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1. Einleitung

Die Lysophospholipide S1P und LPA Uben im Herz-Kreislauf-System eine Vielzahl von
Effekten aus. S1P und LPA sind Wachstumsfaktoren, die einen gro3en Einfluss auf
Wundheilung, Thrombozytenaggregation, Angiogenese sowie die Migration von Ge-
faBmuskelzellen haben. Beide Lysophospholipide sind auch an entzliindlichen Prozes-
sen sowie bei der Entstehung von Hypertrophie der Herzmuskelzellen beteiligt. Die
LPA- und S1P-abhangige Signaltransduktion wird Uberwiegend Uber acht G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren der EDG-Familie vermittelt. Die zellulare Expression von
GPCRs wird auf verschiedene Art und Weise reguliert. Diese Prozesse stehen im Zu-
sammenhang mit pathologischen Veranderungen von Herzmuskelzellen bei DKMP,

welche in den folgenden Kapiteln beschrieben werden.

1.1 Nomenklatur der Endothel-Differenzierungs-Gen-Rezeptoren

Die EDG-Rezeptoren gehéren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und
weisen den typischen Aufbau mit sieben transmembranen Domanen auf, wobei der N-
Terminus nach auf3en und der C-Terminus ins Zellinnere gerichtet ist [1]. Der Name
,EDG" wurde 1990 von Hla und Maciag verwendet, um eine Reihe von unmittelbar frih
antwortenden Genprodukten, kloniert aus HUVECs, zu beschreiben [2]. EDG1 wurde
als erster Rezeptor der Familie benannt und der Rhodopsin-Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren zugeordnet [3]. 1995 wurde EDG2 entdeckt, dessen Struktur
nur teilweise mit der des EDG1-Rezeptors ubereinstimmt [4]. Weitere funf Mitglieder der
EDG-Familie wurden dann in der Reihenfolge ihres Auftretens nummeriert. Die LPA-
Affinitat des EDG2-Rezeptors wurde 1996 entdeckt [5]. 1997 wurde die Erkenntnis er-
ganzt, dass EDG1 und EDG3 S1P-praferierende Rezeptoren sind [6-8].

Heute sind acht EDG-Rezeptoren bekannt, die laut ,International Union of Pharmacolo-
gy XXXIV. Lysophospholipid Receptor Nomenclature® (IUPHAR) nach ihren Liganden
Lysophosphatidylsaure (LPA) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) unterschieden werden
[2]. In dieser Arbeit wird die aktuelle IUPHAR Nomenklatur verwendet.
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Ligand IUPHAR Nomenklatur EDG Nomenklatur
LPA LPA 4 EDG2
LPA LPA; EDG4
LPA LPA; EDG7
S1P S1P4 EDG1
S1P S1P; EDG5
S1P S1P3 EDG3
S1P S1P, EDG6
S1P S1P;5 EDGS8

Tabelle 1: Nomenklatur der EDG-Rezeptoren

1.2 Lysophospholipide als Liganden

Lysophospholipide entstehen als Vorstufen und Metaboliten wahrend der de-novo-
Synthese von Phospholipiden. Auflierdem werden sie in enzymatischen Reaktionen
nach entsprechender Stimulation der Zellen aus Vorlaufermolekuilen freigesetzt. Glyce-
rophospholipide sind dabei Vorlaufer von Lysophosphatidylsaure (LPA) und Sphingoli-
pide die Vorlaufer des Sphingosin-1-Phosphats (S1P) [9].

LPA und S1P wirken im Korper als Signalmolekule, die auf ihre Zielzellen eine Vielzahl
von Effekten ausiben. Das schlief3t unter anderem die Blutdruckregulation, Kontraktion
glatter Muskelzellen, Thrombozytenaktivierung sowie wachstumsregulierende Eigen-
schaften auf Zellen ein [10-13]. Zur Signaltransduktion binden die Liganden an G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren der EDG-Familie. S1P bindet mit hoher Affinitat an
S1P¢ und LPA an LPA,. Sie wirken jedoch auch selbst als intrazellulare ,second mes-
senger”, wobei keine Bindung an einen Rezeptor erforderlich ist [14]. S1P und LPA bin-
den mit niedrigerer Affinitat jeweils auch an den anderen Rezeptor. Als gebundene G-
Proteine sind Gq, Gi/o und G1z/13 bekannt [14]. Lysophospholipide gehéren im mensch-
lichen Korper zu den am starksten pleiotropen Molekulen mit gro3er Bedeutung in vie-
len physiologischen und pathophysiologischen Prozessen auch im kardiovaskularen
System [15]. Beide Liganden kdonnen direkt auf die Physiologie der Kardiomyozyten Ein-
fluss nehmen, z.B. durch Protektion der Myozyten wahrend ischamischer Zustande,
jedoch auch durch Hypertrophie auslosende Signaltransduktion [16].

Beide Mediatoren werden Uberwiegend von Thrombozyten, aber auch von Fibroblasten

und Leukozyten ins Blut abgegeben [17, 18], welche sie wiederum aktivieren kdnnen,
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wobei LPA eine groRReres Potential aufweist als S1P [19]. Es ist davon auszugehen,
dass bei thromboembolischen Ereignissen lokal hohe Spiegel von LPA und S1P er-
reicht werden. LPA und S1P beeinflussen auf3erdem die Kontraktion der glatten Mus-
kelzellen [7] und die Chemotaxis [18].

1.21 Struktur von LPA und S1P

Abbildung 1 zeigt die strukturelle Ahnlichkeit von S1P und LPA. S1P besteht aus dem
langkettigen Aminoalkohol Sphingosin, dessen freie OH-Gruppe mit Phosphorsaure
verestert ist [20]. LPA besteht aus einem LPA-RUckgrat mit einer Phosphatgruppe an
Position sn-3, einer Hydroxylgruppe an sn-2 oder sn-1 sowie einer Fettsaurekette an
Position an sn-1 oder sn-2. Die Fettsaure ist ein langkettiges, gesattigtes oder ungesat-
tigtes Fettsauremolekul, welches Uber eine Alkylgruppe mit dem Glycerin verbunden ist
[21].

o o
I I
oO=P—0Q" 0=r—o'
} !
}OH *HaN
OH
(o]
0
LPA S1P

Abbildung 1: Lysophosphatidylsdure und Sphingosin-1-Phosphat (nach Ishii I, Fukushima N, Annu. Rev.
Biochem. 2004)
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1.2.2 Biologische Funktionen von Sphingosin-1-Phosphat

Der extrazellulare S1P-Pool stammt Uberwiegend aus aktivierten Thrombozyten, was
auf die Anwesenheit der Sphingosin-Kinase und das Fehlen der Sphingosin-
Phosphatase in Thrombozyten zuruckzufuhren ist [22, 23]. LDL ist ebenfalls ein Trager
von S1P, wenn auch in wesentlich geringerem Umfang. Die normale Plasmakonzentra-
tion liegt bei 50 bis 400 nM [24].

S1P besitzt diverse biologische Funktionen bei denen es als intrazellularer ,second
messenger” agiert und die Zellproliferation und das Zelluberleben fordert. Die Signal-
kaskaden des extrazellularen S1P sind mit vielen biologischen Prozessen verbunden,
die im Zusammenhang mit der Angiogenese stehen [25]. Das beinhaltet die Fahigkeit
zur Stimulation von Zell-Migration und Zell-Motilitat [26], Proliferation, Chemotaxis, Ex-
pression von Adhasionsmolekilen und Ausbildung eines kapillaren Netzwerkes wah-
rend der Morphogenese [27]. Weiterhin zeigen S1P-defiziente Mause einen Mangel an
glatten Gefallmuskelzellen. Adhasion und Migration von Endothelzellen wahrend der
Angiogenese sind bei diesen Tieren ebenfalls gestort [28]. Weitere Einflussbereiche des
S1P, die im Zusammenhang mit Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stehen stel-
len die Thrombozyten-Aggregation [10], die Expression von Adhasionsmolekuilen und in
der ansteigenden Permeabilitat der ,tight junctions” von Endothelzellen dar [29].

S1P ist an Prozessen der Apoptose, der intrazellularen Ca2+-MobiIisierung [14, 30-32]
und der Myozyten-Hypertrophie in vitro beteiligt. S1P schutzt Endothelzellen vor der
Apoptose durch eNOS-Aktivierung und Gi-vermittelte PLC-Signaltransduktionswege
[33] sowie Myozyten vor Hypoxie-induziertem Zelltod [34], ist also in der Lage, Infarkt-
gebiete in ihrer Ausdehnung zu reduzieren. In Rattenmyozyten kann durch S1P Hyper-
trophie induziert werden [35]. Als Vasokonstriktor in mesenterialen und intrarenalen Ge-
falen der Ratte hat S1P in vitro auch vasoaktive Wirkung [36].

