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Einleitung

1 Einleitung

Die haufigste Ursache der erworbenen Aortenstenose ist die altersbedingte Degenration.
Echokardiographisch konnte in unterschiedlichen Studien eine Inzidenz der degenerativen
Aortenstenose von 2% bis 9% bei iiber 65-jahrigen Studienteilnehmern nachgewiesen werden,
eine Aortenklappensklerose ohne relevante Stenose fand sich bei 29% der Patienten [1-3].
Das Risiko einer Aortenstenose steigt mit zunehmendem Alter auf durchschnittlich 4% bei
85-jahrigen Patienten. Risikofaktoren der altersbedingten Kalzifikation sind erhohtes LDL
und Lp(a) im Serum, Diabetes mellitus, Rauchen und arterieller Hypertonus [4]. Diese tritt
daher gehauft in Koinzidenz mit atherosklerotisch bedingten Erkrankungen auf. Prognostisch
besteht eine deutlich erhohte kardiovaskuldre Mortalitdt mit einem relativen Risiko von 1,66
bei bereits vorhandener sklerotischer Aortenklappe gegeniiber Patienten mit normaler Klappe

[3]. Die Aortenklappenstenose ist somit von erheblicher epidemiologischer Relevanz.

4{ Obstruktion des LY Ausflusstraktes } l

‘ T LV systolischer Druck H T LV diastolischer Drmck H T Ejektionszeit (relativ) H | Druck Alorta ‘

T LV Masse

‘ LV Dysfunktion ‘

‘ T O,-Verbrauch Myokard H | Diastolendauer (rel), T HF+P

r

‘ L O,-Versorgung Myokard ‘

| Myokard-Ischiimie (relativ) ‘

LV Insuffizienz

Abb. 1: Pathophysiologie der Aortenstenose (modifiziert nach [4])

Pathophysiologisch bewirkt die degenerative Aortenstenose eine sich langsam entwickelnde
Obstruktion des linksventrikuldren (LV) Ausflusstraktes, die zu einer Druckbelastung des LV
fiihrt. Die myokardiale Adaptation zur Gewéhrleistung der LV Auswurfleistung duBert sich in
konzentrischer Hypertrophie. Es kommt zu zunehmender isometrischer Kontraktion der

Muskulatur sowie verminderter Compliance durch Fibrose. Durch die erhohte Resistenz
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Einleitung

gegeniiber der Ventrikelfiillung bei mangelnder Elastizitdit kommt es zur diastolischen
Dysfunktion, die bei etwa 50% aller Patienten mit Aortenstenose und normaler systolischer
Funktion auftritt [5]. Korrelat dieser Dysfunktion ist ein erhohter LV enddiastolischer Druck
(LVEDP) und eine verminderte maximale Druckabfallgeschwindigkeit (dp/dtmin). Durch
negative Korrelation der LV Funktion zur LV Relaxation und myokardialen Compliance
scheint die diastolische Dysfunktion der Systolischen vorgeschaltet zu sein [6]. Zeitgleich
erh6hen sich systolischer und diastolischer LV Druck bei vermindertem Druck in der Aorta
und verminderter Dauer der Diastole durch die erhohte LV Ejektionszeit in der Systole. Bei
Progredienz vermindern sich Ejektionsfraktion, Schlagvolumen und linksventrikuldrer
Druckgradient bei erhdhten Driicken des linken Atriums, der pulmonalen Kapillaren, des
rechten Ventrikels sowie rechten Atriums. Dies fiihrt einerseits zu erh6htem myokardialem
Sauerstoff-Verbrauch, andererseits bedingt durch den verminderten koronaren Fluss zu einer
verminderten Sauerstoffversorgung des Myokards. Hierdurch wird die Entwicklung einer
relativen Myokardischdmie beglinstigt, die in Zusammenhang mit der Hypertrophie zur LV
systolischen und diastolischen Dysfunktion fiihrt. Bei fortbestehendem Stimulus kann der

Ubergang in Herzinsuffizienz erfolgen [4] (Abb. 1).

