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Abkürzungsverzeichnis  

 

ACTIVE-I The Atrial Fibrillation Clopidogrel Trial with Irbesartan for Prevention of 

Vascular Events (Studie)  

Acvr1  activin A receptor, type 1  

Acvr2b activin receptor IIB  

Acvrl1  activin A receptor, type II-like 1  

ALK   activin receptor-like kinase  

Amhr  anti-Mullerian hormone receptor 

ARB  Angiotensin-Rezeptorblocker  

AT1  Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp-1  

AV  atrioventrikulär  

BMP   bone morphogenetic protein  

BMPR  bone morphogenetic protein receptor  

BSA  bovine serum albumin  

bp  base pairs, Basenpaare  

CCN Connective tissue growth factor (CTGF), Cystein rich protein (Cyr61), 

and Nephroblastoma overexpressed gene  

cDNA   complementary DNA  

CHARM Candesartan in Heart failure Assessment of Reduction in Mortality and 

morbidity (Studie)  

CTGF  connective tissue growth factor  

DNA  deoxyribonucleic acid (= Desoxyribonukleinsäure)  

dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat  

D-PBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline  

DPP4  Dipeptidylpeptidase 4  

E  Extinktion  

EDTA  Ethylendiamintetraacetat  

EMT  epithelial-mesenchymal transition  

EKG  Elektrokardiogramm  

ERK  extracellular-signal regulated kinase  

FST  follistatin  

FSTL  follistatin-like  

G-Protein GTPase  

https://de.wikipedia.org/wiki/Ethylendiamintetraessigs%C3%A4ure
https://de.wikipedia.org/wiki/Ethylendiamintetraessigs%C3%A4ure
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G  gravity of earth/Erdschwerebeschleunigung  

GDF   growth differentiation factor  

GSK  glycogen synthase kinase  

GTP  Guanosintriphosphat  

ID  Inhibitor of DNA binding  

LIFE The Losartan Intervention For Endpoint Reduction in Hypertension 

Study (Studie)  

JNK  c-Jun N-terminal kinase  

MAD   mothers against decapentaplegic  

MAP  mitogen-activated protein  

mRNA  messenger ribonucleic acid  

MSTN  myostatin  

PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

PCR  polymerase chain reaction  

R2  Determinationskoeffizient (zur Beurteilung der Anpassungsgüte)  

PP2A  protein phosphatase 2A  

Raf  rapidly accelerated fibrosarcoma oder rat fibrosarcoma  

Ras  Protoonkogen, das für ein kleines monomeres G-Protein kodiert 

rev/min revolutions per minute, hier: Schwenkungen pro Minute  

Rho  Ras homologue  

RNA  ribonucleic acid (= Ribonukleinsäure)  

RPLP0 ribosomal protein, large, P0  

RT-qPCR real-time quantitative PCR  

SARA  SMAD anchor for receptor activation  

SDS  sodium dodecyl sulfate  

SDS-PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit SDS  

Sek.  Sekunden  

SGK1  serum/ glucocorticoid regulated kinase 1  

SILVHIA the Swedish Irbesartan Left Ventricular Hypertrophy Investigation 

versus Atenolol (Studie)  

SMA   „small" worm phenotype  

SMAD   zusammengesetzter Name (Wortkreuzung) aus dem Protein SMA des 

Caenorhabditis elegans und dem Protein MAD der Drosophila  

SMURF SMAD ubiquitination regulatory factor  

https://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleins%C3%A4ure
https://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleins%C3%A4ure
http://en.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans
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T  Temperatur  

TAE  TRIS-Acetat-EDTA  

Taq   Thermus aquaticus (Bakterium)  

TBS  Tris-buffered saline  

TBST  Tris-buffered saline with Tween20  

TGF-beta transforming growth factor – beta  

Tgfbr  transforming growth factor, beta receptor  

TIA  transitorische ischämische Attacke  

TRIS  Kurzbezeichnung für Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  

ValHeFT Valsartan Heart Failure Trial (Studie)  

VALUE Valsartan Antihypertensive Long-term Use Evaluation (Studie)  

Wnt Zusammensetzung aus „W“ für „wingless“ (flügellose Variante von 

Drosophila melanogaster) und „nt“ aus dem „Int“-Gen  

 

  

https://de.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
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1. Einleitung  

 

1.1. Vorhofflimmern  

 

1.1.1. Definition, Epidemiologie und Einteilung  

Laut Pschyrembel ist das Vorhofflimmern „eine häufige Herzrhythmusstörung infolge 

einer heterotopen Erregungsbildungsstörung mit ungeordneten hochfrequenten 

Vorhofaktionen (350-600/min) ohne hämodynamisch wirksame Vorhofkontraktionen, 

die bei unregelmäßiger AV-Überleitung zu absoluter Arrhythmie der Kammeraktion 

(meist Tachyarrhythmie) führt.“ [1].  

Unter den klinisch relevanten Arrhythmien steht Vorhofflimmern an oberster Stelle       

[2-15, 175]. Die Prävalenz steigt mit dem Alter und liegt in der europäischen 

Gesamtbevölkerung bei 1-2 % [3, 9-11, 15-22]. Betroffen ist vor allem die ältere 

Bevölkerung, das mittlere Patientenalter liegt bei 75 Jahren [9, 10, 16, 17, 20]. Auf 

Grund der demographischen Entwicklung sowie der Zunahme der Risikofaktoren wird 

mit einer Verdopplung der Prävalenz des Vorhofflimmerns in den nächsten                       

10-20 Jahren gerechnet [3, 18, 22, 23].  

Die Arrhythmie wird nach ihrem Erscheinungsbild auf dem EKG, dem zugrunde 

liegenden elektrophysiologischen Mechanismus und den beteiligten morphologischen 

und funktionellen Strukturen klassifiziert [9]. Tritt das Vorhofflimmern ohne erkennbare 

Grunderkrankung auf, wird es als primäres Vorhofflimmern bezeichnet und je nach 

Dauer und Therapieregime als paroxysmales, persistierendes, lang anhaltendes 

persistierendes oder permanentes Vorhofflimmern kategorisiert [10, 24].  

 

1.1.2. Risikofaktoren  

Eine Vielzahl von allgemeinen Risikofaktoren und kardiovaskulären Erkrankungen 

werden für die Entstehung von Vorhofflimmern verantwortlich gemacht. Hierzu zählen 

unter anderem: Arterielle Hypertonie, Alkoholkonsum, höheres Lebensalter, koronare 

und rheumatoide sowie entzündliche Herzerkrankungen, Herzklappenfehler, 

obstruktive und dilatative Kardiomyopathien, Herzinsuffizienz, Herzinfarkt, aber auch 

angeborene Herzfehler und kardiochirurgische Eingriffe [3, 9-13, 20, 22, 25-66]. 

Gerade bei den strukturellen Herzerkrankungen ist jedoch im Einzelfall fraglich, ob sie 

Ursache oder Folge des Vorhofflimmerns sind, da sie häufig kombiniert mit 

Vorhofflimmern auftreten und eine zweifelsfreie Aussage hinsichtlich der Kausalität 
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nicht immer möglich ist [10, 48]. Denn auch wenn die Prävalenz von Vorhofflimmern 

eindeutig mit dem Vorliegen kardialer Begleiterkrankungen steigt, so kann 

Vorhofflimmern ebenfalls isoliert – als sogenannte „lone atrial fibrillation“ – auftreten 

[12, 13, 22, 42, 43, 54, 67-77]. Laut Madrid et al. tritt idiopathisches Vorhofflimmern 

sogar bei bis zu 30% der Patienten auf [78]. Ursächlich könnte z.B. eine genetische 

Disposition sein, die in jüngerer Zeit verstärkt beforscht wird und Gegenstand aktueller 

wissenschaftlicher Arbeiten ist [9, 10, 22, 79-85].  

 

1.1.3. Komplikationen  

Vorhofflimmern ist signifikant assoziiert mit kardiovaskulärer Morbidität und exzessiver 

Mortalität [3, 6, 7, 10, 11, 15, 17, 22, 38, 48, 86-88, 175]. Ursächlich hierfür sind vor 

allem das gehäufte Auftreten thromboembolischer Schlaganfälle und die Ausbildung 

einer Herzinsuffizienz [3, 10, 11, 15, 17, 22, 25, 26, 38, 89-101, 175].  

Vorhofflimmern führt zu einer ineffektiven Kontraktion der Vorhöfe mit resultierender 

Stase von Blut, speziell im linken Herzohr [10, 17, 22, 102, 103]. Dies führt – nach den 

Gesetzmäßigkeiten der Virchow-Trias – zur Bildung von Vorhofthromben [22, 99,     

104-108, 175]. Unterstützend hierbei wirkt sich die Aktivierung der plasmatischen 

Gerinnung und die Aktivierung der Thrombozyten durch das Vorhofflimmern aus    

[109-111]. Die Folge sind neben stummen Infarkten symptomatische Embolien mit 

zum Teil persistierenden neurologischen Defiziten und Pflegebedürftigkeit [10, 22, 

106, 107, 112].  

Vorhofflimmern prädisponiert weiterhin zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz [89, 

113-119]. Dr. Salim Yusuf, „chief investigator“ der ACTIVE-I Studie, sagt sogar, dass 

Herzinsuffizienz eine häufigere Komplikation von Vorhofflimmern ist als der 

Schlaganfall [97, 120].  

 

1.1.4. Diagnose und Therapie  

In der Mehrzahl der Fälle erfolgt die Diagnose des Vorhofflimmerns über eine                

12-Kanal-EKG Ableitung [9]. Als Ausdruck der hochfrequenten und unkoordinierten 

Vorhofaktivität finden sich zwischen den irregulär gestreuten QRS-Komplexen          

non-uniforme Oszillationen auf der isoelektrischen Linie [17]. Regelhafte P-Wellen sind 

nicht mehr auszumachen [17].  

Das Therapiekonzept besteht darin, die ungeordnete Aktivität im Vorhof zu beenden, 

deren Ursache zu beseitigen und den regelhaften Sinusrhythmus wieder herzustellen 
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[121]. Dies erfolgt mittels Kardioversion oder interventionell als Ablation via 

Herzkatheter [9, 122]. Wahlweise ist auch eine symptomatische Therapie im Sinne 

einer medikamentösen Rhythmus- und Frequenzkontrolle möglich, kombiniert mit 

einer zumeist medikamentösen Thromboembolieprophylaxe [24].  

 

1.1.5. Biopsychosoziale und sozioökonomische Faktoren  

Vorhofflimmern wird von den Betroffenen in der Regel als keine große Belastung 

wahrgenommen, denn es verläuft klinisch meist stumm und wird entweder zufällig 

entdeckt oder im Rahmen eines symptomatischen Schlaganfalls [2, 123-129]. 50-70% 

der Vorhofflimmerepisoden werden von den Patienten nicht bemerkt [120, 128, 130]. 

Ist das Vorhofflimmern jedoch symptomatisch, haben Betroffene eine im Vergleich zur 

Durchschnittsbevölkerung deutlich eingeschränkte Lebensqualität [10, 131, 132]. Dies 

ist Folge der körperlichen Symptomatik und der damit verbundenen psychischen 

Belastung [10, 133]. Die körperlichen Symptome sind Folge der unregelmäßigen 

Herzaktionen und des verminderten Herzzeitvolumens [22]. Das Beschwerdebild ist 

dabei uneinheitlich und die prozentualen Angaben der Manifestationen von 

Vorhofflimmern schwanken je nach untersuchtem Patientenkollektiv in ihren 

angegebenen Häufigkeiten [22]. Daten einer Erhebung von 2011 listet Diagramm 1.  

 

Diagramm 1: Manifestationen symptomatischer Patienten mit Vorhofflimmern 

 

(Prozentuale Angaben aus „Irbesartan in Patients with Atrial Fibrillation.” The New England Journal of 
Medicine Vol. 364, S. 928-938, 2011)  
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Relativierend bezüglich dieser Angaben muss darauf hingewiesen werden, dass 

Vorhofflimmern meist in Kombination mit anderen kardiovaskulären Erkrankungen 

auftritt und eine saubere Trennung der Ursache für die angegebene Symptomatik 

daher nicht immer möglich ist [10, 48]. So konnte bei 43,3% der angegebenen 

symptomatischen Episoden ein Vorhofflimmern mittels permanenter                             

EKG-Überwachung als Ursache ausgeschlossen werden [120].  

Besondere Bedeutung in der heutigen Zeit hat auch der sozioökonomische Aspekt. 

Vorhofflimmern stellt eine erhebliche Belastung der finanziellen und personellen 

Ressourcen des Gesundheitswesens dar [22]. Von allen Patienten mit 

Herzrhythmusstörungen gehen diejenigen mit Vorhofflimmern häufiger zum Arzt und 

auch ins Krankenhaus als Patienten mit allen anderen Herzrhythmusstörungen 

zusammengenommen [10, 17, 134, 135]. Etwa 1% aller stationären Aufenthalte in 

Deutschland ist auf Vorhofflimmern zurückzuführen [134, 136]. Die Aufwendungen für 

stationäre Patienten mit Vorhofflimmern liegen höher als bei stationären Patienten 

ohne Vorhofflimmern [10, 22, 88]. Die für Europa kalkulierten Kosten für Patienten mit 

Vorhofflimmern belaufen sich, optimistisch geschätzt, auf etwa 3200.- € pro Patient 

und Jahr [2, 137]. Diese Belastung wird durch das häufigere Diagnostizieren von 

Vorhofflimmern in der Zukunft noch weiter zunehmen. Ursächlich hierfür ist einerseits 

die Neuerfassung derzeit bereits erkrankter – aber epidemiologisch noch nicht 

erfasster – asymptomatischer Patienten [2, 22]. Andererseits wird das 

geschlechtsunabhängige Gesamtlebenszeitrisiko von derzeit 16% aufgrund der 

steigenden Lebenserwartung, der besseren Behandlungsmöglichkeit von 

prädisponierenden kardiovaskulären Erkrankungen und der steigenden Anzahl 

kardiochirurgischer Eingriffe noch weiter zunehmen [3, 4, 10, 22, 27, 138-141]. Zudem 

tritt die Erkrankung zunehmend auch bei jüngeren Patienten auf, was im Wesentlichen 

mit veränderten Lebensgewohnheiten und konsekutiven Stoffwechselerkrankungen 

sowie arterieller Hypertonie begründet wird [12, 51, 120, 142].  

 

1.2. Remodeling beim Vorhofflimmern  

 

1.2.1. Pathophysiologie des Vorhofflimmerns  

Pathophysiologisch liegt dem Vorhofflimmern wie eingangs beschrieben eine 

heterotope Erregungsbildungsstörung zu Grunde [siehe 1.1.1.]. Das bedeutet, es wird 

spontan eine Erregung im Vorhof außerhalb des Sinusknotens generiert [9, 143-146, 
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175]. Die Orte, an denen dies geschieht, werden als „Foci ektoper atrialer Aktivität“ 

oder als „Trigger“ bezeichnet [143, 146, 147] (Abb. 1).  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Pathogenese des Vorhofflimmerns  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(modifiziert nach S. Nattel, B. Burstein und D. Dobrev, „Atrial Remodeling and Atrial Fibrillation: 
Mechanisms and Implications.” Circulation Vol. 1, S. 62-73, 2008)  

 

Diese „Trigger“ lösen Vorhofflimmern aus und erhalten es aufrecht [143, 148]. 

Ursprung dieser spontanen elektrischen Aktivität sind in den meisten Fällen die 

Pulmonalvenen [143, 149-151]. Dies wurde bereits 1924 postuliert und 1998 klinisch 

evident [143, 152, 153]. Die Pulmonalvenen sind bekannt für ihre Arrhythmogenität 

und auch Fibrosezeichen werden dort zuerst gefunden [69, 154, 155]. Das „Substrat“ 

stellt die zweite wichtige Komponente für die Entstehung und Aufrechterhaltung von 

Vorhofflimmern dar [146]. Als „Substrat“ werden diejenigen Strukturen bezeichnet, 

welche die Reizweiterleitung im Herzen beeinflussen, also sowohl das 

reizweiterleitende Arbeitsmyokard als auch elektrisch inerte Bindegewebsstrukturen 

[145-147]. Das Substrat bahnt den Weg eines getriggerten Impulses über die                    

– teilweise spontan, teilweise Remodeling bedingt – entstandenen Heterogenitäten in 

der Reizweiterleitung [9, 145, 146]. Solche Inhomogenitäten führen zu verlängerten 

Reizleitungswegen und letztlich zur Bildung autonomer Erregungsschleifen im 

Vorhofmyokard [9, 144, 146, 156, 157, 175]. Die Reizweiterleitung eines Impulses 

innerhalb einer solchen Erregungsschleife wird als „reentry“ bezeichnet [9]. In der 

Pathogenese des Vorhofflimmerns entstehen mehrere dieser „reentrys“, die eine 

hochfrequente und irreguläre Aktivität des Vorhofs bewirken und damit das 

Krankheitsbild des Vorhofflimmerns auslösen [1, 62, 146]. Das Vorhofflimmern 
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wiederum führt zu elektrophysiologischem und strukturellem Remodeling im Vorhof 

[145, 146, 156]. Dadurch werden neue „Trigger“ geschaffen und das „Substrat“ nimmt 

zu [146]. Vorhofflimmern kreiert eine Umgebung, welche die eigene Chronifizierung 

unterstützt [45, 68, 70, 78, 146, 156, 158-165, 175].  

 

1.2.2. Atriales Remodeling  

Atriales Remodeling ist sowohl Ursache als auch Folge von Vorhofflimmern und 

beinhaltet elektrisches, kontraktiles und strukturelles Remodeling [10, 17, 48, 70, 146, 

158-161, 166-170].  

Das elektrische Remodeling findet bereits in den ersten Minuten statt und ist definiert 

als eine Verkürzung der atrialen Refraktärzeit [10, 48, 68, 145, 156, 160, 171]. Am 

Anfang hiervon steht ein exzessiver Kalziumioneneinstrom, bedingt durch die enorme 

atriale Frequenzerhöhung durch das Vorhofflimmern [104, 160, 172-174]. Die Folge ist 

eine Kalziumionenüberladung der Myokardzellen mit folgender funktioneller Hemmung 

der L-Typ-Kalziumkanäle und einer deutlichen Verkürzung des 

kalziumstromabhängigen Aktionspotenzialplateaus mit Verkürzung der 

Aktionspotentialdauer und der atrialen Refraktärzeit [10, 48, 68, 104, 146, 156, 160, 

171-173, 175-187]. Kalziumionen sind in zu hoher Konzentration zytotoxisch für die 

Myokardzellen [146, 158, 188]. Darum findet eine protektive Herunterregulation der 

einwärts gerichteten L-Typ-Kalziumkanäle durch Inaktivierung, Abbau und verringerte 

Expression derselben statt [19, 145, 146, 158, 160, 188-200, 1097]. Diese strukturelle 

Hemmung der L-Typ-Kalziumkanäle unterstützt die Verkürzung von 

Aktionspotentialdauer und Refraktärzeit und fördert die Entstehung von Vorflimmern 

[19, 145, 146, 156, 158, 176, 184, 192, 194, 197, 201, 202, 1097]. Differente Befunde 

der Connexin-Expression und die Lateralisierung der Connexin-Lokalisation sind 

ebenfalls typisch für das elektrische Remodeling [203-205]. Veränderungen durch das 

elektrische Remodeling sind innerhalb weniger Tage vollständig reversibel [10, 62, 

156, 160, 181, 206-209].  

Das kontraktile Remodeling tritt simultan mit dem elektrischen Remodeling auf und 

äußert sich als verminderte Kontraktilität des Vorhofs [62, 160, 210-212]. Dies ist 

einerseits Folge der intrazellulären Kalziumionenüberladung und der daraus 

resultierenden intrazellulären Schädigungen und andererseits Folge der 

Herunterregulation der L-Typ-Kalziumkanäle (ICaL) mit nachfolgender verminderter 

Aktionspotenzialdauer [10, 62, 69, 70, 104, 105, 146, 158-160, 171, 172, 176, 182, 



 

 16 

185-187, 212-217]. Ebenso wie das elektrische Remodeling ist auch das kontraktile 

Remodeling potentiell reversibel, allerdings gelingt hier die Erholung weniger häufig 

und dauert mitunter Monate [62, 103, 160, 182, 185, 212, 218].  

Das strukturelle Remodeling beim Vorhofflimmern beinhaltet linksatriale Dilatation und 

Fibrose [45, 48, 68, 73, 105, 160, 213, 216, 217, 219-226]. Die linksatriale Dilatation 

bewirkt selbst wiederum eine Zunahme der Fibrose, weshalb die Vorhoffibrose auch 

als das wesentliche Merkmal des strukturellen Remodelings angesehen wird [8, 221, 

222, 224, 227]. Die fibrotischen Prozesse sind Folge einer pathologischen Erhöhung 

der extrazellulären Matrix und entwickeln sich erst nach längerer Zeit des 

Vorhofflimmerns [44, 67, 145, 182, 228-230]. Strukturelles Remodeling trägt zur 

Stabilisierung und Chronifizierung von Vorhofflimmern bei und die vollständige 

Erholung von diesen Prozessen ist am langwierigsten und gelingt unter Umständen 

nicht immer [8, 10, 25, 45, 62, 73, 146, 160, 168, 169, 210, 211, 223, 231-238].  

Ein wesentlicher Verursacher der kardialen Fibrosierung im Rahmen des strukturellen 

Remodelings ist TGF-beta bzw. dessen Signalwirkung über den TGF-beta-Signalweg 

[48, 166, 226, 239-246]. Auch die atriale Adipositas, die in Bezug auf Vorhofflimmern 

in jüngster Zeit an Relevanz zugenommen hat, ist verbunden mit dem                           

TGF-beta-Signalweg [247-249] und zeigt die Bedeutung und Aktualität der 

vorliegenden Arbeit.  

 

1.3. Der kanonische TGF-beta-Signalweg  

 

1.3.1. Überblick  

Der TGF-beta-Signalweg steuert eine Vielzahl zellulärer Prozesse wie beispielsweise 

Proliferation, Differenzierung, Zellerkennung und Apoptose, sowohl in embryonalen 

wie auch in adulten Geweben [250-254]. Y. Shi und J. Massagué haben in ihrer Arbeit 

von 2003 ein zusammenhängendes Bild des TGF-beta-Signalwegs präsentiert, 

dessen zentrale Komponenten und molekulare Mechanismen in allen Zelltypen und in 

Organismen von der Fruchtfliege bis hin zum Menschen Geltung haben [255, 256]. Die 

folgende Abbildung gibt einen ersten Überblick über den TGF-beta/BMP-Signalweg.  
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Abbildung 2: Der TGF-beta/BMP-Signalweg – eine erste Übersicht  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LAP: latency associated peptide, α2-M: alpha2-macroglobulin, DAN: gene domain, also called cerberus-
like, SOG: gene name „short gastrulation“, TGF: transforming growth factor, GDF: growth differentiation 
factor, Vg: yolk protein, BMP: bone morphogenetic protein, AMH: anti-Müllerian hormone, MIS: Müllerian 
inhibiting substance, TβR: TGF-β receptor, ALK: activin receptor-like kinase, ActR: activin  receptor, 
BMPR: BMP receptor, AMHR: AMH receptor,  Smad: Wortkreuzung aus den Proteinen SMA und MAD  
(Y. Shi und J. Massagué, „Mechanism of TGF-β Signaling from Cell Membrane to the Nucleus.”  
Cell Vol. 113, S. 685-700, 2003)  

 

Im Wesentlichen binden Liganden wie TGF-beta – in der Abbildung 2 an erster und 

hinterster Position der Liganden zu erkennen – an die transmembranösen Rezeptoren 

und lösen eine nachfolgende intrazelluläre Signalkaskade aus [255].  

Genauer betrachtet binden die Liganden einen oligomeren Rezeptorkomplex, 

bestehend aus zwei Typ-I-Rezeptoren und zwei Typ-II-Rezeptoren [255]. Hierbei 

können Ko-Rezeptoren beteiligt sein oder Ligandenfallen einen Einfluss ausüben 

[255]. Bei erfolgreicher Bildung eines Liganden-Rezeptor-Komplexes wird die 

intrazelluläre Smad-Signalkaskade aktiviert, die ihrerseits Transkriptionsvorgänge im 

Zellkern auslöst [255, 257]. Am Ende steht der Abbau der nicht mehr benötigten 

Signalproteine [255]. Dies ist zusammenfassend in der folgenden Abbildung 

dargestellt.  
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Abbildung 3: Der TGF-beta-Signalweg von der Zellmembran bis zum Nukleus  

TGFβ: transforming growth factor – beta, SARA: Smad anchor for receptor activation, SMURF: Smad 
ubiquitination regulatory factor, I-Smad: inhibitory Smad, R-Smad: receptor-regulated Smad)  
Die Pfeile geben den Signalweg an und sind farbcodiert: rotorange: Liganden- und Rezeptoraktivierung, 
grün: Smad Aktivierung und Formation des Transkriptionskomplexes, blau: Smad Transport zwischen 
Nukleus und Zytoplasma, grau: Smad- und Rezeptorinaktivierung, Phosphatgruppen sind durch grüne 
Kreise und Ubiquitin ist durch rote Kreise dargestellt.  
(Y. Shi und J. Massagué, „Mechanism of TGF-β Signaling from Cell Membrane to the Nucleus.”  
Cell Vol. 113, S. 685-700, 2003)  

 

1.3.2. Liganden  

Die TGF-beta-Superfamilie umfasst mehr als 40 Liganden, darunter Proteine wie   

TGF-beta1, MSTN und BMPs [257-259]. Die Liganden wirken sich über die 

intrazelluläre Signalkaskade modulatorisch auf die genetische Expression der Zielzelle 

aus und regulieren auf diese Weise Prozesse der Gewebs- und Organhomöostase, 

modulieren die Antwort auf Verletzungen und steuern das Immunsystem [250-252, 

257]. Sie werden zunächst intrazellulär als inaktive Vorläuferdimere generiert, dann 

durch Proteasen gespalten und bioaktiviert und schließlich in ihrer aktiven Form 

sezerniert [259, 260]. Es folgt die Ligandenbindung an die Rezeptoren.  
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1.3.3. Rezeptoren  

Die Rezeptoren der TGF-beta-Liganden-Superfamilie gehören zur Familie der 

Serin/Threonin-Kinasen [255, 261]. Diese umfasst zwölf Mitglieder: sieben                  

Typ-I-Rezeptoren und fünf Typ-II-Rezeptoren [256, 261]. Aufgrund der dimeren Form 

der Liganden werden pro Ligand insgesamt vier Rezeptoren gebunden: zwei             

Typ-I-Rezeptoren und zwei Typ-II-Rezeptoren des jeweils selben Subtyps [255, 257, 

262]. Liganden der TGF-beta-Familie binden zunächst den Typ-II-Rezeptor, da sie erst 

mit ihm als Komplex die benötigte Affinität zum Typ-I-Rezeptor aufbauen können [255, 

257]. Im vollendeten Rezeptor-Liganden-Komplex haben die Typ-II-Rezeptoren die 

erforderliche räumliche Nähe, um durch ihre permanent aktive Kinase die 

Kinasedomäne der Typ-I-Rezeptoren zu phosphorylieren und sie somit zu aktivieren 

[255, 260]. Da zuerst die Bindung der Typ-II-Rezeptoren durch die Familie der           

TGF-beta-Liganden erfolgt und die Phosphorylierung der Typ-I-Rezeptoren den letzten 

Schritt vor der intrazellulären Signalkaskade darstellt [255], werden nachfolgend auch 

die Typ-II-Rezeptoren vor den Typ-I-Rezeptoren beschrieben.  

