gewebepulvers wurden in einem Re-

aktionsgefäß mit 250 µl Lysepuffer und 12,5 µl Proteinase K-Lösung versetzt 

und unter Schütteln bei 55 °C über Nacht inkubiert. 

Nach vollständiger Proteolyse wurde die DNA gereinigt. Dazu wurden in einem 

ersten Schritt 250 µl Phenol zugegeben, beide Phasen durch Schütteln gut 

durchmischt und durch 5-minütiges Zentrifugieren in einer Tischzentrifuge mit 
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13000 min−1 wieder getrennt. Anschließend wurde die obere (wässrige) Phase 

unter Zurücklassen der Zwischenphase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Dieser Vorgang wurde in einem zweiten Schritt mit 125 µl Phenol und 125 µl 

eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) und in einem dritten Schritt 

mit 250 µl des Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches wiederholt. Um die DNA 

auszufällen, wurden 25 µl einer Natriumacetatlösung (3 M, pH 6,0) und 500 µl 

auf −20 °C gekühltes Ethanol zugegeben, bevor der Ansatz bei −20 °C über 

Nacht gelagert wurde. 

Am nächsten Tag wurde die ausgefällte DNA durch 15-minütiges Zentrifugieren 

mit 13000 min−1 bei 4 °C zu einem Pellet verdichtet und der Flüssigkeitsüber-

stand abgegossen. Das Pellet wurde mit 500 µl einer 70-prozentigen Ethanollö-

sung (V/V) gewaschen, bei 55 °C getrocknet, bis kein sichtbarer Flüssigkeits-

rest mehr vorhanden war, und in 50 µl TE-Puffer gelöst. 

Abschließend wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt. 

 

2.3.2 Gelelektrophorese 

Die unter 2.3.1 beschriebenen DNA-Proben wurden auf eine konstante Kon-

zentration von 5 µg DNA pro 15 µl TE-Puffer verdünnt. Eventuell verbliebene 

RNA-Reste wurden durch Verdau mit DNase-freier RNase (2 ng/µl) für 30 min 

bei 37 °C entfernt. Vor dem Beladen des Gels wurden jeder Probe 1,5 µl farblo-

ser Ladepuffer zugesetzt. 

Die DNA-Elektrophorese erfolgte auf einem Agarosegel (1,5% (m/V) Agarose in 

TAE-Puffer), dem 0,5 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt worden war, bei einer 

konstanten Spannung von 50 V. Als Größenstandard dienten 0,3 µg eines nach 

Herstellervorschrift vorbereiteten DNA-Standards. 

Nach Auftrennung der DNA wurde das Ergebnis durch Digitalphotographie do-

kumentiert. Hierbei diente die unter UV-Beleuchtung auftretende Fluoreszenz 

des an die DNA gebundenen Ethidiumbromids zur Visualisierung der DNA. 

 

2.3.3 Auswertung 

Um das Ausmaß der DNA-Fragmentierung und damit das Ausmaß der in der 

ursprünglichen Gewebeprobe vorliegenden Apoptose zu quantifizieren, wurde 
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mit Hilfe der Software „ImageQuant 5.0“ (GE Healthcare, Piscataway, USA) die 

Dichte der 180-Basenpaar-Bande (abzüglich des Hintergrundes) bestimmt. 

Die Werte aus verschiedenen Versuchsgruppen wurden mittels ANOVA und 

Post-Hoc-Test nach Holm-Sidak verglichen; ein signifikanter Unterschied wurde 

angenommen, wenn die Wahrscheinlichkeit für einen Fehler erster Art kleiner 

als 5% war („p<0,05“). 

 

2.3.4 Verwendete Lösungen und Standards 

2.3.4.1 Lysepuffer 

50 mM TRIS, 100 mM EDTA, 5 mg/ml SDS in wässriger Lösung 

 

2.3.4.2 Proteinase K-Lösung 

Proteinase K (Katalog-Nr. P2308, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 10 mg/ml in 

wässriger Lösung 

 

2.3.4.3 Phenol 

Phenol, gepuffert (Roti-Phenol, Katalog-Nr. 0038.1, Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) 

 

2.3.4.4 Chloroform/Isoamylalkohol 

Chloroform/Isoamylalkohol 24:1 (V/V) 

 

2.3.4.5 Natriumacetat pH 6,0 

3 M Natriumacetat in wässriger Lösung, pH wird mit konz. Salzsäure auf 6,0 

eingestellt. 

 

2.3.4.6 TE-Puffer 

10 mM TRIS-HCl, 1 mM EDTA in wässriger Lösung 

 

2.3.4.7 TAE-Puffer 

40 mM TRIS, 20 mM Eisessig, 2 mM EDTA in wässriger Lösung 
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2.3.4.8 RNase, DNase-frei 

RNase, DNase-free, Katalog-Nr. 11 119 915 001, Roche Applied Science, Indi-

anapolis, USA 

 

2.3.4.9 Ethidiumbromid-Lösung 

Ethidiumbromid 1% (m/V) in wässriger Lösung, Katalog-Nr. 1.11608, Merck, 

Darmstadt, Deutschland 

 

2.3.4.10 Ladepuffer farblos 

40 mM TRIS, 20 mM Eisessig, 2 mM EDTA, 50% (V/V) Glycerin in wässriger 

Lösung 

 

2.3.4.11 DNA-Standard 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Katalog-Nr. SM0241, Fermentas, Hanover, 

USA 

 

2.4 Western Blots 

2.4.1 Gewebeaufarbeitung 

Ventrikelgewebe aus den Langendorff-Perfusionsversuchen wurde schockge-

froren und zu Pulver zerschlagen (siehe 2.3.1). 15 bis 20 mg dieses Gewebe-

pulvers wurden mit 10 µl Homogenatspuffer pro mg Gewebe in ein auf −180 °C 

abgekühltes Keramikgefäß gefüllt und im Dismembrator U (Sartorius Stedim, 

Aubagne, Frankreich) für 1,5 min bei 1800 min−1 weiter homogenisiert. Das ent-

standene Pulver wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und bei 4 °C im Kühl-

schrank aufgetaut. Die entstandene Gewebesuspension wurde für 1 s mit Ultra-

schall behandelt (VirSonic 60, Virtis, Gardiner, USA), um noch verbliebene Zell-

kompartimente zu eröffnen. Anschließend wurde die Suspension in einer Tisch-

zentrifuge zentrifugiert (4 min bei 2000 min−1) und der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß pipettiert. Die Konzentration des Gesamtproteins in der ent-

standenen Lösung wurde mit dem Verfahren nach Bradford bestimmt (Bradford 

1976). 
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2.4.2 Gelelektrophorese und Blot 

Die unter 2.4.1 beschriebenen Proteinproben wurden so mit Homogenatspuffer 

verdünnt, dass die gewünschte Proteinmenge in 15 µl Puffer gelöst war. Nach 

Zugabe von 15 µl 2x-Probenpuffer (Laemmli) wurden die Proben für 1 min auf 

95 °C erhitzt und wieder auf Raumtemperatur abgekühlt. 

Die Elektrophorese erfolgte auf einem diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-

gel (4,5-prozentiges Sammelgel und 15-prozentiges Trenngel) in einer „Mini-

PROTEAN 3“-Gelkammer (Bio-Rad, Hercules, USA) bei einer konstanten Span-

nung von 140 V. 

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine bei einer konstan-

ten Spannung von 30 V für 16 h auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Mem-

bran wurde anschließend bei Raumtemperatur luftgetrocknet. 