Die Entwicklung einer LV Hypertrophie (LVH) und myokardialen Fibrose durch
Druckbelastung sind frithe Ereignisse der Aortenstenose und flihren als unabhingige kardiale
Risikofaktoren zu erhohter Morbiditdt und Mortalitdt [7-10]. Als ,,Remodeling® bezeichnet
man neben der Myozytenhypertrophie Umbauprozesse der extrazelluldren Matrix (ECM), die
mit LVH assoziiert sind und zu Kollagen-Akkumulation fiihren, welche die Substanz der
Fibrose ist. Anderungen der Kollagenarchitektur und -menge sind mit systolischer und
diastolischer Dysfunktion assoziiert [11]. Auf molekularer Ebene kommt es zur Aktivierung
unterschiedlicher Genexpressionen und Proteine. Kontinuierliche Stimulation profibrotischer
Signalwege kann linksventrikuldre Dysfunktion und Herzinsuffizienz auslésen [12]. Durch
Druckbelastung verursachtes linksventrikuldres Remodeling beinhaltet die Aktivierung
neuroendokriner Systeme, wie z.B. das Endothelin- oder Renin-Angiotensin-System, erhohte
Expression von Wachstumsfaktoren und ein dysreguliertes Gleichgewicht von
Umbauprozessen der ECM. So werden beispielsweise Endothelin-1 (ET1) und der
entsprechende Endothelin-Rezeptor Typ A (ETRa) durch Druckbelastung [13] und
konsekutive Herzinsuffizienz [14] hochreguliert. Weiterhin wirken neuroendokrine Systeme
durch Induktion von Wachstumsfaktoren wie Transforming growth factor beta 1 (TGFB1) und
Connective tissue growth factor (CTGF) auf die myokardiale Funktion. Diese induzieren und

unterhalten pathologische ECM Umbauprozesse [15]. Remodeling-Prozesse werden durch
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Einleitung

eine Dysbalance der Matrix-Enzymsysteme gelenkt [16-20]. Hauptfaktoren hierbei sind
Matrix Metalloproteinasen (MMP) und deren endogene Inhibitoren, Tissue Inhibitors of
MMP (TIMP). MMPs sind Metalloproteinasen, die vor allem Strukturkollagene, wie z.B.
Kollagen Typ I und III, abbauen. Die Enzymaktivitdt wird durch Interaktion mit den
gewebsspezifischen TIMPs kontrolliert. TIMPs sind daher zur Verhinderung eines
iiberméfigen ECM Abbaus bedeutsam. In gesundem Myokard stehen Auf- und Abbau der
ECM in einem Gleichgewicht, was durch ein bestimmtes Verhédltnis von MMP zu TIMP
erreicht wird. Verschiebt sich dieses Verhiltnis, so werden die normalen Umbauprozesse
gestort - es kommt zu Kollagen-Akkumulation bei LVH. So konnte gezeigt werden, dass es
bei humaner Aortenstenose zu einer Hochregulation des Renin-Angiotensin-Systems und der
Kollagene Typ I und III [21] bei gesteigerter Expression von MMP2 und 3 sowie TIMP3
kommt, wihrend MMP1 und 9 sowie TIMP1 herabreguliert werden [22], was eine spezifische
Regulation dieses Systems nahe legt. Zu den Auswirkungen der chronischen Druckbelastung
auf die Genexpression der ECM inklusive Wachstumsfaktoren, Neurohormonen und MMPs /
TIMPs liegen bereits unterschiedliche Befunde vor (Tab. 1). Zentrale Effektor-Zellen
innerhalb der ECM sind kardiale Fibroblasten. So ist bekannt, dass TGFB1 als profibrotischer
Wachstumsfaktor die Expression von Kollagen Typ I und III in humanen kardialen
Fibroblasten auf transkriptioneller Ebene heraufreguliert [23] und so zu kardialer Fibrose
beitrigt. Uber die Furin-Konvertase werden sowohl TGFB1 als auch MTIMMP aktiviert, was
wiederum zu einer Aktivierung von MMP2 fiihrt und damit das kardiale Remodeling
moduliert [24].

Eine wichtige Rolle innerhalb der ECM Proteine, die durch Druckbelastung beeinflusst
werden, nehmen Integrin beta 1 (ITGB1) und Osteopontin (OPN) ein, die pathophysiologisch
als Stressmediator profibrotische und hypertrophe Signaltransduktionswege beeinflussen [25-
28]. Sie wirken durch Verbindung von ECM Proteinen mit dem Zytoskelett als Sensor der
mechanischen Muskelarbeit. Ein Knock-Out der Integrin-Funktion fiihrt zu kardialer

Hypertrophie und Insuffizienz [29].
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Evidenz Untersuchungsmodell | Referenz

Erhéhte Expression von Kollagen I,

Kollagen Il und MMP2 AoB bei Mausen [30]
Erhdéhte Expression von Kollagen |
und Kollagen IlI; Kollagen IIl héher hAS [31]
exprimiert
Erhéhte Expression von a1, a 5 und AoB bei Mausen [32]

B1 Integrin

ET-1, ETR a und ETR B in RV héher | Druckbelastung RV bei

exprimiert Ratten [33]

OPN 2-fach erhéht in AoB ohne
Insuffizienz, 8-fach erhéht bei AoB AoB in Ratten [34]
mit Insuffizienz

TGF B 1 erhdht, TGF f 2

unverandert, TGF 3 erniedrigt in LV AoB in Ratten [35]

MMP2, 3, TIMP1 hochreguliert;
MMP1, 9, TIMP2, 3 herunterreguliert, hAS [22]
TIMP4 unverandert.