Schon wahrend der embryonalen Entwicklung des Herzens spielt S1P eine Rolle, wor-
auf die starke Expression von S1P1-Genen in neonatalen Myozyten hinweist [37]. Wei-
ter scheint S1P eine direkte antiadrenerge Wirkung auf das humane Myokard zu besit-
zen und hat damit pathophysiologische Bedeutung in Ischamie und endzindlichen Vor-
gangen des Myokards [34, 38]. Auf mMRNA-Ebene wurde S1P; in adultem und fetalem
humanen Myokard sowie in Endothelzellen kardialer Gefalke nachgewiesen. Durch

Western Blots wurde das Ergebnis auf Protein-Ebene bestatigt [39].
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1.2.3 Biologische Funktionen von Lysophosphatidylsaure

LPA ist ein Glycerophospholipid-Mediator mit diversen biologischen Funktionen, wel-
cher von aktivierten Thrombozyten, Fibroblasten und Leukozyten ausgeschuttet wird
[9]. Die Konzentration liegt in humanem Blutserum zwischen 1 und 5 uM, wobei LPA an
Albumin, LDL und andere Proteine gebunden vorliegt [40].

Die Kontraktion glatter Muskelzellen [41], Blutdruckregulation und Thrombozyten-
Aktivierung [42] werden durch LPA beeinflusst. Die vasoaktive Wirkung von LPA ist
schon seit den 70er Jahren bekannt. Danach verursacht die intravendse Injektion von
LPA Bluthochdruck bei Ratten und Meerschweinchen, jedoch Hypotonie bei Katzen und
Kaninchen [12]. Neuere Forschungsergebnisse dazu zeigten, dass LPA in vivo va-
sospastisch auf cerebrale Gefalte wirkt [43] und die Endothelin-1-vermittelte Vaso-
konstriktion verstarkt [44]. LPA ist wahrend der primaren Blutgerinnung mdglicherweise
am posthamorrhagischen Vasospasmus beteiligt. Eine Ausschittung von Lysophospho-
lipiden durch aktivierte Thrombozyten z.B. wahrend eines Koronararterienverschlusses
mit myokardialer Ischamie kann also eine weitere Thrombozytenaggregation hervorru-
fen. LPA hat Wachstumsfaktor-ahnliche Funktionen in nahezu allen Zelltypen und spielt
damit auch in der malignen Entartung von Zellen eine Rolle. LPA wirkt in humanen My-
ozyten antiadrenerg, indem es Uber den Rezeptor LPA die Adenylatcyclase-Aktivitat
inhibiert und zu einer Verminderung der Kontraktilitat fihrt [45]. Da hohe LPA-Spiegel
vor allem in Gegenwart von aktivierten Thrombozyten und Lymphozyten erreicht wer-
den, nimmt man an, dass LPA in hypoxischem und entzlindlich verandertem Myokard
antiadrenerge und damit kardioprotektive Wirkung zeigt, da der Sauerstoffverbrauch der
Myozyten gesenkt wird. In isolierten Rattenmyozyten wurde ein verbessertes Zelluber-
leben bei hypoxischen Zustanden durch LPA gezeigt [34]. Gleichzeitig wird jedoch
durch die Thrombozytenaktivierung die Gerinnung weiter geférdert. LPA akkumuliert in
artherosklerotischen Plaques als Hauptkomponente des lipidhaltigen Kerns und fordert
bei deren Ruptur ebenfalls die Entstehung von Thromben [46]. Zudem ist LPA in der
Lage die Proliferation der glatten Gefallmuskelzellen zu férdern, was zur Pathogenese
der Artherosklerose gehort [34].

1.2.4 Effekte von S1P4 und LPA;

An Endothelzellen der Rinder-Aorta und in HUVECs, welche S1P; und LPA; exprimie-
ren, wurde durch in-vitro-Wundheilungsversuche gezeigt, dass der Verschluss der ver-
letzten Endothelzellschicht durch LPA und S1P stimuliert wird [47]. Die zwei Hauptkom-
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ponenten der Wundheilung, Zellmigration und Proliferation, werden durch die beiden
Lysophospholipide S1P und LPA stimuliert [48], wobei S1P4 und LPA; als Vermittler
dieser Signaltransduktion in Frage kommen. Diese Mechanismen konnten sowohl posi-
tive als auch negative Effekte auf Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems haben, da
sie zum einen die Wundheilung der Endothelzellen und zum anderen die Migration und
Proliferation von GefalBmuskelzellen in die Intima férdern kdnnen. Es wurde zudem ge-
zeigt, dass die durch HDL stimulierte Zellmigration und das stimulierte Zelluberleben
durch Inhibierung von S1P4 mittels Antisense-Oligonukleotiden stark herunterreguliert
wird [49].

1.3 EDG-Rezeptoren als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

GPCRs antworten auf chemische oder sensorische Reize wie Hormone, Neurotransmit-
ter oder Licht [50]. GPCRs wandeln die Information, die Uber diese Stimuli geliefert
werden um und geben sie an intrazellulare ,second messenger® weiter, die fur das je-
weilige Signal eine spezifischen Signal-Kaskaden auslésen [51]. Die schnelle Signal-
weiterleitung erfolgt durch Anlagerung des extrazellularen Agonisten an den Rezeptor,
woraufhin das G-Protein durch Phosphorylierung in seine Untereinheiten zerfallt. Da-
durch wird es aktiviert und die Signal-Kaskade wird eingeleitet.

Die beschriebenen Effekte der Lysophospholipide werden vor allem durch Bindung an
EDG-Rezeptoren vermittelt. Die S1P- und LPA-Rezeptoren, die die EDG-Familie bilden,
sind in ihrer Aminosaure-Sequenz nur zu 35% identisch. Der Unterschied liegt in der
Prasenz eines Introns auf dem Genabschnitt, der die sechste Transmembrandomane
dieser Rezeptoren kodiert [52].

Die ubiquitare Expression der EDG-Rezeptoren in allen Organsystemen und ihre plei-
otropen biologischen Effekte lassen einen grof3en Einfluss auf physiologische Funktio-
nen im gesamten Organismus vermuten.

Die mRNA-Expression des Rezeptors LPA; ist in zahlreichen Geweben nachgewiesen,
darunter im Herzen, im Gehirn, im Dickdarm, im Dinndarm und in der Prostata. Keinen
Nachweis fur ein Vorhandensein der LPA;-mRNA konnte in der Leber, in der Lunge, im
Thymus und in den Leukozyten erbracht werden [53]. Im Gegensatz zu LPA; ist S1P4
ubiquitar vorzufinden und zeigt damit eine geringere gewebsspezifische Expression
[54].

Die EDG-Rezeptoren sind an G-Proteine aus der Familie der Gyo-, G4-, oder Giy13-
Proteine gekoppelt, denen unterschiedliche intrazellulare Signaltransduktionswege
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nachgeschaltet sind. Uber die a-Untereinheit von Gi-Proteinen wird zum Beispiel die
LPA- und S1P-induzierte Hemmung der Adenylatcyclase vermittelt, was zur Abnahme
der intrazellularen cAMP-Konzentration fiihrt. Uber die py-Untereinheit der G-Proteine
wird ein Signaltransduktionsweg aktiviert, der fur die proliferationsfordernden Eigen-
schaften von LPA und S1P von Bedeutung ist. Hierbei kommt es zu einer Aktivitatsstei-
gerung einer Protein-Tyrosin-Kinase, der Aktivierung des kleinen monomeren G-
Proteins Ras, dann zur Bindung von Ras an eine Proteinkinase aus der Raf-Familie und
schliel3lich zur Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade [55]. MAP-Kinasen sind ubiquitare
Serin/Threonin-Kinasen, die die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren durch Phosphory-
lierung regulieren [56-60].

LPA- und S1P-aktivierbare EDG-Rezeptoren und ihre gebundenen Gi-oder G4-Proteine
beeinflussen weitere Signalwege, welche die Zellproliferation regulieren. Hierbei ist die
PLC zwischengeschaltet, welche zur Bildung von Diacylglycerin und IP3 fuhrt. Diacylgly-
cerin fuhrt Gber die Aktivierung einer Proteinkinase C zur Aktivierung der MAP-Kinase-
Kaskade. IP5 vermittelt die Mobilisierung von Ca®* aus den intrazelluldren Speichern,
was fur verschiedene Prozesse wie Kontraktion, Genexpression, Sekretion und Zelldif-
ferenzierung bedeutsam ist [9, 61-63].

Uber Giz13-Proteine werden Rho-abhéngige Signaltransduktionswege ausgeldst, wozu
die Aktivierung der Phospholipase D, der Phosphatidylinositol-3-Kinase und Verande-
rungen des Zytoskeletts wie Zellabrundung, Stressfaserbildung und Zellaggregation
gehoren [48, 64-68].