 

2.4.3 Immunologischer Nachweis von gespaltenem Lamin A und 

Calsequestrin 

Die Membran wurde mit Methanol befeuchtet und für 1 h bei Raumtemperatur 

unter leichtem Schütteln mit Blockierpuffer inkubiert. Danach folgte die Inkuba-

tion mit dem ersten Antikörper (1:1000 in Antikörperpuffer) bei 4 °C über Nacht. 

Nachdem der erste Antikörper 4 x 10 min mit Waschpuffer abgewaschen wor-

den war, wurde die Membran unter leichtem Schütteln für 1 h bei Raumtempe-

ratur mit dem HRP-konjugierten zweiten Antikörper (1:5000 in Antikörperpuffer) 

inkubiert. Nach erneutem Waschen für 4 x 10 min mit Waschpuffer wurde die 

Membran nach Herstellervorschrift mit ECL-Reagenz inkubiert und für 1 min, 8 

min und 60 min auf Röntgenfilm (Hyperfilm MP, GE Healthcare, Piscataway, 

USA) aufgelegt. Abschließend wurde die Membran für 1 h mit destilliertem 

Wasser gewaschen, um überschüssiges ECL-Reagenz zu inaktivieren, und er-

neut luftgetrocknet. 

 

2.4.4 Auswertung 

Die belichteten und fixierten Röntgenfilme wurden mittels eines Flachbettscan-

ners digitalisiert. Die Dichte der Proteinbande (gespaltenes Lamin A bzw. Cal-

sequestrin) wurde mit Hilfe der Software „ImageQuant 5.0“ (GE Healthcare, 
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Piscataway, USA) quantifiziert. Die Dichte der Calsequestrinbande diente als 

Beladungskontrolle, und Lamin A wurde darauf bezogen. 

Die Werte aus verschiedenen Versuchsgruppen wurden mittels ANOVA und 

Post-Hoc-Test nach Holm-Sidak verglichen, ein signifikanter Unterschied wurde 

angenommen, wenn die Wahrscheinlichkeit für einen Fehler erster Art kleiner 

als 5% war („p<0,05“). 

 

2.4.5 Verwendete Lösungen und Chemikalien 

2.4.5.1 Homogenisierungspuffer 

50 mM TRIS, 250 mM NaCl, 0,5% (V/V) Nonidet P-40, 10% (V/V) Glycerin, 5 

mM EDTA, 50 mM NaF, 0,5 mM Na3VO4, 10 mM β-Glycerophosphat, 0,5 mM 

PMSF, 5 µg/ml Leupeptin, 5 µg/ml Aprotinin in wässriger Lösung, pH wurde mit 

konz. Salzsäure auf 7,4 eingestellt 

 

2.4.5.2 Bradford-Reagenz 

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Katalog-Nr. 500-0006, Bio-

Rad, Hercules, USA 

 

2.4.5.3 2x-SDS-Probenpuffer (Lämmli) 

125 mM TRIS, 4% (m/V) SDS, 20% (V/V) Glycerin, 200 mM DTT, 0,02% (m/V) 

Bromphenolblau in wässriger Lösung, pH wurde mit konz. Salzsäure auf 6,8 

eingestellt 

 

2.4.5.4 SDS-Polyacrylamid-Trenngel 15% 

15% (m/V) Acrylamid, 0,4% (m/V) Bisacrylamid, 375 mM TRIS, 0,1% (m/V) 

SDS in wässriger Lösung, pH wurde mit konz. Salzsäure auf 8,8 eingestellt, die 

Polymerisation wurde ausgelöst durch Zugabe von 0,05% (m/V) Ammonium-

persulphat und 0,03375% (V/V) TEMED 

 

2.4.5.5 SDS-Polyacrylamid-Sammelgel 4,5% 

4,5% (m/V) Acrylamid, 0,12% (m/V) Bisacrylamid, 125 mM TRIS, 0,1% (m/V) 

SDS in wässriger Lösung, pH wurde mit konz. Salzsäure auf 6,8 eingestellt, die 



 21 

Polymerisation wurde ausgelöst durch Zugabe von 0,05% (m/V) Ammonium-

persulphat und 0,05% (V/V) TEMED 

 

2.4.5.6 Elektrophoresepuffer 

25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% (m/V) SDS in wässriger Lösung 

 

2.4.5.7 Transferpuffer 

25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 20% (V/V) Methanol in wässriger Lösung 

 

2.4.5.8 PBS 

8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na2HPO4, 0,24 g/l KH2PO4 in wässriger Lösung, 

pH wurde mit konz. Salzsäure auf 7,4 eingestellt 

 

2.4.5.9 Blockierpuffer 

5% (m/V) Magermilchpulver in PBS 

 

2.4.5.10 Antikörperpuffer 

0,5% (m/V) Magermilchpulver in PBS 

 

2.4.5.11 Waschpuffer 

0,5% (m/V) Magermilchpulver, 0,05% (V/V) Tween 20 in PBS 

 

2.4.5.12 Lamin A-Antikörper 

Katalog-Nr. 2031 von Cell Signaling Technology, Beverly, USA 

 

2.4.5.13 Calsequestrin-Antikörper 

Dieser Antikörper wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. L. R. 

Jones, Indianapolis, USA. 

 

2.4.5.14 HRP-konjugierter Anti-Rabbit-IgG-Antikörper 

Katalog-Nr. PI-1000 von Vector Laboratories, Burlingame, USA 
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2.4.5.15 ECL-Reagenz 

ECL Western Blotting Detection Reagents, Katalog-Nr. RPN2109, GE Health-

care, Piscataway, USA 

 

2.5 Caspase 3/7-Assay 

2.5.1 Gewebeaufarbeitung 

Ventrikelgewebe aus den Langendorff-Perfusionsversuchen wurde zunächst 

schockgefroren und zu Pulver zerschlagen (siehe 2.3.1). Etwa 5 mg dieses 

Gewebepulvers wurden mit 40 µl Homogenisierungspuffer pro mg Gewebe ana-

log dem in 2.4.1 beschriebenen Verfahren weiter aufgearbeitet. Zuletzt wurde 

die Proteinkonzentration nach Bradford (1976) bestimmt. 

 

2.5.2 Messung der Caspase 3/7-Aktivität 

Die Messung der Caspase 3/7-Aktivität wurde mit einem kommerziell erhältli-

chen Kit (Caspase-Glo-Assay, Promega, Madison, USA) durchgeführt. Direkt 

vor der Messung der Caspaseaktivität wurden 4 µl des Gewebehomogenates 

(siehe 2.5.1) mit 16 µl Homogenatspuffer verdünnt. Caspase-Glo-Lösung wurde 

nach Herstellerangabe vorbereitet. Jeweils 10 µl des verdünnten Homogenats 

wurden in Reaktionsgefäßen mit 10 µl Caspase-Glo-Lösung vermischt und bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Caspase 3/7-Aktivität in den Proben wurde nach 

90, 120 und 150 Minuten luminometrisch bestimmt (Lumat LB 9501, Berthold, 

Bad Wildbad, Deutschland). Dieses geschah, indem ein im Caspase-Glo-Kit 

enthaltenes proluminogenes, die Tetrapeptidsequenz DEVD enthaltendes Sub-

strat durch die in der Probe enthaltene Caspase 3 und Caspase 7 gespalten 

wurde. Dadurch entstand ein Substrat, das durch die ebenfalls im Kit enthaltene 

Luciferase unter Lumineszenz gespalten wurde. 

 

2.5.3 Auswertung 

Die drei Messwerte jeder Probe wurden gemittelt. Da sich die Proteinkonzentra-

tionen der Proben unterschieden, wurden die Messwerte für die Caspase 3/7-

Aktivität auf die jeweilige Proteinkonzentration bezogen. 
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Die Werte aus verschiedenen Versuchsgruppen wurden mittels ANOVA und 

Post-Hoc-Test nach Holm-Sidak verglichen, ein signifikanter Unterschied wurde 

angenommen, wenn die Wahrscheinlichkeit für einen Fehler erster Art kleiner 

als 5% war („p<0,05“). 