 

1.3.3.1. Typ-II-Rezeptoren  

Es existieren fünf verschiedene Typ-II-Rezeptoren [260, 261]. Sie verfügen über eine 

breite Spezifität und tolerieren Liganden aus unterschiedlichen Ligandenfamilien [255, 

260, 261]. Tabelle 1 fasst die unterschiedlichen Subtypen zusammen.  

 

Tabelle 1: Rezeptoren vom Typ II  

Rezeptor (offizielles Symbol) Rezeptor (vollständiger offizieller Name) 

Tgfbr2 transforming growth factor, beta receptor II 

Acvr2a activin receptor IIA 

Acvr2b activin receptor IIB 

Bmpr2 bone morphogenic protein receptor, type II 

Amhr2 anti-Mullerian hormone type 2 receptor 
 

(Daten entnommen von E. Pardali, M.-J. Goumans und P. ten Dijke „Signaling by members of the 
TGF-β family in vascular morphogenesis and disease.” Trends in Cell Biology Vol. 20, S. 556-567, 
2010)  

 

1.3.3.2. Typ-I-Rezeptoren  

Von den Typ-I-Rezeptoren existieren sieben verschiedene Subtypen [260, 261]. Sie 

gehören alle zur Familie der „activin receptor-like kinases“ (ALKs) [255, 260]. Durch 
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die Phosphorylierung der Smads leiten sie direkt die intrazelluläre Signalkaskade ein 

[255, 263]. In Tabelle 2 sind die verschiedenen Typ-I-Rezeptoren dargestellt.  

 

Tabelle 2: Rezeptoren vom Typ I  

 

Rezeptor  

(offizielles Symbol) 

Rezeptor  

(vollständiger offizieller Name) 

ALK1 Acvrl1 Activin A receptor, type II-like 1 

ALK2 Acvr1 Activin A receptor, type 1 

ALK3 Bmpr1a bone morphogenetic protein receptor, type 1A 

ALK4 Acvr1b Activin A receptor, type 1B 

ALK5 Tgfbr1 transforming growth factor, beta receptor 1 

ALK6 Bmpr1b bone morphogenetic protein receptor, type 1B 

ALK7 Acvr1c Activin A receptor, type 1C 
 

(Daten entnommen von E. Pardali, M.-J. Goumans und P. ten Dijke „Signaling by members of the 
TGF-β family in vascular morphogenesis and disease.” Trends in Cell Biology Vol. 20, S. 556-567, 
2010)  

 

1.3.4. Die intrazelluläre Smad-Signalkaskade  

Smad-Proteine sind eine Familie intrazellulärer Signaltransduktoren, welche die 

Signale von Rezeptoren der TGF-beta-Familie weiterleiten [240, 257]. Die Smads 

binden spezielle DNA-Sequenzen in regulatorischen Regionen spezifischer Gene und 

führen somit eine veränderte Genexpression herbei [264]. Durch die Aktivierung von 

Kollagen-Promotoren ist der TGF-beta/Smad-Signalweg in den Fibrosierungsprozess 

eingebunden [8, 240, 265-271].  

Wie in Tabelle 3 dargestellt, existieren acht verschiedene Smad-Proteine, die in drei 

funktionelle Klassen aufgeteilt werden: rezeptorregulierte R-Smads, ein als „common 

mediator“ agierendes Co-Smad und inhibitorische I-Smads [255-257, 260, 272-276].  

 

Tabelle 3: Funktionelle Klassen der Smad-Proteine  

 Funktion im TGF-beta-Signalweg Mitglieder 

R-Smads Aktivator Smad-1, -2, -3, -5 und -8 

Co-Smad Co-Mediator der R-Smads Smad-4 

I-Smads Inhibitor Smad-6 und Smad-7 

 

(Daten entnommen von Y. Shi und J. Massagué, „Mechanism of TGF-β Signaling from Cell Membrane 
to the Nucleus.” Cell Vol. 113, S. 685-700, 2003)  
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Die intrazelluläre Signalkaskade beginnt mit der direkten Phosphorylierung der 

rezeptorregulierten R-Smads durch eine Kinase des aktivierten Typ-I-Rezeptors [255, 

263, 277]. Beschleunigt wird dieser Aktivierungsschritt mittels der SARA Proteine [255, 

278] (Abb.2). Diese immobilisieren die nicht phosphorylierten R-Smads und halten sie 

somit in räumlicher Nähe zu den TGF-beta-Rezeptoren [279]. Es existiert noch eine 

Vielzahl anderer Adapterproteine für die Smads, die analog deren Nähe zu den 

Rezeptoren fördern und damit die Signalkaskade erleichtern [280-282].  

Nach ihrer Phosphorylierung dimerisieren oder trimerisieren die R-Smads mit dem     

Co-Smad, Smad-4 [274, 283, 284] (Abb.3). Dieser aktivierte Smad-Komplex wird in 

den Nukleus transportiert [255, 284] (Abb.3). Im Nukleus bindet der Smad-Komplex 

die DNA sequenzspezifisch und reguliert im Zusammenspiel mit zellspezifischen 

Koaktivatoren und Korepressoren die Transkription hunderter von möglichen 

Zielgenen, so beispielsweise auch die Transkription der ID-Proteine [240, 251-255, 

274, 284-298].  

Die inhibitorischen Smads, Smad-6 und Smad-7, werden durch eine Aktivierung des 

Smad-Signalwegs erhöht und konkurrieren mit den R-Smads um die Bindungsstellen 

sowohl an den Typ-I-Rezeptoren als auch an Smad-4 und unterbinden so deren 

Wirkung [255, 260, 272-275, 284, 299].  

 

1.3.5. Beendigung des Signals  

Die Beendigung der Signalsequenz durch die Smads geschieht über deren 

Inaktivierung durch Phosphatasen oder den Abbau im Proteasom nach 

vorangegangener Ubiquitinylierung, z.B. durch SMURF Proteine [240, 255, 260, 274, 

300-304]. SMURF-1 und SMURF-2 leiten auch die Degradation aktivierter Rezeptoren 

ein [305, 306]. Hierbei spielen die inhibitorischen Smads, Smad-6 und Smad-7, eine 

wichtige Rolle [255, 274, 298, 307, 308].  

 

1.4. Fragestellung der Arbeit  

 

1.4.1. Was ist bekannt?  

Wie bereits beschrieben, binden die TGF-beta-Liganden die Rezeptoren vom Typ II 

und Typ I und lösen eine intrazelluläre Signalkaskade über Aktivierung der R-Smads 

aus [255]. Dabei kann zwischen zwei unterschiedlichen R-Smad-Signalwegen 
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unterschieden werden: dem Smad-2/-3-Signalweg und dem Smad-1/-5/-8-Signalweg 

[255, 257, 309-311]. Einen Überblick liefert Abbildung 4.  

 

Abbildung 4: Der TGF-beta-Signalweg – TGF-beta, Rezeptoren und Smads  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
TGFβ: transforming growth factor - beta, TβR: TGFβ receptor, ALK: activin receptor-like kinase, ActR: 
activin receptor, BMPR: bone morphogenetic protein receptor, AMHR: AMH receptor, Smad: 
Wortkreuzung aus den Proteinen SMA und MAD  
(modifiziert nach Y. Shi und J. Massagué, „Mechanism of TGF-β Signaling from Cell Membrane to the 
Nucleus.” Cell Vol. 113, S. 685-700, 2003)  

 

Der Smad-2/-3-Signalweg wird über die Typ-I-Rezeptoren ALK4 (=Acvr1b),               

ALK5 (=Tgfbr1) und ALK7 (=Acvr1c) ausgelöst, der Smad-1/-5/-8-Signalweg über die        

Typ-I-Rezeptoren ALK1 (=Acvrl1), ALK2 (=Acvr1), ALK3 (=Bmpr1a) und                     

ALK6 (=Bmpr1b) [251, 255, 257, 260, 309-315]. Das bedeutet, dass der 

eingeschlagene Signalweg sowohl über die Rezeptoren vom Typ I als auch über die 

Art der aktivierten R-Smads determiniert ist.  

 

1.4.2. Paradigmenwechsel für TGF-beta-Liganden  

Aus Abbildung 4 geht hervor, dass Liganden der TGF-beta-Familie sowohl den     

Smad-2/-3-Signalweg über Bindung an den ALK5-Rezeptor aktivieren können als auch 

den Smad-1/-5/-8-Signalweg, über Bindung des ALK1-Rezeptors [255].  

Dass TGF-beta-Liganden den Smad-2/-3-Signalweg aktivieren können, war schon 

längere Zeit bekannt und allgemein akzeptiert [252, 255, 314, 316, 317]. Erst spätere 

Studien führten zu der Erkenntnis, dass TGF-beta-Liganden ebenso den                   

ALK1-Rezeptor binden und dadurch in den verschiedensten Zellarten den                    

Smad-1/-5/-8-Signalweg aktivieren können [255, 260, 309-312, 317-333]. Daher 
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können TGF-beta-Liganden auch Gene modulieren, deren Regulation vorher 

ausschließlich den BMP-Liganden zugeordnet wurden, beispielsweise die ID-Proteine 

[317, 323, 334]. Zwischenzeitlich wurde vermutet, dass die TGF-beta-Bindung an 

ALK1 (=Acvrl1) von ALK5 (=Tgfbr1) abhängig sein könnte [309, 312]. Neuere 

Ergebnisse von Seki et al. demonstrierten jedoch eine nicht überlappende Expression 

von ALK1 (=Acvrl1) und ALK5 (=Tgfbr1), was eine unabhängige Signaltransduktion 

wahrscheinlicher macht [335]. Außerdem existieren verschiedene Quellen, die sogar 

eine antagonisierende Wechselwirkung zwischen ALK1 (=Acvrl1) und ALK5 (=Tgfbr1) 

beschreiben [309, 312, 318, 320]. Noch aktuellere Daten weisen auf eine Bindung von 

TGF-beta an ALK2 (=Acvr1) mit anschließender Aktivierung des                                              

Smad-1/-5/-8-Signalwegs hin, sodass auch dieser Typ-I-Rezeptor Beachtung verdient 

[329, 336, 337].  

Unter Berücksichtigung der bis dato gewonnenen Erkenntnisse kommt als möglicher 

Typ-I-Rezeptor für TGF-beta einerseits ALK5 (=Tgfbr1) in Frage, was zu einer 

Aktivierung des Smad-2/-3-Signalweg führen würde und andererseits kommen       

ALK1 (=Acvrl1) und ALK2 (=Acvr1) in Frage, die beide eine Aktivierung des                         

Smad-1/-5/-8-Signalwegs nach sich ziehen würden. Eine entsprechende Darstellung 

über die Signalmöglichkeiten liefert Abbildung 5.  

 

Abbildung 5: Der TGF-beta-Signalweg – bekannte Interaktionen von TGF-beta  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TGFβ: transforming growth factor – beta, TβR: TGFβ receptor, ALK: activin receptor-like kinase, ActR: 
activin receptor, BMPR: bone morphogenetic protein receptor, AMHR: anti-Mullerian hormone receptor, 
Smad: Wortkreuzung aus den Proteinen SMA und MAD  
(modifiziert nach Y. Shi und J. Massagué, „Mechanism of TGF-β Signaling from Cell Membrane to the 
Nucleus.” Cell Vol. 113, S. 685-700, 2003 sowie S. Bharathy, W. Xie, J. M. Yingling, et al. „Cancer-
associated transforming growth factor beta type II receptor gene mutant causes activation of bone 
morphogenic protein-Smads and invasive phenotype.” Cancer Research Vol. 68, S. 1656-1666, 2008)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bharathy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18339844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18339844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yingling%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18339844
http://cancerres.aacrjournals.org/
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1.4.3. Zielstellung der Arbeit  

Die vorangegangenen Kapitel zeigen, dass schon viele Erkenntnisse zur molekularen 

Pathogenese des Vorhofflimmerns gewonnen wurden, die zum Teil auch den          

TGF-beta-Signalweg betreffen. In bisherigen Arbeiten lag der Schwerpunkt zumeist 

auf Nachweis bzw. Quantifizierung von TGF-beta1 und seinen bevorzugten 

Rezeptoren. Dies birgt speziell bei Patienten mit Vorhofflimmern das Problem der 

Überlagerung atrialer/kardialer Veränderungen im TGF-beta-Signaling durch 

Begleiterkrankungen, insbesondere durch die damit assoziierte Aktivierung des 

Immunsystems.  

Daher war die Zielstellung der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von „lone atrial 

fibrillation“ auf die Expression/Aktivität des TGF-beta1-Signalwegs unter 

weitestgehendem Ausschluss von „concomitant disease“ zu untersuchen. Dazu wurde 

das Modell des „acute rapid pacing“ atrialer muriner HL-1-Zellen genutzt. Die Analyse 

von Expression und Aktivität dieses Signalwegs sollte Liganden,                                

Rezeptoren/Ko-Rezeptoren, Komponenten der intrazellulären Signaltransduktion 

(Smads) sowie Zielgene einschließen und neben der Bestimmung 

frequenzabhängiger Veränderungen auch den Einfluss von Irbesartan untersuchen.  
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2. Material und Methoden  

 

2.1. Material  

 

2.1.1. Zellmaterial  

Für die durchgeführten Versuche wurden HL-1-Zellen verwendet. Näheres zu diesem 

Zelltyp ist in der Diskussion unter „Warum HL-1-Zellen?“ [3.2.1.] nachzulesen. Die 

Zellen wurden dankenswerterweise von Dr. Claycomb zur Verfügung gestellt (Dr. W.C. 

Claycomb, Louisiana State University Health Sciences Center, New Orleans, LA). 

(Referenz.: W. C. Claycomb, N. A. Lanson Jr, B. S. Stallworth, D. B Egeland, J. B. 

Delcarpio, A. Bahinski, N. J. Izzo Jr. HL-1 cells: a cardiac muscle cell line that contracts 

and retains phenotypic characteristics of the adult cardiomyocyte. Proceedings of the 

National Academy of Sciences USA Vol. 95, S. 2979–2984, 1998)  

 

2.1.2. Murine Primer  

Einen Überblick über die verwendeten murinen Primer-Sequenzen (Mus musculus) 

liefert Tabelle 4.  

 

Tabelle 4: Murine Primersequenzen  

Symbol 

offizieller Genname 

“upstream sequence” (5’ → 3’) 

“downstream sequence” (5’ → 3’) 

RPLP0 

ribosomal protein, large, P0 

GCA CTC TCG CTT TCT GGA GGG TGT 

TGA CTT GGT TGC TTT GGC GGG ATT 

CTGF 

connective tissue growth factor 

CAG CCT CGC CTT GGT GCT CCT CG 

GGA AGG ACT CAC CGC TGC GGT AC 

SGK1 

serum/glucocorticoid regulated kinase 1 

GAC TGT GGA CTG GTG GTG 

CAG GCT CTT CGG TAA ACT 

FSTL1 

follistatin-like 1 

GTC TGC GAG TCC ATC TGC CAG 

GAT GGG TTG AGG CAC TTG AG 
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FSTL3 

follistatin-like 3 

CAG ACT TGC GCG TCA TGT ACC 

CCA GTG GCT GCA GCT CAC ACG 

FSTL5 

follistatin-like 5 

GCA CTC CTT ATG TCT CTC CAG 

GGT GGA ACT CAT CCA GAG CCG 

MSTN 

myostatin 

CTG TGT AAT GCA TGT GCG TGG 

GAG CCA TCA CTG CTG TCA TCC 

TGF-beta1 

transforming growth factor, beta 1 

CGC TTG CAG AGA TTA AAA 

TGA ATC GAA AGC CCT GTA 

ALK1 

(=Acvrl1) 

activin A receptor, type II-like 1 

GTG CAC AGT GGT GCT GGT TC 

CTT CAG GAT GAG ACT GGA CTC 

ALK2 

(=Acvr1) 

activin A receptor, type 1 

CAT CCT TGG AGT TGC TCT CAG 

GAG GTC ATG TCT GAA GCG ATG 

ALK5 

(=Tgfbr1) 

transforming growth factor, beta receptor 1 

GTC TCA GTC ACT GAG ACC AC 

CAG ACG AAG CAG ACT GGA CCA G 

Acvr2b 

activin receptor IIB 

CAT GTG GAC ATC CAT GAG GTG 

GCT GTG ATG AGC CAC AGC TC 

Endoglin 

endoglin 

GGA ACT CAT CCA GAG CCG AAC 

CAG AGC TAA GTT GCA ACT GAG 

ID1 

inhibitor of DNA binding 1 

GAG GTG GTA CTT GGT CTG TC 

GAC ACA AGA TGC GAT CGT C 

ID2 

inhibitor of DNA binding 2 

CAG CCT GTC GGA CCA CAG CTT G 

GAC AGG ATG CTG ATG TCC GTG 
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ID3 

inhibitor of DNA binding 3 

CTG TCG GAA CGT AGC CTG G 

GTG AGC TCA GCT GTC TGG ATC 

DPP4 

dipeptidylpeptidase 4 

GAT GCT ACA GCT GAC AGT CGC 

TGG TGA CCA TGT GAC CCA CTG 
 

Die Sequenzen wurden unter Verwendung von „http://www.ncbi.nlm.nih.gov/“ ermittelt  

 

 

2.1.3. Gebrauchslösungen, Kits und Antikörper  

 

2.1.3.1. Gebrauchslösungen  

Anodenpuffer: 300 mM Tris  

     20 % Methanol  

   pH-Einstellung auf pH = 10,4  

 

Antikörper-Lösung: 50,0 ml TBST  

    1,5 g BSA  

      0,5 ml NaN3 = Natriumacid  

 

Arterenol-Lösung:   25,0 ml Aqua deionisata  

(10 mM) 132,1 mg L(+)-Ascorbinsäure (176,12 g/mol), ROTH®  

   80,0 mg (I)-Norepinephrin(+)-bitartrat Salz, SIGMA-ALDRICH®  

   anschließend steril filtrieren  

 

Bradford-Reagenz:   50 ml Ethanol (96%ig)  

100 mg Coumassie-brillant blue G-250  

 850 ml Aqua deionisata  

 100 ml H3PO4 = Phosphorsäure (85%ig)  

 

BSA (100x):  bovine serum albumin (10 mg/ml)  

 

BSA (2x) 490 µl Aqua deionisata  

    10 µl BSA (100x)  
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DPBS Puffer: 1-fach DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), GIBCO®  

 

HL-1-Medium: 500,0 ml Claycomb Medium (ohne L-Glutamin),  

  SAFC BiosciencesTM  

   50,0 ml Foetal Bovine Serum, GIBCO®  

     8,3 ml Penicillin/Streptomycin (100x), PAA Laboratories GmbH  

     8,3 ml L-Glutamin (200mM), PAA Laboratories GmbH  

      5,0 ml Arterenol-Lösung (10 mM)  

 

Inhibitorcocktail 25-fach: 2,5 mg Inhibitorcocktail in 0,5 ml Grundpuffer  

 

Kathodenpuffer:  39,6 mM ε-Aminocapronsäure  

    20% Methanol  

pH Einstellung auf pH= 7,6  

 

Lumiglow (1:20): 1,8 ml Aqua deionisata  

  0,1 ml Reagenz A  

  0,1 ml Reagenz B  

 

Ponceau:   0,5 g Ponceau  

  7,5 g Trichloressigsäure  

    250 ml Aqua deionisata hinzufügen  

 

Probenpuffer 4x (Laemmli) 1 M Tris-HCl (pH 6,8)  

     10% SDS  

 

Protein Grundpuffer    50 mM Tris-HCl (pH 7,5)  

        5 mM EDTA  

    100 mM NaCl  

  10 mM K2HPO4  

         0,5% Triton® x-100  

       10,0% Glycerol  

         0,5% NP 40  

 



 

 29 

Protein Lysepuffer:  680 µl Grundpuffer     

    50 µl DOC 10%ig (DOC = Sodium deoxycholate)  

      10 µl Na3VO4 = Sodium Vanadate (0,1 M)  

   20 µl NaF = Natriumfluorid (1 M)  

 200 µl Glycerol-2-Phosphat (0,1 M)  

   40 µl Inhibitorcocktail 25-fach  

     1 µl PMSF (0,1 M)  

 (PMSF = phenylmethane sulfonyl fluoride)  

 

RIPA Grundpuffer: Tris-HCl 50,0 mM, pH 7,5  

 NaCl 100,0 mM  

 Triton X-100 1,0 %  

 Glycerol 10,0 %  

 EDTA 5,0 mM  

K2HPO4 10,0 mM  

NP 40 0,5 %  

 

RIPA Lysepuffer:  RIPA Grundpuffer  

 NaF 20 mM  

 Glycerol-2-Phosphat 20 mM  

 Na-Pyrophosphat 10 mM  

 Na3VO4  1 mM  

 PMSF 0,1 mM  

 Inhibitorcocktail  1 x  

 

RIPA Waschpuffer:  Tris-HCl   20 mM, pH 7,5  

    NaCl   100 mM  

    EDTA      1 mM  

    Tween 20     0,1 %  

    Glycerol     5 %  

 

Roti-Block (10%ig):   5 ml Roti (Roth®)  

 45 ml Aqua deionisata  
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Sammelgelpuffer (100 ml): 90,00 ml Aqua deionisata  

 6,05 g TRIS (0,5 M)  

 0,40 g SDS = Sodium Dodecyl Sulfate (0,4%ig)  

 pH-Einstellung mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl auf pH = 6,7  

 mit aqua deionisata auf 100 ml auffüllen  

 

TAE (1x):  Tris-Acetat-Laufpuffer  

 

TBS (10x): 24,2 g Tris  

 80,0 g NaCl = Natriumchlorid  

 zu einem Liter mit Aqua deionisata auffüllen  

 pH-Einstellung mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl auf pH = 7,6  

 

TBST (1x): 900 ml Aqua deionisata  

 100 ml TBS (10x)  

     1 ml Tween 20 / Polysorbate 20  

 

TBST / TBS-Tween 150 mM NaCl  

   50 mM (HOCH2)3CNH2 / Tris (TBS = Tris-Buffered Saline)  

     0,05% Tween 20 / Polysorbate 20  

 pH-Einstellung mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl auf pH = 7,6  

 

Trenngelpuffer (100 ml): 90,00 ml aqua deionisata  

 18,17 g TRIS (1,5 M)  

   0,40 g SDS = Sodium Dodecyl Sulfate (0,4%ig)  

 pH-Einstellung mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl auf pH = 8,8  

 mit Aqua deionisata auf 100 ml auffüllen  

 

Trypsin (1-fach):  Trypsin-EDTA (10x), 0,5%/0,2% in D-PBS,  

PAA Laboratories GmbH  

 

2.1.3.2. Kits  

cDNA Kit:   RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit  

(Umschreibung)  Fermentas  
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RealTime-PCR  SensiMixTM SYBR Mastermix, Bioline  

 

RNA-Extraktion:  Invisorb® Spin Cell RNA Minikit  

 

RNA Kit:   innu PREP RNA Mini Kit  

(Isolierung)   Protokoll 2: Extraktion aus eukaryotischen Zellen  

    analytik jena, bio solutions  

 

SensiMix Kit   SensiMixTM SYBR Kit  

 

2.1.3.3. Antikörper  

GSK-3β-Antikörper von Cell Signaling Technology® (46 kDa) #9315  

Phospho-GSK-3β-Antikörper von Cell Signaling Technology® (46 kDa) #9336  

Phospho-Smad-1/-5/-8-Antikörper von Cell Signaling Technology® (60 kDa) #9511  

Phospho-Smad-2-Antikörper von Cell Signaling Technology® (60 kDa) #3101  

GSK-3β rabbit-Antikörper (1:5000), 4 µl AK / 20 ml Antikörper-Lösung  

Phospho-GSK-3β rabbit-Antikörper (1:5000), 4 µl AK / 20 ml Antikörper-Lösung  

Phospho-Smad-1/-5/-8 rabbit-Antikörper (1:1000), 5 µl AK /   5 ml Antikörper-Lösung  

Phospho-Smad-2 rabbit-Antikörper (1:1000), 5 µl AK /   5 ml Antikörper-Lösung  

 

2.1.4. Labormaterial und Geräte  

6-well-Platte:  6 Well Cell Culture Plate, CELLSTAR  

 

96-well-Platte: Low 96-well PCR Plate, Bio-Rad  

   Nunclon flat transparent 96-well-Platte, Nunclon®  

   PS Microplatte 96 well, Bio-One  

 

Biophotometer: Biophotometer plus, Eppendorf AG  

 

Blotter:  Thermo Scientific HEP3 Semi Dry Electroblotting System, OwlTM  

E833 Microcomputer Electrophoresis and Blotting Power 

Supplies, Consort  
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Cycler:  Mastercycler personal, Eppendorf AG  

   Mastercycler gradient, Eppendorf AG  

   C1000TM Thermal Cycler, CFX96TM Real-Time System, Bio-Rad  

 

Elektronikrührer: VARIOMAG® Elektronikrührer, H+P Labortechnik GmbH  

 

Elektrophorese: Minigel-Twin Elektrophoresekammer, Biometra GmbH  

Multi-Gel Elektrophoresekammer, Biometra GmbH  

 

Microplate reader: Infinite M200, TECAN  

 

Pacinggerät:  C-PACE EP, Cell Culture Stimulator, ION OPTIX  

 

Phosphoimager: Gel-Imager, INTAS  

 

Pipetten:  0,1-2 µl, 0,5-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl, Eppendorf AG  

 

Pipettenspitzen: 10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl, Sarstedt bzw. Karl Roth® GmbH  

   mit Filter: 10 µl, 100 µl, 200 µl, Biozym  

 

Pipettierhilfe:  Accu-jet®pro Pipettierhilfe, BRAND GmbH + CO KG  

 

RNA-Messgerät: BioPhotometer, Eppendorf  

 

Safe-Lock Tubes: 1,5 ml, Eppendorf AG  

 

Vortex-Gerät: IKA Vortex Genius 3, IKA®-Werke GmbH & Co.KG  

 

Wippschüttler: neoLab-Rocking Shaker Schüttelgerät, neoLab®  

 

Zapfanlage (H2O): Milli-Q® Element System Water Quality Asessment, MilliporeTM  

 

Zählkammer:  Neubauer Zählkammer, LO – Laboroptik  
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Zellbox:  Biological Safety Cabinet, Microflow®  

   Microflow Biological Safety Cabinet, Astec  

 

Zellinkubator: CO2 Cell, Modell: 170-300MP, MMM-Group  

 

Zellkulturflaschen: Tissue Culture Flask, 75cm2 bzw. 175cm2, Sarstedt  

 

Zellschaber:  Schaberbreite 20 mm, TPP®  

 

Zentrifugen:  Jouan GR 4.22 Benchtop Centrifuge, JOUAN  

   Jouan MR-1822 Centrifuge, JOUAN  

   Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG  

   Zentrifugenröhrchen 50 ml, FalconTM  

 

2.1.5. Software  

Die quantitative PCR in den Cyclern wurde mittels „Bio-Rad CFX Manager 

V1.6.541.1028“ durchgeführt. Die entsprechenden Protokolle sind dem Methodenteil 

zu entnehmen [siehe 2.2.]. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von                  

„Origin 6.0G Professional“ von der Microcal Software, Inc. Nähere Angaben zur 

Auswertung finden sich im Ergebnisteil dieser Arbeit [siehe 3.1.].  