Neben der intrazellularen Signaltransduktion durch S1P als ,second messenger® [23]
existiert die S1P-Rezeptor-abhangige Signalvermittlung. Diese kann Uber die extrazellu-
lar Signal-reduzierte Kinase (ERK) verlaufen, was zur Zellproliferation fihrt, Gber die
Adhasions-Kinase FAK, was die Migration glatter Gefalimuskelzellen fordert sowie uber
den ,nuclear factor-kappa B”, was die Expression von Adhasions-Molekulen an glatten

GefalRmuskelzellen zur Folge hat [69].
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Abbildung 2: Aufbau eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors mit 7 transmembranaren Domanen. Der N-
Terminus ist nach aufen, der C-Terminus intrazellular ausgerichtet.

(nach http://www.cis.upenn.edu/~krice/snake.gif)

1.3.1 Regulation von EDG-Rezeptoren als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Tiermodellen lassen vermuten, dass die im menschlichen Herzen exprimierten S1P4-
und LPA-Rezeptoren im Verlauf von Kardiomyopathien reguliert werden [35, 70]. Die
Regulation von Rezeptoren ist ein Mechanismus der Zelle, um ihre Empfindlichkeit ge-
genuber einem Liganden zu steuern. Mit der Hochregulation eines Rezeptors auf der
Plasmamembran wird die Sensitivitat der Zelle erhoht, da extrazellulare Liganden an
Rezeptoren binden und so eine intrazellulare Signaltransduktion ausgelost werden
kann. Wird die Rezeptor-Dichte auf der Zellmembran herrunterreguliert, kbnnen weniger
extrazellulare Liganden an den passenden Rezeptor binden und es folgt eine Signal-
Abschwachung. Eine Form der Regulation stellt die Internalisierung von Rezeptoren
durch Endozytose dar. Der Arrestin-gebundene Rezeptor bindet an membrangebunde-
nes Clathrin und wird Dynamin-vermittelt in Endosomen eingelagert. Der Rezeptor kann
nach Dephosphorylierung tUber “recycelnde” Endosomen wieder in die Plasmamembran
eingefugt oder im phosphorylierten Zustand in Proteasomen verdaut werden [71]. Man
nimmt an, dass die Rezeptoren durch Endozytose in die Nahe von Endosomen-
assoziierten Phosphatasen gebracht werden. Durch die vorhergehende Phosphorylie-
rung an der Oberflache wird die Internalisierung wieder aufgehoben [72, 73]. Kommt es
zum proteolytische Abbau, verlauft dieser wahrscheinlich Endosomen-vermittelt, indem

die Endosomen die phosphorylierten Rezeptoren an Lysosomen Ubertragen und deren
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Proteasen den Verdau vornehmen [74, 75]. Es existieren anscheinend verschiedene
biochemische Mechanismen, welche die post-endozytotische Sortierung der Rezepto-
ren vornehmen [71].

Eine schnelle Desensibilisierung erfolgt durch die GPCR-Kinase K, welche die
Phosphorylierung des Rezeptors fordert, gefolgt von der Rekrutierung von Arrestin, wel-
ches die Aktivierung von G-Proteinen verhindert.

Die Lokalisation von LPA; wurde auf der Membran gezeigt sowie aufgrund von endozy-
totischen Vorgangen im Zytoplasma [76]. Von Gobeil et al. durchgefuhrte Versuche mit
mikrovaskularen Endothelzellen aus dem Schweinegehirn und mit LPAs-transfizierten
HTC4-Zellen (Ratten-Tumorzellen), weisen darauf hin, dass LPA in diesen Zellen auch
im Kern vorzufinden ist. Der Groldteil der LPA-Rezeptoren wurde in dieser Studie aller-
dings perinuklear lokalisiert. Die Ergebnisse wurden mit Zellfraktionierungsmethoden
und mittels Western Blot ermittelt [77]. In Immunofluoreszenzuntersuchungen von
Moughal et al. wurde ebenfalls LPA im Zellkern nachgewiesen. Hierbei wurden LPA¢-
uberexprimierende PC12-Zellen (Ratten-Tumorzellen) verwendet, die unter LPA-
Stimulation eine Rezeptor-Translokation in den Zellkern zeigten [78]. Es konnte also
zweimal unabhangig voneinander eine Kernlokalisation von LPA, festgestellt werden.
Diese Kernlokalisation wurde allerdings zum einen in unterschiedlichen Zelltypen und
zum anderen bei den Untersuchungen von Moughal [78] an stimulierten Zellen und bei

Gobeil et al. [77] an unstimulierten Zellen festgestellt.

1.4 Dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie geht mit einer Erweiterung des linken und/oder rechten
Ventrikels einher, wobei die Wanddicke der Ventrikel sowie die KoronargefalRe unveran-
dert bleiben. Die systolische Pumpfunktion des Herzens ist eingeschrankt, was sich in

einer verminderten Ejektionsfraktion aul3ert [79].

1.4.1 Histologie und Pathophysiologie der DKMP

Charakteristisch fur das morphologische Korrelat der DKMP sind das gleichzeitige Vor-
kommen von physiologisch erscheinenden, gering bis hochgradig pathologisch verander-
ten Kardiomyozyten sowie komplett degenerativ zerstorten Arealen. Entzindliche Ver-
anderungen und eine unterschiedlich stark ausgepragte interstitielle Fibrose sind meis-
tens nachweisbar. Die verbliebenen Kardiomyozyten weisen teils vergroRerte, kasten-
formig veranderte Zellkerne und eine nicht-funktionelle Hypertrophie auf. Haufig beste-
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hen auch groRRere Kaliberunterschiede. Ein Verlust von mehr als 40% der Kardiomyozy-
ten gilt als nicht mehr mit dem Leben vereinbar [80].

Die Symptome entsprechen klinisch denen der Herzinsuffizienz, d.h. Abgeschlagenheit,
Mudigkeit und Atemnot. Thromboembolische Ereignisse, ventrikulare Tachykardien, AV-
Uberleitungsstérungen und plétzlicher Herztod kénnen in jedem Stadium der Erkrankung
auftreten.

Die Mudigkeit entsteht dabei durch eine Reduktion des Herzminutenvolumens und der
daraus resultierenden Minderversorgung der Skelettmuskulatur. Die Dyspnoe korreliert
mit dem linksventrikularen Fullungsdruck. Die Erhéhung des pulmonalvendsen Druckes

fuhrt dabei zu einer Versteifung des Lungengewebes mit erhdhter Atemarbeit [81].

1.4.2 Diagnostik

Zur Diagnostik wird eine Echokardiographie oder eine Magnetresonanztomographie
durchgefuhrt, in der sich die Ventrikel dilatiert darstellen. Gesichert wird die Diagnose
durch eine Herzmuskelbiopsie, welche die typischen morphologischen Veranderungen

zeigt.

1.4.3 Epidemiologie

Die Inzidenz der DKMP liegt bei 6 pro 100.000 Einwohner, die Pravalenz bei 36 Patien-
ten auf 100.000 Einwohner. Damit stellt sie als haufigste Herzmuskelerkrankung die
Hauptindikation zur Herztransplantation dar. Manner sind mit einem Verhaltnis von 2:1
gegenuber Frauen haufiger betroffen. Die Krankheit kann sich in jedem Lebensalter ma-

nifestieren [82].

1.4.4 Verlauf und Prognose

Der Verlauf der dilatativen Kardiomyopathie ist variabel, oft zeigt sich jedoch eine konti-
nuierliche Verschlechterung. Klinisch stabile Phasen oder spontane Remissionen sind
auRerst selten [82]. Die 1-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 67 %, die 10-Jahres-
Uberlebensrate bei 30 %. Todesursache der Patienten sind meist eine progrediente,
therapierefraktare Herzinsuffizienz oder ventrikulare Herzrhythmusstérungen, wobei in
20-30 % der Falle ein plotzlicher Herztod beobachtet wird [83]. Der Grad der systoli-
schen Funktionseinschrankung ist ein prognostischer Parameter, wobei vor allem die
Ejektionsfraktion zum Zeitpunkt der Diagnosestellung relevant ist. Eine erhohte Plas-

makonzentration von Noradrenalin, Renin, Aldosteron oder Angiotensin-
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konvertierendem-Enzym scheint mit einem fortgeschrittenen Krankheitstadium einher-
zugehen [84, 85]. Weitere prognostische Faktoren der Mortalitat und Morbiditat der be-
gleitenden Herzinsuffizienz stellen die Konzentrationen des ,atrial natriuretic peptides®
und vor allem des ,brain natriuretic peptides® dar [86, 87]. Einen hohen Stellenwert zur
Einschatzung des Krankheitsstadiums haben aufierdem hamodynamische Parameter,
wie ein erhohter pulmonalkapillarer Verschlussdruck, eine Erhdhung des zentral vend-

sen Drucks, eine systolische Hypotension sowie eine pulmonale Hypertonie.