 

2.5.4 Verwendete Lösungen und Chemikalien 

2.5.4.1 Homogenatspuffer 

80 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 0,2 mM EGTA, 0,5% (V/V) Nonidet 

P-40, 20 mM Hepes, 1 mM PMSF in wässriger Lösung, pH 7,4 

 

2.5.4.2 Caspase-Glo-Assay 

Katalog-Nr. G8090 von Promega, Madison, USA 
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3 Ergebnisse 

3.1 Validierung der verwendeten Methoden 

Vor Beginn der eigentlichen Datenerhebung wurden zunächst Vorexperimente 

durchgeführt, um die verwendeten Nachweismethoden für Apoptose im Hinblick 

auf ihre Aussagekraft im vorliegenden experimentellen Modell zu untersuchen. 

 

3.1.1 Abhängigkeit der DNA-Fragmentierung von der Ischämiedauer 

Herzen von Wildtyp-Mäusen wurden im Langendorff-Modus retrograd perfun-

diert. Dabei wurde ein Ischämie-Reperfusionsschaden ausgelöst, indem der 

Perfusatfluss für 40, 50 bzw. 60 Minuten unterbrochen wurde, bevor eine Re-

perfusion für 4 h durchgeführt wurde. DNA aus dem Ventrikelgewebe dieser 

Herzen wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt, auf einem 1,5-

prozentigen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf das Vorliegen 

einer DNA-Fragmentierung („DNA-Leiter“) untersucht. In allen diesen Proben 

zeigte sich eine typische „DNA-Leiter“, d. h. das Auftreten von DNA-

Fragmenten, die Vielfache von 180 bp lang sind. Es zeigte sich eine positive 

Korrelation zwischen der Dauer der Ischämiephase und der Menge von frag-

mentierter DNA, gemessen als Dichte der 180 bp-Bande in der Gelelektropho-

rese (Abbildungen 1 und 2). 

 

3.1.2 Positivproben für den Lamin A-Antikörper 

Als Positiv- bzw. Negativproben dienten Proteinextrakte aus HUVEC-Zellen, die 

freundlicherweise von Solveig Söding aus der Arbeitsgruppe von Prof. B. Lev-

kau (ehemals Institut für Arterioskleroseforschung an der Universität Münster) 

zur Verfügung gestellt wurden. Diese Zellen waren wie bereits in der Literatur 

beschrieben (Levkau et al. 1998) kultiviert worden; die Induktion von Apoptose 

erfolgte durch Entzug von Wachstumsfaktoren. 25 µg Protein wurden auf einem 

15-prozentigen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit dem Antikörper ge-

gen gespaltenes Lamin A inkubiert, die Visualisierung erfolgte mit Chemolumi-

neszenz (ECL). Nur in Proben aus Zellen, in denen durch Wachstumsfaktorent-

zug Apoptose ausgelöst worden war, wurde in der erwarteten Höhe von etwa 

45 kDa eine Doppelbande detektiert, nicht jedoch in der Probe aus den unbe-
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handelten Zellen. Dabei zeigte sich auch eine Abhängigkeit der Bandenstärke 

von der Dauer des Wachstumsfaktorentzuges (Abbildung 3). 

 

3.1.3 Abhängigkeit der Caspase 3/7-Aktivität von der Ischämiedauer 

Herzen von Wildtyp-Mäusen wurden im Langendorff-Modus retrograd perfun-

diert. Teilweise erfolgte die Auslösung eines Ischämie-Reperfusionsschadens 

durch Unterbrechung des Perfusatflusses für 30, 40, bzw. 60 Minuten und eine 

Reperfusion von 90 bzw. 240 Minuten. Andere Herzen wurden lediglich perfun-

diert, eine Ischämiephase fand nicht statt. Ventrikelgewebe dieser Herzen wur-

de aufgearbeitet, und die Caspase 3/7-Aktivität wurde luminometrisch bestimmt. 

Bei den Herzen, die eine 60-minütige Ischämiephase und eine 240-minütige 

Reperfusionsphase durchlaufen hatten, zeigte sich ein signifikanter Anstieg der 

Caspase 3/7-Aktivität im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen (Abbil-

dung 4). 

 

3.2 Untersuchungen an der Ap-2α−/+-Linie 

In den Versuchen mit dieser Mäuselinie wurden Herzen von männlichen und 

weiblichen Ap-2α−/+-Tieren im Alter von 26 bis 63 Wochen verwendet, da Tiere, 

bei denen das Gen homozygot ausgeschaltet wurde, nicht lebensfähig sind. Als 

Vergleich dienten männliche und weibliche Wildtyptiere des gleichen Alters aus 

der gleichen Linie. 

Herzen dieser Tiere wurden im Langendorff-Modus retrograd perfundiert. Nach 

einer 30-minütigen Äquilibrierungsphase folgten eine 60-minütige Ischämiepha-

se sowie eine 4-stündige Reperfusionsphase. Dieses experimentelle Protokoll 

hatte sich in den Vorexperimenten (s. 3.1) als geeignet erwiesen, da hier ein 

signifikanter Anstieg der Caspase 3/7-Aktivität gemessen werden konnte (s. 

Abbildung 4). Als nicht ischämische Kontrolle dienten Herzen, die 30 Minuten 

im Langendorff-Modus perfundiert wurden, ohne den Perfusatfluss zu unterbre-

chen. Auch hier wurden Herzen von Ap-2α−/+-Tieren und von Wildtyptieren ver-

wendet. 
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3.2.1 Apoptosenachweis durch DNA-Fragmentierung 

Aus dem Ventrikelgewebe der perfundierten Herzen wurde mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion DNA aufgereinigt und auf einem 1,5-prozentigen Agaro-

segel elektrophoretisch getrennt. In allen DNA-Proben von Herzen, bei denen 

ein Ischämie-Reperfusionsschaden ausgelöst worden war, fand sich das typi-

sche Bild der „DNA-Leiter“, d. h. DNA-Fragmente, die Vielfache von 180 Ba-

senpaaren lang sind; hingegen konnte bei keiner DNA-Probe aus Kontrollher-

zen ohne Ischämie diese „DNA-Leiter“ gesehen werden (Abbildung 5). 

Um die Stärke der DNA-Fragmentierung quantitativ auswerten zu können, wur-

de jeweils die Dichte der 180-Basenpaar-Bande bestimmt. Dabei zeigte sich 

sowohl bei den Wildtyptieren als auch bei den Ap-2α−/+-Tieren ein signifikanter 

Anstieg dieser Dichte bei den Herzen nach Ischämie im Vergleich zu Kontroll-

bedingungen (p<0,05). Es zeigte sich jedoch weder bei den Herzen nach Is-

chämie noch unter Kontrollbedingungen ein signifikanter Unterschied zwischen 

Wildtyp und Ap-2α−/+ (Abbildung 6). 

 

3.2.2 Apoptosenachweis mittels Western Blot 

Jeweils 100 µg Protein aus dem Ventrikelgewebe der perfundierten Herzen 

wurde auf einem 15-prozentigen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch ge-

trennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Diese Membran wurde dann 

mit Antikörper gegen gespaltenes Lamin A inkubiert und der gebundene Anti-

körper mittels eines peroxidasemarkierten Zweitantikörpers und Chemolumi-

neszenz (ECL) visualisiert. Zur Beladungskontrolle wurde die Membran eben-

falls mit einem Antikörper gegen Calsequestrin inkubiert, die Visualisierung er-

folgte analog. 