 

2.2. Methoden  

 

2.2.1. Zellkultivierung  

Sämtliche nachfolgenden Schritte der Zellbehandlung wurden unter der Zellbox 

durchgeführt, um Kontaminationen zu vermeiden. Zunächst wurden die HL-1-Zellen in 

Zellkulturflaschen ausgesät und im Zellinkubator bei 37°C, 5% CO2-Sättigung und      

1% O2-Sättigung kultiviert. Das HL-1-Nährmedium wurde täglich gewechselt. Nach 

konfluenter Bodenbesiedlung wurden die Zellen in neue Kulturflaschen umgesetzt. 

Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml DPBS Puffer gespült und 

anschließend 3 ml Trypsin (1-fach) in die Flaschen pipettiert. Nach fünfminütiger 

Einwirkdauer im Zellinkubator wurden noch am Boden haftende Zellen durch 

vorsichtiges Beklopfen der Flasche gelöst. Das anschließende Versetzen mit 10 ml 

HL-1-Medium führte über das darin enthaltene Serum (GIBCO®) zum Stopp der 



 

 34 

Andauung durch das Trypsin. Die Zellsuspension wurde nun in ein Falcon überführt 

und bei 25°C und 1500 U/min für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Medium/Trypsin Überstand über dem Zellpellet abgesaugt und die Zellen mit 40 ml 

HL-1-Medium resuspendiert. Während ein Anteil der Zellen in einer neuen 

Zellkulturflasche weiter kultiviert wurde, wurde ein zweiter Teil der Zellen für die 

Versuchsreihen ausgesät.  

 

2.2.2. Versuchsreihen  

Der für die Versuchsreihen vorgesehene Zellanteil wurde zunächst mit Hilfe einer 

Neubauer Zählkammer ausgezählt. Je eine Million Zellen pro well wurden dann in die 

erforderliche Anzahl von 6-well-Platten ausgesät, mit jeweils vier ml HL-1-Medium 

überschichtet und für 24 h in den Inkubator gestellt. Dann wurde das Nährmedium 

gewechselt und die Versuchsreihe gestartet.  

 

2.2.3. Zellstimulation  

Für die elektrische Stimulation („acute rapid pacing“) wurde die Hälfte der                          

6-well-Platten mit den speziell dafür vorgesehenen Elektrodenplatten versehen und im 

Inkubator bei 37°C, 5% CO2-Sättigung und 1% O2-Sättigung mit Hilfe des 

Zellstimulators (Abbildung 6) für 24 h versuchsabhängig stimuliert. Die 

Stimulationsversuche erfolgten bei einer Spannung von 5 V, einer Impulsdauer von          

4 ms und konstanter, jedoch versuchsabhängiger Frequenz von 5 Hz oder 10 Hz. Die 

andere Hälfte der 6-well-Platten verblieb ohne Stimulation parallel im selben Inkubator 

und diente als Kontrolle. Bei einem Teil der durchgeführten Versuche wurde darüber 

hinaus das Nährmedium mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz versehen.  

 

Abbildung 6: Zellstimulator mit Elektrodenplatte und 6-well-Platte  
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2.2.4. Zellernte  

Für die Zellernte wurden die 6-well-Platten dem Inkubator entnommen, ggf. die 

Elektrodenplatten entfernt und die 6-well-Platten für die Dauer der Ernte in einer Eisbox 

gekühlt. Das überstehende HL-1-Nährmedium wurde abgesaugt und die Zellen in den 

einzelnen wells zur Waschung zweimal mit DPBS Puffer (1-fach) überschichtet, der 

wieder abgesaugt wurde.  

Für die Protein-Prozessierung wurden nun in die eine Hälfte der wells 200 µl Protein 

Lysepuffer pro well appliziert, die Zellen mittels Zellschaber (TPP®) geerntet und in 

Eppendorfgefäße pipettiert. Dann wurden die Protein-Proben zunächst 30 min in einer 

Eiskiste abgekühlt und im Anschluss in flüssigem N2 schockgefroren. 

Für die RNA-Prozessierung wurde in jedes verbliebene well der anderen Hälfte          

400 µl RNA-Lysepuffer aus dem RNA Kit gegeben, 2 min bei Raumtemperatur 

inkubiert, die Zellen ebenfalls mit dem Zellschaber (TPP®) geerntet und anschließend 

in Eppendorfgefäße pipettiert. Darin wurde die Zellsuspension weitere 3 min inkubiert 

und streng nach Protokoll des RNA Kits direkt weiter prozessiert.  

 

2.2.5. RNA-Analytik  

Nach der RNA-Isolierung durch den RNA Kit wurde die RNA quantifiziert, in cDNA 

umgeschrieben und nach vorheriger Primeroptimierung die relativen Mengen der 

umgeschriebenen RNA-Spezies von Interesse mittels PCR quantifiziert.  

 

2.2.5.1. RNA-Quantifizierung  

Die isolierte RNA wurde zunächst mit Hilfe des Biophotometers quantifiziert. Hierzu 

wurden 3 µl der RNA-Zellsuspension mit 100 µl autoklaviertem H2O in einem 

Eppendorfgefäß durch umsichtiges Pipettieren miteinander vermengt, anschließend in 

die Messküvette überpipettiert und der RNA-Gehalt durch das Gerät ermittelt. Das 

zugrunde liegende Prinzip ist das Lambert-Beersche Gesetz.  

 

 
 

 

 

Das Lambert-Beersche Gesetz besagt, dass die Lichtabsorption (E) von der             

RNA-Konzentration des Eluats abhängt. Die Intensität des eintretenden Lichtstrahls 

(I0) wird mit der Intensität des austretenden Lichtstrahls (I1) ins Verhältnis gesetzt und 

der Logarithmus (lg) ermittelt. Im Anschluss kann bei bekannter Schichtdicke (d) der 
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Küvette und bekanntem Extinktionskoeffizienten (ε) die Konzentration (c) berechnet 

werden. Die Reinheit der isolierten RNA wurde über den Quotienten der Extinktion 

E260/E280 ermittelt. Der Extinktionsquotient der Proben lag stets nukleotidspezifisch 

zwischen 1,8 und 2,0.  

 

2.2.5.2. Reverse Transkription  

Für die reverse Transkription, also das Umschreiben der RNA in cDNA, wurde 

anschließend 1 µg der RNA unter Verwendung des cDNA Kits umgeschrieben. Der 

Ansatz für die Umschreibung betrug pro RNA-Probe 30 µl und setzte sich wie folgt 

zusammen:  

 6,0 µl 5x Reaction Buffer  

 3,0 µl 10 mM dNTP Mix  

 1,5 µl RevertAidTM Reverse Transcriptase  

 1,5 µl RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor  

 1,5 µl Random Hexamer Primer  

    x µl 1 µg RNA-Lysat (konzentrationsabhängig)  

    y µl Aqua deionisata (Restmenge für 30 µl)  

 

Nach der individuellen Zusammenstellung des Ansatzes in RNA- und DNA-freien             

0,2 ml Tubes, erfolgte die Umschreibung der RNA in cDNA durch den Mastercycler. 

Das Protokoll lautete wie folgt: 
 

 LID = 104°C Lid = Deckel  

 1.   T = 25°C 0:10:00 (H:MM:SS)  T = Temperatur  

 2.   T = 52°C 1:00:00  Hold = T halten  

 3.   T = 72°C 0:10:00  

 4.   HOLD      4°C      ∞       
 

Der Deckel wurde auf 104°C angeheizt, damit die Proben durch die Bodenwärme nicht 

kondensierten. Die nachfolgende Inkubation von 10 min bei 25°C diente der 

schleichenden Erwärmung der zuvor auf Eis pipettierten Proben. In der sich 

anschließenden Stunde fand die Transkription bei 52°C statt. Die abschließende 

Aufheizung auf 72°C für 10 min diente der Hitzeinaktivierung des umschreibenden 

Enzyms.  
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2.2.5.3. Primeroptimierung  

Um die umgeschriebene cDNA mit Hilfe der verschiedenen Primer auf die Menge des 

Transkripts hin zu untersuchen, mussten die Primer zunächst im Gradienten 

Mastercycler optimiert werden. Das zu Grunde liegende Prinzip ist die „polymerase 

chain reaction“ (PCR). Der typische Ablauf einer PCR lässt sich im Wesentlichen durch 

drei Schritte beschreiben. Am Anfang werden die DNA-Doppelstränge mittels einer 

Temperatur von 95°C aufgetrennt. Diese Denaturierung dauert 10 min. Zweiter Schritt 

der Reaktion ist die Anlagerung – das „annealing“ – der Primer. Der Reaktionsansatz 

muss dafür auf eine für den Primer spezifische Temperatur abgekühlt werden. Da die 

optimale Temperatur im Vorfeld nicht bekannt war, wurde mit Hilfe des Gradienten 

Mastercyclers eine gestaffelte Erwärmung von 53-64°C erzeugt. Für das „annealing“ 

war für die verwendeten Primern eine Zeit von 30 s ausreichend. Nach dem 

„annealing“ wird im dritten Schritt die Temperatur auf 72°C erhöht, damit die                 

Taq Polymerase optimal arbeiten kann. Die Taq Polymerase verlängert die Primer 

durch Anlagerung von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs). Dieser Vorgang 

wird als „extension“ bezeichnet und wurde mit ebenfalls 30 s angesetzt. Da keiner der 

in dieser Arbeit verwendeten Primer die Größe von 400 Basenpaaren (bp) überschritt, 

waren für „annealing“ und „extension“ Zeiten von maximal einer Minute erforderlich. 

Der Zyklus von Doppelstrangdenaturierung, „annealing“ und „extension“ wurde 34 Mal 

wiederholt. Das Protokoll dafür lautete:  
 

 LID  = 105°C Lid = Deckel  

 1. T =   95°C 0:10:00 (H:MM:SS) T = Temperatur  

 2. T =   95°C 0:00:15 R = Rate der  

 3. T =   59°C 0:00:30 Temperaturzunahme  

 R =   3°C / s G = Gradientenspanne  

 G =   6°C  min = 59°C – 6°C  

4. T =   72°C 0:00:30  max = 59°C + 6°C  

5. GOTO  2 REP 34 GOTO = gehe zu  

6. T =   72°C 0:05:00 REP = Wiederholung  

7. HOLD 8°C ∞ Hold = T halten  
 

Mehrere Reaktionsansätze wurden in 0,2 ml Tubes zusammengestellt und unter 

Verwendung des beschriebenen Protokolls der gestaffelten „annealing“ Temperatur 

des Gradienten Mastercycler ausgesetzt. Folgender Reaktiosansatz von 20 µl bildete 

die Grundlage:  
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 10  µl 2x SensiMixTM SYBR Mastermix  

   8  µl aqua deionisata US = upstream  

   1  µl US/DS Primer Lösung (5 µM) DS = downstream  

   1  µl cDNA  
 

Im SensiMixTM enthalten sind die durch Hitze zu aktivierende DNA-Polymerase und 

die Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs). Die korrekte Größe und Reinheit des 

Amplifikats wurde über ein 1,8%iges Agarosegel ermittelt. Dieses wurde mit TAE (1x) 

überschichtet und anschließend die Proben aufgetragen. Dazu wurde zunächst jeder 

20 µl PCR Ansatz mit 4 µl DNA Loading Dye (6-fach) von Fermentas versetzt und aus 

jedem 0,2 ml Tube 10 µl des Amplifikats in eine eigene Tasche des Agarosegels 

pipettiert. Zur Kontrolle wurde in eine zusätzliche Tasche ein Wasserwert                              

(aqua deionisata statt cDNA) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer 

angelegten Spannung von 100 V. Zur Identifizierung der Größe diente der separat 

aufgetragene 7 µl DNA ladder Mix (Fermentas).  

Für die nachfolgende Darstellung der Amplifikate nach Optimierung der RT-qPCR für 

die jeweiligen Einzelprimer wurde die Agarose zusätzlich mit Redsafe (1,88 µl auf        

30 ml Agarose) versetzt und das Ergebnis mit Hilfe des Imagers (Intas) detektiert 

(Tabelle 5). In der Tabelle finden sich spaltenweise der Primername, das 

Übersichtsfoto, die Größe des Amplifikats in Basenpaaren (bp), die „annealing“ 

Temperatur („annealing“-T) und die individuelle Elongationszeit (Elongation) bei der 

PCR. Im Übersichtsfoto sind abgebildet von links nach rechts: der nächsthöhere bzw. 

nächsttiefere 50er bp-Wert, das PCR-Produkt aus den „non-paced“-Proben, das    

PCR-Produkt aus den „rapidly paced“-Proben und anschließend die Negativkontrolle 

(PCR ohne cDNA, „Wasserwert“).  
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Tabelle 5: Schaugele der Einzelprimer nach Optimierung  
 

Name  Übersichtsfoto   Größe         „annealing“-T  Elongation  

 

RPLP0         344 bp    60 °C    30 Sek.  

 

CTGF         320 bp   60 °C    30 Sek.  

 

SGK1           389 bp    60 °C    30 Sek.  

 

FSTL1       349 bp    60 °C    30 Sek.  

 

FSTL3      322 bp    58 °C    30 Sek.  

 

FSTL5      190 bp    60 °C    30 Sek.  

 

MSTN         204 bp   60 °C      8 Sek.  

 

TGF-beta1      191 bp    58 °C    30 Sek.  

 

ALK1       346 bp   60 °C    15 Sek.  

 

ALK2       396 bp    58 °C    30 Sek.  

 

ALK5       260 bp    61 °C    30 Sek.  

 

Acvr2b      365 bp    60 °C    30 Sek.  

 

Endoglin      148 bp    60 °C    30 Sek.  

 

ID1       367 bp   61 °C    30 Sek.  

 

ID2       303 bp    61 °C    30 Sek.  

 

ID3       266 bp    61 °C    30 Sek.  
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2.2.5.4. Quantitative PCR  

Im Anschluss an die Primeroptimierung erfolgte die quantitative PCR der 

umgeschriebenen cDNA. Das zugrundeliegende Prinzip, die polymerase chain 

reaction (PCR), ist bereits im Unterpunkt 2.2.5.3. „Primeroptimierung“ beschrieben 

worden. Die Reaktionssätze gleichen denen der Primeroptimierung:  
 

 10  µl 2x SensiMixTM SYBR Mastermix  

   8  µl aqua deionisata US = upstream  

   1  µl US/DS Primer Lösung (5 µM) DS = downstream  

   1  µl cDNA  
 

Im Unterschied zur Primeroptimierung wurde bei der quantitativen PCR zusätzlich eine 

Eichreihe aus 10er Verdünnungsstufen auf der Basis von DPP4 mitgeführt. Statt cDNA 

wurde dabei 1 µl DPP4-Plasmid verwendet, welches die DPP4-cDNA enthält.  

 

2.2.5.5. Auswertung der quantitativen PCR  

Die Einzelergebnisse aus der quantitativen PCR wurden auf den jeweiligen Wert des 

„house-keeping“ Gens, „ribosomal protein P0“, normalisiert, um Mengeninvarianzen 

auszugleichen. Anschließend wurden die Kontrollen der jeweiligen Versuchsreihen als 

100% gesetzt und über Quotientenbildung die prozentuale Hoch- bzw. 

Herunterregulation der mRNA-Gehalte bestimmt. Eine Quantifizierung erfolgte 

ausschließlich für Proben, die eine einheitliche Schmelzkurve mit dem definierten 

(erwarteten) Schmelzpunkt aufwiesen.  

 

2.2.6. Protein-Analytik  

Die Protein-Proben wurden zunächst aus dem flüssigen N2 in eine Eisbox transferiert 

und unter kontinuierlicher Kühlung weiter prozessiert. Zunächst wurde die 

Proteinmenge quantifiziert, dann wurden die Proteine per Gelelektrophorese getrennt, 

mittels Western-Blotting auf Nitrozellulose übertragen und mittels spezifischer primärer 

bzw. Peroxidase-gekoppelter sekundärer Antikörper unter Nutzung von 

Chemolumineszenz detektiert.  

 

2.2.6.1. Protein Quantifizierung  

Nach dem Auftauen der Protein-Proben wurden diese bei 4°C gekühlt und bei 12000 

U/min für 30 min zentrifugiert, um unsolubilisierte Zelltrümmer vom Proteinlysat zu 

trennen. Der Überstand wurde abpipettiert und aliquotiert. Dann erfolgte die 
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Proteinmengenbestimmung nach Bradford. Dazu wurden die wells einer nunclon flat 

transparent 96-well-Platte mit jeweils 18 µl autoklaviertem H2O befüllt und in ein jedes 

dieser wells 2 µl einer zu quantifizierenden Proteinlösung hinzugegeben. Parallel 

wurde eine Eichreihe mitgeführt, die statt der Proteinlösung eine definierte Menge BSA 

(2x) enthielt. Die Eichreihe aus neun Proben setzte sich wie folgt zusammen:  

 

 

                                                 BSA Eichreihe 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der linke Wert der Tabelle, in der Spalte mit der Überschrift „Eichreihe“, gibt die für 

BSA bekannte Extinktion (E) an, mit deren Hilfe der Proteingehalt der zu 

quantifizierenden Proben bestimmt werden kann.  

Abschließend wurde in jedes befüllte well 300 µl filtriertes Bradford Reagenz 

hinzupipettiert und die 96-well-Platte 15 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Dann 

erfolgte die Messung mit dem Infinite M200 (TECAN) bei einer Wellenlänge von                  

595 nm. Das Beispiel eines BSA Bradford-Assays zur Überprüfung der Eichreihengüte 

ist im Folgenden dargestellt:  

 

Tabelle 6: Proteinextinktion   Abbildung 7: BSA Proteinextinktion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Bradford     
     

Eichreihe H20 BSA 
     

  (0,0) E 20 µl   0 µl 
  (0,4) E 18 µl   2 µl 
  (0,6) E 17 µl   3 µl 
  (0,8) E 16 µl   4 µl 
  (1,0) E 15 µl   5 µl 
  (1,2) E 14 µl   6 µl 
  (1,6) E 12 µl   8 µl 
  (2,0) E 10 µl 10 µl 
  (4,0) E   0 µl 20 µl 

µg BSA E (595 nm) 

0,0      - 0,00880 

0,4        0,07400 

0,6        0,10440 

0,8        0,14520 

1,0        0,17850 

1,2        0,21660 

1,6        0,28070 

2,0        0,33140 

4,0        0,62580 
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Werte von R2 > 0,98 (R2 = Determinationskoeffizient) wurden als zufriedenstellend 

angesehen. Nach der Ermittlung der individuellen Proteinkonzentrationen der Proben 

(in µg/µl), wurden je 20 µg Protein für die SDS-PAGE verwendet.  

 

2.2.6.2. SDS-PAGE  

Für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurden die Gele wie folgt 

hergestellt: Ein 5 ml Trenngelansatz (12%ig) setzte sich wie folgt zusammen:  
 

 1,65 ml Aqua deionisata  

 1,25 ml Trenngelpuffer  

 2,00 ml Acrylamid (30%)  

     50 µl sodium dodecyl sulfate (SDS), (10%)  

     50 µl Ammoniumperoxidsulfat (APS), (10%)  

       5 µl Tetramethylethylendiamin (TEMED)  
 

Ein 5 ml Sammelgelansatz setzte sich wie folgt zusammen:  
 

 2,80 ml Aqua deionisata  

 0,50 ml Sammelgelpuffer  

 1,60 ml Acrylamid (30%)  

     50 µl sodium dodecyl sulfate (SDS), (10%)  

     50 µl Ammoniumperoxidsulfat (APS), (10%)  

       5 µl Tetramethylethylendiamin (TEMED)  
 

 

Für die Elektrophorese wurden jeweils 20 µg Protein in folgender Zusammensetzung 

aufgetragen:  
  

  5 µl Probenpuffer 4x (Laemmli)  

   x µl 20 µg Proteinprobe  

     y µl Aqua deionisata (Restmenge für 30 µl)  
 

Die Proteinprobe wurde zuvor 5 min im Wasserbad bei 95°C denaturiert, um eine 

bessere SDS-Anlagerung zu gewährleisten. Die Auftrennung erfolgte bei einer 

Spannung von 100 V. Eine Größendifferenzierung erfolgte durch den separat 

aufgetragenen (10 µl) Page Ruler (Thermofisher Scientific).  
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2.2.6.3. Western-Blot und Filmentwicklung  

Die aufgetrennten Proteine der SDS-PAGE wurden nachfolgend unter Verwendung 

des Thermo ScientificTM HEP3 Semi Dry Electroblotting Systems (OwlTM) für 90 min 

und unter Verwendung einer Stromstärke von 1 mA pro cm2 Geloberfläche auf eine 

Nitrozellulose Membran transferiert. Folgende Anordnung kam hierbei zur 

Anwendung:  
 

 Deckel  

       Anode (+) 

     4 Whatman Filter  

     1 Nitrozellulose Membran  

     1 SDS-PAGE Gel  

     4 Whatman Filter  

       Kathode (-)  

 Bodenplatte  
 

Die Nitrozellulose Membran wurde im Anschluss mit 50 ml verdünntem Roti-Block 

(10%ig) versetzt und 60 min leicht (20 rev/min) geschwenkt (Shaker DRS-132, 

neolab). Dann wurde dreimal à 5 min mit TBST gewaschen und die Membran für 2 h 

mit der entsprechenden Antikörper-Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

Entfernung der Antikörperlösung und erneutem dreimaligen Waschen à 5 min mit 

TBST wurde der entsprechende sekundäre Antikörper (in Roti-Block gelöst) auf die 

Membran gegeben und exakt eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann 

erfolgte erneut eine dreimalige Waschung à 5 min mit TBST. Hiernach wurden 2 ml 

einer verdünnten Lumiglow Lösung (1:20) auf die Membran aufgetragen und 2 min 

inkubiert. Die Detektion erfolgte durch Exposition der Membranen auf Röntgenfilm.   

Für den Phospho-GSK-3β-Antikörper wurde eine Belichtungszeit von 3 min gewählt, 

für die anderen Antikörper eine Belichtungszeit von 5 min.  
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3. Ergebnisse und Diskussion  

 

3.1. Ergebnisse  

 

3.1.1. Ergebnispräsentation und statistische Analyse  

Die Darstellung der Ergebnisse aus der RNA-Analytik erfolgt mittels Boxplot. 