1.4.5 Atiologie der DKMP

Es wird vermutet, dass genetische, virologische, immunologische und metabolische
Faktoren bei der Enstehung der DKMP eine Rolle spielen.

Je nach Literaturquelle weisen 5-20 % der Erkrankten eine positive Familienanamnese
auf [88], wobei bisher vier Erbgange bekannt sind. Die Mehrzahl der Falle wird dem-
nach autosomal-dominant vererbt. Bisher konnten sechs DKMP-assoziierte Genorte
identifiziert werden [89]. Selten sind X-chromosomal-rezessive Formen, die mit einer
Mutation im Dystrophin-Gen einhergehen. Extrem selten liegt ein autosomal-rezessiver
Erbgang zugrunde, welcher vorzugsweise im frihen Kindesalter beobachtet wird sowie
ebenfalls extrem selten Mutationen des mitochondrialen Genoms.

Weiter wird eine inflammatorische Genese der DKMP diskutiert [90, 91]. Bestimmte
Formen der DKMP konnten demnach eine chronische Variante der viralen Myokarditis
darstellen. Hierfur sprache zum Beispiel der Nachweis von persistierenden Viren sowie
seltener von Bakterien und Parasiten im Myokard von DKMP-Patienten Dabei wurden
neben Coxsackie-Viren vor allem DNA-Viren wie das Zytomegalievirus, Adenoviren,
das Eppstein-Barr-Virus und RNA-Viren isoliert. Selten finden sich Bakterien (B. burg-
dorferi, C. diphteriae) und Parasiten (Trypanosoma cruzi, Askarien) [92, 93].

Neben einer direkten Schadigung der myokardialen Strukturen durch Infektions- oder
Entzindungs-Reaktionen wird dabei auch die Induktion autoimmunologischer Prozesse
diskutiert. Uber die Freisetzung und Prasentation intrakardialer Antigene koénnte es zu
einer Triggerung autoimmunologischer Prozesse kommen [94].

In Studien konnten aufl’erdem erhdhte Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine
nachgewiesen werden, die vermutlich fir die DKMP von Bedeutung sind [95-97].
Hauptsachlich sind Veranderungen von Tumor-Nekrose-Faktor-alpha und Interleukin-6
beschrieben worden. Diese Immunmodulatoren konnen kardiovaskulare Funktionen

durch verschiedene Mechanismen beeinflussen. So kdnnen zum Beispiel myokardiale
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Dysfunktionen induziert [34, 98-100] und ventrikulares Remodelling begunstigt werden
[101].

1.4.6 Therapie der DKMP

Fir DKMP-Patienten sind eine Normalisierung des Korpergewichtes sowie leichte kor-
perliche Betatigung anzustreben, um die Belastungstoleranz zu erhéhen [102]. Als me-
dikamentdse Therapie steht die Behandlung der Herzinsuffizienz im Vordergrund, wobei
eine Kombinationstherapie unter Verwendung von ACE-Hemmern und p-Rezeptoren-
Blockern erfolgen sollte, die je nach Schweregrad der DKMP durch andere Substanzen
erganzt wird. Zur Therapie von Herzrythmusstorungen konnen die Implantation eines
automatischen Defibrillators sowie eine orale Therapie mit Antikoagulanzien notwendig
werden. Bei fehlendem Ansprechen der Therapie ist eine Herztransplantation in Be-
tracht zu ziehen. Von den transplantierten Patienten Uberleben etwa 80% die ersten 5
Jahre [103].

1.5 Fragestellung

S1P4 und LPA; werden im Herz-Kreislauf-System des Menschen exprimiert [39, 104].
Die LPA+- und S1P+-vermittelten Effekte beinhalten unter anderem die Regulation von
Zellhypertrophie, inflammatorischen Prozessen, Proliferation und Apoptose sowie Im-
munmodulation. Diese Prozesse spielen fur die morphologischen Veranderungen des
Myokards bei DKMP eine Ubergeordnete Rolle: So zeigt sich das Myokard pathologisch
verandert durch hypertrophe Kardiomyozyten, entziindliche Veranderungen und intersti-
tielle Fibrose. Dabei kommen sowohl eine Schadigung der myokardialen Strukturen
durch Infektions-Reaktionen als auch autoimmunologische Prozesse in Frage. Es wer-
den Immunmodulatoren beschrieben, welche myokardiale Dysfunktionen induzieren
und ventrikulares ,remodelling” begunstigen.

Uber LPA; und S1P; kénnen diverse Effekte auf Zielzellen im Myokard ausgeiibt wer-
den, welche im Zusammenhang mit der Entstehung der DKMP stehen, wobei die Sensi-
tivitat dieser Zielzellen durch Regulation des Rezeptors verandert werden kann. In der
Literatur wird fur beide Rezeptoren die agonistenabhangige Endozytose im Sinne einer
Regulation beschrieben.

Ziel dieser Studie ist es darzustellen, welche Zellen im humanen Herzen LPA;und S1P;4

exprimieren und so als Zielzellen der Signaltransduktion in Frage kommen. Des Weite-
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ren soll die Regulation als Anderung der Expressionsstarke beider EDG-Rezeptoren in
gesunden Herzen und Herzen von DKMP-Patienten verglichen werden.

Grundlage dafur ist der Vergleich linksventrikularer Myokardproben von Patienten mit
DKMP mit denen von gesunden Organspendern hinsichtlich moglicher Unterschiede in
der EDG-Expression. Die Lokalisation und Expressionsstarke der beiden untersuchten
EDG-Rezeptoren wird dabei durch Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht, die Ex-
pression von LPA; zusatzlich mittels Western-Blot-Analysen zur Quantifizierung des
Proteins. Die Western-Blot-Daten zur Quantifizierung des S1P;-Proteins in humanem

Myokard liegen der Arbeitsgruppe bereits vor (siehe Publikationen Becher et al.).
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Im Materialteil werden alle verwendeten Chemikalien, Biochemikalien, Materialien und

Gerate, ihre Bezugsquellen und die verwendeten Proben aufgelistet, die in dieser Arbeit

zum Einsatz kamen.

2.1.1 Antikorper

Antikorper

Bezugsquelle

Antikdrper Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-gekoppelt

Antikdrper gegen Alpha Smooth-Muscle-
Actin (monoklonal)

Antikorper gegen CD68 (monoklonal)
Antikorper gegen LPA, C-terminal
(monoklonal)

Antikdrper gegen LPA1, N-terminal
(monoklonal)

Antikorper gegen S1P{(monoklonal)
Antikorper gegen Vimentin

Antikdrper gegen Von-Willebrandt-Faktor
(monoklonal)

Antikorper Indocarbocyanin
(Cy3)-gekoppelt

Blocking-Peptid (LPA; C-Terminus)
Rabbit 1I9G

Jackson ImmunoResearch Europe,
Cambridgeshire, GroRbritannien
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Diagnostic BioSystems, Pleasanton, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Abgent, San Diego, USA

Exalpha Biologicals, Maynard, USA
Oncogene Research Products, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Dianova, Hamburg, Deutschland

Jackson ImmunoResearch Europe,
Cambridgeshire, GroRbritannien
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Tabelle 3: Antikérper
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2.1.2 Chemikalien

Substanz

Bezugsquelle

Ammoniumperoxidsulfat ((NH4)2S20s)
Blot-Quickblocker

Bovine Serum Albumin Solution 35%
Citrat (C6H807)

DAPI

ECL Plus Western Blotting Detection
Reagent

ECL Western Blotting Detection Reagent
Ethanol (C,HsO)

Glycin (C2H5N02)

Methanol (CH,4O)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)
PBS-Tablets

Ponceau Solution 0,1%
Prestained Protein Ladder
Roticlear

Rotiload

Rotiphorese Gel 30

Salzsaure (HCI)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Chemicon International, Temecula, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Amersham Biosciences, Buckingham-
shire, Grol3britannien

Amersham Biosciences, Buckingham-
shire, Grol3britannien

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Calbiochem, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Fermentas, Hanover, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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SDS (C12H25NaO4S)

Sudan Black B
TEMED (CeH1N>)

Tween 20 (Polyoxyethylen-Sorbitan-
Monolaurat)
Vectashield Mounting Medium For

Fluorescence

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim, Deutschland

Tabelle 4: Chemikalien und Biochemikalien

2.1.3 Gerate

Gerate Bezugsquelle

Blotkammer Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kanada
Centrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5417 R

Electrophoresis Power Supply EPS 200
Fast Prep FP 120

Galaxy Mini Zentrifuge

Fluoreszenzmikroskop
IKA Vibrax VXR

Mikrowelle
Mini Oven

Test Tube Thermostat TCR 100

Thermomixer 5436
Vortex VF2

Vortex REAX 2000

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Amersham Biosciences, Gro3britannien
Bio 101 Thermo Savant

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Leica, Bensheim, Deutschland

Janke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Bosch, Deutschland

MWG Biotech GmbH, Ebersberg,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Janke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland
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Waage Mettler-Toledo GmbH, Giessen,
Deutschland

Magnetruhrer Janke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Brutschrank Memmert GmbH &Co.KG, Schwabach,

Deutschland
Schneidegerat Microm Intenational GmbH, Deutschland

Tabelle 5: Gerate

2.1.4 Puffer und Farbelosungen

Puffer Rezept
Citratpuffer 10 mM 1,92 g Citrat

in 11 H2O 16sen und auf pH 6 einstellen.
Coomassie Blue 2,5 g Coomassie Brilliant Blue

450 ml Methanol

450 ml H,O

100 ml Eisessig
Elektrophoresepuffer (5 x) 15,1 g TRIS Base

94,0 g Glycin

50 ml 10% SDS

mit H,O auf 1000 ml aufflllen und auf pH 8,3 einstellen.
Glycine Stripping Buffer 7,5 g Glycin in 300 ml Millipore H,O

5 ml 10%SDS

5 ml Tween 20

auf pH 2,2 einstellen und auf 500 ml H,O auffullen.