In allen Proben wurde in der erwarteten Höhe ein Signal detektiert (Abbildung 

7). Zur Quantifizierung wurde die Dichte dieses Signals bestimmt und, um Be-

ladungsunterschiede auszugleichen, auf die Dichte des Calsequestrinsignals 

bezogen. Es ergaben sich dabei allerdings keine Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Versuchsgruppen, weder zwischen Herzen nach Ischämie und 

unter Kontrollbedingung, noch zwischen Herzen von Wildtyptieren und Ap-2α−/+-

Tieren (Abbildung 8). 
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3.2.3 Apoptosenachweis mittels Caspase 3/7-Aktivitätsmessung 

Die Caspase 3/7-Aktivität im Ventrikelgewebe der perfundierten Herzen wurde 

luminometrisch bestimmt. Dabei zeigte sich sowohl bei den Wildtyptieren als 

auch bei den Ap-2α−/+-Tieren ein signifikanter Anstieg der Caspaseaktivität bei 

den Herzen nach Ischämie im Vergleich zur Kontrollbedingung (p<0,05). Es 

zeigte sich jedoch weder bei den Herzen nach Ischämie noch unter Kontrollbe-

dingungen ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und Ap-2α−/+ (Abbil-

dung 9). 

 

3.3 Untersuchungen an der Crem−/−-Linie 

In den Versuchen mit dieser Mäuselinie wurden Herzen von männlichen und 

weiblichen Crem−/−-Tieren im Alter von 14 bis 17 Wochen verwendet. Als Ver-

gleich dienten männliche und weibliche Wildtyptiere des gleichen Alters aus der 

gleichen Linie. 

Herzen dieser Tiere wurden im Langendorff-Modus retrograd perfundiert. Nach 

einer 30-minütigen Äquilibrierungsphase folgten eine 60-minütige Ischämiepha-

se sowie eine 4-stündige Reperfusionsphase. Dieses experimentelle Protokoll 

hatte sich in den Vorexperimenten (s. 3.1) als geeignet erwiesen, da hier ein 

signifikanter Anstieg der Caspase 3/7-Aktivität gemessen werden konnte (s. 

Abbildung 4). 

 

3.3.1 Apoptosenachweis durch DNA-Fragmentierung 

Aus dem Ventrikelgewebe der perfundierten Herzen wurde mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion DNA aufgereinigt und auf einem 1,5-prozentigen Agaro-

segel elektrophoretisch getrennt. In allen DNA-Proben dieser Herzen, bei denen 

ein Ischämie-Reperfusionsschaden ausgelöst worden war, fand sich das typi-

sche Bild der „DNA-Leiter“, d. h. DNA-Fragmente, die Vielfache von 180 Ba-

senpaaren lang sind (Abbildung 10). 

Um die Stärke der DNA-Fragmentierung quantitativ auswerten zu können, wur-

de jeweils die Dichte der 180-Basenpaar-Bande bestimmt. Es zeigte sich je-

doch kein Unterschied zwischen Wildtyp und Crem−/− (Abbildung 11). 
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3.3.2 Apoptosenachweis mittels Caspase 3/7-Aktivitätsmessung 

Die Caspase 3/7-Aktivität im Ventrikelgewebe der perfundierten Herzen wurde 

luminometrisch bestimmt. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied 

zwischen Herzen von Wildtyptieren und Crem−/−-Tieren (Abbildung 12). 
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Abbildung 1: Abhängigkeit der DNA-Fragmentierung von der 

Länge der Ischämie- und Reperfusionsphase 

Herzen von Wildtyp-Mäusen wurden im Langendorff-Modus retrograd perfun-

diert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase ohne Fluss, da-

nach wurden die Herzen reperfundiert. 

„DNA-Leitern.” Jeweils 5 µg der aufgearbeiteten DNA wurden auf ein 

1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Als Standard dienten 0,3 µg einer 100 bp-

DNA-Leiter. Invertierte Darstellung. 

Spuren 1,2,3,4: Ischämie während 40 min, Reperfusion während 4 h. 

Spuren 5,6:  Ischämie während 50 min, Reperfusion während 4 h. 

Spuren 7,8:  Ischämie während 60 min, Reperfusion während 4 h. 

S 1 2 3 4 5 6 7 8
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Abbildung 2: Abhängigkeit der DNA-Fragmentierung von der 

Länge der Ischämie- und Reperfusionsphase 

Herzen von Wildtyp-Mäusen wurden im Langendorff-Modus retrograd perfun-

diert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase ohne Fluss, da-

nach wurden die Herzen für 4 Stunden reperfundiert. 

Statistische Auswertung. Zur Quantifizierung der DNA-Fragmentierung wurde 

die Stärke der 180 bp-Bande herangezogen. 

Der * kennzeichnet einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05) zu 40 

min Ischämie. 

Das Bestimmtheitsmaß (r²) der gezeigten Regressionsgraden beträgt 0,80 

(p=0,003). 
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Abbildung 3: Kontrollen für den verwendeten Lamin A-

Antikörper 

Western Blot. Zellen (HUVEC) aus Zellkultur wurden aufgearbeitet, jeweils 25 

µg Protein wurden auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 

getrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit ei-

nem Antikörper gegen gespaltenes Lamin A inkubiert. Die Visualisierung erfolg-

te durch Inkubation mit einem peroxidasemarkierten Zweitantikörper und Che-

molumineszenz (ECL). 

MW:  Molekulargewicht in kDa 

Spur 1: unbehandelte Zellen 

Spur 2: adhärente Zellen nach Entzug von Wachstumsfaktoren 

Spur 3: abgelöste Zellen nach Entzug von Wachstumsfaktoren für 4 h 

Spuren 4,5: abgelöste Zellen nach Entzug von Wachstumsfaktoren über Nacht 
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Abbildung 4: Caspase 3/7-Aktivität in Mäuseherzen abhängig 

von der Perfusions- und Ischämiedauer – gemessen als DEVD-

Spaltung 

Herzen von Wildtyp-Mäusen wurden nach Langendorff retrograd perfundiert. 

Teilweise wurde nach 30 Minuten Perfusion eine globale Ischämie des Herzens 

ausgelöst, danach erfolgte eine Reperfusion. 

1: 30 min Perfusion, n=6 

2: 30 min Perfusion; 30 min Ischämie; 90 min Reperfusion, n=6 

3: 30 min Perfusion; 40 min Ischämie; 4 h Reperfusion, n=6 

4: 30 min Perfusion; 60 min Ischämie; 4 h Reperfusion, n=7 

Der * kennzeichnet einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05) zu den 

Gruppen 1, 2 und 3. 
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Abbildung 5: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Ap-2α−/+-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen durch 

DNA-Fragmentierung 

Herzen von Mäusen aus der Ap-2α−/+-Linie wurden im Langendorff-Modus re-

trograd perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase 

ohne Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stun-

den reperfundiert. Kontrollherzen wurden jeweils 30 Minuten perfundiert, ohne 

eine Ischämie auszulösen. 

„DNA-Leitern.“ Jeweils 5 µg der aufgearbeiteten DNA wurden auf ein 

1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Als Standard dienten 0,3 µg einer 100 bp-

DNA-Leiter. Invertierte Darstellung. 