Abgebildet finden sich für jeden Boxplot der Median, das obere und untere Quartil 

sowie die „Antennen“, welche die 5-%-Quantile und die 95-%-Quantile begrenzen 

(siehe Abbildung 8). Von links nach rechts betrachtet sind auf der x-Achse zuerst die 

„non-paced“ Zellen (mit und ohne Irbesartan) und daneben die „rapidly paced“ Zellen 

(mit und ohne Irbesartan) zu sehen. Darunter ist die Anzahl der entsprechenden 

Proben abgebildet. Die y-Achse spiegelt den jeweiligen relativen mRNA-Gehalt der 

Einzelfaktoren wider, normalisiert auf die RPLP0-mRNA. Die Signifikanz der einzelnen 

Ergebnisse zueinander wurde mittels one-way analysis of variance (ANOVA) ermittelt. 

Ein p-Wert kleiner als 0,05 bedeutet einen statistisch signifikanten Unterschied. 

Unterhalb der einzelnen Abbildungen sind zusätzlich die Tabellen mit den drei 

Quartilgrenzen sowie die 5-%-Quantile und die 95-%-Quantile aufgetragen.  

 

        Abbildung 8: Exemplarischer Boxplot (Beispiel)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Die Darstellung der Ergebnisse aus den Protein-Analysen erfolgt durch die 

Abbildungen der entsprechenden Röntgenfilme. Je stärker die Dunkelfärbung ist, 

desto stärker sind die Antikörperbindung und damit auch die Menge des                          

Target-Proteins.  

95-%-Quantile = obere  „Antenne“  

75-%-Quantile = obere    Quartile  

50-%-Quantile = mittlere Quartile  

25-%-Quantile = untere   Quartile  

  5-%-Quantile = untere „Antenne“  
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3.1.2. Der Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf die                  

 mRNA-Gehalte von CTGF und SGK1 in HL-1-Zellen  

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass „acute rapid pacing“ in HL-1-Zellen eine deutliche 

Steigerung der mRNA-Gehalte von CTGF und SGK1 bewirkt [338-341]. Daher wurde 

für alle „acute rapid pacing“ Experimente der Anstieg der CTGF-mRNA bzw. der 

Anstieg der SGK1-mRNA zur Validierung der erfolgreichen elektrischen Stimulation 

(„acute rapid pacing“) benutzt.  

 

Abbildung 9: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den           
CTGF-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

CTGF:connective tissue growth factor, mRNA:messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan Q:Quantile  

 

CTGF Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,87 0,63 1,01 0,87 [0,63; 1,01] 0,45 1,30 

   5 Hz 2,45 2,25 3,74 2,45 [2,25; 3,74] 1,39 6,86 

   5 Hz + Irb 1,03 0,82 1,71 1,03 [0,82; 1,71] 0,50 2,94 

10 Hz 12,23 10,10 12,70 12,23 [10,10; 12,70] 1,86 16,50 

10 Hz + Irb 3,55 3,55 3,74 3,55 [3,55; 3,75] 3,25 3,75 
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„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan – führte zu einem höchst signifikanten (p<0,001) Anstieg des                   

CTGF-mRNA-Gehalts sowohl im jeweiligen Vergleich der „non-paced“ Zellen (0 Hz) 

mit den „rapidly paced“ Zellen als auch im Vergleich der „rapidly paced“ Zellen 

untereinander. Die größte Steigerung des CTGF-mRNA-Gehalts fand sich mit einer 

über 12-fachen Steigerung unter dem „acute rapid pacing“ mit 10 Hz (0 Hz ohne 

Irbesartan: 100% + Standardabweichung vs. 10 Hz ohne Irbesartan: 1223% + 

Standardabweichung).  

HL-1-Zellen mit einem Zusatz von 1 µM Irbesartan zeigten in der 0 Hz Gruppe sowie 

in der 5 Hz Gruppe eine signifikante (p<0,05) Senkung des CTGF-mRNA-Gehalts 

verglichen mit den entsprechenden Gruppen ohne Irbesartan. In der 5 Hz Gruppe mit 

Zusatz von Irbesartan lag der CTGF-mRNA-Gehalt annähernd niedrig wie in der                

0 Hz Gruppe ohne Irbesartan (0 Hz ohne Irbesartan: 100% + Standardabweichung vs. 

5 Hz mit Irbesartan: 103% + Standardabweichung). Das deutlichste Ergebnis 

hinsichtlich Signifikanz und prozentualer Senkung des CTGF-mRNA-Gehalts fand sich 

in der 10 Hz Gruppe. Hier zeigte sich bei den Zellen mit Zusatz von Irbesartan eine 

70,97%igen Senkung im Vergleich mit der 10 Hz Gruppe ohne Irbesartan, und zwar 

als hoch signifikantes (p<0,01) Ergebnis. Betrachtet man die obere und die untere 

Quartile, so zeigt sich in der 10 Hz Gruppe mit Irbesartan ein ähnliches Ergebnis wie 

in der 5 Hz Gruppe ohne Irbesartan (10 Hz mit Irbesartan: [3,55; 3,75] vs. 5 Hz ohne 

Irbesartan: [2,25; 3,74]).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 47 

0

5

10

15

20

p < 0,001

p < 0,001

p < 0,001

p = 0,023

p = 0,039

n=16        n=14        n=14        n=10          n=16           n=4

0 Hz         0 Hz         5 Hz         5 Hz         10 Hz         10 Hz

                 +Irb                          +Irb                              +Irb

Probenzahl:

Stimulation:

R
e

la
ti
v
e

r 
 S

G
K

-m
R

N
A

-G
e

h
a

lt

(n
o

rm
a

lis
ie

rt
  

a
u

f 
 P

0
-m

R
N

A
)

Abbildung 10: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den       
SGK1-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

SGK1 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,96 0,69 1,23 0,96 [0,69; 1,23] 0,61 1,34 

   5 Hz 2,54 1,66 4,70 2,54 [1,66; 4,70] 1,47 5,84 

   5 Hz + Irb 1,69 1,61 1,71 1,69 [1,61; 1,71] 1,11 2,70 

10 Hz 9,11 8,23 12,07 9,11 [8,23; 12,07] 1,59 17,59 

10 Hz + Irb 2,63 2,63 2,99 2,63 [2,63; 2,99] 2,58 3,04 
 

  SGK1: serum/glucocorticoid regulated kinase 1, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan,  
  Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan – führte zu einem höchst signifikanten (p<0,001) Anstieg des                    

SGK1-mRNA-Gehalts sowohl im jeweiligen Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den 

„rapidly paced“ Zellen als auch im Vergleich der „rapidly paced“ Zellen untereinander. 

Die größte Steigerung des SGK1-mRNA-Gehalts fand sich mit einer über 9-fachen 

Steigerung unter dem „acute rapid pacing“ mit 10 Hz (0 Hz ohne Irbesartan: 100% + 

Standardabweichung vs. 10 Hz ohne irbesartan: 911% + Standardabweichung).  
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Betrachtet man die 0 Hz Gruppe ohne und mit Irbesartan, so zeigen sich ähnliche 

Median-Werte (0 Hz ohne Irbesartan: 100% vs. 0 Hz mit Irbesartan: 96%). Bei den 

„rapidly paced“ Zellen lassen sich hingegen signifikante Effekte bei Zusatz von 

Irbesartan erkennen. HL-1-Vergleichszellen mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz zeigten 

in der 5 Hz Gruppe sowie in der 10 Hz Gruppe eine signifikante (p<0,05) Senkung des 

SGK1-mRNA-Gehalts verglichen mit den entsprechenden Gruppen ohne Irbesartan. 

In der 5 Hz Gruppe mit und ohne Irbesartan liegt der Median-Wert der Zellen mit Zusatz 

von Irbesartan im Bereich der unteren Quartile der Zellen ohne Irbesartan (5 Hz mit 

Irbesartan: 169% vs. 5 Hz ohne Irbesartan: [166%; 470%]). Das deutlichste Ergebnis 

hinsichtlich der prozentualen Senkung des SGK1-mRNA-Gehalts unter Zusatz von 

Irbesartan fand sich mit einer 71,13%igen Senkung in der 10 Hz Gruppe. Betrachtet 

man die Median-Werte der 10 Hz Gruppe mit Irbesartan und der 5 Hz Gruppe ohne 

Irbesartan, so zeigt sich ein ähnliches Ergebnis (10 Hz mit Irbesartan: 263% vs. 5 Hz 

ohne Irbesartan: 254%).  
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3.1.3. Effekt von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf die                                      

 TGF-beta1-mRNA-Gehalte von HL-1-Zellen  

 

Abbildung 11: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den            
TGF-beta1-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

TGF-beta1 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 1,22 0,92 1,67 1,22 [0,92; 1,67] 0,91 1,95 

   5 Hz 1,96 1,72 2,13 1,96 [1,72; 2,13] 1,16 5,53 

   5 Hz + Irb 0,60 0,60 0,76 0,60 [0,60; 0,76] 0,49 0,85 

10 Hz 1,48 1,21 1,66 1,48 [1,21; 1,66] 0,35 2,15 

10 Hz + Irb 0,54 0,54 0,56 0,54 [0,54; 0,56] 0,51 0,58 
 

  TGF-beta1: transforming growth factor beta 1, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan,  
  Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan –führte zu signifikanten Anstiegen des TGF-beta1-mRNA-Gehalts in         

HL-1-Zellen. Im Vergleich der 0 Hz Gruppe mit der 5 Hz Gruppe zeigte sich dabei ein 

höchst signifikanter (p<0,001) Anstieg und im Vergleich der 0 Hz Gruppe mit der             
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10 Hz Gruppe ein signifikanter (p<0,05) Anstieg des TGF-beta1-mRNA-Gehalts. 

Vergleicht man die 5 Hz Gruppe und die 10 Hz Gruppe miteinander, so zeigt sich in 

der 10 Hz Gruppe ohne Irbesartan eine signifikante (p<0,05) Senkung des                  

TGF-beta1-mRNA-Gehalts gegenüber der 5 Hz Gruppe ohne Irbesartan.  

„Non-paced“ HL-1-Zellen zeigten bei Zusatz von 1 µM Irbesartan einen 

hochsignifikanten (p<0,01) Anstieg des TGF-beta1-mRNA-Gehalts im Vergleich zu 

den entsprechenden Zellen ohne Irbesartan. In der 5 Hz Gruppe und der 10 Hz Gruppe 

zeigte sich jeweils im Vergleich der „rapidly paced“ Zellen mit Zusatz von Irbesartan 

mit den entsprechenden „rapidly paced“ Zellen ohne Zusatz von Irbesartan eine jeweils 

signifikante (p<0,05) Senkung des TGF-beta1-mRNA-Gehalts. Die jeweilige 

prozentuale Senkung des TGF-beta1-mRNA-Gehalts lag hier vergleichbar bei 69,39% 

in der 5 Hz Gruppe (5 Hz ohne Irbesartan: 1,96 + Standardabweichung vs. 5 Hz mit 

Irbesartan: 0,60 + Standardabweichung) und bei 63,51% in der 10 Hz Gruppe (10 Hz 

ohne Irbesartan: 1,48 + Standardabweichung vs. 10 Hz mit Irbesartan: 0,54 + 

Standardabweichung). Betrachtet man die Median-Werte der 5 Hz Gruppe mit 

Irbesartan (0,60) und der 10 Hz Gruppe mit Irbesartan (0,54) im Vergleich mit dem 

Median der „non-paced“ Zellen ohne Irbesartan (1,00), so zeigt sich bei den                   

„rapidly paced“ Zellen mit Irbesartan-Zusatz eine mindestens 40%ige Senkung des                

TGF-beta1-mRNA-Gehalts gegenüber komplett unbehandelten Zellen.  
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3.1.4. Effekt von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf die mRNA-Gehalte der           

untersuchten Rezeptor-Typen von HL-1-Zellen  

 

Abbildung 12: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den         
ALK5-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ALK5 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 1,06 1,06 1,17 1,06 [1,06; 1,17] 0,95 1,25 

10 Hz 0,53 0,53 0,55 0,53 [0,53; 0,55] 0,44 0,67 

10 Hz + Irb 0,32 0,32 0,62 0,32 [0,32; 0,62] 0,28 0,65 
 

   ALK5: activin receptor-like kinase 5, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 10 Hz ohne Irbesartan führte im Vergleich mit 

den „non-paced“ Zellen ohne Irbesartan zu einer höchst signifikanten (p<0,001) 

Senkung des ALK5-mRNA-Gehalts.  

Es konnten keine weiteren Signifikanzen bei dieser Reihe festgestellt werden, 

insbesondere keine signifikanten Änderungen des ALK5-mRNA-Gehalts durch den 

Zusatz von Irbesartan.  
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Probenzahl:

Stimulation:

n=12        n=10        n=12         n=4            n=4            n=4

0 Hz         0 Hz         5 Hz         5 Hz         10 Hz         10 Hz

                 +Irb                          +Irb                              +Irb

Abbildung 13: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den         
ALK2-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

AcvRI Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 1,08 1,05 1,28 1,08 [1,05; 1,28] 0,99 1,33 

   5 Hz 1,45 1,29 2,01 1,45 [1,29; 2,01] 1,12 2,82 

   5 Hz + Irb 0,75 0,75 0,96 0,75 [0,75; 0,96] 0,71 0,99 

10 Hz 0,95 0,95 0,97 0,95 [0,95; 0,97] 0,71 1,14 

10 Hz + Irb 0,82 0,82 0,95 0,82 [0,82; 0,95] 0,75 1,01 
 

   AcvRI: Activin A receptor type 1(=ALK2), mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan,  
   Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz ohne Zusatz von Irbesartan führte zu 

einem höchst signifikantem (p<0,001) Anstieg des AcvRI-mRNA-Gehalts (=ALK2) im 

Vergleich zu komplett unbehandelten Zellen. Vergleicht man die „rapidly paced“ Zellen 

miteinander, so zeigt sich in der 10 Hz Gruppe ohne Irbesartan eine signifikante 

(p<0,05) Senkung des AcvRI-mRNA-Gehalts gegenüber der 5 Hz Gruppe ohne 

Irbesartan. Die Mediane der 10 Hz Gruppe ohne Irbesartan und der 0 Hz Gruppe ohne 

Irbesartan ähneln einander (0 Hz ohne Irbesartan: 100% vs. 10 Hz ohne Irbesartan: 

95%).  
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HL-1-Zellen mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz zeigten in der 0 Hz Gruppe einen höchst 

signifikantem (p<0,001) Anstieg des AcvRI-mRNA-Gehalts und in der 5 Hz Gruppe 

eine signifikante (p<0,05) Senkung des AcvRI-mRNA-Gehalts verglichen mit den 

jeweiligen Gruppen ohne Irbesartan. Die prozentuale Senkung des                             

AcvRI-mRNA-Gehalts innerhalb der 5 Hz Stimulationsgruppe durch den Zusatz von 

Irbesartan lag bei 48,28% (5 Hz ohne Irbesartan: 1,45 + Standardabweichung vs. 5 Hz 

mit Irbesartan: 0,75 + Standardabweichung) und entspricht damit der größten 

Änderung des AcvRI-mRNA-Gehalts durch Irbesartan in allen ausgewerteten 

Gruppen. Innerhalb der 10 Hz Gruppe wurde durch den Zusatz von Irbesartan eine 

nicht signifikante, jedoch tendenzielle Senkung des AcvRI-mRNA-Gehalts von 13,68% 

nachgewiesen (10 Hz ohne Irbesartan: 0,95 + Standardabweichung vs. 10 Hz mit 

Irbesartan: 0,82 + Standardabweichung). Betrachtet man die Median-Werte der              

5 Hz Gruppe mit Irbesartan (0,75) und der 10 Hz Gruppe mit Irbesartan (0,82) im 

Vergleich mit dem Median der „non-paced“ Zellen ohne Irbesartan (1,00), so zeigt sich 

bei den „rapidly paced“ Zellen mit Irbesartan eine mindestens 18%ige Senkung des            

AcvRI-mRNA-Gehalts gegenüber komplett unbehandelten Zellen.  
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Probenzahl:

Stimulation:

n=15        n=10        n=11         n=6           n=15           n=4

0 Hz         0 Hz         5 Hz         5 Hz         10 Hz         10 Hz

                 +Irb                          +Irb                              +Irb

Abbildung 14: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den       
ALK1-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

ALK1 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,84 0,83 1,48 0,84 [0,83; 1,48] 0,62 1,63 

   5 Hz 1,91 1,56 2,81 1,91 [1,56; 2,81] 1,17 4,69 

   5 Hz + Irb 1,17 0,40 1,49 1,17 [0,40; 1,49] 0,37 1,53 

10 Hz 9,37 8,95 12,80 9,37 [8,95; 12,80] 4,81 17,04 

10 Hz + Irb 6,97 6,97 7,15 6,97 [6,97; 7,15] 6,15 7,73 
 

  ALK1: activin receptor-like kinase 1, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan – führte zu einem höchst signifikanten (p<0,001) Anstieg des                       

ALK1-mRNA-Gehalts sowohl im jeweiligen Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den 

„rapidly paced“ Zellen als auch im Vergleich der „rapidly paced“ Zellen      

untereinander.  

Betrachtet man die 0 Hz Gruppe ohne und mit Zusatz von Irbesartan, so zeigt sich 

keine signifikante Änderung des ALK1-mRNA-Gehalts. In der 5 Hz Gruppe und der    

10 Hz Gruppe zeigte sich jeweils im Vergleich der „rapidly paced“ Zellen mit Zusatz 

von Irbesartan mit den entsprechenden „rapidly paced“ Zellen ohne Zusatz von 
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Irbesartan eine jeweils signifikante (p<0,05) Senkung des ALK1-mRNA-Gehalts. Die 

größte prozentuale Senkung des ALK1-mRNA-Gehalts zeigte sich mit 38,74% in der 

5 Hz Gruppe (5 Hz ohne Irbesartan: 1,91 + Standardabweichung vs. 5 Hz mit 

Irbesartan: 1,17 + Standardabweichung) verglichen mit einer 25,61%igen Senkung 

des ALK1-mRNA-Gehalts in der 10 Hz Gruppe (10 Hz ohne Irbesartan: 9,37 + 

Standardabweichung vs. 10 Hz mit Irbesartan: 6,97 + Standardabweichung). 

Betrachtet man die Median-Werte, so zeigt sich In der 5 Hz Gruppe mit Zusatz von 

Irbesartan ein ähnliches Ergebnis wie in der 0 Hz Gruppe ohne Irbesartan (5 Hz mit 

Irbesartan: 117% + Standardabweichung vs. 0 Hz ohne Irbesartan: 100% + 

Standardabweichung).  

 

Abbildung 15: PCR zum TGF-betaRII-mRNA-Gehalt  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    TGF-betaRII: transforming growth factor beta receptor type II, mRNA: messenger ribonucleic acid,  
    Irb: Irbesartan, Amplification: Vervielfältigung mittel PCR, PCR: polymerase chain reaction,  
    RFU: relative fluorescence units, Cycles: Anzahl der PCR Zyklen,  
    Graph A: Pool aus HL-1-Zellen, Graph B: Kardiozyten Mus musculus  

 

Weder aus den „non-paced“ HL-1-Zellen noch aus den „rapidly paced“ HL-1-Zellen 

ließ sich eine nachweisbare Menge von TGF-betaRII-mRNA isolieren, trotz 

wiederholter PCR Versuche mit HL-1-Zellen aus unterschiedlichen Kulturen. Graph A 

in Abbildung 13 zeigt die fehlende Amplifikation. Eine vergleichende Untersuchung in 

Kardiozyten der Maus (Mus musculus) hingegen ergab ein positives Amplifikat    

(Graph B).   

Graph B  

Graph A  
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Probenzahl:

Stimulation:

n=16        n=10        n=16         n=6            n=4            n=4

0 Hz         0 Hz         5 Hz         5 Hz         10 Hz         10 Hz

                 +Irb                          +Irb                              +Irb

Abbildung 16: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den            
AcvRIIb-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

AcvRIIb Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,97 0,81 1,36 0,97 [0,81; 1,36] 0,68 1,46 

   5 Hz 0,81 0,58 1,80 0,81 [0,58; 1,80] 0,42 2,84 

   5 Hz + Irb 0,40 0,34 1,71 0,40 [0,34; 1,71] 0,23 2,22 

10 Hz 1,05 1,05 1,33 1,05 [1,05; 1,33] 0,52 2,46 

10 Hz + Irb 0,90 0,90 0,96 0,90 [0,90; 0,96] 0,85 1,34 
 

    AcvRIIb: activin receptor IIb, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

Bei der Untersuchung des AcvRIIb-mRNA-Gehalts zeigte sich kein einziger 

signifikanter Unterschied, weder beim Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den 

„rapidly paced“ Zellen noch beim Vergleich der „rapidly paced“ Zellen untereinander. 

Der Zusatz von Irbesartan führte ebenfalls zu keiner signifikanten Änderung.  
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3.1.5. Effekt von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf die mRNA-Gehalte der           

Follistatine, Myostatin und Endoglin  

 

Abbildung 17: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den       
FSTL1-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

FSTL1 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,95 0,88 0,99 0,95 [0,88; 0,99] 0,77 1,04 

   5 Hz 0,49 0,42 0,59 0,49 [0,42; 0,59] 0,18 0,96 

   5 Hz + Irb 0,43 0,43 0,45 0,43 [0,43; 0,45] 0,41 0,54 

10 Hz 0,29 0,27 0,32 0,29 [0,27; 0,32] 0,25 0,40 

10 Hz + Irb 0,32 0,32 0,34 0,32 [0,32; 0,34] 0,30 0,37 
 

  FSTL1: follistatin-like 1, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan – führte zu einer höchst signifikanten (p<0,001) Senkung des                 

FSTL1-mRNA-Gehalts im jeweiligen Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den                

„rapidly paced“ Zellen. Im Vergleich der „rapidly paced“ Zellen untereinander zeigte 

sich eine hoch signifikante (p<0,01) Senkung des FSTL1-mRNA-Gehalts bei der          

10 Hz Gruppe verglichen mit der 5 Hz Gruppe.  
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HL-1-Zellen mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz zeigten in der 0 Hz Gruppe eine hoch 

signifikante (p<0,01) Senkung des FSTL1-mRNA-Gehalts verglichen mit den 

entsprechenden Zellen ohne Irbesartan. Mit einer Senkung von 5% zeigte sich hier die 

einzige signifikante Änderung des FSTL1-mRNA-Gehalts durch Irbesartan in allen 

untersuchten Gruppen (0 Hz ohne Irbesartan: 1,00 + Standardabweichung vs. 0 Hz 

mit Irbesartan: 0,95 + Standardabweichung). Innerhalb der 5 Hz Gruppe und der           

10 Hz Gruppe zeigte sich durch den Zusatz von Irbesartan jeweils keine signifikante 

Änderung des FSTL1-mRNA-Gehalts.  

 

Abbildung 18: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den        
FSTL3-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

FSTL3 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,90 0,84 1,15 0,90 [0,84; 1,15] 0,80 1,67 

   5 Hz 0,95 0,93 1,91 0,95 [0,93; 1,91] 0,78 3,14 

   5 Hz + Irb 0,69 0,69 0,71 0,69 [0,69; 0,71] 0,65 0,79 

10 Hz 1,90 1,81 2,07 1,90 [1,81; 2,07] 0,98 2,33 

10 Hz + Irb 0,96 0,96 0,99 0,96 [0,96; 0,99] 0,91 1,01 
 

  FSTL3: follistatin-like 3, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  
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„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan – führte zu signifikanten Anstiegen des FSTL3-mRNA-Gehalts in                  

HL-1-Zellen. Im Vergleich der 0 Hz Gruppe mit der 5 Hz Gruppe zeigte sich dabei ein 

signifikanter (p<0,05) Anstieg und im Vergleich der 0 Hz Gruppe mit der 10 Hz Gruppe 

ein höchst signifikanter (p<0,001) Anstieg des FSTL3-mRNA-Gehalts. Vergleicht man 

die 5 Hz Gruppe und die 10 Hz Gruppe miteinander, so zeigt sich in der 10 Hz Gruppe 

ohne Irbesartan eine Tendenz (p=0,079) zum Anstieg des FSTL3-mRNA-Gehalts 

gegenüber der 5 Hz Gruppe ohne Irbesartan.  

Betrachtet man die 0 Hz Gruppe ohne und mit Irbesartan, so zeigt sich keine 

signifikante Änderung des FSTL3-mRNA-Gehalts. Innerhalb der 5 Hz Gruppe zeigte 

sich durch den Zusatz von Irbesartan eine Tendenz (p=0,081) für die Senkung des 

FSTL3-mRNA-Gehalts. Innerhalb der 10 Hz Gruppe fand sich eine hoch signifikante 

(p<0,01) Senkung des FSTL3-mRNA-Gehalts durch den Zusatz von Irbesartan. Mit 

einer Senkung um 49,47% (10 Hz ohne Irbesartan: 1,90 + Standardabweichung vs.    