MMP-1, -2, -3, -9, -13, und -14
heraufreguliert; TIMP-1, -2
heraufreguliert, TIMP4
herunterreguliert.

hAS [36]

Tab. 1: Durch Druckbelastung induzierte Verinderung der Genexpression; hAS: humane Aortenstenose;

RV: rechter Ventrikel

Melusin ist ein neu beschriebenes, muskelspezifisches Protein und interagiert mit dem
zytoplasmatischen Anteil des ITGB1 durch Translokation zu Zellmembran-Strukturproteinen
[37]. Nachgeschaltete Signaltransduktionswege beinhalten die Phosphorylierung von AKT
und SER9 sowie die Inaktivierung von GSK3B [38]. Melusin nimmt innerhalb der
Pathophysiologie als Interaktionspartner fir ITGB1 durch Vernetzung der ECM mit dem
Zytoskelett eine zentrale Stellung ein. Durch Knock-Out des Melusin-Gens wird die
Entwicklung einer konzentrischen Hypertrophie verhindert und Kardiomyozyten reagieren
inaddquat auf Druckbelastung mit dilatativer Kardiomyopathie und kontraktiler Dysfunktion.
Melusin Uberexpression fiihrt zu reduzierter Apoptose und verlingerter kompensatorischer
Hypertrophie mit geringerer Wahrscheinlichkeit einer Insuffizienz [37-39]. Dies legt nahe,
dass Melusin zur Erhaltung der systolischen Funktion und Vorbeugung einer Dilatation des
LV eine Rolle spielt. Zum Zeitpunkt der Dissertation lagen keine Daten zu Verdnderungen
von Melusin bei druckbelastungs-induzierter Hypertrophie vor. Diese Information wére
jedoch sowohl fiir diagnostische Mallnahmen als auch flir eventuell neue therapeutische

Interventionen hilfreich. Weitere Aufgabe dieser Studie war es daher zu untersuchen, ob und
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Einleitung

wie Melusin bei chronischer Druckbelastung durch aortales Banding in Ratten reguliert wird
und inwieweit Beziehungen zu hdmodynamischen Verdnderungen und Regulationen der
extrazelluliren Matrix bestehen.

Therapeutisch ist bei hochgradiger Stenose der Aortenklappe mit deutlicher Einschrankung
der systolischen LV Funktion (EF < 30%), ausgepragter Symptomatik und / oder stark
reduzierter Klappenoffnungsfliche (< 1,0 cm?) die Indikation zur Versorgung durch
interventionelle (perkutane) Valvuloplastie oder operativen Klappenersatz gegeben.
Medikamentds lésst sich in der Frithphase der Erkrankung eine beginnende Herzinsuffizienz
durch Gabe von Diuretika und ACE-Hemmern zur Reduktion der Nachlast behandeln; letztere
reduzieren zudem das LV Remodeling, konnen den Fortschritt der Erkrankung jedoch nur
verlangsamen. Ebenso gibt es Evidenz, dass die Gabe von B-HMG-CoA-Reduktase
Inhibitoren die Progression der degenerativen Aortenstenose verlangsamen konnte [40].
Medikamentdse therapeutische Alternativen zur Behandlung der pathophysiologischen

Verianderungen aufgrund einer Aortenstenose bestehen jedoch zurzeit nicht.

Einen neuen therapeutischen Ansatz konnte hierbei das friihe Eingreifen in die Entwicklung
der Hypertrophie und nachfolgenden Fibrose, welche durch linksventrikulidre Druckbelastung
verursacht werden, darstellen. Ein moglicher Ansatzpunkt stellt dabei die Hemmung der
Isoenzyme der Prolyl 4-Hydroxilase (P4H) dar. Posttranslationelle Modifikation von
Proteinen durch die P4H spielt bei linksventrikuliren Remodeling Prozessen eine Rolle,
indem die Synthese, Funktion und Aktivitidt von Proteinen reguliert wird. Die Kollagen P4H
(C-P4H) ist ein Schliisselenzym in der Kollagensynthese, durch dessen Einwirkung Prolin-
Reste in alpha-Monomeren hydroxiliert werden. Dieser Synthese-Schritt sichert die
thermische Stabilitit der Kollagen-Tripelhelix. Eine Hemmung der Kollagen P4H (P4HI)
fithrt daher zur Synthese instabilen Kollagens innerhalb des endoplasmatischen Retikulums,
welches nachfolgend intrazelluldr lysosomal abgebaut wird [41, 42]. Bereits verfiigbar ist die
Substanz FG0041, ein Phenantrolinon P4H Inhibitor; durch Inhibition der Asparagin-
Hydroxilierung wird P4H inhibiert, es kommt zu Synthetisierung thermal instabilen Kollagens
und somit zu einer Beeinflussung pathologischer Fibrose-Prozesse [43]. Durch die Gabe von
FG0041 konnte das ECM Remodeling nach akutem experimentellem Myokardinfarkt in
Ratten reduziert werden [44]. Die Rolle der P4H bei myokardialer Hypertrophie durch
Druckbelastung ist zwar noch unklar, jedoch konnten aufgrund der vorgenannten Studie
positive Effekte auf kardiale Hypertrophie und Fibrose unterstellt werden. Die Hemmung der
P4H konnte somit eine therapeutische Alternative zur Behandlung der durch Druckbelastung