A Ischämie: Spuren 1,3,5,7,9:  WT, Ischämie 

   Spuren 2,4,6,8,10:  Ap-2α−/+, Ischämie 

B Kontrollen: Spuren 11,13,15,17,19: WT, Kontrollbedingung 

   Spuren 12,14,16,18,20: Ap-2α−/+, Kontrollbedingung 

12 13 14 15 16 17 18 19 2011SB Kontrollen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10SA Ischämie
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Abbildung 6: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Ap-2α−/+-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen durch 

DNA-Fragmentierung 

Herzen von Mäusen aus der Ap-2α−/+-Linie wurden im Langendorff-Modus re-

trograd perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase 

ohne Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stun-

den reperfundiert. Kontrollherzen wurden jeweils 30 Minuten perfundiert, ohne 

eine Ischämie auszulösen. 

Statistische Auswertung. Zur Quantifizierung der DNA-Fragmentierung wurde 

die Stärke der 180 bp-Bande herangezogen. 

1: WT, Kontrollbedingung, n=5 

2: Ap-2α−/+, Kontrollbedingung, n=5 

3:  WT, Ischämie, n=5 

4:  Ap-2α−/+, Ischämie, n=5 

Der * zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05) gegenüber der 

Kontrollbedingung. 
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Abbildung 7: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Ap-2α−/+-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen durch 

Lamin A-Spaltung 

Herzen von Mäusen aus der Ap-2α−/+-Linie wurden im Langendorff-Modus re-

trograd perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase 

ohne Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stun-

den reperfundiert. Kontrollherzen aus beiden Gruppen wurden jeweils 30 Minu-

ten perfundiert, ohne eine Ischämie auszulösen. 

Western Blot. Nach Gewebeaufarbeitung wurden jeweils 100 µg Protein auf 

einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und auf eine 

PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit Antikörpern gegen ge-

spaltenes Lamin A und, zur Beladungskontrolle, gegen Calsequestrin (CSQ) 

inkubiert. Die Visualisierung erfolgte jeweils durch Inkubation mit einem peroxi-

dasemarkierten Zweitantikörper und Chemolumineszenz (ECL). 

A Ischämie: Spuren 1,3,5: WT, Ischämie 

   Spuren 2,4,6: Ap-2α−/+, Ischämie 

B Kontrollen: Spuren 7,9,11: WT, Kontrollbedingung 

   Spuren 8,10,12: Ap-2α−/+, Kontrollbedingung 

CSQ

Lamin A
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Abbildung 8: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Ap-2α−/+-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen durch 

Lamin A-Spaltung 

Herzen von Mäusen aus der Ap-2α−/+-Linie wurden im Langendorff-Modus re-

trograd perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase 

ohne Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stun-

den reperfundiert. Kontrollherzen aus beiden Gruppen wurden jeweils 30 Minu-

ten perfundiert, ohne eine Ischämie auszulösen. 

Statistische Auswertung. Zur Quantifizierung wurde jeweils, zum Ausgleich 

von Beladungsunterschieden, die Lamin A-Bande auf die Calsequestrin-Bande 

bezogen. 

1: WT, Kontrollbedingung, n=5 

2: Ap-2α−/+, Kontrollbedingung, n=4 

3:  WT, Ischämie, n=5 

4:  Ap-2α−/+, Ischämie, n=5 
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Abbildung 9: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Ap-2α−/+-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen als DEVD-

Spaltung durch Caspase 3/7 

Herzen von Mäusen aus der Ap-2α−/+-Linie wurden im Langendorff-Modus re-

trograd perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase 

ohne Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stun-

den reperfundiert. Kontrollherzen aus beiden Gruppen wurden jeweils 30 Minu-

ten perfundiert, ohne eine Ischämie auszulösen. 

Nach Gewebeaufarbeitung wurde die Caspase 3/7-Aktivität in den Proben an 

Hand der Spaltung eines luminogenen Caspase 3/7-Substrates gemessen. 

1: WT, Kontrollbedingung, n=4 

2: Ap-2α−/+, Kontrollbedingung, n=3 

3:  WT, Ischämie, n=5 

4:  Ap-2α−/+, Ischämie, n=5 

Der * zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05) gegenüber der 

Kontrollbedingung. 
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Abbildung 10: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Crem−/−-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen durch 

DNA-Fragmentierung 

Herzen von Mäusen aus der Crem−/−-Linie wurden im Langendorff-Modus retro-

grad perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase ohne 

Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stunden re-

perfundiert. 

„DNA-Leitern.“ Jeweils 5 µg der aufgearbeiteten DNA wurden auf ein 

1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Als Standard dienten 0,3 µg einer 100 bp-

DNA-Leiter. Invertierte Darstellung. 

Spuren 1,2,3,4,5: Crem−/− 

Spuren 6,7,8,9: WT 

1S 2 3 4 5 6 7 8 9
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Abbildung 11: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Crem−/−-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen durch 

DNA-Fragmentierung 

Herzen von Mäusen aus der CREM-KO-Linie wurden im Langendorff-Modus 

retrograd perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase 

ohne Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stun-

den reperfundiert. 

Statistische Auswertung. Zur Quantifizierung der DNA-Fragmentierung wurde 

die Stärke der 180 bp-Bande herangezogen. 

1: WT, n=4 

2: Crem−/−, n=5 
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Abbildung 12: Ischämieempfindlichkeit bei Herzen von Crem−/−-

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Herzen – gemessen als DEVD-

Spaltung durch Caspase 3/7 

Herzen von Mäusen aus der Crem−/−-Linie wurden im Langendorff-Modus retro-

grad perfundiert. Nach 30 Minuten Perfusion erfolgte eine Ischämiephase ohne 

Fluss während 60 Minuten, danach wurden die Herzen während 4 Stunden re-

perfundiert. 

Nach Gewebeaufarbeitung wurde die Caspase 3/7-Aktivität in den Proben an 

Hand der Spaltung eines luminogenen Caspase 3/7-Substrates gemessen. 
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2: Crem−/−, n=5 
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4 Diskussion 

4.1 Hauptergebnisse der Arbeit 

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe eines Ischämie-/Reperfusionsmodells der Ein-

fluss zweier genetischer Veränderungen auf die Apoptoseempfindlichkeit des 

Mausmyokards untersucht. Mausherzen wurden nach Langendorff (1895) in-

vitro perfundiert. Während des Versuchs wurde der Perfusatfluss unterbrochen, 

vergleichbar mit einer Globalischämie des Herzens, gefolgt von einer Phase der 

Reperfusion. Diese Abfolge von Ischämie und Reperfusion löste im Myokard 

der perfundierten Herzen Apoptose aus, die sich durch eine erhöhte Aktivität 

der Effektorcaspasen 3 bzw. 7, sowie durch das Auftreten einer typischen Spal-

tung der DNA in Fragmente, die Vielfache von 180 bp lang sind, nachweisen 

ließ. Diese Behandlung hatte hingegen keinen Einfluss auf das Auftreten von 

Spaltprodukten des Strukturproteins Lamin A, eines Proteins, das im Rahmen 

der Apoptosekaskade durch die Effektorcaspase 6 gespalten werden kann. Mit 

Hilfe der genannten Methoden wurden Tiere, bei denen das Gen für den 

Transkriptionsfaktor AP-2α heterozygot ausgeschaltet war (Ap-2α−/+), sowie 

Tiere, bei denen das Gen für den Transkriptionsfaktor CREM homozygot aus-

geschaltet war (Crem−/−), jeweils im Vergleich zu Wildtyptieren aus der entspre-

chenden Linie untersucht. Herzen von Ap-2α−/+-Tieren zeigten nach Ischämie 

und Reperfusion im Vergleich zu Herzen aus Wildtyp-Kontrolltieren keine Un-

terschiede in der Caspaseaktivität und der DNA-Fragmentierung; ebenso zeig-

ten auch Herzen von Crem−/−-Tieren nach Ischämie und Reperfusion im Ver-

gleich zu Herzen aus Wildtyp-Kontrolltieren keine Unterschiede hinsichtlich 

Caspaseaktivität und DNA-Fragmentierung. 