10 Hz mit Irbesartan: 0,96 + Standardabweichung) zeigte sich hier zudem die größte 

prozentuale Senkung des FSTL3-mRNA-Gehalts durch Irbesartan in den einzelnen 

Gruppen. Betrachtet man die Median-Werte und die obere wie auch die untere 

Quartile, so zeigt sich in der 10 Hz Gruppe mit Irbesartan ein ähnliches Ergebnis wie 

in den komplett unbehandelten Zellen der 0 Hz Gruppe ohne Irbesartan (10 Hz mit 

Irbesartan: 0,96 [0,96; 0,99] vs. 0 Hz ohne Irbesartan: 1,00 [1,00; 1,00]).  
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Abbildung 19: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den      
FSTL5-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

FSTL5 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,86 0,86 1,00 0,86 [0,86; 1,00] 0,72 1,21 

   5 Hz 1,24 0,60 1,89 1,24 [0,60; 1,89] 0,48 2,95 

10 Hz 1,19 0,85 1,41 1,19 [0,85; 1,41] 0,52 2,52 

10 Hz + Irb 1,27 1,27 1,33 1,27 [1,27; 1,33] 1,24 1,81 
 

  FSTL5: follistatin-like 5, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

Bei der Untersuchung des FSTL5-mRNA-Gehalts zeigte sich als einzig signifikantes 

Ergebnis ein höchst signifikanter (p<0,001) Anstieg zwischen den „non-paced“ Zellen 

ohne Irbesartan und der 10 Hz Gruppe mit 1 µM Irbesartan-Zusatz. Es zeigte sich ein 

prozentualer Anstieg des FSTL5-mRNA-Gehalts von 27% (0 Hz ohne Irbesartan: 1,00 

+ Standardabweichung vs. 10 Hz mit Irbesartan: 1,27 + Standardabweichung).  

Daneben fand sich eine Tendenz (p=0,053) für den Anstieg des FSTL5-mRNA-Gehalts 

in der 5 Hz Gruppe ohne Irbesartan verglichen mit der 0 Hz Gruppe ohne Irbesartan.  
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Probenzahl: n=12        n=10        n=12         n=4           n=11           n=4

Stimulation: 0 Hz         0 Hz         5 Hz         5 Hz         10 Hz         10 Hz

                 +Irb                          +Irb                              +Irb

Abbildung 20: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den        
MSTN-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
MSTN Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 1,15 0,80 1,40 1,15 [0,80; 1,40] 0,31 2,43 

   5 Hz 2,97 2,40 5,38 2,97 [2,40; 5,38] 1,78 6,63 

   5 Hz + Irb 1,32 1,32 1,42 1,32 [1,32; 1,42] 0,93 2,59 

10 Hz 4,78 3,36 5,50 4,78 [3,36; 5,50] 1,80 5,73 

10 Hz + Irb 1,70 1,70 1,85 1,70 [1,70; 1,85] 1,38 1,89 
 

  MSTN: Myostatin, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz bzw. 10 Hz – jeweils ohne Zusatz von 

Irbesartan – führte zu einem höchst signifikanten (p<0,001) Anstieg des                   

MSTN-mRNA-Gehalts im jeweiligen Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den      

„rapidly paced“ Zellen. Im Vergleich der 5 Hz Gruppe mit der 10 Hz Gruppe – jeweils 

ohne Zusatz von Irbesartan – zeigte sich keine Signifikanz.  

Betrachtet man die 0 Hz Gruppe ohne und mit Irbesartan, so zeigt sich ebenfalls keine 

signifikante Änderung des MSTN-mRNA-Gehalts. Innerhalb der 5 Hz Gruppe zeigte 

sich durch den Zusatz von Irbesartan eine signifikante (p<0,05) Senkung des         
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MSTN-mRNA-Gehalts um 55,56% (5 Hz ohne Irbesartan: 2,97 + Standardabweichung 

vs. 5 Hz mit Irbesartan: 1,32 + Standardabweichung). Innerhalb der 10 Hz Gruppe 

zeigte sich eine hoch signifikante (p<0,01) Senkung des MSTN-mRNA-Gehalts und 

mit einer Senkung um 64,44% (10 Hz ohne Irbesartan: 4,78 + Standardabweichung 

vs. 10 Hz mit Irbesartan: 1,70 + Standardabweichung) zugleich die größte prozentuale 

Senkung des MSTN-mRNA-Gehalts.  

 

Abbildung 21: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den 
Endoglin-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 
 

     

Endoglin Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,97 0,94 1,11 0,97 [0,94; 1,11] 0,93 1,24 

   5 Hz 0,97 0,85 1,44 0,97 [0,85; 1,44] 0,57 1,70 

   5 Hz + Irb 0,64 0,57 1,18 0,64 [0,57; 1,18] 0,45 1,42 
 

    mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile 

 

Bei der Untersuchung des Endoglin-mRNA-Gehalts zeigte sich kein einziger 

signifikanter Unterschied, weder beim Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den 

„rapidly paced“ Zellen noch durch dem Zusatz von Irbesartan.  
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3.1.6. Effekt von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf die mRNA-Gehalte der           

IDs  

 

Abbildung 22: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den              
ID1-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

ID1 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,68 0,68 0,83 0,68 [0,68; 0,83] 0,68 0,83 

10 Hz 1,88 1,88 2,37 1,88 [1,88; 2,37] 1,20 3,40 

10 Hz + Irb 1,62 1,62 1,67 1,62 [1,62; 1,67] 1,18 1,82 
 

  ID1: inhibitor of DNA binding 1, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 10 Hz führte zu einem signifikanten (p<0,05) 

Anstieg des ID1-mRNA-Gehalts im Vergleich der „non-paced“ Zellen mit den             

„rapidly paced“ Zellen (jeweils ohne Zusatz von Irbesartan).  

HL-1-Zellen mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz zeigten innerhalb der 0 Hz Gruppe eine 

hoch signifikante (p<0,01) Senkung des ID1-mRNA-Gehalts um 32% (0 Hz ohne 

Irbesartan: 1,00 + Standardabweichung vs. 0 Hz mit Irbesartan: 0,68 + 

Standardabweichung). Betrachtet man die Median-Werte innerhalb der 10 Hz Gruppe, 
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so zeigt sich eine tendenzielle Senkung des ID1-mRNA-Gehalts bei Zusatz von 

Irbesartan, jedoch ohne Signifikanz (10 Hz ohne Irbesartan: 1,88 + 

Standardabweichung vs. 10 Hz mit Irbesartan: 1,62 + Standardabweichung).  

 

Abbildung 23: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den              
ID2-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

     

ID2 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,89 0,89 0,90 0,89 [0,89; 0,90] 0,84 0,91 

10 Hz 0,22 0,22 0,22 0,22 [0,22; 0,22] 0,18 0,46 

10 Hz + Irb 0,28 0,28 0,36 0,28 [0,28; 0,36] 0,28 0,45 
 

  ID2: inhibitor of DNA binding 2, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 10 Hz führte zu einer höchst signifikanten 

(p<0,001) Senkung des ID2-mRNA-Gehalts im Vergleich der „non-paced“ Zellen mit 

den „rapidly paced“ Zellen (jeweils ohne Zusatz von Irbesartan).  

HL-1-Zellen mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz zeigten innerhalb der 0 Hz Gruppe eine 

höchst signifikante (p<0,001) Senkung des ID2-mRNA-Gehalts um 11% (0 Hz ohne 
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Irbesartan: 1,00 + Standardabweichung vs. 0 Hz mit Irbesartan: 0,89 + 

Standardabweichung). Betrachtet man die Median-Werte innerhalb der 10 Hz Gruppe, 

so zeigt sich eine tendenzielle Erhöhung des ID2-mRNA-Gehalts bei Zusatz von 

Irbesartan, jedoch ohne Signifikanz (10 Hz ohne Irbesartan: 0,22 + 

Standardabweichung vs. 10 Hz mit Irbesartan: 0,28 + Standardabweichung).  

 

Abbildung 24: Einfluss von „acute rapid pacing“ und Irbesartan auf den              
ID3-mRNA-Gehalt von HL-1-Zellen  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

ID3 Median 25-%-Q. 75-%-Q. Median [25;75] 5-%-Q. 95-%-Q. 

   0 Hz 1,00 1,00 1,00 1,00 [1,00; 1,00] 1,00 1,00 
   0 Hz + Irb 0,83 0,83 0,92 0,83 [0,83; 0,92] 0,78 0,99 

10 Hz 0,39 0,39 0,39 0,39 [0,39; 0,39] 0,31 0,50 

10 Hz + Irb 0,43 0,43 0,43 0,43 [0,43; 0,43] 0,37 0,50 
 

   ID3: inhibitor of DNA binding 3, mRNA: messenger ribonucleic acid, Irb: Irbesartan, Q.: Quantile  

 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 10 Hz führte zu einer höchst signifikanten 

(p<0,001) Senkung des ID3-mRNA-Gehalts im Vergleich der „non-paced“ Zellen mit 

den „rapidly paced“ Zellen (jeweils ohne Zusatz von Irbesartan).  
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HL-1-Zellen mit einem 1 µM Irbesartan-Zusatz zeigten innerhalb der 0 Hz Gruppe eine 

signifikante (p<0,05) Senkung des ID3-mRNA-Gehalts um 17% (0 Hz ohne Irbesartan: 

1,00 + Standardabweichung vs. 0 Hz mit Irbesartan: 0,83 + Standardabweichung). 

Betrachtet man die Median-Werte innerhalb der 10 Hz Stimulationsgruppe, so zeigt 

sich eine tendenzielle Erhöhung des ID3-mRNA-Gehalts bei Zusatz von Irbesartan, 

jedoch ohne Signifikanz (10 Hz ohne Irbesartan: 0,39 + Standardabweichung vs.          

10 Hz mit Irbesartan: 0,43 + Standardabweichung).  
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3.1.7. Ergebnisse zur Aktivierung des Smad-Signalwegs  

Zur Überprüfung der Aktivierung des Smad-Signalwegs in HL-1-Zellen wurden die 

Protein-Blots mit den Phospho-Smad-Antikörpern versetzt und im Fotolabor 

entwickelt. Eine ausführliche Beschreibung der Protein-Prozessierung ist dem 

Methodenteil zu entnehmen [siehe 2.2.].  

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis zur Überprüfung der Aktivierung des    

Smad-Signalwegs in HL-1-Zellen durch „acute rapid pacing“:  

 

Abbildung 25: Expression von Phospho-Smad-1/-5/-8 nach 24 Stunden  
 
 

 

                                   links: Kontrollprobe (0 Hz)  
                                 rechts: Pacing-Probe (5 Hz)  
 

„Acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen mit 5 Hz führte zu einem deutlichen Anstieg des 

phosphorylierten Anteils von Smad-1/-5/-8. Abbildung 24 zeigt die vermehrte  

phospho-Smad-Immunoreaktivität bei der „rapidly paced“ Probe (5 Hz) im Vergleich 

zur „non-paced“ Probe (0 Hz). Die Austestung von Phospho-Smad-2 unter 

Verwendung der im Materialteil benannten Antikörper führte zu keinen darstellbaren 

Immunoreaktivitäten, weder in den Kontrollen noch in den „rapidly paced“ HL-1-Zellen.  

 

Die Überprüfung der TGF-beta1 vermittelten Aktivierung des Smad-Signalwegs in    

HL-1-Zellen lieferte folgendes Ergebnis:  

 

Abbildung 26: Expression von Phospho-Smad-1/-5/-8 nach Inkubation mit     
TGF-beta1 (1 Stunde)  

 
 

 

                                                        links: Kontrolle (0 ng/ml TGF-beta1)  
                                                     mitte: Inkubation (1 ng/ml TGF-beta1)  
                                                        rechts: Inkubation (10 ng/ml TGF-beta1)  
  

 

Die 1-h-Inkubation von HL-1-Zellen mit TGF-beta1 (1ng/ml bzw. 10 ng/ml) führte zu 

einem sichtbaren Anstieg der Mengen von Phospho-Smad-1/-5/-8. Abbildung 25 zeigt 

den konzentrationsabhängigen Anstieg von Phospho-Smad-1/-5/-8 nach Inkubation 

mit TGF-beta1. Die Austestung von Phospho-Smad-2 unter Verwendung der im 

Materialteil benannten Antikörper führte zu keinen darstellbaren Ergebnissen, weder 

in den Kontrollen noch in den Stimulationsproben („acute rapid pacing“). Folglich findet 

sich keine Abbildung hierüber in dieser Arbeit.  
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3.1.8. Effekt von „acute rapid pacing“ auf die GSK-3beta-Phosphorylierung  

Die Auswirkung von „acute rapid pacing“ auf die GSK-3beta-Phosphorylierung von     

HL-1-Zellen lieferte folgende Ergebnisse:  

 

Abbildung 27: Expression von GSK-3beta nach 24 Stunden  
 
 

 

                          links: Kontrollprobe (0 Hz)  
                        rechts: Pacing-Probe (5 Hz)  
                                Skala außen rechts in kDa (kilo Dalton)  
 

Abbildung 28: Expression von Phospho-Ser9-GSK-3beta nach 24 Stunden  

 

           links: Kontrollprobe (0 Hz)  
 rechts: Pacing-Probe (5 Hz)  
    Skala außen rechts in kDa (kilo Dalton)  
 
Im Vergleich der Abbildungen ist zu erkennen, dass „acute rapid pacing“ von                

HL-1-Zellen in vitro für 24 Stunden zu einer geringen Veränderung der                         

GSK-3beta-Proteinmenge führt, wohingegen jedoch der Gehalt an                        

Phospho-Ser9-GSK3beta sehr stark ansteigt.  

 

 

3.1.9. Effekt von Irbesartan auf die GSK-3beta-Phosphorylierung  

In einem weiteren Versuch wurde die Wirkung von Irbesartan (1 µM) auf die     

Phospho-GSK-3beta-Proteinexpression überprüft:  

 

Abbildung 29: Expression von Phospho-Ser9-GSK-3beta unter Irbesartan  
 
 

 
 
 

 
 links: Kontrollprobe (0 Hz) ohne Irbesartan  
 mitte links: Kontrollprobe (0 Hz) mit Irbesartan  
 mitte rechts: Pacing-Probe (5 Hz) ohne Irbesarten  
 rechts: Pacing-Probe (5 Hz) mit Irbesartan  
 

Während Irbesartan in den „non-paced“ Proben keinen sichtbaren Effekt auf die 

Phospho-Ser9-GSK-3beta-Proteinmenge ausübt, ist unter der Stimulation             

(„acute rapid pacing“) eine gut sichtbare Senkung derselben durch Irbesartan zu 

erkennen.  
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3.2. Diskussion  

 

3.2.1. Warum HL-1-Zellen?  

HL-1-Zellen wurden gewonnen aus einem AT-1 subkutanem Tumor einer adulten 

weiblichen Jackson Laboratory C57BL/6J Maus [342]. AT-1 Zellen wiederum 

entstammen dem atrialen Tumor einer transgenen Maus, in welcher die Expression 

des simian virus 40 (SV40) large T antigen für atriale Kardiomyozyten über den atrial 

natriuretic factor (ANF) Promotor angesteuert wurde [343-347]. HL-1-Zellen 

entsprechen sowohl morphologisch als auch vom Genexpressionsmuster her in vielen 

Eigenschaften adulten atrialen Kardiomyozyten [342]. Sie besitzen Eigenschaften 

adulter Kardiomyozyten – wie etwa spontane Kontraktion – und haben doch die 

Fähigkeit unbegrenzt in Zellkultur zu proliferieren, unter Beibehaltung eines 

differenzierten Phänotyps. [342, 348, 349]. HL-1-Zellen können kryokonserviert, 

aufgetaut und wiederverwendet werden, behalten kontraktile Eigenschaften für 

mindestens 240 Passagen und bleiben ein homogener Zelltyp noch nach über               

30 Passagen [342]. In der vorliegenden Arbeit wurden die verwendeten HL-1-Zellen 

höchstens 5 Mal passagiert.  

Es liegt eine beträchtliche Homologie zwischen Menschen und Mäusen vor und dies 

spiegelt sich in der Entwicklung, morphologischen Struktur und den Signalwegen des 

Herzens wider [350]. Trotz unbestreitbarer Differenzen zwischen dem Mausherzen 

und dem menschlichen Herzen [19, 350-352] finden sich die grundlegenden 

Eigenschaften atrial-tachykarden Remodelings wie sie in Tiermodellen und bei 

menschlichem Vorhofflimmern beobachtet werden auch in HL-1-Zellen [158, 190, 191, 

197, 342, 348, 353, 1097], z.B. die Herunterregulation der L-Typ-Kalziumkanäle [348]. 

Zwar setzt sich das Herz aus mehr Zellen als nur den Kardiomyozyten zusammen, 

aber Yang et al. zeigten, dass ein 3-dimensionales intaktes kardiales Synzitium nicht 

erforderlich ist, um Remodeling hervorzurufen [348]. Darüber hinaus verfügen             

HL-1-Zellen über elektrophysiologische und pharmakologische Eigenschaften, die 

charakteristisch für Kardiomyozyten sind [342]. Elshenawy et al. zeigten, dass in        

HL-1-Zellen pharmakologische Wirkungen überprüft werden können [354]. Alle diese 

Eigenschaften machen HL-1-Zellen attraktiv für Studien, welche die Expression adulter 

Gene benötigen, die kardiomyozytären Funktion untersuchen oder die Aktivität 

pharmakologischer Substanzen prüfen [342, 349, 354].  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elshenawy%20OH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23268359
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Viele Versuche und Modelle wurden bereits mit HL-1-Zellen durchgeführt [224, 342, 

348, 349, 355], z.B. um physiologische kardiomyozytäre Funktion und Pathologien zu 

studieren [349, 355, 357]. Parallele Untersuchungen mit HL-1-Zellen und isolierten 

primären Kardiomyozyten lieferten dabei ähnliche Ergebnisse [349].  

 

3.2.2. Warum „acute rapid pacing“?  

„Acute rapid pacing“ ist aus mehreren Gründen gut als Modell geeignet, die 

pathophysiologischen Vorgänge beim Vorhofllimmern zu untersuchen. So belegen 

verschiedene Quellen, dass „acute rapid pacing“ Vorgänge des Remodelings auslöst 

wie sie auch bei (menschlichem) Vorhofflimmern auftreten [42, 156, 158, 191, 197, 

222, 224, 340, 348, 356-361, 1097]. Das „acute rapid pacing“ ist das analoge 

Experimentalmodell für isoliertes Vorhofflimmern beim Menschen [19, 71, 230]. Es 

erhöht die Level profibrotischer Faktoren wie Angiotensin-II, TGF-beta1 und CTGF 

[221, 224, 338, 362] und führt zu vergleichbaren myokardialen Veränderungen, sowohl 

im Hinblick auf das elektrische als auch das strukturelle Remodeling [19, 42, 68, 72, 

105, 156, 158, 171, 191, 197, 220, 338, 348, 356, 358, 359, 362, 1097].  

Wichtig sind in diesem Zusammenhang auch die Erkenntnisse von Yang et al., die 

zeigten, dass das Remodeling durch das „acute rapid pacing“ hervorgerufen wird und 

nicht durch die bloße eletrische Stimulation [171, 348] oder freigesetzte zelluläre 

Toxine [348]. Darüber hinaus weisen ihre Daten darauf hin, dass ein intaktes 

dreidimensionales kardiales Synzytium für funktionierende Modelle nicht vonnöten ist 

[348]. Das Remodeling während des „pacings“ läuft über einen myozytären autonomen 

Prozess, unabhängig von Innervation, zirkulierenden Hormonen oder anderen 

nichtmyozytären Elementen [348, 357]. He et al. deklarieren außerdem, dass         

„acute rapid pacing“ per se ausreicht, um die strukturellen Veränderungen und die 

myokardiale Fibrose im Vorhof hervorzurufen und dass hierfür nicht zwingend eine 

Begleiterkrankung notwendig ist [72]. Auch andere Autoren vertreten diese Ansicht 

[69, 359, 363].  

In Versuchen mit HL-1-Zellen zeigten Brundel et al., dass „acute rapid pacing“ mit            

5 Hz bei HL-1-Zellen kardiomyozytäres Remodeling verursachte wie es bei Patienten 

mit Vorhofflimmern gefunden wird [348, 357]. Andere Autoren führten Experimente mit 

einer Frequenz von 10 Hz durch [224, 355, 364, 365]. HL-1-Zellen mit 24 h Pacing sind 

dabei validiert als Modell für atriales tachykardes Remodeling [340, 348, 357, 359, 360, 

362, 366].  
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Stimulationsdauer von 24 h aufgegriffen. Für das 

„acute rapid pacing“ der HL-1-Zellen wurden Frequenzen von 5 Hz respektive 10 Hz 

verwendet.  

 

3.2.3. Warum spontane Kontraktion als Kontrolle?  

Für die Kontrollgruppe zu den stimulierten Zellen ergibt sich grundsätzlich die 

Möglichkeit diese Zellen ohne Stimulation (ohne „pacing“) zu kultivieren oder sie einem 

langsamen „pacing“ mit zelltypischer, physiologischer Frequenz zu unterziehen.      

Yang et al. konnten in Bezug auf diese Möglichkeiten zeigen, dass eine elektrische 

Stimulation von HL-1-Zellen mit zelleigener Frequenz – verglichen mit spontan 

kontrahierenden Zellen – zu keinem Unterschied in der Aktionspotentialdauer führte 

[348]. Auch bei menschlichen atrialen Kardiomyozyten wurde beobachtet, dass 

langsames in vitro „pacing“ keine andere Gewebsantwort hervorruft als nicht 

stimuliertes Gewebe [171, 367].  

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen der Kontrollgruppe unstimuliert             

(„non-paced“) belassen. Die spontane Kontraktionsfrequenz der verwendeten             

HL-1-Zellen lag um 80-160/min. Zwischen den kontrahierenden Zellen wurden auch 

non-kontraktile HL-1-Zellen gefunden. Laut Schild et al. führen solche non-kontraktilen 

Zellen zu inhomogener Konduktion wie sie typischerweise auch im Herzgewebe 

beobachtet wird [171].  

 

3.2.4. Warum Irbesartan?  

Irbesartan gehört zur Gruppe der Sartane, also zur Gruppe der                                        

Angiotensin-II-Rezeptor-Blocker (ARB), die selektiv AT1-Rezeptoren blockieren [119, 

368, 369].  

Eine erhöhte Expression von Angiotensin-II wurde bei zahlreichen (fibrosierenden) 

Herzerkrankungen festgestellt [175, 221, 370-377], so auch beim Vorhofflimmern [221, 

224, 378, 379]. Angiotensin-II wird als ein wichtiger Mediator bei kardialer Fibrose 

betrachtet und moduliert kardiales Remodeling, auch beim Vorhofflimmern [8, 48, 78, 

119, 143, 145, 146, 169, 175, 221, 224, 338, 375, 378-406], unter anderem im 

Zusammenspiel mit TGF-beta1 [8, 146, 166, 242, 246, 266, 338, 386, 407-420]. Der 

Einfluss von Angiotensin beim Vorhofflimmern wird durch tierexperimentelle 

Studiendaten und Versuche an menschlichem Herzgewebe gestützt [246, 375,        

384].  
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Medikamente, die das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System beeinflussen, können 

eine Schutzwirkung beim kardialen Remodeling aufweisen [48, 78, 166, 182, 221, 222, 

380, 393, 395, 407, 408, 416, 421-437]. Auch für einen Benefit durch Sartane gibt es 

Anhaltspunkte [72, 78, 119, 146, 221, 222, 246, 265, 266, 393, 416, 422, 424-431, 

438-446], beispielsweise durch die Herunterregukation profibrotischer Faktoren wie 

TGF-beta1 und CTGF [146, 166, 338, 439, 447-451]. Da das Hauptenzym für die 

Angiotensin-II Bildung im menschlichen Vorhof Chymase und nicht ACE ist 

(Chymase:ACE = 21:1), lässt sich durch ARBs ein größerer Nutzen für das Herz 

erhoffen als für ACE-Hemmer [78, 452]. Zusätzlich haben ARBs ein geringes 

Nebenwirkungsprofil und erhöhen dadurch die Patientencompliance [59, 453].  

In verschiedenen Studien wurde die vorteilhafte Wirkung von ARBs hinsichtlich der 

Prävention von Vorhofflimmern gezeigt [222, 382, 393, 399, 402, 422, 424, 454-456]. 

In der Primärprävention konnte durch ARBs bei vorliegender Herzinsuffizienz eine 

Reduktion von Vorhofflimmern beobachtet werden [120, 425, 454, 455, 457-463], 

ebenso bei arterieller Hypertonie [120, 422, 464, 465]. Sowohl die Herzinsuffizienz als 

auch die arterielle Hypertonie stellen häufige Komorbiditäten dar [12, 51, 97, 120, 142]. 

In Bezug auf die sekundäre Prävention zeigten Metaanalysen eine signifikante relative 

Risikoreduktion (RRR) für das Wiederauftreten von Vorhofflimmern nach 

Kardioversion bei Verwendung von ARBs [78, 424, 454, 461, 462]. In der 

postoperativen Risikoreduktion von Vorhofflimmern zeigte eine Studie Wirksamkeit 

von ARBs [466], bei einer anderen sank ebenso das Risiko, wenn auch nicht signifikant 

[467]. Der Einsatz von Sartanen bei Vorhofflimmern wird gestützt durch (retrospektive) 

klinische Studien (z.B.: CHARM, LIFE, ValHeFT, VALUE) und durch experimentelle 

Daten [175, 222, 380, 381, 393, 400, 402, 424, 455, 456, 468, 469].  

Für Irbesartan wurde bei Patienten mit Vorhoflimmern nach Kardioversion ein 

signifikant (p=0,048) [389] reduziertes linksatriales „stunning“ („gelähmtes“ Myokard) 

festgestellt [96, 175, 212, 389, 400, 470] sowie eine signifikant (p=0,046) [389] 

reduzierte atriale Dysfunktion [389, 400]. Dies könnte verminderte thromboembolische 

Komplikationen nach Kardioversion erklären [398, 400]. Auch die durch Irbesartan 

modulierte VCAM-Expression mit dem Effekt einer reduzierter atrialen 

Thrombenbildung ist ein schlüssiger Mechanismus einer Risikoreduktion der durch 

Vorhofflimmern bedingten ischämischen Schlaganfälle [442, 471, 472]. Eine breite 

Datenlage wie die Post-hoc-Analysen der ACTIVE-I bestätigen eine signifikante 
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(p=0,02) [97] bis zu 13%ige Reduktion von Schlaganfällen, peripheren 

Thrombembolien und TIAs [97, 120, 473].  