PBS-T 10 mM 1 PBS-Tablette

(Phosphate buffered in 1000 ml H,O auflésen und mit 0,5% TWEEN 20
Saline TWEEN Puffer) versetzen.

PBS-T-BSA 5% bovines Serumalbumin (35%) in PBS-T l6sen.

Protein-Extraktionspuffer 1,0 ml 1M Trispuffer (pH 7,5)
(Double Detergent Lysis 2,8 ml 5M NaCl
Buffer) 200 ul 0,5M EDTA
25 ml 100% Glycerol mit Millipore H,O auf 100 ml auffallen
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TBS-T (5 x)
(Tris buffered
Saline TWEEN Puffer)

TBS-T-BSA
Transferpuffer (4 x)

Pro ml fertigem Puffer werden direkt vor Gebrauch
zugesetzt:

Tul 1M DTT

10 ul 50mM PMSF

2,5 ul Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Aprotinin, Leupeptin,
Pepstatin)

12,1 g TRIS Base

40 g NaCl

mit H,O auf 1000 ml aufflllen und auf pH 7,6 einstellen.
Gebrauchsfertigen Puffer mit 0,1% TWEEN 20 versetzen.
0,5 % bovines Serumalbumin (35 %) in TBS-T I6sen
14,415 g Glycin

3,03 g TRIS Base

mit H,O auf 800 ml auffillen und auf pH 8,3 einstellen.
Gebrauchsfertigen Puffer 4+1 mit Methanol versetzen.

Tabelle 6: Puffer

2.1.5 Software

Programm Bezugsquelle
Photoshop 7.0 Adobe

Alpha Ease Alpha Innotech

Sigma Plot 8.0 Systat Software Inc.
SPSS 11.5 SPSS

Endnote 9.0 Thomson ResearchSoft
OpenLab 3.1 Leica

Tabelle 7: Software

21.6 Sonstiges

Sonstiges

Bezugsquelle

Kodak Light Film

Nitrocellulosemembran

Fotochemikalien

Kodak Industrie, Frankreich
Amersham Biosciences, Buckingham-
shire, Gro3britannien

AGFA AG, Leverkusen Deutschland

Tabelle 8: Sonstiges
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2.1.7 Patientengut

Es wurden insgesamt 20 humane Myokardproben fur die Immunhistologie verwendet,
die alle aus dem linken Ventrikel stammten. Die Proben wurden Formalin-fixiert und in
Paraffin eingebettet. Sie werden in Tabelle 9 aufgefuhrt unter Angabe von Diagnose,
Geschlechts, Alter, Blutdruck sowie der NYHA-Klassifikation und BMI, soweit vorhan-

den. Die Kontrollen tragen die Bezeichnungen k1 bis k10, die Patienten p1 bis p10.

Bezeichung| Diagnose |Geschlecht Alter Blutdruck NYHA [BMIin kg/m?
k1 Spender weiblich 53 120/80 20,1
k2 Spender weiblich 53 120/80
k3 Spender weiblich 52 120/80 21,0
k4 Spender weiblich 37 107/78
k5 Spender weiblich 18 21,2
k6 Spender weiblich 64 120/80 17,3
k7 Spender mannlich 58 120/60 25,9
k8 Spender mannlich 55 22,0
k9 Spender mannlich 44 110/60 24,8

k10 Spender mannlich 21
p1 DKMP weiblich 12 112/65 1 13,3
p2 DKMP weiblich 65 100/60 \Y 20,3
p3 VhSD weiblich 34
p4 ikmp weiblich 60
p5 rkmp weiblich 40
p6 DKMP mannlich 49 130/70 vV 20,3
p7 DKMP mannlich 33 120/60 \Y 16,0
p8 DKMP mannlich 59 \Y 25,4
p9 DKMP mannlich 52 150/95 1 26,5
p10 DKMP mannlich 43 120/80 1 32,4

Tabelle 9: Zusammenstellung der verwendeten Proben in der Immunhistologie. Spender: mittleres Alter
45,5 Jahre, Standardabw. 15,5 Jahre. 60% weiblich, 40% mannlich. Patienten: mittleres Alter 44,7 Jahre,
Standardabw. 15,9 Jahre. 50% weiblich, 50% mannlich.

_24 -



Material und Methoden

Fir die Western Blots wurden Proteine aus 36 humanen linksventrikularen Myokard-
proben isoliert. Davon stammten jeweils 17 aus Spenderherzen und 19 aus insuffizien-
ten explantierten Herzen. In der folgenden Tabelle sind die Spenderherzen K1 bis K17
als Kontrollgruppe und die Patientenherzen P1 bis P19 aufgefuhrt. Auch hier sind, so-

weit vorhanden, klinische Daten und Diagnosen erganzt worden.

Bezeichung| Diagnose Geschl. Alter Blutdruck NYHA igmllnl‘:
K1 Spender weiblich 63 21,6
K2 Spender weiblich 25 100/70 22,0
K3 Spender weiblich 52 120/80 21,0
K4 Spender mannlich 18
K5 Spender mannlich 20
K6 Spender mannlich 46 150/70 23,4
K7 Spender mannlich 61
K8 Spender mannlich 55 22,0
K9 Spender mannlich 60 24.8

K10 Spender mannlich 58 120/60 25,9
K11 Spender weiblich 53

K12 Spender weiblich 43 150/80 24,8
K13 Spender mannlich 63 249
K14 Spender weiblich 57

K15 Spender

K16 Spender

K17 Spender

P1 DKMP weiblich 58 115/71 I 21,8
P2 DKMP mannlich 51 130/70 M 20,4
P3 DKMP mannlich 49 140/80 1Y 21,6
P4 DKMP mannlich 39 150/70 v 21,8
P5 DKMP mannlich 57 120/60 M 22,0
P6 DKMP mannlich 49 100/70 1Y 21,9
P7 DKMP mannlich 29 90/60 I 21,4
P8 DKMP mannlich 40 154/87 1Y 224
P9 DKMP mannlich 46 90/60 M 28,4
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P10 DKMP mannlich 55 110/70 I 29,3
P11 DKMP mannlich 54 110/60 1l 29,1
P12 DKMP mannlich 47 140/110 1l 30,5
P13 DKMP mannlich 38 115/70 I 31,0
P14 DKMP mannlich 49 130/70 1l 31,3
P15 DKMP mannlich 51 110/77 1l 28,7
P16 DKMP mannlich 42 120/75 I 32,4
P17 DKMP mannlich 60 130/80 1l 29,0
P18 DKMP mannlich 52 150/95 1l 26,5
P19 DKMP mannlich 43 90/60 I 28,1

Tabelle 10: Verwendete Proben im Western Blot. Spender: mittleres Alter 48,1 Jahre, Standardabw. 15,9
Jahre. 35% weiblich, 47% mannlich, 17% unbekannt. Patienten: mittleres Alter 47,8 Jahre, Standardabw.
7,9 Jahre. 5% weiblich, 95% mannlich.
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2.2.1 Indirekte Immunfluoreszenz auf Myokard Paraffinschnitten

Die Immunfluoreszenz ist eine lichtmikroskopische Technik zur Charakterisierung von
zellularen Strukturen. Sie basiert auf der hohen Affinitat zwischen Antikorpern und ihren
Antigenen. Spezifische mono- oder polyklonale Antikdrper, die aus zuvor immunisierten
Tieren gewonnen wurden, detektieren dabei ihr Antigen in oder auf Zellen, Gewebe-
schnitten etc. Diese Primarantikdrper tragen selbst antigene Determinanten, gegen die
sich der Fluoreszenzmarker-gekoppelte Zweitantikorper richtet. Unter dem Fluores-
zenzmikroskop konnen die Floureszenzmarker Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und
Indocarbocyanin (Cy3) sichtbar gemacht werden.