 

4.2 Methoden zur experimentellen Auslösung und Erfassung von 

Apoptose im adulten Herzen 

In der vorliegenden Arbeit konnte in-vitro am ganzen Herzen durch die Auslö-

sung einer Globalischämie, gefolgt von einer Reperfusionsphase, Apoptose 

ausgelöst und mit zwei verschiedenen Methoden nachgewiesen werden. Die 

experimentelle Auslösung von Ischämie mit darauf folgender Reperfusion ist in 

der Literatur vielfach beschrieben, so als Modell zur Auslösung von Apoptose, 
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oder zur Erfassung der pathophysiologischen Vorgänge im Rahmen eines 

Herzinfarktes. Sie ist in-vivo – z. B. durch Ligation einer Koronararterie (wie bei 

Michael et al. 1995, Bialik et al. 1997, Jones et al. 1999, Condorelli et al. 2001, 

Cerniway et al. 2001), in-vitro – in Versuchen am extrakorporal perfundierten 

vollständigen Organ (wie bei Sumeray & Yellon 1998, Cerniway et al. 2001, 

Chapman et al. 2002, Hofstaetter et al. 2002) und in Versuchen an Zellkulturen 

(wie bei Chapman et al. 2002, Hofstaetter et al. 2002) möglich. Bei Versuchen 

an Zellkulturen wird eine Annäherung an „ischämische“ Bedingungen durch 

Sauerstoff- und Energiereduktion im Kulturmedium erreicht. In der vorliegenden 

Arbeit wurden die Versuche am extrakorporal perfundierten ganzen Herzen 

durchgeführt, da so die Physiologie des Organs annähernd erhalten blieb, wäh-

rend Versuchsparameter wie Perfusionsdruck, Perfusatzusammensetzung und 

Perfusattemperatur besser zu standardisieren waren als im in-vivo-Modell. 

Bisher ist ungeklärt, ob eine Myokardischämie allein ausreicht, um Apoptose 

auszulösen, oder ob dazu eine Reperfusionsphase nötig ist. Unterschiedliche 

Studien kamen hier zu unterschiedlichen Aussagen. Während einige Gruppen 

nach einer Ischämiephase keine Zeichen für Apoptose fanden, sondern Apo-

ptose erst nach einer Reperfusionsphase nachweisbar war (Gottlieb et al. 1994, 

Zhao et al. 2000), konnten andere bereits nach einer verlängerten Ischämie-

phase Apoptose beobachteten. Jedoch trat auch hier Apoptose in Verbindung 

mit Reperfusion stärker und schon nach kürzerer Ischämiezeit auf (Anversa et 

al. 1998, Borutaite et al. 2003). Ob die unterschiedlichen Befunde dieser ver-

schiedenen Arbeitsgruppen auf Grund unterschiedlicher Apoptosemodelle oder 

unterschiedlicher Verfahren des Apoptosenachweises zustande gekommen 

sind, ist nicht klar. Da jedoch alle Gruppen übereinstimmend fanden, dass eine 

Abfolge von Ischämie- und Reperfusionsphase Apoptose auslöst, wurde in der 

vorliegenden Arbeit ein Versuchsprotokoll ausgewählt, das eine Ischämie- und 

eine Reperfusionsphase vorsah. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass 

eine 60-minütige Ischämiephase, gefolgt von einer 240-minütigen Reperfu-

sionsphase, zu einer signifikant erhöhten Caspaseaktivität führte, während Ver-

suchsprotokolle mit kürzeren Ischämie- und Reperfusionszeiten noch keinen 

signifikanten Einfluss auf die Caspaseaktivität hatten. 
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Apoptose kann durch verschiedene Methoden nachgewiesen und von anderen 

Formen des Zelluntergangs (wie Nekrose) unterschieden werden. Dazu werden 

Stoffwechselprozesse gemessen, die spezifisch für die Apoptosekaskade sind. 

In der vorliegenden Untersuchung wurden drei verschiedene Methoden zum 

Nachweis von Apoptose angewandt. 

Die Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 ist der früheste gemeinsame 

Schritt des intrinsischen und extrinsischen Weges der Apoptoseaktivierung. 

Beim intrinsischen (mitochondrienassoziierten) Weg der Apoptoseauslösung 

wird Caspase 3 initial durch aktivierte Caspase 9 proteolytisch aktiviert, wäh-

rend beim extrinsischen (rezeptorvermittelten) Weg Caspase 3 durch aktive 

Caspase 8 aktiviert wird. Es ist zwar möglich, die der Aktivierung von Caspase 

3 vorausgehenden Parameter der Apoptosekaskade zu messen – z. B. die Ak-

tivität der Caspasen 8 und 9 oder die Expression der pro- und antiapoptotischen 

Proteine Bcl-2 und Bax/Bak – jedoch sind diese Parameter für den intrinsischen 

(Aktivität von Caspase 9, Expression von Bcl-2, Bax und Bak) bzw. den extrin-

sischen (Aktivität von Caspase 8) Weg der Apoptoseaktivierung spezifisch. Wie 

stark beide Wege an der Gesamtapoptose von Kardiomyozyten beteiligt sind, 

ist noch nicht völlig geklärt und scheint darüber hinaus auch von Vorschädigun-

gen des Myokards sowie von der Art des Apoptosereizes abzuhängen (Naka-

mura et al. 2000, Yamaoka et al. 2000, Wu et al. 2002, Gomez et al. 2005, Liao 

et al. 2005). Als früher Parameter der Apoptose wurde in der vorliegenden Ar-

beit die Gesamtaktivität der Caspasen 3 und 7 bestimmt. 

Nachdem Caspase 3 als zentrale Effektorcaspase aktiviert ist, kann sie ihrer-

seits weitere Effektorcaspasen proteolytisch aktivieren, darunter die Caspasen 

6 und 7 (Übersicht bei Mirkes 2002). Ein Substrat der Caspase 6 (nicht jedoch 

der Caspase 3) ist das Lamin A (Takahashi et al. 1996), ein Protein aus der 

Gruppe der Lamine, die wichtige Strukturproteine des Cytoskeletts an der inne-

ren Kernmembran sind (McKeon 1991). Die Spaltung von Laminen im Rahmen 

der apoptotischen Kaskade erleichtert den Prozess der Chromatinkondensation 

und Zellkernschrumpfung, der nur verzögert abläuft, wenn die Laminspaltung 

unterbleibt (Rao et al. 1996). Die Spaltung von Laminen folgt damit zeitlich auf 

die Aktivierung der Caspase 3, geht aber dem Abbau der DNA voraus. Die 
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Spaltung von Lamin A kann gezeigt werden, indem die spezifischen Spaltpro-

dukte, die durch Caspase 6-vermittelte Proteolyse entstehen, nachgewiesen 

werden. 

Die Fragmentierung der DNA durch die caspaseaktivierte DNase CAD ist ein 

später Schritt in der Apoptosekaskade und führt schließlich zum irreversiblen 

Funktionsverlust der apoptotischen Zelle. Da die CAD die DNA spezifisch zwi-

schen Nukleosomen spaltet, ergeben sich Fragmente, die Vielfache von 180 bp 

lang sind (Wyllie 1980). Diese Fragmente ergeben in der DNA-Elektrophorese 

das typische Bild der „DNA-Leiter“. Da sich diese spezifische Art der Fragmen-

tierung von der ungerichteten DNA-Degradation (nach Proteolyse der Nukleo-

somen) im Rahmen eines nekrotischen Zellunterganges deutlich unterscheidet, 

kann sie als spezifischer Nachweis der fortgeschrittenen Apoptose dienen. 