Bezüglich der Prävention von Vorhofflimmern durch Irbesartan gibt es 

widersprüchliche Daten. Grundlage einer möglichen Einflussnahme bilden Daten, die 

zeigen, dass Irbesartan die Synthese von Kollagen Typ I stoppt und dessen Abbau 

fördert [474]. Somit gibt es für Irbesartan nicht nur Belege einer möglichen Minimierung 

elektrischen Remodelings [222, 424, 474], sondern auch Belege für das Potenzial 

einer reduzierten strukturellen Veränderung [59, 474]. Dagres et al. konnten jedoch 

keine Reduktion von Vorhofflimmern nach elektrischer Kardioversion finden [389] und 

auch Daten aus ACTIVE-I zeigen keine Verminderung von Vorhofflimmern durch 

Irbesartan [120]. Eine spätere Metaanalyse belegt allerdings eine (hoch) signifikante 

(p=0,001) Verminderung des Wiederauftretens von Vorhofflimmern durch Irbesartan 

[475]. Nach minimal invasiver chirurgischer Ablation konnte durch zusätzliche 

Behandlung mit Irbesartan das Wiederauftreten von Vorhofflimmern signifikant 

reduziert werden [476]. Auch in Verbindung mit Amiodaron führt Irbesartan zu (hoch) 

signifikant (p=0,008) [424] vermindertem Wiederauftreten von Vorhofflimmern, so z.B. 

signifikant (p<0,05) bei älteren Patienten mit paroxysmalem Vorhofflimmern [477], 

nach elektrischer Kardioversion [78, 368, 424, 474, 478] oder nach rheumatischen 

Herzklappenersatz [59, 478]. Die Mehrmedikation mit Irbesartan zeigte dabei 

vergleichbare Nebenwirkungen wir die Medikation mit Amiodaron allein [59, 368]. Die 

zusätzlichen Kosten der begleitenden Behandlung mit Irbesartan werden durch die 

Reduktion des Wiederauftretens der Arrythmie gerechtfertigt [424], ganz abgesehen 

von den indirekten Kosten durch Arbeitsausfall und intangiblen Kosten wie reduzierter 

Lebensqualität. Der unterschiedliche Erfolg von Irbesartan in den genannten 

Ergebnissen könnte Ausdruck einer unterschiedlichen Dauer und eines 

unterschiedlichen Ausmaßes atrialen Remodelings sein [59, 233, 424, 479-481]. 

Zumal es eine Korrelation zwischen dem Ausmaß atrialer Dyskontraktilität und dem 

Wiederauftreten von Vorhofflimmern gibt [96, 175, 470].  

Unstrittig ist der Effekt von Irbesartan auf die Hospitalisierung. So profitieren Patienten 

mit Vorhofflimmern von Irbesartan im Sinne einer bis zu 14% reduzierten (p=0.018) 

[97] und höchstsignifikant geringer andauernden (p=0,0001) [97] Hospitalisierung 

aufgrund kardiovaskulärer Erkrankungen [97, 120]. Darüber hinaus gibt es weniger 

Hospitalisierungen aufgrund nicht-kardiovaskulärer Ereignisse [120]. Des Weiteren 

führt Irbesartan zu einer Reduktion von Herzinsuffizienz [120], einer wichtigen Ursache 
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von Hospitalisierung bei Vorhofflimmern [120]. Eine signifikante Minderung 

kardiovaskulärer Ereignisse durch den Einsatz von Irbesartan konnte indessen nicht 

gezeigt werden [120, 482].  

Auch die blutdrucksenkende Wirkung von Irbesartan [120, 368, 369] wirkt sich 

vorteilhaft in Bezug auf das Auftreten und die Pathophysiologie des Vorhoflimmerns 

aus [22, 51, 52, 55, 78, 91-95, 122, 474, 483, 484]. Irbesartan wirkt antihypertensiv 

zudem besser als Präparate derselben Klasse wie Losartan und Valsartan und gleich 

gut wie ACE-Hemmer [453, 485]. In der SILVHIA-Studie zeigte sich trotz äquivalenter 

Blutdrucksenkung, dass Irbesartan linksventrikulärer Hypertrophie effektiver 

entgegenwirkt als der verglichene Betablocker [78, 368, 486]. Dies lässt einen über die 

reine Blutdrucksenkung hinausgehenden Effekt wahrscheinlich werden [424]. 

Irbesartan ist zudem wirksam bei diabetischer Nephropathie, sowohl im frühen als 

auch im späten Stadium [368, 453, 485, 487].  

Nebenwirkungen von Irbesartan wie Hypotension und renale 

Funktionsbeeinträchtigung müssen vor dem Einsatz des Präparates berücksichtigt 

werden [120]. Allerdings wird Irbesartan gut toleriert (ähnliche Absetzungsraten wie 

Placebo) [97, 368].  

 

3.2.5. CTGF und Wirkung von Irbesartan  

Connective tissue growth factor (CTGF) ist ein Mitglied der CCN-Familie 

matrixzellulärer Proteine [146, 488-492], sowohl Gen als auch Protein sind hoch 

konserviert zwischen den Spezies [488]. CTGF ist beteiligt an einer Vielzahl zellulärer 

Prozesse und hat Einfluss auf Zellüberleben, Zelladhäsion, Zellmigration, 

Zellproliferation und Produktion der Extrazellulärmatrix in vielen Zellarten [490,          

493-499]. So ist CTGF beispielsweise auch eingebunden in den physiologischen 

Prozess der Gewebsreparatur und Wundheilung mittels Kollagenproduktion und 

Narbenbildung [488-490, 495-500]. Eine initiale Hochregulation der Expression von 

CTGF nach einem Trauma kann folglich dem Wundheilungsprozess zugeordnet 

werden [488]. Permanente CTGF-Expression und CTGF-Überexpression hingegen 

führen zu exzessiver Produktion und Deposition extrazellulärer Matrix und spielen eine 

wesentliche Rolle bei profibrotischen Erkrankungen [146, 439, 490, 501-507]. 

Zahlreiche Arbeiten haben für unterschiedlichste Organe eine Überexpression von 

CTGF bei pathologischer Fibrose gezeigt [8, 19, 56, 146, 338, 339, 439, 447, 488-490, 
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493, 499, 500, 507-541], unter anderem auch am Herzen [8, 241, 390, 407, 488, 512, 

542-549].  

Im Herzen ist die CTGF-Expression postnatal auf das Atrium beschränkt [512]. Dort 

wird es hauptsächlich von Fibroblasten exprimiert [19, 488, 495, 496], aber auch von 

Kardiomyozyten [488, 495, 496, 542, 548, 550]. Induziert wird CTGF durch 

hypertrophe Stimuli [542], bei ischämischen Herzerkrankungen [241, 488, 489, 551] 

durch mechanischen Dehnungsstress [552] oder über Mediatoren wie Angiotensin-II 

sowie TGF-beta1 [56, 338, 394, 447, 488, 505].  

CTGF ist ein Induktor von Kollagenexpression, allerdings ein moderater [553]. Seine 

Wirkung wird im Zusammenspiel mit Kofaktoren wie TGF-beta gesteigert [439, 488, 

501, 507, 519, 550, 553-556]. Zudem kreiert CTGF eine Umgebung, die günstig für 

fibrogene Stimuli ist [338, 507, 550, 557]. Daneben bewirkt CTGF kardiomyozytäre 

Hypertrophie und kardiales Remodeling [439, 501, 547, 550, 558]. Gleichzeitig fördert 

CTGF als extrazelluläres Adapterprotein die Ligandenwirkung von TGF-beta [226, 

559]. CTGF bindet hierfür TGF-beta, präsentiert es den entsprechenden Rezeptoren 

und bewirkt zudem eine verstärkte Liganden-Rezeptoren-Bindung und Signalwirkung 

[255, 554, 559-561].  

Die Erhöhung der CTGF-mRNA-Expression wurde in dieser Arbeit als ein Marker für 

erfolgreich stimulierte HL-1-Zellen verwendet. Das liegt zum Ersten daran, dass CTGF 

bei kardialem Remodeling überexprimiert ist [439, 501, 547, 550, 558]. In mehreren 

Arbeiten wurde im Prozess des atrialen Remodelings die Bildung und Freisetzung von 

CTGF durch Kardiomyozyten gezeigt [496, 512, 531, 550]. Zum Zweiten ist CTGF 

auch bei kardialer Fibrose überexprimiert [8, 241, 390, 407, 488, 512, 542-545, 547, 

548]. Tatsächlich ist bei allen bisher beschriebenen fibrotischen Zuständen auch eine 

Erhöhung von CTGF vorzufinden [562]. Mehrere Studien an verschiedensten Zellen 

zeigen zudem, dass die CTGF-Expression der verstärkten Kollagenproduktion 

vorausgeht [226, 510, 518, 553, 563] und dass erhöhte Level von CTGF 

ausschlaggebend für Fibrose sind [226, 439]. CTGF ist damit ein hervorragender 

Surrogatparameter für fibroproliferative Erkrankungen [496, 531, 552], zumal seine 

Expression im Verlauf kardialer Fibrosierung früh induziert wird [488, 490]. Im Myokard 

von Patienten mit Vorhofflimmern konnte bereits eine deutliche Hochregulation der 

CTGF-Expression – im Vergleich zu Patienten mit Sinusrhythmus – festgestellt werden 

[226, 390]. Dies ging einher mit erhöhter atrialer Fibrose [8, 390]. Auch in                   

„acute rapid pacing“ in vivo-Studien mit Schweinen [564] und mit Hunden über 24 
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Stunden [447] sowie bei Versuchen mit „rapidly paced“ Zellkulturen [338] konnte eine 

erhöhte CTGF-Expression gemessen werden.  

Die Vermutung liegt nahe, dass eine Blockade von CTGF den fibrotischen Prozess 

unterbindet. In der Tat führt eine CTGF-Inhibierung zu veminderter Kollagenproduktion 

[516, 555, 565-569] Die Inhibierung von CTGF scheint daher nützlich für antifibrotische 

Therapien [439, 520, 570]. Tsai et al. zeigten, dass die atrial-myozytär induzierte 

Expression von CTGF und Kollagen1A1 in atrialen Fibroblasten durch den                  

AT1-Antagonisten Losartan abgeschwächt wird [338].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von CTGF in HL-1-Zellen 

nachgewiesen und ein frequenzabhängiger Anstieg der CTGF-Expression auf mehr 

als das 10-Fache festgestellt. Die Applikation von Irbesartan führte bei den              

„rapidly paced“ Proben zu einer überzufälligen Senkung der CTGF-Expression, deren 

Signifikanz mit der Frequenz der elektrischen Stimulation stieg. Dies lässt einen 

positiven Effekt von Irbesartan auf kardiales Remodeling vermuten.  

 

3.2.6. SGK1 und Wirkung von Irbesartan  

SGK1 gehört zur Gruppe der Serum- und Glukokortikoid-regulierten Kinasen, die an 

der Regulierung von Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zellüberleben beteiligt 

sind [571-577]. SGK1 spielt eine Rolle für die Anpassung an bzw. für das Überleben 

bei Umweltstress, beispielsweise bei Veränderungen der Nährstoffversorgung, der 

Temperatur oder der Osmolarität [571-575, 578-582]. Es gibt drei verschiedene SGKs: 

SGK1, SGK2 und SGK3, von denen die SGK1 am besten untersucht wurde [576, 578, 

583, 584]. SGK1-Homologe von SGK1 wurden in vielen Spezies identifiziert, unter 

anderem auch in Mäusen und beim Menschen [571, 585-588].  

Die Expression von SGK1 findet sich im Adulten in verschiedenen Geweben, unter 

anderem auch im Herzen [576, 578, 589]. Durch verschiedene extrazelluläre 

Stressstimuli wird die Expression von SGK induziert [578, 589-592]. So findet sich eine 

erhöhte SGK-Expression bei osmotischen Veränderungen, bei mechanischem Stress, 

bei oxidativem Stress und bei Hitzeeinwirkung oder UV-Strahlung [576, 578-580, 586, 

589, 591-600]. Auch Glukokortikoide, Wachstumsfaktoren oder einzelne Zytokine wie 

beispielsweise TGF-beta1 führen zu einer verstärkten SGK1-Expression [571, 572, 

576-578, 591, 592, 594, 599-607].  
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Erhöhte SGK1-Level werden bei einer Reihe von Krankheiten gefunden, so auch bei 

diversen fibrotischen Erkrankungen [576, 577, 581, 594-597, 604, 608-613]. Ebenso 

finden sich bei kardialer Fibrose erhöhte SGK1-Level [576, 614, 615].  

SGK1 wurde in dieser Arbeit als Kontrollmarker für erfolgreiches „acute rapid pacing“ 

verwendet, da wie oben beschrieben viele physiologische Abnormalitäten und 

Stressreize die SGK1-Expression induzieren und diese Induktion der Expression auch 

sehr rasch realisiert wird [576, 578, 598]. Vallon et al. zeigten, dass die Expression 

von CTGF und SGK1 miteinander in Verbindung stehen [615].  

In dieser Arbeit konnte eine „acute rapid pacing“-abhängige Induktion der Expression 

von SGK1 gezeigt werden. Diese Ergebnisse sind übereinstimmend mit denen von 

CTGF in der vorliegenden Arbeit. Durch die Verwendung von Irbesartan ließ sich die 

Expression der mRNA von SGK1 absenken. Dies legt den Schluss nahe, dass 

Irbesartan wesentliche Effekte des „acute rapid pacing“ kompensieren kann.  

 

3.2.7. TGF-beta1 und Wirkung von Irbesartan  

TGF-beta1 ist ein Mitglied der TGF-beta-Superfamilie und hat als solches Einfluss auf 

wesentliche zelluläre Prozesse wie Zellteilung, Zellwachstum, Zelldifferenzierung, 

Zellmigration, Zelladhäsion, Zellorganisation und Zelltod [164, 241, 255, 257, 274, 297, 

616-621]. TGF-beta spielt eine Rolle bei der embryonalen Entwicklung, bei der 

Organhomöostase und bei der Immunantwort oder der Antwort auf Gewebe- und 

Zellverletzungen [114, 255, 257, 489, 617-619]. Zudem kontrolliert es die Synthese 

der Extrazellulärmatrix in einer Vielzahl von Zellsystemen [257, 507, 517]. TGF-beta 

liegt im Säugetier in drei Isoformen vor: TGF-beta1, TGF-beta2 und TGF-beta3 [166, 

241].  

TGF-beta1 wird im Herzen vor allem von Fibroblasten sezerniert, aber auch von 

Kardiomyozyten [114, 244-246, 362, 410, 411, 414, 618, 622-628]. Geringe Level von 

TGF-beta1 werden vom Myokard kontinuierlich produziert [512]. Bei verschiedenen 

pathologischen Zuständen des Herzens steigt die TGF-beta1-Produktion der 

Kardiomyozyten, so zum Beispiel bei mechanischem Stress, Volumenbelastung, 

dilatativer sowie hypertropher Kardiomyopathie, Herzinsuffizienz, myokardialer 

Ischämie, Myokardinfarkt [114, 119, 166, 241-246, 265, 271, 298, 394, 395, 407, 447, 

488, 489, 512, 548, 622, 624, 629-664] und bei kardialen Arrhythmien [48, 166, 226, 

271, 643, 665, 666].  
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Die TGF-beta1-Überexpression führt zu kardialer Hypertrophie, zu kardialem 

Remodeling und damit maßgeblich zu kardialer Fibrose [114, 165, 240, 241, 243, 246, 

395, 407, 408, 415, 507, 512, 634, 635, 645, 651, 665, 667-678]. Vor allem die 

letztgenannte, die profibrotische Wirkung von TGF-beta1, ist in einer Vielzahl von 

Arbeiten für unterschiedliche Organe beschrieben worden und gut belegt, unter 

anderem für das Herz [114, 146, 165, 166, 240, 241, 243, 257, 296, 326, 376, 408, 

415, 439, 489, 507, 512, 553, 634, 635, 667, 670, 671, 673, 674, 678-688]. Auch beim 

Vorhofflimmern finden sich erhöhte TGF-beta1-Level [48, 239, 362, 390, 644, 646, 

650, 662, 689-692], welche nach Rhythmusnormalisierung wieder sinken [690]. Und 

auch beim Vorhofflimmern führt die TGF-beta1-Überexpression zu einer verstärkten 

Kollagenproduktion und Fibrose [48, 165, 166, 225, 246, 338, 646].                              

„Acute rapid pacing“ an Tiermodellen oder mit HL-1-Zellen bewirkt eine Verstärkung 

der Expression von TGF-beta1, die von anschließendem Remodeling geprägt ist [165, 

241, 338, 362, 646, 689]. Eine Autoinduktion der TGF-beta-Produktion verstärkt diesen 

Effekt [241]. Bei Patienten mit Vorhofflimmern konnte ein früher Anstieg von              

TGF-beta1 beobachtet werden [691]. TGF-beta1 spielt somit eine entscheidende Rolle 

bei der Entstehung von Vorhofflimmern [48, 165, 447, 644].  

Wegen seiner Bedeutsamkeit für das kardiale Remodeling ist TGF-beta1 ein 

interessantes therapeutisches Ziel für Therapien von Herzerkrankungen, die mit 

Hypertrophie und Fibrose assoziiert sind [271, 394, 395, 439, 673, 693]. Da TGF-beta1 

im pathologischen Kontext zudem die Freisetzung anderer profibrotisch wirkender 

Proteine wie CTGF bewirkt (koordinierte Expression im Rahmen des myokardialen 

Remodelings), würde von einer Verminderung bzw. Neutralisierung von TGF-beta1 

(beispielsweise durch Antikörper) doppelt profitiert werden [19, 146, 226, 338, 339, 

408, 439, 488, 490, 493, 501, 506-508, 510, 512, 513, 517, 552, 553, 561, 562, 565, 

661, 676, 694-709]. Das Ausmaß der Senkung des TGF-beta1-Spiegels bzw. die 

vorhandene Expression von TGF-beta1 korreliert gut mit der Wirkung einer 

Behandlung bzw. dem Schweregrad der Erkrankung. So wurde gezeigt, dass das 

Ausmaß der TGF-beta1-Expression mit dem Grad des kardialen Remodelings sowie 

dem Grad der Fibrose positiv korreliert [226, 648, 675, 690, 710]. Tatsächlich bewirkt 

die Inhibierung von TGF-beta1 eine reduzierte Fibrosierung [166, 408, 634, 635, 711-

725]. Bei kardialer Volumenbelastung blockieren TGF-beta1-Antikörper die 

Aktivierung und Proliferation von Fibroblasten und mindern die diastolische 

Dysfunktion [634, 726]. Im Postinfarkt-Herzen wird durch TGF-beta1-Blockade die 
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Fibrose abgeschwächt und die Kontraktilität verbessert [672, 727-730]. 

Unglücklicherweise führte der TGF-beta1-Antikörper im Postinfarkt-Herzen jedoch 

ebenfalls zu erhöhter Mortalität [727, 731]. Erklärt werden kann dies durch die extrem 

starke Blockade der Kollagenproduktion, die im Endeffekt sogar zu einer Dilatation 

geführt hat [395, 731]. Denn so schädlich eine exzessive Kollagenproduktion durch die 

resultierende myokardialen Steifigkeit ist, so nötig ist eine Basisexpression von 

Kollagenen via TGF-beta1, um die kardiale Struktur und Kontraktilität zu erhalten [119, 

395, 732-737]. Die Homöostase der extrazellulären Matrix erfordert ein reguliertes 

Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau [119, 732-734]. Durch die direkte 

Blockade des TGF-beta1 wurde dieses Gleichgewicht einseitig gestört, es kam zu 

einer ungehinderten Matrixdegradation und folgend zu kardialer Dilatation und 

Dysfunktion [395]. Dabei handelt es sich zwar um Ergebnisse aus dem Infarktherzen 

und nicht um Remodeling bei Vorhofflimmern, aber laut Khan et al. ähneln 

Mechanismen der Pathogenese im Postinfarkt-Herzen durchaus denen bei Arrhythmie 

[166].  

TGF-beta1 wirkt in vielen verschiedenen physiologischen Regelkreisen 

(Immunsystem, Zellproliferation, Gewebsreparatur), sodass eine globale Blockade das 

Risiko schwerwiegender Nebenwirkungen birgt [166, 254, 333, 395, 693, 738-746]. 

Beispielsweise ist TGF-beta1 der stärkste physiologische immunsuppressive 

humorale Faktor in Säugetieren [166, 395, 747]. Eine generelle Antagonisierung von 

TGF-beta1 bewirkt somit massive Inflammation und fördert autoimmunologische 

Prozesse [739, 748]. Außerdem wird für TGF-beta1 eine antiatherogene Wirkung 

beschrieben [749]. Die totale Inhibierung der TGF-beta1 Wirkung direkt beim Rezeptor 

scheint somit keine erfolgsversprechende Methode [333, 394]. Ein besseres Ziel wäre 

vielmehr eine selektive, zellspezifische Blockade der fibrotischen Signalwege mit einer 

erhaltenen Restaktivität von TGF-beta1 [333, 395, 693, 746, 750, 751]. Hier zeigt sich 

das mögliche Potenzial von AT1-Antagonisten. Eine Abschwächung der                     

atrial-myozytär induzierten Expression von TGF-beta1 und damit von Kollagen durch 

den Einsatz von Sartanen wurde bereits beschrieben[338]. Eine positive Wirkung der 

TGF-beta-Inhibierung wurde ebenfalls gezeigt [728].  

In dieser Arbeit wurde eine „acute rapid pacing“-abhängige Steigerung der                

TGF-beta-Expression gezeigt. Dies ist übereinstimmend mit den Daten von Yeh et al., 

die nach 24 h „acute rapid pacing“ von HL-1-Zellen einen Anstieg der Proteinsekretion 

von TGF-beta im Kulturmedium der HL-1-Zellen sahen [338, 362].  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yeh%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21289011
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Irbesartan senkte den „acute rapid pacing“-bedingten Anstieg der                                    

TGF-beta-Expression ohne dessen Expression komplett zu blockieren. Die positiven 

Effekte in der Organhomöstase können somit weiter bedient werden.  

Weitere Untersuchungen sind jedoch nötig, um zu klären, warum ein schwächerer 

Anstieg der TGF-beta-Expression bei stärkerer elektrischer Stimulation gesehen 

wurde. Auch die Frage, warum die HL-1-Zellen unter Einwirkung von Irbesartan in 

Abwesenheit von „acute rapid pacing“ eine höhere TGF-beta-Expression aufweisen, 

kann durch diese Arbeit nicht abschließend geklärt werden. Vermuten lässt sich, 

anhand der Ergebnisse dieser Arbeit, dass der normale Sinusrhythmus eine moderate 

„physiologische“ Expression von TGF-beta1 bewirkt, die bei bestehender 

Tachyarrhythmie in Richtung verstärkter Expression verändert wird.  

 

3.2.8. TGF-beta-Rezeptoren, Smads und Wirkung von Irbesartan  

Eine Beschreibung des Aufbaus der TGF-beta-Rezeptor-Komplexe sowie deren 

generelle Wirkungsweise wurden bereits in der Einleitung gegeben. Die Expression 

der TGF-beta-Rezeptoren in Kardiomyozyten wird durch mehrere Quellen belegt [241, 

752, 753]. Ihre Expression ist bei (kardialer) Pathologie verändert [298, 638, 639, 664, 

754]. Für Acvrl1 (=ALK1) und den Smad-1/-5-Signalweg wurde beispielsweise eine 

Induktion der Expression durch Hypoxie gezeigt [755-758]. Andere Quellen 

assoziieren den Acvrl1 (=ALK1)/Smad-1-Signalweg mit Fibrose [326]. Gramley et al. 

zeigten eine Erhöhung der Tgfbr2-Expression bei Vorhofflimmern [691]. Aber auch der 

Acvr1 (=ALK2) wird mit kardialen Fibrosierungsvorgängen in Verbindung gebracht 

[759].  

Die TGF-beta-Rezeptoren sind in den Fokus von Interventionsversuchen gelangt [750, 

759, 760-764]. Beispielsweise führte eine Blockade des Tgfbr2 zu verminderter 

kardialer Fibrose bei „acute rapid pacing“ in vivo an Hunden und zudem zu einem 

verminderten Auftreten von Vorhofflimmer-Episoden [761]. Andere Versuche belegen 

eine reduzierte Fibrose nach Deletion von Tgfbr2/Tgfbr1 (=ALK5) [750]. Auch die 

Blockade von Acvr1 (=ALK2) führte in Versuchen zu einer reduzierten Fibrose [759]. 

Um mögliche unerwünschte Effekte einer Blockade zu vermeiden [765], ist ein 

genaues Verständnis der Rezeptoren und ihrer Wirkung erforderlich.  

Wie in der Einleitung beschrieben [siehe 1.3.], wird nach Bildung des oligomeren 

Rezeptorkomplexes die intrazelluläre Smad-Signalkaskade aktiviert. Smad-Proteine 

sind zwischen den Spezies sehr ähnlich, weswegen von einer generell ähnlichen 
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Funktion und Funktionsweise ausgegangen werden darf [256]. Alle drei funktionellen 

Klassen der Smad-Proteine und nahezu alle Isoformen wurden im kardiovaskulären 

System nachgewiesen [240, 255]. Bei Wirbeltieren gibt es vor allem bei den R-Smads 

und Co-Smads eine große Ähnlichkeit [256, 257]. Bei Mensch und Maus existieren 

acht Smad-Proteine [257]. Über die Relevanz spezifischer Smads für fibrotische 

Krankheiten gibt es indes unterschiedliche Ansichten.  