Kofarbungen kénnen mit Primarantikérpern aus verschiedenen Spezies und Sekundar-
antikorpern mit verschiedenen Fluoreszenzmarkern durchgefuhrt werden.

Die Formalin-fixierten Myokardproben werden in 5 ym dinne Schichten geschnitten, auf
Objekttrager gebracht und Gber Nacht bei 60°C getrocknet. Dann mussen die Schnitte 2
mal 5 Minuten in Roticlear oder Xylol entparaffinisiert werden. Die Aquilibrierung erfolgt
durch eine absteigende Alkoholreihe, jeweils 10 Minuten in 100%, 96%, 80% und 70%
Ethanol. Zum Schluss verbleiben die Schnitte 10 Minuten in Millipore H,O.

Da durch die Fixierung Antigene maskiert werden und somit Bindungsstellen den Anti-
korpern unzuganglich sein kdnnen, werden die Schnitte 3 mal 5 Minuten in Citratpuffer
bei 600 Watt in der Mikrowelle gekocht. Der Puffer wird dabei jedes Mal gewechselt und
vorgekocht, damit die Temperatur gleichmalf3ig hoch bleibt. Nach der Antigendemaskie-
rung verbleiben die Schnitte 20 Minuten im Puffer zum Abkuhlen.

Um unspezifische Bindungen des Antikorpers madglichst zu verhindern, wird 60 Minuten
bei Raumtemperatur mit Rinderserum geblockt. Dazu werden 5% BSA in PBS-T gege-
ben.

Der Primarantikorper (bei Kofarbungen auch mehrere) wird 1:100 in PBS-T-BSA ver-
dunnt auf den Gewebeschnitt gegeben. Er wird 60 Minuten bei Raumtemperatur oder
bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nicht-gebundene Antikorper werden 3 mal 10 Minuten in
PBS-T abgewaschen.

Danach wird wieder 60 Minuten geblockt (siehe erstes Blocking).

Die folgenden Schritte sollen moglichst in Dunkelheit durchgefuhrt werden, da Fluores-

zenzmarker lichtempfindlich sind:



Material und Methoden

Der Sekundarantikorper (bei Kofarbungen auch mehrere) wird ebenfalls 1:100 in PBS-
T-BSA verdunnt und 60 Minuten bei Raumtemperatur auf den Schnitten inkubiert. Nicht-
gebundene Antikorper werden 3 mal 10 Minuten in PBS-T abgewaschen.

Da humanes Myokard eine Eigenfluoreszenz besitzt, die evtl. spezifische schwache
Signale uberstrahlt, wird eine Sudan-Schwarz-Farbung angeschlossen. Dazu wird
0,5%iges Sudan-Schwarz in 70% Ethanol geldst und der Schnitt 30 Minuten gefarbt.
AbschlieRend werden die Praparate 10 Minuten in PBS-T gewaschen und mit Fluores-
zenzmedium eingedeckt. Das Deckglas wird mit Nagellack an den Randern versiegelt
und die Praparate bei -20°C gelagert. So bleibt das Fluoreszenzsignal Uber mehrere
Wochen stabil.

Zum Ausschluss von unspezifischen Antikdrperbindungen wurden hier zu jeder Farbung
Kontrollen durchgefuhrt. Dabei wurde zur Kontrolle der Autofluoreszenz jede untersuch-
te Probe ohne Zugabe von Primar- und Sekundarantikdrper allen Farbeschritten unter-
zogen. Des Weiteren wurde jede Probe einer Negativkontrolle unterzogen, wobei der
Primarantikorper weggelassen, und somit die Spezifitat des Sekundarantikorpers fest-
gestellt wurde.

Bei allen fur die Kofarbungen verwendeten Sekundarantikérpern wurden Kreuzreaktio-

nen mit anderen Primarantikdrpern durch Kreuzproben ausgeschlossen.

2.21.1 DAPI-Farbung

Zum Anfarben von Zellkernen kann eine DAPI- Farbung nach dem Sekundarantikorper
zwischen den Wasch-Schritten durchgefihrt werden. DAPI wird 1:20000 verdinnt und
eine Minute auf das Praparat gegeben. Dann wird das Waschen mit PBS-T wie be-
schrieben fortgesetzt.

2.2.1.2 Bildanalyse und Auswertung

Verschiedene Vergrolierungen der gefarbten Myokardschnitte wurden digital fotografiert
mit Hilfe des Mac Programms Open Lab. Die grof3te gewahlte Vergrolierung war dabei
630-fach. Fur die Auswertung der Kofarbungen wurden die Bildebenen am Computer
ubereinander gelegt. Die Bilder wurden von zwei Personen unabhangig und verblindet
beurteilt und die Starke der Expression beider Rezeptoren auf einer ordinalen Skala in
Kategorien von (-) = keine Expression, (+) = schwache Expression, (++) = mittlere Ex-
pression bis (+++) = starke Expression eingeordnet. Die Werte wurden mittels Q-Q-

Diagramm auf Normalverteilung hin untersucht. Die Auftrittshaufigkeiten jeder Kategorie
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wurden dann mittels Chi-Quadrat-Test mit Hilfe des SPSS-Programms auf Unterschie-

de zwischen den beiden Gruppen hin untersucht.

2.2.2 Proteinextraktion aus Myokardgewebe

Die gefrorenen Myokardproben werden auf Trockeneis zerkleinert und von sichtbarem
Bindegewebe befreit. Dabei ist darauf zu achten, dass die Proben niemals auftauen.
Ungefahr 60 mg schwere Stlcke werden in bereitgestellte Rohrchen Uberfuhrt.

Nun werden die Fullgewichte der Rohrchen bestimmt (Myokardgewicht = Flillgewicht -
Leergewicht) und alle Proben bis zur Homogenisation in Stickstoff gelagert. Die Probe
wird nach dem Wiegen auf Eis umgelagert. Nach leichtem Antauen beginnt die Homo-
genisation.

Homogenisiert wird mechanisch im ,Fast Prep“-Gerat. Der Proteinextraktionspuffer so-
wie Keramikkugeln, die das Gewebe zermahlen, werden zu der Probe in das Gefaly
gegeben. Die Einstellung des Gerats erfolgt auf Stufe vier, dann wird 20 Sekunden ho-
mogenisiert und der Vorgang evtl. wiederholt.

Nach der Homogenisation lasst man die Proben 20 Minuten auf Eis lysieren, danach
werden sie 10 Minuten zentrifugiert bei 4°C mit 14.000 rpm. Die Proben werden dann
vorsichtig aus der Zentrifuge genommen, eine evtl. bestehende Fettschicht abgenom-
men und der wassrige Uberstand in ein neues Behaltnis Uberfiinrt. Das extrahierte Pro-
tein kann aliquotiert und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert werden.

2.2.3 Proteinextraktion aus Zellen

Zuerst werden die subkonfluenten Zellen in ihren Kulturschalen mit PBS gewaschen.
Nach dem Abgiel3en und Zugabe von 1ml PBS pro Schale werden die Zellen mit Hilfe
eines Zellschabers im PBS gesammelt und das Lysat in ein Rohrchen uberfuhrt. Es
folgt eine flinfminiitige Zentrifugation bei 1200 rpm. Der Uberstand wird abgegossen
und zum Homogenisieren des verbliebenen Pellets Protein-Extraktions-Puffer hinzuge-
geben. Durch Zugabe des Puffers und kurzes mischen wird das Zellpellet geldst. Dann
lasst man die Probe 20 Minuten eisgekuhlt lysieren. Die lysierten Proben werden wieder
kurz gemischt und bei 14.000 rpm und 4°C zehn Minuten lang zentrifugiert. Die Proben
werden vorsichtig aus der Zentrifuge genommen, eine evtl. bestehende Fettschicht ab-
genommen und der wéassrige Uberstand in ein neues GefaR Uberfihrt. Die gewonnenen
Proteine kdnnen ebenfalls bei -80°C gelagert werden.
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2.2.4 Proteinmessung

Die Bestimmung des Proteingehaltes der gewonnen Proteinldsung erfolgt auf einer
ELISA-Platte mit Flachboden im Lesegerat. Mit einer Albuminstandardlésung wird eine
Konzentrationsreihe pipettiert und diese der Tabelle entsprechend im Doppelansatz auf
die ELISA-Platte aufgetragen. Als Proteinstandard dient bovines Serumalbumin. Die

Proteinproben werden in verschiedenen Verdinnungen ebenfalls aufgetragen. Die Ta-

belle zeigt beispielhaft eine Proteinbestimmung von drei verschiedenen Proben.