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass im verwendeten Modell die Ab-

folge von Ischämie und Reperfusion des Herzens zu einer Aktivierung von Ef-

fektorcaspasen führte. Da die verwendete Methode die gemeinsame Aktivität 

von Caspase 3 und Caspase 7 erfasst, kann über die Beiträge der einzelnen 

Caspasen zur gemessenen Gesamtaktivität keine Aussage getroffen werden. 

Ebenso konnte gezeigt werden, dass Ischämie und Reperfusion am verwende-

ten Modell im Herzen eine typische apoptosespezifische DNA-Fragmentierung 

auslösten, die zum Bild der „DNA-Leiter“ führte. 

Demgegenüber konnte im verwendeten Modell kein Anstieg der Spaltung von 

Lamin A gemessen werden. Dieses weist darauf hin, dass bei der durch Ischä-

mie und Reperfusion ausgelösten Apoptose in Herzmuskelzellen keine Aktivie-

rung von Caspase 6 stattfindet. Dieses ist konsistent mit den Ergebnissen an-

derer Gruppen, die zeigten, dass die Beteiligung von Caspase 6 an der Apopto-

sekaskade im Herzen von der auslösenden Noxe abhängt. So führten Super-

oxidanionen (O2
−), nicht jedoch Wasserstoffperoxid (H2O2), Hyperthermie, 4-

Hydroperoxycyclophosphamid oder Staurosporin zur Aktivierung von Caspase 

6 in Kardiomyozyten (von Harsdorf et al. 1999, Little et al. 2003). 

Insgesamt lässt sich folgern, dass die verwendete Abfolge von Ischämie und 

Reperfusion geeignet war, im vorliegenden Modell Apoptose auszulösen, die 
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durch einen frühen Parameter (Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7) und 

einen späten Parameter (Fragmentierung der DNA) nachweisbar war. 

 

4.3 Ergebnisse der Untersuchungen an heterozygoten Ap-2α−/+-

Tieren 

Sowohl in Herzen von heterozygoten Ap-2α−/+-Tieren als auch in Herzen von 

Wildtyptieren aus der gleichen Linie ließ sich mit der beschriebenen Abfolge 

von Ischämie und Reperfusion Apoptose auslösen, die durch eine Aktivierung 

der Effektorcaspasen 3 und 7 sowie durch das Auftreten einer DNA-

Fragmentierung zu erfassen war. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede im 

Ausmaß der Apoptose zwischen Ap-2α−/+-Tieren und Wildtyp-Kontrolltieren, 

weder unter Basalbedingungen, noch nach Ischämie und Reperfusion. Dieses 

führt zu dem Schluss, dass Ap-2α−/+-Tiere keine veränderte Empfindlichkeit des 

Myokards auf eine Schädigung durch Ischämie und Reperfusion aufweisen. 

Eine Interpretation dieses Ergebnisses im Hinblick auf die Ausgangshypothese, 

dass der Transkriptionsfaktor AP-2α eine Bedeutung in der Ausbildung kardialer 

Apoptose hat und seine Reduktion eine verminderte Empfindlichkeit des Myo-

kards auf Apoptosereize bewirkt, ist jedoch schwierig, da das verwendete Tier-

modell eine wichtige Limitation aufwies: Es standen lediglich heterozygote (Ap-

2α−/+) Tiere für die Untersuchungen zur Verfügung. Dieses ist darin begründet, 

dass Tiere, denen beide Allele fehlen (Ap-2α−/−), aufgrund schwerer cranio-

thoraco-abdominaler Missbildungen bei der Geburt sterben (Schorle et al. 1996, 

Zhang et al. 1996). Da in den für die Untersuchungen verwendeten Tieren ein 

intaktes Allel vorhanden war, war die Expression von AP-2α nicht völlig ausge-

schaltet, sondern es war von einer verminderten Expression auszugehen. Ins-

gesamt finden sich in der Literatur lediglich zwei Untersuchungen an Ap-2α−/+-

Tieren. Lim et al. (2005) fanden einen starken Gendosiseffekt von AP-2α auf die 

Expression des fragile X mental retardation-1 (Fmr1)-Genes. Diese war in Ap-

2α−/−-Embryonen vierfach und in Ap-2α−/+-Embryonen noch zweifach gegenüber 

Wildtypen reduziert. Kohlbecker et al. (2002) untersuchten Ap-2α-heterozygote 

Embryonen und fanden bei einem Teil von ihnen Missbildungen, die mit einer 

partiellen Exenzephalie einhergingen. Diese beiden Untersuchungen sprechen 
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zwar für einen Effekt einer heterozygoten Ausschaltung von Ap-2α, jedoch ist 

ihnen gemeinsam, dass beide Arbeitsgruppen nur Embryonen untersuchten; 

eine Aussage über einen Phänotyp adulter Tiere trafen sie nicht. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine heterozygote Ausschaltung 

von Ap-2α keinen Einfluss auf die Apoptoseempfindlichkeit des Myokards hat. 

Über einen möglichen Effekt eines völligen Fehlens von AP-2α kann nach die-

ser Untersuchung noch keine abschließende Aussage getroffen werden. Hierzu 

werden weitere Untersuchungen an anderen Modellen notwendig sein. Denkbar 

sind hier etwa die herzspezifische Überexpression der dominant-negativen 

Form AP-2αB oder die gezielte gewebespezifische Ausschaltung von Ap-2α im 

Myokard mittels des Cre-loxP-Systems, bei dem das gewebsspezifisch expri-

mierte Enzym Cre (cyclization recombination) aus dem Bakteriophagen P1 die 

Exzision von DNA zwischen zwei flankierenden loxP (locus of X-over of P1)-

Sequenzen bewirkt (Übersicht bei Sauer 1998). 

 

4.4 Ergebnisse der Untersuchungen an Crem-Knockouttieren 

Herzen von Crem-Knockouttieren (Crem−/−) durchliefen die gleiche Abfolge von 

Ischämie und Reperfusion, bei der sich in Herzen von Tieren aus der Ap-2α−/+-

Linie eine deutliche Auslösung von Apoptose gezeigt hatte. Auch in diesen Her-

zen zeigte sich eine deutliche Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 sowie 

eine DNA-Fragmentierung. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede im Aus-

maß der Apoptose zwischen Crem−/−-Tieren und Wildtyp-Kontrolltieren. Dieses 

deutet darauf hin, dass Crem-Knockouttiere im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrolltieren keine veränderte Empfindlichkeit des Myokards auf eine Schädi-

gung durch Ischämie und Reperfusion aufweisen. Da das Fehlen des Transkrip-

tionsfaktors CREM also keinen Einfluss auf die Apoptose in den untersuchten 

Herzen hatte, führt dieses zu dem Schluss, dass CREM keine wesentliche Rolle 

für die Apoptose in adulten Mausherzen spielt, oder dass dieses Fehlen in 

Knockouttieren kompensiert werden kann, etwa durch andere Transkriptions-

faktoren aus der CREB/CREM/ATF1-Familie. Hinweise, dass die Transkripti-

onsfaktoren dieser Familie teilweise funktionell redundant sind, ergaben sich in 

mehreren Modellen. So zeigten Tiere, bei denen durch globale Deletion des 
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Exons 2 des Creb-Genes die Bildung der Isoformen CREBα und CREB∆ ver-

hindert wurde, einen weitgehend normalen Phänotyp (Hummler et al. 1994), 

abgesehen von Einschränkungen des Langzeitgedächtnisses (Bourtchuladze et 

al. 1994). Bei diesen Tieren war die Expression einer weiteren aktivierenden 

Isoform von CREB, CREBβ, die das Exon 2 nicht enthält, sowie die Expression 

der aktivierenden CREM-Isoform CREMτ kompensatorisch erhöht, was zum 

milden Phänotyp beitragen könnte (Hummler et al. 1994, Blendy et al. 1996b). 