Unter dem Postulat, dass der TGF-beta-Effekt am Herzen vor allem durch              

Smad-2-Phosphorylierung erfolge [239, 265-267, 766], wurde gezeigt, dass bei 

Patienten mit Vorhofflimmern der Smad-2-Signalweg eine Rolle spielt [239, 691]. 

Andere Autoren fanden bei (kardialer) Fibrose eine erhöhte Expression von Smad-3 

[226, 395, 547, 693, 706, 767-769] und sahen hier Relevanz für Prozesse beim 

Vorhofflimmern [226]. Auch Khalil et al. sahen die Bedeutung des                                

Smad-2/-3-Signalweges in der kardialen Fibrose und eine Reduktion der Fibrose nach 

entsprechender Rezeptor-Blockade [750]. Allerdings wurden in den beschriebenen 

Quellen entweder Fibroblasten oder komplettes kardiales Gewebe verwendet. Eine 

isolierte Betrachtung der Kardiomyozyten erfolgte nicht. Die unterschiedlichen 

Antworten der verschiedenen Zelltypen differenziert zu verstehen scheint jedoch 

unabdinglich [546, 770-773], denn aktiviertes TGF-beta bindet an Rezeptoren von 

Kardiomyozyten und Fibroblasten [752].  

Möglicherweise muss auch eine genaue Differenzierung zwischen Smad-2 und     

Smad-3 erfolgen [507, 725, 774-778], da bei einigen Fibrosierungsprozessen Smad-3 

die wesentliche Rolle zugeschrieben wird, während Smad-2 – anders als in den oben 

genannten Ergebnissen – zu einem protektiven Faktor erklärt wird [640, 693, 725, 767, 

779-782]. Gestützt wird dies durch Quellen, welche die Autoinduktion von TGF-beta 

durch Smad-3 bekräftigen [767, 775]. Smad-2 hingegen schützte vor                          

Smad-3-vermittelter renaler Fibrose [767]. Eine Blockade von Smad-3 – nicht jedoch 

von Smad-2 – verhinderte renale Fibrosierung [418, 725, 767, 774, 783, 784], während 

die Blockade von Smad-2-Fibrosierungsvorgänge in verschiedenen Geweben förderte 

[767, 785, 786]. Erklärt wird dies von Meng et al. durch erhöhte Phosphorylierung von 

Smad-3 nach Verlust von Smad-2 [767]. Auch Aufbau und Abbau der extrazellulären 

Matrix werden durch Smad-2 und Smad-3 in unterschiedlicher Weise gesteuert [270, 

767, 775, 787]. Eine Abschwächung des als protektiv gewerteten Smad-2 führte in 

tierexperimentellen Modellen zu stärkerer kardialer Hypertrophie [788] und zu erhöhter 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khalil%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28891814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meng%20XM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20595680
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TGF-beta-Expression in vitro und in vivo [767]. Eine Blockade von Smad-3 hingegen 

verhinderte Fibrose und reduzierte kardiales Remodeling [789].  

Ergebnisse anderer Studien sprechen für eine große Bedeutung des                          

Smad-1/-5/-8-Signalweges für Fibrosierungsprozesse [310, 512, 553, 679, 759, 790, 

791]. TGF-beta und CTGF, die beide wie oben beschrieben eine große Rolle bei 

(kardialer) Fibrosierung spielen, aktivieren im Zusammenspiel Smad-1 [553]. Smad-1 

wiederum spielt eine Schlüsselrolle in der Induktion der Expression von CTGF [310, 

553, 791-793], sodass es zu einer aukokrinen Schleife zwischen TGF-beta, Smad-1 

und CTGF bei fibrotischen Prozessen kommt [499, 553, 794]. Als Ergebnis einer 

Blockade von Smad-1 wurde bereits eine verminderte Expression von Kollagen und 

CTGF beschrieben [310, 759, 791].  

Um die TGF-beta1-Wirkung an HL-1-Zellen nachzuvollziehen, wurden die hierfür 

relevanten Rezeptoren Tgfbr2 und Tgfbr1 (=ALK5) mit dem Smad-2/-3-Signalweg 

sowie Tgfbr2 und Acvrl1 (=ALK1) mit dem Smad-1/-5/-8-Signalweg untersucht. Da, wie 

in der Einleitung beschrieben, die phosphorylierte Form für die Aktivität entscheidend 

ist, wurden entsprechend phospho-Smad-2 und phospho-Smad-1/-5/-8 untersucht. 

Zusätzlich wurden die Expressions-Level von Acvr2b und Acvr1 (=ALK2) untersucht, 

die ebenfalls über den Smad-1/-5/-8-Signalweg vermitteln [329].  

Der Tgfbr2 konnte in HL-1-Zellen (Kontrollproben ohne „acute rapid pacing“) in 

wiederholten Versuchen nicht nachgewiesen werden. Ein Vergleich mit Kardiozyten 

der Maus lieferte im Gegensatz dazu einen positiven Nachweis. Auch Lijnen et al. 

konnten Tgfbr2 im adulten Mausherzen nachweisen [241]. Diese Ergebnisse legen 

nahe, dass Expression und Aktivität von Komponenten des kanonischen                     

TGF-beta-Signalwegs nicht ohne weiteres auf HL-1-Zellen übertragen werden können 

und auch andere Abweichungen möglich sind.  

Für Tgfbr1 (=ALK5) zeigte sich eine „acute rapid pacing“-bedingte signifikante 

Verminderung der Expression. Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit 

Ergebnissen von Gramley et al., die zeigten, dass sich die Expression von                

Tgfbr1 (=ALK5) mit bestehender Dauer des Vorhofflimmerns verminderte [691]. 

Weitere Versuche mit unterschiedlicher „acute rapid pacing“-Dauer wären erforderlich, 

um diese Frage zu klären. Weiterhin ist unklar, über welches Typ-I-Rezeptor, der 

Tgfbr1 (=ALK5) seine Signaltransduktion vermittelt, da Tgfbr2 nicht nachgewiesen 

werden konnte und ein anderer Rezeptorpartner im klassischen TGF-beta-Signalweg 

– wie in der Einleitung dargelegt – nicht benannt wird. Die Signalwirkung wird in           
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HL-1-Zellen nicht über Smad-2 erfolgen, da phospho-Smad-2 nicht nachgewiesen 

werden konnte – weder in den „rapidly paced“ Zellen noch in den unbehandelten 

Kontrollproben oder nach Inkubation von HL-1-Zellen mit TGF-beta1. Zu                     

phospho-Smad-3 oder alternativen Signalwegen kann indes keine Aussage getroffen           

werden.  

Aufgrund der Komplexität der TGF-beta-vermittelten Signalwege mit vielen 

alternativen Signaltransduktoren, „crosstalk“ zu anderen Signalwegen und diversen 

Interaktionen untereinander [271, 296, 678, 691, 795-799] kommen zahlreiche 

theoretische Möglichkeiten für eine Signaltransduktion via Tgfbr1 (=ALK5) in                

HL-1-Zellen unabhängig von Tgfbr2 in Betracht. Auch die Möglichkeit der Bindung von 

Tgfbr1 (=ALK5) an andere Typ-II-Rezeptoren sollte für HL-1-Zellen in Betracht 

gezogen werden. Irbesartan hatte keine nachweisbaren Auswirkungen auf die 

Expression von Tgfbr1 (=ALK5), weder bei den unbehandelten Kontrollproben noch 

bei den „rapidly paced“ Zellen.  

Für Acvrl1 (=ALK1) wurden „acute rapid pacing“-abhängige Anstiege der                

mRNA-Gehalte nachgewiesen, die durch Irbesartan wieder vermindert werden 

konnten. Das Verhalten von Acvrl1 (=ALK1) zeigte in den durchgeführten Versuchen 

ein ähnliches Profil wie CTGF und TGF-beta1 [Abb. 9, 11 und 14 auf S. 45, 49 und 

54]. Acvr1 (=ALK2) zeigte gerade im Bereich der 5 Hz Stimulation ebenfalls ein 

ähnliches Verhalten wie CTGF und TGF-beta1 [Abb. 9, 11 und 13 auf S. 45, 49 und 

52]. „Acute rapid pacing“-bedingte Erhöhungen der Acvr1-mRNA-Spiegel (=ALK2) 

konnten durch Irbesartan wieder gesenkt werden. Da Acvrl1 (=ALK1) und Acvr1 

(=ALK2) ein ähnliches Verhalten wie CTGF und TGF-beta1 zeigten,                              

beide Typ-I-Rezeptoren ihre Signalwirkung klassischerweise über den                                   

Smad-1/-5/-8-Signalweg vermitteln und eine Zunahme von phospho-Smad-1/-5/-8 

durch „acute rapid pacing“ gezeigt werden konnte, kann geschlussfolgert werden,        

dass in „rapidly paced“ HL-1-Zellen über TGF-beta1 vorwiegend der                                        

Smad-1/-5/-8-Signalweg bedient wird. Gestützt wird diese Schlussfolgerung durch das 

Ergebnis, dass die Mengen von phospho-Smad-1/-5/-8 auch nach Administration von 

TGF-beta1 einen Anstieg zeigten. Analog zeigten Nakerakanti et al., dass CTGF für 

die TGF-beta-induzierte Phosphorylierung von Smad-1 benötigt wird [553]. Weiterhin 

liegt die Vermutung nahe, dass TGF-beta1 auch Acvr1 (=ALK2) bindet, was die von 

Bharathy et al. [329] formulierte These einer breiteren Rezeptorspezifität von              

TGF-beta stützt. Der im kanonischen Signalweg beschriebene Ko-Rezeptor von             

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bharathy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18339844
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Acvr1 (=ALK2) – Acvr2b – zeigte sich hinsichtlich der Expressionsstärke nach                    

„acute rapid pacing“ unverändert und auch Irbesartan hatte keine nachweisbaren 

Auswirkungen. Ob eine isolierte Hochregulation der Typ-I-Rezeptoren für die 

verstärkte Signaltransduktion über die klassischen Rezeptorkomplexe ausreichend ist 

oder alternative Signalwege eine Rolle spielen bzw. welchen Ko-Rezeptor               

Acvrl1 (=ALK1) bindet, kann durch diese Arbeit nicht geklärt werden. Auf die möglichen 

Unterschiede zwischen HL-1-Zellen und nativem kardialen Gewebe wurde bereits 

hingewiesen.  

Ob Irbesartan zu einer Reduktion von phospho-Smad-1/-5/-8 führt, wurde nicht 

untersucht. Die Vermutung liegt nahe, da sowohl „acute rapid pacing“ als auch         

TGF-beta-Inkubation zu einem Anstieg der Menge von phospho-Smad-1/-5/-8 führten. 

Weitere Versuche sind jedoch notwendig, um dies zu bestätigen.  

Auch wenn der klassische TGF-beta/BMP-Signalweg in HL-1-Zellen nicht bedient wird, 

sind die Untersuchung der Auswirkung von „acute rapid pacing“ und die sich 

andeutende positive Wirkung von Irbesartan sinnvoll. Denn nicht nur Unterbrechungen 

des kanonischen TGF-beta-Signalwegs sind interessant für therapeutische 

Intervention, sondern auch die Unterbrechung alternativer Signalwege im Rahmen 

pathologischer Veränderungen [271, 666, 691, 800-803].  

 

3.2.9. Myostatin und Wirkung von Irbesartan  

Myostatin (MSTN), auch als GDF-8 bezeichnet, ist ein Mitglied der                                  

TGF-beta-Superfamilie und im Wesentlichen ein negativer Regulator des 

Zellwachstums [257, 259, 619, 804-814]. MSTN ist speziesübergreifend hoch 

konserviert [815-817]. Die aktiven Domänen bei Maus und Mensch stimmen zu 100% 

überein [815-817]. Somit ist die Maus als Modell für die Wirkung beim Menschen gut 

geeignet [816].  

Es ist bekannt, dass der Ligand MSTN seine Wirkung über die Rezeptorkomplexe 

Acvr1b (=ALK4)/Acvr2b und Tgfbr1 (=ALK5)/Tgfbr2 vermittelt und auf diese Weise 

eine Aktivierung des Smad-2/-3-Signalwegs bewirkt [256, 266, 298, 629, 753, 809, 

815, 816, 818-824].  

MSTN kommt im Wesentlichen im Skelettmuskel vor, aber auch in Kardiomyozyten 

wurde seine Expression nachgewiesen [804, 805, 808, 825-832]. Im Skelettmuskel ist 

MSTN ein negativer Regulator für das Muskelwachstum [804, 805, 810, 812-815, 817, 

825, 833, 834]. Nicht endgültig beantwortet ist die Frage, ob diese Wirkung auf den 
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Herzmuskel übertragen werden kann [835]. Zumal neuere Quellen den Wert einer 

differenzierten Betrachtung von MSTN in Skelettmuskel und Herz stützen [336,        

836].  

Eine Vielzahl von Quellen legt nahe, dass MSTN auch auf Kardiomyozyten 

antihypertrophe und antiproliferative Effekte ausübt [804, 805, 808, 812, 814, 830, 831, 

837, 838]. Lediglich Cohn et al. stellen antihypertrophe Effekte am Herzen in Frage 

[639]. Dort wurde jedoch das Modell genetisch veränderter und dennoch lebensfähiger 

Myostatin-Null-Mäuse verwendet, sodass unklar ist, ob nicht Regelkreise außerhalb 

von Myostatin die kardiale Struktur steuern.  

Auch In Bezug auf den Schaden/Nutzen von MSTN beim Herzen finden sich in der 

Literatur zunächst widersprüchliche Ergebnisse. So beschreiben einige Autoren eine 

erhöhte Expression von MSTN bei Herzinsuffizienz [823, 831, 839, 840], während 

andere Autoren eine Blockade von MSTN mit Herzinsuffizienz in Verbindung bringen 

und MSTN als protektiv gegen Herzinsuffizienz ansehen [832, 841]. Bei genauerer 

Betrachtung letzterer Quellen fällt jedoch auf, dass die Ursache für die untersuchte 

Herzinsuffizienz eine bestehende Hypertrophie des Herzens war [832, 841]. Der 

breiten Annahme folgend, dass MSTN auch am Herzen antihypertroph wirkt, erklärt 

sich im Umkehrschluss die Hypertrophie bei reduziertem MSTN mit nachfolgender 

Herzinsuffizienz [832]. Daneben sollte die mannigfaltige Genese von Herzinsuffizienz 

berücksichtigt werden, die nicht nur Hypertrophie als Risikofaktor inkludiert, sondern 

auch Atrophie, Fibrose und Arrhythmien wie Vorhofflimmern [24].  

Erhöhte Konzentration von MSTN in Gewebe oder auch Plasma konnten bereits bei 

diversen pathologischen Zuständen des Herzen gefunden werden [298, 638, 639, 804, 

805, 823, 825-827, 829, 831, 838, 839, 842-849], mit beschriebener Verbesserung 

nach entsprechender Blockade der Expression [850]. Rosenberg et al. zeigten, dass 

Myostatin die Suszeptibilität für Vorhofflimmern in Mäusen steigert [812]. Auch 

Barallobre-Barreiro et al. sehen eine Rolle von MSTN für die Entwicklung einer 

kardialer Arryhthmie [851]. Korrelierend hierzu finden sich Ergebnisse, die MSTN bei 

kardialem Remodeling erhöht finden [829, 832, 838, 839] und eine profibrotische 

Wirkung von MSTN aufzeigen [831, 852] – analog zum Skelettmuskel [853]. Eine 

Blockade von Myostatin führte zu reduzierter Fibrose am Herzen [850, 854] – ebenfalls 

analog zum Skelettmuskel [827, 853, 855, 856]. Auch hier differiert die Sichtweise von 

Cohn et al [639] mit gleichen Einschränkungen.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohn%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17336525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosenberg%20MA%5Bauth%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barallobre-Barreiro%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27559042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohn%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17336525
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In jedem Fall muss der Konzentrationsbereich von MSTN gut eingestellt sein, um eine 

normale Herzfunktion zu gewährleisten [852]. In pathologischen Zuständen sollte eine 

bedachte Regulation erfolgen, um schadhafte Effekte zu vermeiden [838, 852]. Ein 

optimales Verständnis der Wirkungsweise von MSTN am Herzen ist wünschenswert, 

zumal MSTN als therapeutisches Ziel interessant ist [831, 857, 858].  

In dieser Arbeit wurde ein frequenzabhängiger Anstieg der MSTN-Expression 

gefunden. Dies stützt die breite Datenlage einer stärkeren Expression von MSTN bei 

bestehender kardialer Schädigung. Der Einsatz von Irbesartan führte zu einer 

deutlichen Senkung der MSTN-Expression, sodass ein positiver Effekt 

geschlussfolgert werden kann.  

Über welchen Signalweg MSTN seine Effekte in „rapidly paced“ HL-1-Zellen vermittelt, 

kann durch diese Arbeit nicht sicher beantwortet werden. Für die Aktivierung des 

Smad-2/-3-Signalwegs über MSTN gibt es bereits Belege [851]. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit zeigen für MSTN ein ähnliches Profil zu den Ergebnissen von CTGF und         

TGF-beta. Somit kann der Verdacht einer Signaltransduktion über den                       

Smad-1/-5/-8-Signalweg geäußert werden. Da MSTN den Typ-II-Rezeptor Acvr2b 

bindet [851] und MSTN analog zu TGF-beta zwar eine hohe Affinität für den               

Typ-II-Rezeptor aber eine niedrige Affinität für den Typ-I-Rezeptor aufweist [336, 337, 

859], liegt der Schluss nahe, dass auch die andere Teilstrecke bedient werden könnte. 

Zumal bereits bekannt ist, dass MSTN – analog zu TGF-beta – seine Wirkung auch 

über alternative Signalwege vermittelt [852, 860-862]. Weitere Untersuchungen sind 

jedoch notwendig, dies endgültig zu klären.  

 

3.2.10. Follistatine  

Zu den Follistatinen zählen neben Follistatin (FST) auch follistatin like 1 (FSTL1), 

follistatin like 3 (FSTL3) und follistatin like 5 (FSTL5) [808, 824, 863-866]. Während 

kardiales FST primär in Fibroblasten und Endothelzellen vorzufinden ist, finden sich 

kardiomyozytär relevante Mengen von FSTL1 und FSTL3 [807]. Für FSTL5 gibt es 

wenig Literatur, die sich zudem mit nicht-kardialem Gewebe befasst.  

FST wirkt als Ligandenfalle, indem es Mitglieder der TGF-beta-Superfamilie wie 

Myostatin bindet und deren Wirkung an den Rezeptoren blockiert [255, 298, 804, 806, 

818, 865, 867-874]. FSTL3 besitzt eine ähnliche Struktur und Funktion wie Follistatin 

[255, 259, 298, 804-806, 809, 810, 813, 815, 816, 818, 824, 864, 865, 868, 873,        

875-878] und wird im Nachfolgenden zuerst beschrieben.  
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3.2.10.1. FSTL3 und Wirkung von Irbesartan  

FSTL3 kann in unterschiedlichen Zellarten nachgewiesen werden und kommt auch in 

Kardiomyozyten vor [325, 807, 869, 875, 876, 879-882]. Eine verstärkte Expression 

von FSTL3 findet sich bei diversen kardialen Pathologien [325, 546, 807, 883], unter 

anderem bei kardialer Fibrosierung [325, 546]. Hier wirkt es im Zusammenspiel mit 

CTGF [546]. FSTL3 korreliert zudem positiv mit molekularen Markern der 

Krankheitsschwere [807]. Erklärt werden kann dies durch die Bindung 

kardioprotektiver Faktoren [883]. Nach Erholung normalisiert sich die Expression von 

FSTL3 [807, 883]. Insgesamt kann von einem nachteiligen Einfluss von FSTL3 für das 

Herz ausgegangen werden [336]. Dies macht FSTL3 zu einem interessanten 

therapeutischen Ziel. Durch gezielte Blockade konnten in Experimenten pathologische 

Zustände am Herzen reduziert werden [325, 546], so auch kardiale Fibrose [546]. Die 

therapeutische Einflussnahme sollte jedoch bedacht erfolgen, da für eine 

unkontrollierte Blockade schadhafte Folgen gezeigt werden konnten [884].  

Auch TGF-beta kann die Expression von FSTL3 auslösen [882, 885-890]. 

Interessanterweise zeigen Untersuchungen, dass FSTL3 diejenigen Liganden 

blockiert, die ALK4 (=Acvr1b), ALK5 (=Tgfbr1) und ALK7 (=Acvr1c) binden und eine 

Smad-2-Phosphorylierung bewirken würden [255, 325, 891, 892]. Somit könnte man 

schlussfolgern, dass TGF-beta über diesen Mechanismus eine Aktivierung des       

ALK5-Signalwegs behindert und die Aktivierung des ALK1-Signalwegs fördert.  

In dieser Arbeit wurde ein frequenzabhängiger Anstieg der FSTL3-Expression 

beobachtet, der durch Irbesartan gesenkt werden konnte. Der FSTL3-Anstieg kann 

über die Stresswirkung durch die elektrische Stimulation („acute rapid pacing“) erklärt 

werden. Die Senkung durch Irbesartan deutet auf einen positiven medikamentösen 

Effekt, da normalisierte FSTL3-Level für kardiale Erholung sprechen [807, 883]. Eine 

Förderung des Smad-1/-5/-8-Signalweges wie oben beschrieben, würde sich mit den 

bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit decken.  

 

3.2.10.2. FSTL1 und Wirkung von Irbesartan  

FSTL1 wird von unterschiedlichen Zelltypen sezerniert, beispielsweise von 

Endothelzellen, glatter Gefäßmuskulatur oder eben Kardiomyozyten [392, 807, 808, 

893-895]. Als Kardiomyokin vermittelt FSTL1 physiologische wie pathologische 

Signale und spielt eine Rolle bei Entzündungen, der Stressantwort, Krankheiten und 

dem Remodeling [324, 392, 807, 808, 893-901]. Diverse kardiale Pathologien gehen 
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mit einer erhöhten Expression von FSTL1 einher, die sich nach Erholung wieder 

normalisiert [324, 807, 808, 893-896, 899, 900, 902-907]. Im Gegensatz zu FSTL3 wird 

die Erhöhung von FSTL1 jedoch als kardioprotektiv beurteilt [324, 807, 808, 883,       

893-896, 900, 902, 905-912]. Erklärt wird dies unter anderem durch die Förderung der 

Angiogenese sowie antiapoptotische und antihypertrophe Effekte [324, 392, 807, 808, 

893-896, 900, 902, 906, 908, 913-917]. Hierdurch erklärt sich auch die zunächst 

paradox anmutende erhöhte Mortalität bei stark erhöhten Konzentrationen des 

kardioprotektiven FSTL1 [324, 903]. Denn die starke Erhöhung von FSTL1 ist bedingt 

durch eine entsprechend vorhandene kardiale Schädigung mit immanent schlechter 

Prognose. Korrelierend wirkt sich eine Blockade von FSTL1 kardial nachteilig aus 

[907]. Dass Chen et al. eine verminderte FSTL1-Expression nach experimentell 

kardialer Schädigung sahen [909], steht nicht zwingend mit oben Genanntem im 

Widerspruch, da ein apoptotisches Reagenz verwendet wurde, welches einerseits die 

Gesamtexpression von FSTL1 durch vermehrten Zelltod vermindert und andererseits 

dem antiapoptischen Effekt von FSTL1 direkt entgegen steht.  

FSTL1 teilt nur eine begrenzte Homologie mit Follistatin oder FSTL3 [808, 883, 893, 

894, 896, 902]. Deswegen ist es auch nicht in der Lage, Liganden der                            

TGF-beta-Superfamilie zu binden [883, 896, 918]. Vielmehr ist FSTL1 selbst ein 

Ligand, der Oberflächenrezeptoren auf Kardiomyozyten bindet und verschiedenste 

Signalwege moduliert, unter anderem auch den TGF-beta/Smad-Signalweg [807, 808, 

883, 893, 894, 896, 902, 906, 909, 918-920]. Hierbei bindet FSTL1 den tgfbr2 oder es 

bindet TGF-beta1 und erleichtert diesem die Bindung an den tgfbr2, mit nachfolgender 

Regulation des Smad-Signalwegs [919, 920]. Dadurch spielt FSTL1 eine Rolle bei 

Fibrosierungsprozessen [905, 919, 921]. Seine Wirkungsweise und Signalvermittlung 

ist dabei abhängig von Zelltyp und Gewebe [919, 920, 922, 923]. Kardial wirkt FSTL1 

über den phospho-Smad-2/-3-Signalweg und induziert sich, über einen positiven 

feedback loop, myokardial selbst [906]. FSTL1 aktiviert nicht den                              

phospho-Smad-1/-5/-8-Signalweg [906]. Der kardioprotektive Effekt von FSTL1 erfolgt 

jedoch nicht unter Vermittlung des phospho-Smad-2/-3-Signalwegs, sondern über die 

Blockade des phospho-Smad-1/-5/-8-Signalwegs [909].  

In der vorliegenden Arbeit konnte eine hoch- bis höchstsignifikante                              

„acute rapid pacing“-abhängige Absenkung der FSTL1-Expression beobachtet 

werden. Anfänglich scheint dies widersprüchlich zu der vorbeschriebenen Erhöhung 

bei kardialer Pathologie. Die Absenkung kann jedoch erklärt werden als Folge des 
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Fehlens von tgfbr2 mit resultierend entfallender Autoinduktion sowie über die 

stimulationsbedingte Aktivierung des phospho-Smad-1/-5/-8-Signalwegs mit 

naheliegender Hemmung des antagonistisch wirkenden FSTL1. Irbesartan führte 

lediglich in der Gruppe der „non-paced“ Zellen zu einer letztlich nicht klärbaren 

signifikanten leichten Reduktion der Expression von FSTL1. Wohlwollend interpretiert 

könnte eine – gerade unter Stimulationsstress – fehlende Einflussnahme von 

Irbesartan auf das protektive FTSTL1 angenommen werden.  