1 2 3 4 5 6
A Blank Blank (H,O) |Probe 1 Probe 1 Probe 3 Probe 3
(H2.0) (1:10) 2 pl (1:10) 2l |(1:10) 2l [(1:10) 2 i
B Alb.-St.100 | Alb.-St.100 | Probe 1 Probe 1 Probe 3 Probe 3
pg/ml pg/ml (1:10) (1:10) (1:10) (1:10)
5ul 5l 5yl 5yl
C Alb.-St. 200 |Alb.-St. 200 |Probe 1 Probe 1 Probe 3 Probe 3
ug/ml ug/ml 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
D Alb.-St. 300 |Alb.-St. 300 |Probe 1 Probe 1 Probe 3 Probe 3
pyg/ml pyg/ml 5l 5l 5yl 5yl
E Alb.-St. 400 |Alb.-St. 400 |Probe 2 Probe 2
ug/ml ug/ml (1:10) 2yl (1:10) 2yl
F Alb.-St. 500 |Alb.-St. 500 |Probe 2 Probe 2
pg/ml pg/ml (1:10) (1:10)
5 ul 5 ul
G |Alb.-St. 1000 | Alb.-St. 1000 |Probe 2 Probe 2
pug/ml pug/ml 2 ul 2 ul
H Alb. St. 2000 | Alb. St. 2000 |Probe 2 Probe 2
pug/ml pug/ml 5u 5u

Tabelle 11: Beispiel fur Belegung der ELISA-Platte

Jede Probe wird mit H,O auf ein Volumen von 20ul aufgefillt. Dann werden pro ,Well®
300 pl ,protein assay reagent” erganzt, welches eine Farbreaktion mit den Proteinen
verursacht. Der Lysispuffer wird als Negativkontrolle wie eine normale Probe behandelt
und auf derselben Platte gemessen. Danach wird die Platte zugedeckt und 30 Minuten
bei 37°C im Hybridisierungsofen gelagert. Nach Eintritt der Farbreaktion erfolgt die Pro-
teinmessung im Lesegerat. Die Absorption dieses Farbkomplexes wird bei 550 nm pho-
tometrisch gemessen. Der Proteingehalt der zu bestimmenden Probe ergibt sich aus
dem Vergleich der Extinktion der Probe mit der aus den Standardwerten ermittelten
Eichgeraden. Die Werte werden als pg/ml ausgegeben. Daher mussen die Messwerte
der Originalldsungen mit ihren entsprechenden Verdunnungsfaktoren multipliziert wer-
den. Bei der Auswertung der ermittelten Werte muss nun die Extinktion des Lysispuffers

bertcksichtigt werden, um die tatsachliche Proteinkonzentration zu ermitteln.
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2.2.5 Western Blot

Im Western Blot werden Proteine zunachst nach ihrer GréRe elektrophoretisch aufge-
trennt, dann auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (,Blotting“) und schlie3lich
durch Reaktion mit einem spezifischen Antikorper sichtbar gemacht. So kdnnen auch
geringe Proteinmengen in einem Proteingemisch nachgewiesen werden. Das Prinzip
der Antikdrperhybridisierung basiert auf den antigenen Eigenschaften des Proteins, ge-
gen das sich der Antikorper richtet. Es konnen zu jedem Protein verschiedene Antikor-
per existieren, die sich gegen unterschiedliche Aminosauren-Sequenzen des Proteins
richten. Der Zweitantikorper ist Meerrettich-Peroxidase-gekoppelt und erzeugt bei Um-
setzung mit einem Reagenz eine Chemoluminiszenz, welche einen aufgelegten Ront-

genfilm belichtet.

2.2.5.1 Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekularge-
wicht. Dafur wird zwischen zwei Glasplatten ein Polyacrylamidgel gegossen, dessen
Zusammensetzung danach variiert, in welcher Grof3enordnung sich das gesuchte Pro-
tein befindet. Das Gel setzt sich aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammen.
Fir ein groRes Gel (22cm mal 20cm, BioRAD) oder 2 Minigele (10cm mal 10cm, Bio-
RAD) benotigt man die in Tabelle 12 aufgefuhrten Chemikalien.

Trenngel (10%) fur 10 ml Sammelgel (5%) fiir 5 ml

H>O (Milipore) 4,0 ml 3,4 ml

30% Acrylamidmix 3,3 ml 0,83 ml
1.5M Tris (pH 8.8) 2,5ml -

1.0M Tris (pH 6.8) - 0,63 ml

10% SDS 0,1 ml 0,05 ml

10% Ammoniumpersulfat 0,1 ml 0,05 ml

TEMED 0,004 ml 0,005 ml

Pyronin Y (Farbstoff) 0,005 ml

Tabelle 12: Zusammensetzung Polyacrylamidgel

Zuerst wird das noch flissige Trenngel zwischen zwei Glasscheiben gegossen. Dann
wird es mit H,O bedeckt. Nach ungefahr 45 Minuten ist es auspolymerisiert. Das Was-
ser wird abgegossen und zusatzlich mit Filterpapier abgesaugt. Dann wird das Sam-

melgel aufgegossen und sofort ein Kamm hineingesteckt. So entstehen Taschen fur die
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Proteine. Nachdem auch das Sammelgel auspolymerisiert ist, kann das Gel benutzt

oder bei 4°C maximal einen Tag gelagert werden.

2.2.5.2 Auftragen der Proteine

Falls unterschiedliche Mengen an Proteinen eingesetzt werden, werden diese mit Milli-
pore-H,O auf gleiche Volumina verdinnt. Den Proben wird ein reduzierender Gellade-
puffer im Verhaltnis 4:1 zugesetzt und das Gemisch funf Minuten bei 95°C denaturiert.
Die Proben werden nach dem Abkuhlen in die Taschen des Sammelgels aufgetragen.
Die eingesetzten Proteinmengen betragen 12ug pro Spur fur groRe Gele. Eine Bahn
jedes Polyacrylamidgels wird mit 5pl Marker zur Bestimmung der Proteingewichte bela-
den. Die darauf folgende Elektrophorese im Elektrophoresepuffer zur Protein-
auftrennung erfolgt fur grolRe Gele 3 Stunden und fur kleine eine Stunde bei konstanter
Spannung von 100 V, einer Stromstarke von 350-400 mA und einer Leistung von 400W
bei 4°C.

Nach der Elektrophorese wird das Gel 10 Minuten in frischem Transferpuffer gewa-
schen. Die Nitrozellulosemembran wird gleichzeitig kurz in Millipore H,O gewaschen
und die letzten 10 Minuten vor dem Blotten in Transferpuffer aquilibriert.

Fir die Proteinmessung der verwendeten 36 humanen Myokardproben wurden jeweils
4 grolRe Gele aus demselben 12%igen Polyacrylamidansatz gegossen. Von den jeweils
24 Taschen wurde eine fur den ,proteinladder, 5 fur die Eichgerade und die verblei-
benden 18 Taschen flr 9 Proben im Doppelansatz verwendet, so dass insgesamt alle
36 Proben parallel laufen konnten. Auf jedes Gel wurden sowohl Patienten- als auch

Kontrollproben aufgetragen, um einen systematischen Fehler auszuschliel3en.

2.2.5.3 Blotting

Die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden aus dem Polyacryla-
midgel auf eine Nitrozellulosemembran Uberfuhrt. Der Transfer erfolgt im ,Tank-Blot“-
Verfahren als luftblasenfreies Gel-Membran-Blot-,Sandwich® unter der Verwendung von
Transferpuffer. Kleine Gele werden bei 4°C ,100 V und 350 mA fur 2 Stunden geblottet.
Grolde Gele werden unter denselben Bedingungen fiur 3 Stunden geblottet, hier werden

aufgrund eines veranderten Widerstandes nur 40 V erreicht.
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2.2.5.4 ,Coomassie Blue“-Farbung

Nach dem Blotten kann man das Gel verwerfen oder eine Coomassie-Farbung an-
schlie3en. Mit ihr kdnnen evtl. noch im Gel verbliebene Proteine unspezifisch angefarbt
und somit der vollstandige Proteintransfer Uberpruft werden. Die Coomassie-Farbung
erfolgt mit ,Coomassie Brilliant Blue 250“ fir 90 Minuten, die anschlieRende Entfarbung

uber Nacht mit Coomassie—Entfarber, jeweils auf dem Schuttler bei Raumtemperatur.

2.2.5.5 Farbung der Nitrozellulosemembran

Um den Erfolg des Proteintransfers zu Uberprifen, kann die Nitrozellulosemembran
nach Beendigung des Western Blots mit ,Ponceau-Rot*“-Lésung gefarbt werden. Dazu
wird die Membran 1 Minute in ,Ponceau—Rot" geschuttelt und anschlieRend zweimal in
Wasser gewaschen. Anschlie3end wird sie auf Filterpapier getrocknet und bis zur Anti-
korperhybridisierung bei 4°C gelagert. Auch nach dem Strippen einer Membran kann

diese erneut mit ,Ponceau-Rot" gefarbt werden.