Eine globale Deletion des Exons 10 des Creb-Genes hingegen, die die Expres-

sion aller funktionellen CREB-Isoformen verhindert, führte zum perinatalen Ster-

ben der entsprechenden Knockouttiere, obwohl auch hier die Expression von 

CREM erhöht war (Rudolph et al. 1998). In einem anderen Tiermodell wurden 

Tiere, bei denen gewebsspezifisch das Exon 10 des Creb-Genes im Gehirn 

ausgeschaltet wurde, mit Crem−/−-Tieren gekreuzt. Nur bei Tieren, bei denen im 

Gehirn sowohl Creb als auch Crem inaktiviert waren, trat in der Embryonalpha-

se eine verstärkte Apoptose von Neuronen im Cortex auf. Diese Tiere starben 

dann kurz nach der Geburt, wahrscheinlich, weil sie nicht trinken konnten. Kon-

trolltiere, bei denen jeweils nur Creb allein oder nur Crem allein inaktiviert wa-

ren, zeigten diese Apoptose nicht (Mantamadiotis et al. 2002). 

Beide genannten Untersuchungen weisen auf ein komplexes Zusammenspiel 

der Transkriptionsfaktoren der CREB/CREM/ATF1-Familie hin und zeigen, dass 

unter bestimmten Bedingungen das Fehlen eines dieser Transkriptionsfaktoren 

die Überexpression eines anderen verursacht, und das Fehlen dadurch nahezu 

vollständig kompensiert sein kann. Unsere Hypothese war, dass bei Crem-

Knockoutmäusen das Fehlen des CREM-Repressors ICER zu einer größeren 

Apoptoseresistenz führt. Möglicherweise wird dieses Fehlen aber in Crem-

Knockouttieren durch die Hochregulation einer inhibitorischen Isoform von 

CREB oder ATF1 ausgeglichen. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass das Fehlen des Transkriptions-

faktors CREM keine Veränderung in der Apoptoseempfindlichkeit des Myokards 

bewirkt. Dieses ist möglicherweise auf eine Kompensation der fehlenden 

CREM-Funktion durch andere Transkriptionsfaktoren der CREB/CREM/ATF1-

Familie zurückzuführen. Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, um 
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diese Annahme zu überprüfen, beispielsweise in Tiermodellen, bei denen im 

Herzen neben CREM noch CREB bzw. ATF1 ausgeschaltet ist. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Die Ätiologie der menschlichen Herzinsuffizienz, einer Erkrankung, die mit einer 

den malignen Tumoren vergleichbar schlechten Prognose einhergeht, ist nach 

wie vor wenig verstanden. Es gibt jedoch Hinweise, dass die Apoptose von Kar-

diomyozyten bei ihrer Entstehung eine wichtige Rolle spielt, da schon ein gerin-

ger Anstieg der Apoptoserate in einem terminal differenzierten Gewebe wie 

dem Myokard einen großen kumulativen Effekt haben kann. Vorarbeiten zeig-

ten, dass die Transkriptionsfaktoren AP-2α und CREM an der Regulation der 

Apoptose im Herzen beteiligt sind und führten zu der Hypothese, dass ihre In-

aktivierung im Herzen zu einer erhöhten Apoptoseresistenz des Myokards füh-

ren würde. Dieses ließ sich in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigen. Es wer-

den jedoch weitere Untersuchungen notwendig sein, um Limitationen des ver-

wendeten Modells zu umgehen (im Falle von AP-2α) bzw. um mögliche Kom-

pensationsmechanismen zu erkennen (im Falle von CREM). Beide Transkripti-

onsfaktoren sind nach wie vor ein lohnendes Ziel und eine Herausforderung für 

weitere Forschungsvorhaben in der Hoffnung, die Ursachen für die Entwicklung 

einer Herzinsuffizienz besser zu verstehen und diese gezielter behandeln zu 

können. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 

ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse) 

AP-2 Activator Protein 2 

Apaf-1 Apoptosis protease activating factor 1 

ATF1 Activating Transcription Factor 1 

ATP Adenosintriphosphat 

Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer 

Bax Bcl-2 associated x protein 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2-Protein 

bp Basenpaare 

°C Grad Celsius 

C. elegans Caenorhabditis elegans (ein Rund- oder Fadenwurm) 

Ca2+ Calcium-Ion 

CaCl2 Calciumchlorid 

CAD Caspase-aktivierte DNase 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

CBP CREB Binding Protein 

ced Cell death (Zelltod)-Gen aus C. elegans 

c-erbB-2 Human epidermal growth factor receptor 2 (humaner epi-

dermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2) 

c-KIT c-Kit-Rezeptor (Stammzellfaktorrezeptor) 

CO2 Kohlendioxid 

CRE cAMP Response Element 

Cre “causes recombination” (Cre-Rekombinase des Bakterio-

phagen P1) 

CREB cAMP Response Element Binding Protein 

CREM cAMP Response Element Modulator 

CSQ Calsequestrin 

DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

DTT Dithiothreitol 
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ECL Enhanced Chemoluminescence (verstärkte Chemolumi-

neszenz) 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-tetraacetat 

FADD Fas Associated Death Domain 

Fas TNF receptor superfamily, member 6 

FasL Fas-Ligand 

Fmr1 Fragile X mental retardation 1-Gen 

Gi inhibitorisches GTP-bindendes Protein 

Gs stimulierendes GTP-bindendes Protein 

GTP Guanosintriphosphat 

h Stunden 

H2O2 Wasserstoffsuperoxid 

HCl Chlorwasserstoff/Salzsäure 

Hepes Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsäure 

HRP Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) 

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells (humane Um-

bilikalvenen-Endothelzellen) 

ICAD Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase 

ICE Interleukin Converting Enzyme (Interleukin-Konversions-

enzym) 

ICER Inducible cAMP Early Repressor 

IgG Immunglobulin G 

K+ Kalium-Ion 

KCl Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 

KID Kinase-induzierbare Domäne 

KO knockout (außer Gefecht setzen, abschalten) 

LacZ β-Galactosidase-Gen aus Escherichia coli 

loxP Locus of X-over of P1 

M molar 
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m/V Masse pro Volumen 

MCAM/MUC18 Melanoma Cell Adhesion Molecule (Melanom-Zell-

adhäsionsmolekül) 

mg Milligramm 

µg Mikrogramm 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

MgSO4 Magnesiumsulfat 

min Minuten 

ml Milliliter 

µl Mikroliter 

mM millimolar 

mmHg Millimeter Quecksilbersäule 

mRNA messenger RNA (Boten-RNA) 

Na+ Natrium-Ion 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

Na3VO4 Natriumorthovanadat 

NaCl Natriumchlorid 

NaF Natriumfluorid 

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 

neo Neomycin-Resistenzgen 

O2 Sauerstoff 

O2
− Superoxid-Anion 

PBS Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salz-

lösung) 

pH potentia Hydrogenii („Wasserstoffkraft“) 

pH = −log10([H3O
+]) 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

RLU Relative Luminescence Units (relative Lumineszenz-

einheiten) 

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RU Relative Units (relative Einheiten) 
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s Sekunden 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat) 

TAE TRIS-Acetat-EDTA 

TE TRIS-EDTA 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TORC Transducer Of Regulated CREB Activity Coactivator 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

UV ultraviolett 

V Volt 

V/V Volumen pro Volumen 

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation) 

WT Wildtyp 
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