 

3.2.10.3. FSTL5 und Wirkung von Irbesartan  

Es existiert verhältnismäßig wenig Literatur zu FSTL5, die zudem auf nicht kardiales 

Gewebe und Signalwege außerhalb des kanonischen TGF-beta-Signalwegs Bezug 

nimmt [866, 924, 925]. Vorhandene Daten beschreiben eine negative Korrelation 

zwischen FSTL5 und Tumorprognose von Medulloblastom [924] sowie 

hepatozellulärem Karzinom [866]. Einem niedrigen Level von FSTL5 wird eher ein 

Benefit zugesprochen [866, 924]. Insgesamt ist die Funktion von FSTL5 noch 

unzulänglich bekannt [925].  

In dieser Arbeit konnte weder in den „acute rapid pacing“-Versuchen noch durch die 

Verwendung von Irbesartan bei den unterschiedlichen Frequenzen des „acute rapid 

pacing“ eine signifikante Änderung der FSTL5-Expression beobachtet werden. Einzig 

beim Vergleich der unbehandelten Zellen ohne Irbesartan mit den bei 10 Hz 

stimulierten Zellen unter Irbesartan-Zusatz wurde ein signifikanter Anstieg gefunden, 

der mit Hilfe der vorliegenden Daten unzureichend interpretiert werden kann.  

 

3.2.11. Der akzessorische Rezeptor Endoglin und Wirkung von Irbesartan  

Endoglin ist ein Protein der Zelloberfläche [255, 668, 926-931]. Es kommt in den 

verschiedensten Zellarten vor [104, 240, 310, 312, 318, 326, 331, 668, 926, 928, 930, 

932-942], unter anderem auch in Kardiomyozyten [941, 942]. Endoglin ist involviert in 

die kardiovaskuläre Entwicklung, Prozesse der Angiogenese sowie vaskuläres und 

kardiales Remodeling [240, 318, 929, 932].  

Eine Vielzahl von Quellen beschreibt eine (kausal) erhöhte Expression von Endoglin 

bei Fibrosierung [326, 929, 934, 935, 943-951], unter anderem auch bei kardialer 

Fibrose [929, 934, 949, 952]. Analog führte eine Blockade von Endoglin zu reduzierter 

kardialer Fibrose [929, 949, 952, 953]. Alsamman et al. beschreiben zwar eine 

protektive Rolle von Endoglin bei Fibrose in der Leber [954], sehen jedoch für die       

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alsamman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28941022
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pro- oder antifibrotische Wirkung von Endoglin eine Abhängigkeit vom Zelltyp             

[954].  

Verschiedene Faktoren induzieren Endoglin, unter anderem TGF-beta [240, 326, 331, 

755, 756, 758, 929, 943, 949, 955-957]. Endoglin selbst ist ein Ko-Rezeptor von     

TGF-beta1 und unterstützt dieses bei der Bindung der Typ-I-Rezeptoren und              

Typ-II-Rezeptoren [507, 926, 930, 934, 937, 940, 950, 958, 959]. Dabei wirkt Endoglin 

als Stellschraube zwischen dem ALK1-Signalweg und dem ALK5-Signalweg [260, 

309, 312, 318, 327, 958, 960]. Endoglin inhibiert TGF-beta/ALK5/Smad-3 [318, 331, 

332, 959-961] und fördert ALK5/Smad-2 [958, 962] sowie TGF-beta/ALK1/Smad-1 

[318, 326, 756, 960, 963]. Darüber hinaus ist Endoglin fähig, Interaktionen mit vielen 

anderen Signalstrukturen einzugehen [668, 926].  

Neben der membrangebundenen Form existiert auch lösliches Endoglin [964-966]. 

Letztgenanntes ensteht durch proteolytischer Abspaltung von der 

membrangebundenen Form [965, 967, 968]. Lösliches Endoglin kann nicht mit den 

extrazellulären Regionen der Typ-I-Rezeptoren und Typ-II-Rezeptoren interagieren 

[969, 970], was darauf hinweist, dass diese Bindung regulär durch den intrazellulären 

Anteil von Endoglin ermöglicht wird, der bei der Abspaltung verloren geht.  

Lösliches Endoglin wirkt als Ligandenfalle und kann unter anderem TGF-beta1 binden 

[965, 971]. Dadurch vermindert sich die Fähigkeit von TGF-beta1 mit seinen 

korrespondierenden membraständigen Rezeptoren zu interagieren [969, 970]. Damit 

übereinstimmend wurde eine reduzierte Fibrosierung unter Wirkung von löslichem 

Endoglin beschrieben [929, 972]. In diesem Rahmen ist möglicherweise auch der 

antifibrotische Effekt durch exogene Administration von Endoglin zu werten [948,    

973].  

Offen bleibt in diesem Zusammenhang die Frage, warum lösliches Endoglin                      

– als Spaltprodukt der membrangebundenen Form – TGF-beta binden können soll, wo 

doch einige Autoren nahe legen, dass die Bindung von TGF-beta1 und 

membrangebundenem Endoglin das Vorhandensein korrespondierender Rezeptoren 

erfordert [926, 940, 959, 974]. Da genau diese Bindung jedoch beschrieben wird [965, 

971], ist davon auszugehen, dass nur die genauen Umstände der Bindung noch 

ungeklärt sind.  

Neben der membrangebundenen und der löslichen Form, gilt es bei Endoglin zwei 

alternative Spleißformen: langes (L)-Endoglin und kurzes (S)-Endoglin, welche in 

Maus und Mensch nachgewiesen worden sind [668, 933, 940, 975].  
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Diese Arbeit zeigt, dass Endoglin auch in HL-1-Zellen exprimiert wird. Doch weder in 

den „acute rapid pacing“-Versuchen noch durch die Verwendung von Irbesartan wurde 

eine signifikante Änderung der Endoglin-Expression beobachtet. Eine mögliche 

Erklärung könnte das Fehlen des tgfbr2 sein, mit der Folge, dass eine Regulation der 

Signaltransduktion nicht erforderlich bzw. gar nicht möglich ist. Eine andere Erklärung 

wäre, dass die vorbeschriebene regulatorische Wirkung im kanonischen                  

Smad-Signalweg in Kardiomyozyten eine viel geringere Bedeutung hat als in 

Endothelzellen oder Fibroblasten. Möglicherweise tritt der regulatorische Effekt auch 

nur im Zusammenspiel von Kardiomyozyten mit anderen Zelltypen auf. Weitere 

Untersuchungen sind notwendig, um diese Fragen zu beantworten. Zumal in der 

vorliegenden Arbeit keine Differenzierung zwischen den oben genannten 

verschiedenen Formen von Endoglin vorgenommen wurde.  

 

3.2.12. IDs  

Die Proteine mit dem offiziellen Symbol „ID“ („inhibitor of DNA binding“) spielen eine 

wichtige Rolle bei der Regulation der Zellproliferation, der Zellapoptose und der 

Zelldifferenzierung [798, 886, 976-991]. In vielen Arbeiten werden sie aufgrund ihrer 

Wirkungsweise auch als „inhibitor of differentiation“ bezeichnet [981, 992-995]. Es sind 

vier IDs bekannt: ID1, ID2, ID3 und ID4, die unterschiedliche Funktionen haben         

[996-1000] und von denen ID1, ID2 und ID3 auch im (sich entwickelnden) Herzen 

exprimiert werden [886, 996, 997, 1001-1006]. IDs wurden primär identifiziert in 

undifferenziertem und proliferierendem Gewebe [995]. Ihre Expression ist jedoch nicht 

nur während der Entwicklung, sondern auch in adulten und differenzierten Zellen 

nachzuweisen [978, 982, 997, 1004-1008], Zunächst konträr ist das Ergebnis einiger 

Arbeiten, die im adulten Myokard keine ID-Expression nachweisen konnten [996, 

1003, 1009]. Dies lässt sich jedoch durch verschiedene Arbeiten erklären, die ebenfalls 

nur eine geringe bis sogar fehlende Nachweisbarkeit in adulten Geweben beschreiben 

[1001, 1004-1006], aber eine Reexpression unter gewissen pathophysiologischen 

Stimuli aufzeigen [976, 978, 1004, 1005, 1010]. Somit sind IDs nicht nur für Wachstum 

und Entwicklung bedeutsam, sondern auch für physiologische und pathologische 

Prozesse im adulten Organismus [798, 886, 978-980, 992, 993, 1011-1016]. Auch für 

das adulte Herz und fibrotische Krankheiten sind IDs bedeutend [1017].  

IDs sind Zielgene des TGF-beta-Signalwegs [240, 255, 326, 886, 954, 1018, 1019] 

und ihre Expression wird über Smads gesteuert [274, 286, 334, 1020]. Ob die 
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Expression der IDs herauf oder hinunter reguliert wird, ist in starkem Maße abhängig 

von der Zellart und der vorherrschenden Signaltransduktion [274].  

 

3.2.12.1. ID1 und Wirkung von Irbesartan  

Die Frage nach der Regulation von ID1 durch TGF-beta wird in der Literatur nicht 

einheitlich beantwortet. Viele Arbeiten beschreiben für verschiedenste Zellarten eine 

verminderte Expression von ID1 durch den Smad-2/-3-Signalweg und eine erhöhte 

Expression von ID1 durch TGF-beta bzw. den Smad-1/-5/-8-Signalweg [274, 286, 312, 

316, 317, 319, 323, 326, 331, 332, 334, 679, 756, 759, 886, 954, 1021-1023]. Dass 

Kang et al dennoch eine Repression von ID1 durch TGF-beta aufzeigen [286], erklärt 

sich aus der dortigen Annahme, dass TGF-beta exklusiv den Smad-2/-3-Signalweg 

bediene. Dies berücksichtigt nicht die Daten einer Aktivierung des                               

Smad-1/-5/-8-Signalwegs durch TGF-beta [329, 336, 337], deckt sich somit dennoch 

mit den vorgenannten Angaben einer verminderten Esspression von ID1 durch den 

Smad-2/-3-Signalweg und lässt eine mögliche Erhöhung von ID1 durch den               

TGF-beta/Smad-1/-5/-8-Signalweg offen.  

Konträr dazu sind die Ergebnisse von Liang et al., die eine erhöhte Expression von 

ID1 durch den TGF-beta/Smad-3-Signalweg in Epithelzellen sahen und – zumindest 

für Epithelien – phospho-Smad-3 als unverzichtbar für die Aktivierung von ID1 

ansehen [1024]. Der Smad-1/-5/-8-Signalweg wurde jedoch nicht untersucht. Offen 

bleibt auch die Frage nach anderen Einflussfaktoren außerhalb von TGF-beta. Dass 

die IDs am Ende einer langen Signalkette mit sich vervielfältigenden 

Interaktionsmöglichkeiten stehen, macht die Interpretation der Ergebnisse besonders 

schwierig [255, 326, 1015, 1020].  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine Induktion der ID1-Expression durch       

„acute rapid pacing“ beobachtet. Zusammen mit den übrigen Ergebnissen dieser 

Arbeit stützt dies die Datenlage einer TGF-beta/Smad-1/-5/-8-vermittelten                    

ID1-Aktivierung auch in HL-1-Zellen. Die Erhöhung von TGF-beta und ID1 durch 

elektrische Stimulation („acute rapid pacing“) wurde zudem noch nach 24 Stunden 

festgestellt, obwohl die reine TGF-beta-Inkubation in den vorgenannten Quellen nur 

zu einem intermittierendem Anstieg von ID1 in den ersten Stunden mit Abfall nach 

spätestens 12 Stunden geführt hatte [286, 1022, 1024]. Dies könnte für einen Einfluss 

von „acute rapid pacing“ auf die Dauer der Expression von ID1 sprechen.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liang%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19079362
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Offen bleibt jedoch, ob HL-1-Zellen per se eine differente Signaltransduktion haben als 

die Zellen der vorgenannten Experimente. Zu klären bleibt weiterhin die Frage nach 

einer möglicherweise sich zeitlich ändernden Expression von TGF-beta, Smad-1/-5/-8 

und ID1 bei elektrischer Stimulation. Zumindest deuten die Ergebnisse eines   

phospho-Smad-1/-5/-8-Anstiegs nach einstündiger TGF-beta1-Inkubation darauf hin, 

dass in HL-1-Zellen auch ein frühzeitiger Anstieg von ID1 annehmbar ist.  

Basierend auf der Vermutung einer profibrotischen Wirkungsweise des                       

TGF-beta/Smad-1/-5/-8-Signalwegs in HL-1-Zellen, kann im hier verwendeten Modell 

ein nachteiliger Effekt von ID1 für HL-1-Zellen respektive Kardiomyozyten 

angenommen werden. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Tanaka et al., die 

ebenfalls einen adversen Effekt von ID1 für Kardiomyozyten beschreiben [977]. Ein 

profibrotischer Effekt von ID1 über den TGF-beta/ALK1/Smad-1/-5/-8-Signalweg 

wurde zudem bereits von Wiercinska et al. beschrieben, allerdings in der Leber       

[679].  

Irbesartan führte in den unbehandelten Zellen zu einer signifikanten Verminderung der 

Expression von ID1-mRNA, was als positiver Effekt gewertet werden kann, wenn man 

die ID1-Expression in Kardiomyozyten als stressinduziert bzw. pathologisch wertet. In 

der Gruppe der „rapidly paced“-Zellen konnte keine Signifikanz errechnet werden, aber 

eine Tendenz zur Abschwächung von ID1 ist ersichtlich. In der Summe kann ein 

positiver Einfluss von Irbesartan auf HL-1-Zellen, sowohl unter „acute rapid pacing“ als 

auch in unbehandelten HL-1-Zellen, interpretiert werden.  

 

3.2.12.2. ID2 und ID3 und Wirkung von Irbesartan  

ID2 und ID3 vermitteln ihre Effekte über einen gemeinsamen Mechanismus und sind 

in ihrer Wirkung praktisch deckungsgleich, auch wenn ID2 in seiner Wirkung stärker 

ist als ID3 [798]. Die Mehr- oder Minderexpression der beiden IDs kann trotz 

Aktivierung gleicher Smads in verschiedenen Zellen unterschiedlich ausfallen. In 

Epithelien beispielsweise wird die Expression von ID2 und ID3 – analog zu ID1 – über 

den Smad-2/-3-Signalweg gesenkt und über den Smad-1/-5/-8-Signalweg induziert 

[274, 798, 886, 1023]. Analog wird In Endothelzellen für ID2 eine Induktion über den 

Smad-1/-5/-8-Signalweg beschrieben [316, 756, 886, 1021]. In Immunzellen dagegen 

führt der Smad-2/-3-Signalweg zu einer Induktion von ID2 und ID3 [886]. In 

Fibroblasten wurde ID3 durch TGF-beta1 induziert [1022]. Der entsprechende      

Smad-Signalweg wurde dabei nicht weiter untersucht [1022].  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wiercinska%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16628634
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In der vorliegenden Arbeit wurde unter „acute rapid pacing“ ein Abfall von ID2 und ID3 

gesehen. Dieses konkordante Verhalten deckt sich mit den vorbeschriebenen 

Ergebnissen. Analog findet sich in Epithelien eine TGF-beta-induzierte 

Herunterregulation von ID2 und ID3 nach mehreren Stunden [798].  

Legt man die Wirkungsweise von ID2 und ID3 aus anderen Arbeiten zu Grunde, so ist 

eine Herunterregulation von ID2 und ID3 mit EMT (epithelial-mesenchymal transition) 

verbunden [798], einem wesentlichen Aspekt kardialer Fibrosierung [1025-1027]. Eine 

verstärkte Expression von ID2 und ID3 hingegen blockiert diese Transdifferenzierung 

[798]. Die in dieser Arbeit beobachtete Verminderung der Expression der beiden IDs 

unter „acute rapid pacing“ könnte somit im Rahmen des kardialen Remodelings durch 

Einfluss von TGF-beta1 gedeutet werden.  

Irbesartan zeigt bei den „non-paced“ Zellen eine geringe, jedoch signifikante Senkung 

von ID2 und ID3, die weiterer Untersuchungen mit der Frage nach eventuellen 

negativen Auswirkungen bedarf. In der Gruppe der Stimulationszellen                       

(„acute rapid pacing“) konnte keine Signifikanz errechnet werden. Eine Tendenz zur 

Heraufregulation von ID2 und ID3 ist aber erkennbar. Dies könnte als positiver Effekt 

von Irbesartan auf „rapidly paced“ HL-1-Zellen gewertet werden.  

 

3.2.13. GSK-3beta und Wirkung von Irbesartan  

GSK-3 gehört zur Familie der Serin-/Threonin-Kinasen, die konserviert in allen 

Eukaryoten vorliegt und in 2 Isoformen vorkommt: GSK-3alpha und GSK-3beta     

[1028-1033]. Im Gegensatz zu vielen anderen Proteinen werden sie durch 

Phosphorylierung inaktiviert [789, 1032-1034].  

Im Herzen liegt der größere Schwerpunkt auf GSK-3beta [1032, 1033]. Es existieren 

unterschiedliche Aussagen in Bezug auf den Nutzen/Schaden der aktiven Form von 

GSK-3beta [1035, 1036], aber die Mehrheit der Studien spricht GSK eine 

kardioprotektive Rolle zu [1035]. In der phosphorylierten (inaktiven) Form findet sich 

GSK-3beta in fibrotischem Gewebe ischämischer Herzen von Maus und Mensch [789]. 

Die Blockade von GSK-3beta führt im ischämischen Herzen zu Fibrosierung, 

ventrikulärer Dysfunktion und überschießender Narbenbildung [789]. Andere Quellen 

beschreiben bei GSK-3beta-Inaktivierung eine kardiale Hypertrophie, eine basalen 

Zellantwort auf Stress und Ursache von Herzinsuffizienz, funktioneller Einschränkung 

und Tod [1037, 1038]. Ein weiteres Argument für die kardioprotektive Rolle von       

GSK-3beta ist die Inhibierung des TGF-beta1-Signalwegs durch GSK-3beta [789].  
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GSK-3 ist ein interessantes therapeutisches Ziel in einer Vielzahl verschiedener 

Pathologien [1039]. Analog zu TGF-beta besteht jedoch die Sorge, dass eine 

komplette Blockade von GSK-3 aufgrund der pleiotropen Effekte – beispielsweise 

seiner Schlüsselrolle bei der Vermittlung der Insulinwirkung oder im Wnt-Signalweg – 

zu negativen Folgen führen könnte [1039]. Eine Intervention bei GSK-3 ohne 

tiefgreifendes Verständnis der genauen Mechanismen im Herzen wäre sehr riskant 

[1033]. Aufgrund der oben geschilderten gegensätzlichen Aussagen zum 

Nutzen/Schaden von GSK-3beta ist unklar, ob es bei GSK-3 besser ist zu inhibieren, 

zu aktivieren oder gar nicht zu interferieren [1032].  

Aus den Abbildungen 27 und 28 [siehe 3.1.8.] ist ersichtlich, dass vor allem die 

phosphorylierte Form von GSK-3beta unter „acute rapid pacing“ stark ansteigt. Da die 

durchgeführte elektrische Stimulation („acute rapid pacing“) als Stress mit negativen 

Folgen für die Herzzellen gewertet werden kann, sprechen die Ergebnisse dieser 

Arbeit für eine negative Konsequenz von phosphoryliertem (inaktivierten) GSK-3beta. 

Abbildung 29 [siehe 3.1.9.] zeigt, dass die Mehrexpression von Phospho-GSK-3beta 

bei „acute rapid pacing“ unter Einsatz von Irbesartan deutlich gesenkt werden kann. 

Dies liefert einen Hinweis auf die protektive Rolle von Irbesartan.  
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3.3. Zusammenfassung  

Zielstellung dieser Arbeit war es, den Einfluss von „lone atrial fibrillation“ auf die 

extrazelluläre und intrazelluläre Signaltransduktion des TGF-beta1-Signalweges zu 

untersuchen. Dazu wurde das Modell des „acute rapid pacing“ unter Verwendung 

muriner HL-1-Zellen genutzt. Weiterhin wurde die Einflussnahme von Irbesartan auf 

die festgestellten Veränderungen geprüft.  

„Acute rapid pacing“ führte zu einer erhöhten mRNA-Expression profibrotischer 

Faktoren wie CTGF, SGK1 und TGF-beta1. Marker für kardiale Schädigung wie MSTN 

und FSTL3 zeigten ebenfalls eine Erhöhung des mRNA-Gehaltes nach                      

„acute rapid pacing“. Kardial protektive Faktoren wie FSTL1 fanden sich im            

mRNA-Gehalt dagegen erniedrigt. Auf Proteinebene zeigte sich eine Mehrexpression 

des Stressmarkers GSK. Die Verwendung von Irbesartan beim „acute rapid pacing“ 

führte zu einer Reduktion der elevierten mRNA-Gehalte der profibrotischen Faktoren 

CTGF, SGK1 und TGF-beta1. Gleichfalls sank durch Irbesartan der erhöhte          

mRNA-Gehalt der kardialen Schädigungsmarker MSTN und FSTL3. Auf den        

mRNA-Gehalt des kardioprotektiven FSTL1 hatte Irbesartan keinen bedeutenden 

Einfluss. Auf Proteinebene konnte eine Minderexpression des Stressmarkers GSK 

festgestellt werden, wenn „rapidly paced“ Zellen mit Irbesartan inkubiert worden waren. 

Für andere untersuchte, mutmaßliche Modifikatoren wie Endoglin und FSTL5 lassen 

sich keine relevanten Aussagen ableiten.  

In Bezug auf den weiteren Signalweg sprechen die Ergebnisse der mRNA-Werte von 

ALK1 (Acvrl1), ALK2 (Acvr1) und ALK5 (Tgfbr1) nach „acute rapid pacing“ für eine 

Aktivierung des Phospho-Smad-1/-5/-8-Schenkels. Die Ergebnisse der 

Proteinexpression von Phospho-Smad-1/-5/-8 und phospho-Smad-2 nach                      

„acute rapid pacing“ bzw. Inkubation mit TGF-beta1 stützen diese These.  

Tgfbr2-mRNA konnte in HL-1-Zellen wiederholt nicht nachgewiesen werden, wurde 

jedoch in Kardiozyten von Mus musculus detektiert. Dies spricht für relevante 

Unterschiede im kanonischen TGF-beta-Signalweg zwischen HL-1-Zellen und nativem 

Mausgewebe.  

Die untersuchten Zielgene des TGF-beta-Signalwegs – ID1, ID2 und ID3 – zeigten in 

Bezug auf ihre mRNA nach „acute rapid pacing“ ein differenziertes Verhalten mit 

Anstieg von ID1 und Absenkung von ID2 und ID3, was zum Prozess eines 

Remodelings passt. Irbesartan führte in Bezug auf die mRNA der genannten Zielgene 

nach „acute rapid pacing“ zu keiner signifikanten Änderung.  
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4. Limitationen  

Da es sich bei dieser Arbeit um Grundlagenforschung an einer isolierten Zellart 

handelt, können naturgemäß keine allgemeingültigen Schlussfolgerungen für 

Gewebe, Organe oder ganzheitliche Organismen gezogen werden. So werden z.B. 

keine Interaktionen zwischen verschiedenen Zellarten erfasst [359, 413, 546,          

1040-1042].  

Die gewählte Zellart selbst entstammt aus dem manipulierten kardialen Gewebe einer 

Maus [siehe 3.2.1.]. Dies stellt bereits einen artifiziellen Eingriff in natürliches Gewebe 

dar, bietet andererseits jedoch erhebliche Vorteile in Bezug auf die Bereitstellung eines 

qualitativ gleichbleibenden Materials. Auch wenn eine ausreichende Vergleichbarkeit 

zwischen HL-1-Zellen und nativen Myokardzellen der Maus angenommen wird, so 

bestehen dennoch speziesübergreifende Unterschiede zum Menschen wie etwa eine 

veränderte prozentuale Aufteilung zwischen Kardiomyozyten und nicht-myozytären 

Zellen [8, 119, 394, 1043].  

Vorhofflimmern ist ein komplexes und multifaktorielles Geschehen und die 

untersuchten Signalstrukturen der gewählten Zellart stellen nur einen kleinen 

Ausschnitt einer ganzen Signallandschaft dar (beispielsweise Erk, JNK,                      

MAP-Kinasen (z.B.: p38, Ras/Raf), PP2A Phosphatasen, Mitglieder der Rho-Familie 

und small-GTPase-Signalwege) [19, 39, 48, 69, 119, 146, 166, 171, 240, 255, 260, 

274, 280-282, 284, 298, 338, 359, 362, 394, 421, 546, 677, 691, 795, 799-803, 959, 

1026, 1044-1096]. Auch wenn das Ziel eine möglichst umfassende Erkenntnis 

sämtlicher Prozesse bleiben sollte, erfordern begrenzte Ressourcen definierte 

Fragestellungen. Zudem muss einschränkend erwähnt werden, dass im konkret 

gewählten Signalweg zwar phospho-Smad-2 untersucht wurde, nicht jedoch     

phospho-Smad-3. Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit teilweise nur die veränderte 

Expression auf mRNA-Ebene geprüft, was keine vollumfänglichen Aussagen zur 

Proteinexpression zulässt.  

Weiterhin muss bedacht werden, dass sich die Erkenntnisse dieser Arbeit auf eine 

definierte experimentelle Behandlung der HL-1-Zellen beziehen und andere 

Begleitumstände zu anderen Ergebnissen führen könnten. Die zelluläre Signalwirkung 

kann sich sowohl in Bezug auf die betrachtete Zellart, als auch in Bezug auf die 

Zelldifferenzierung und den metabolischem Zustand der Zelle, unterscheiden [256, 

317].  
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