2.2.5.6 Antikorper-Hybridisierung

Um unspezifische Bindungen des Primarantikérpers zu minimieren, wird die Nitrozellu-
losemembran in 0,5% TBS-T-BSA fur eine Stunde unter sanftem Schutteln bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach wird die Membran 1 mal 15 Minuten in TBS-T gewaschen.
Die Inkubation mit dem Primarantikorper (Verdunnungen und Blocking-Konzentration
siehe Tabelle 13) erfolgt fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Dann wird die Membran
wieder 1 mal 15 und 2 mal 5 Minuten in TBS-T gewaschen. Der Spezies-spezifische
Sekundarantikorper (siehe Tabelle 13) wird eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wird die Membran wie beschrieben gewaschen.

Zur Detektion des Immunkomplexes aus Primar- und Sekundarantikorper wird nach den
Waschschritten ein ,Detection Reagent” dazugegeben. Durch die katalytische Umset-
zung der an den Sekundarantikérper gebundenen Peroxidase wird eine Chemoluminis-
zenz erzeugt. Die Membran wird nach dem Abtropfen und Verpacken in Folie in der
Dunkelkammer zusammen mit einem Rontgenfilm in eine Rontgenkassette gelegt. Der
Film wird je nach Starke des erwarteten Signals 15 Sekunden bis zu 10 Minuten belich-
tet. In dieser Arbeit wurde jedes Gel nach der Hybridisierung mit LPA-Antikdrper ge-
strippt und erneut mit einem GAPDH-Antikorper gefarbt. Die GAPDH ist ein nicht-
reguliertes Protein, welches Aufschluss Uber die real eingesetzten Proteinmengen ge-

ben und die Proteinmessungen unter den Patienten vergleichbar machen soll.
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In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Primarantikdrper optimiert, wovon einer ge-

gen den N- und einer gegen den C-Terminus des LPA-Rezeptors gerichtet war.

Anti LPA, c-terminal Anti LPA, n-terminal Anti GAPDH auf ge-

strippter Membran

Blocking 0,5% BSAin TBS-T 0,5% BSA in TBS-T 5% Quickblocker in TBS-T
1. Antikorper 1:1000 in 0,25% 1:1000 in 0,25% 1:50000 in TBS-T
Blocking Blocking

2. Antikorper 1: 40000 Donkey Anti- 1: 40000 Donkey Anti-  1:50000 Donkey Anti-
Rabbit in 0,25% Block- Rabbit in 0,25% Block- Mouse in Blocking

ing ing
Detection Reagent ECL Plus 5 Minuten  ECL Plus 5 Minuten ECL 3 Minuten
Belichtungsdauer 5 Minuten 2 Minuten 15 Sekunden

Tabelle 13: Antikdrper-Verdiinnungen fiir den Einsatz auf Nitrozellulosemembranen

2.2.5.7 “Stripping”-Protokoll

Zur erneuten Antikorper-Hybridisierung der Nitrozellulosemembran kann diese mit Hilfe
eines ,Stripping“-Puffers von bereits gebundenen Antikdrpern gereinigt, und somit wie-
derholt nutzbar gemacht werden.

Die Reinigung der Membran erfolgt fur 30 Minuten bei 50°C unter leichtem Schutteln im
Ofen. Darauf folgten drei Waschschritte von je 10 Minuten in TBS-T-Puffer. Zur Kontrol-
le der Unversehrtheit der Proteine werden sie erneut mit ,Ponceau-Rot" angefarbt.

2.2.5.8 Quantitative Auswertung

Die Quantifizierung der Western Blot-Banden erfolgte nach dem Einscannen der Ront-
genfilme mit Hilfe eines Auswertungsprogramms. Dabei wurde die Punktdichte der Ban-
den ermittelt. Fur jedes Gel konnten so eine Regressionsgerade aus der pipettierten
Eichgeraden sowie die zugehdrige Geradengleichung bestimmt werden. Mit dieser Glei-
chung konnten die gesuchten Proteinmengen fur LPA; ermittelt werden. Die GAPDH-
Farbung wurde ebenso ausgewertet. Dann wurde der Quotient aus LPA;-
Protein/GAPDH-Protein gebildet, wodurch mogliche Fehler durch verschiedene Kon-
zentrationen der eingesetzten Proben ausgeglichen werden. Die Proben wurden auf
vier Gele aufgetragen. Um diese vergleichbar zu machen wurde der Mittelwert der Kon-

trollen auf einem Gel jeweils gleich 100% gesetzt und die Quotienten aller Proben des
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Gels auf diesen Wert bezogen. Da keine Normalverteilung vorlag, wurden die ermittel-
ten Quotienten aus Kontroll- und Patientengruppe mit dem Mann-Whitney-U-Test fur

zwei unabhangige Stichproben miteinander verglichen.

-35-



3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Imnmunfluoreszenz-Untersuchung

Die 20 zur Verfugung stehenden Myokardproben wurden jeweils auf die Expression von
LPA; und S1P4 hin untersucht. Die Lokalisation der Rezeptoren innerhalb der vorkom-
menden Zellen und die Starke der Expression wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie
dokumentiert und die Patientenherzen mit den gesunden Herzen verglichen. Die fol-
genden Bilder zeigen eine reprasentative Auswahl der untersuchten Proben und wur-

den, wie im Kapitel ,Material und Methoden“ beschrieben, ausgewertet.

Abbildung 3: 400fache VergréRerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von LPA; (griin) und Vimentin (rot)

Die Abbildungen 3A-D zeigen einen Schnitt durch das Myokard an der Innenseite des
linken Ventrikels. Neben den Myozyten ist auch das Endokard angeschnitten. Dazwi-
schen befindet sich eine Bindegewebsschicht aus Fibroblasten, die durch die Kofarbung

gegen Vimentin sichtbar wird. Fibroblasten und Endothelzellen erscheinen hier rot.
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Deutlich zu erkennen sind im FITC-Kanal die fur LPA; stark positiven Zellkerne der My-
ozyten, Endothelzellen und Fibroblasten.

Abbildung 4: 630fache VergréRerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von LPA; (griin) und VSMC (rot)

Die Bilder 4A und B zeigen ein quergeschnittenens Blutgefal® im Myokard. Deutlich zu
sehen sind die zum Lumen aufgereihten, stark LPA+-positiven Endothelzellkerne sowie
ebenfalls grin im rechten Teil des Bildes einige LPA4-positive Myozytenkerne. Bild B

zeigt Uberlagert eine VSMC-Farbung. Die VSMCs zeigen vereinzelt LPA{im Kern.

Abbildung 5: 400fache Vergréferung einer DKMP-Probe. Anfarbung von LPA, (grin)

Bild 5A zeigt ein Beispiel fur starke LPAs-Expression in Myozytenkernen, welche im
FITC-Kanal leuchtend grin sichtbar werden. In B ist die entsprechende Negativ-
Kontrolle zu sehen.
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Abbildung 6: 630fache Verfrolkerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von LPA; (griin) und Zellkernen mit
DAPI (blau)

Bild 6A zeigt quergeschnittene Myozyten einer DKMP-Probe, deren Kerne eine deutli-
che LPA-Expression aufweisen. Abb. B zeigt eine DAPI-Farbung desselben Schnittes.
Die Zellkerne erscheinen hier blau. In Abb. C ist die Kolokalisation von LPA; und DAPI
in den Zellkernen zu sehen. Die Uberlagerung beider Signale erscheint hier in tiirkis.
Das letzte Bild zeigt die Negativkontrolle.
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-

Abbildung 7: 400fache VergroRerung einer Kontroll-Probe. Anfarbung von LPA; (griin)

Die Abbildung 7A zeigt ein LPA-negatives Praparat der gesunden Kontrollgruppe. Zu
sehen ist ein Gefallquerschnitt im Myokard. Das Endothel sowie die VSMCs zeigen
kein positives Signal, und auch die umliegenden Myozyten erscheinen LPA-negativ. Es

ist lediglich eine leichte Autofluoreszenz der Lamina elastica interna zu sehen. Abb. B
zeigt die Kontrolle.

-

Abbildung 8: 400fache VergréRerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von S1P, (grin)

Die Abbildungen 8A und B zeigen einen Schnitt durch das Myokard an der Innenseite
des linken Ventrikels. Neben den Myozyten ist also auch das Endokard angeschnitten.
Man erkennt die zytoplasmatische Lokalisation von S1P4 in den Endothelzellen. Der
Bereich des Zellkerns bleibt dabei ausgespart. Abb.B zeigt die Negativkontrolle.
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