des LV hervorgerufenen Effekte darstellen.
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Einleitung

Eine weitere Rolle der Isoenzyme der P4H besteht im Abbau des Hypoxia-inducible Factor 1
alpha (HIFla). HIFla wird im Myokard durch mechanischen Stress sowie hypoxédmische
Bedingungen durch Phosphorylierung der Phosphatidylinositol 3-kinase induziert und wirkt
als Transkriptionsfaktor auf die Induktion verschiedener Gene [45]. HIFla hat auf die
Sauerstoffversorgung des Myokards einen indirekten positiven Effekt durch Steigerung der
Expression von Erythropoetin und Hochregulation von Sauerstofftragern. Direkte Wirkung
von HIFla ist unter anderem die Induktion des proangiogenetischen Faktors VEGF, der die
Kapillarisierung steigert und dadurch die Sauerstoff-Versorgung verbessert [46]. FG2216 ist
ein ebenfalls oral verfligbares Molekiil, welches die HIF-Prolyl 4 Hydroxilase inhibiert, die
HIFlo—Degradation somit vermindert und HIFla stabilisieren kann [43]. Die
Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes zur Hemmung der HIF-P4H fiir
FG2216 (Ki-Wert) ist im Vergleich zu FG0041 hoch, somit handelt es sich bei FG0041 um
eine relativ spezifische Substanz zur Hemmung der Kollagen-Hydroxilierung, bei FG2216 um
eine relativ spezifische Substanz zur Stabilisierung von HIF1a . FG2216 befindet sich zurzeit
in einer Phase-I Studie zur Behandlung der renalen Andmie. Studien zur Verbesserung der
O,-Versorgung des Myokards, insbesondere bei Hypertrophie durch Druckbelastung,
existieren jedoch nicht. Da die O,-Versorgung des Myokards bei der Aortenstenose durch
verminderte koronare Perfusion erniedrigt ist, konnte eine erhohte HIF 1o Expression positive
Effekte auf den Verlauf der Erkrankung haben. Ziel der vorliegenden Studie war es somit,
zwei Inhibitoren der P4H mit unterschiedlichem Wirkspektrum hinsichtlich der Beeinflussung

von kardialer Hypertrophie und Fibrose bei experimenteller Druckbelastung zu beurteilen.
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Fragestellung

2 Fragestellung

Der Effekt der Inhibition der P4H auf die Komponenten der druckinduzierten
neuroendokrinen Aktivierung, Wachstumsfaktor-Expression sowie der Fibrose war bisher
nicht Gegenstand experimenteller Untersuchungen. Ziel dieser Studie war es daher zu
untersuchen, inwieweit die Inhibition der P4H durch Einfluss auf die Hemmung der Kollagen-
Synthese bzw. Induktion einer HIFla-Stabilisierung den Verlauf einer experimentellen
chronischen Druckbelastung in Ratten beeinflussen kann. Weitere Aufgabe der vorliegenden
Studie war es, Verdnderungen pro-hypertropher und profibrotischer Faktoren im Myokard bei
chronischer Druckbelastung im Tiermodell der Ratte zu untersuchen, da zum Zeitpunkt der
experimentellen Arbeiten keine Daten zu Verdnderungen der Melusin-Expression im
Myokard bei chronischer Druckbelastung existierten. Kardiale Fibroblasten nehmen eine
zentrale Rolle in der Erhaltung des Gleichgewichtes der ECM sowie als Mediatoren bei
fibrotischen Umbauprozessen ein. Zur Beschreibung des Einflusses der genannten
profibrotischen Wachstumsfaktoren auf die ECM sollte der Effekt der Stimulation von
humanen  kardialen  Fibroblasten mit TGFBl aus Herzen mit schwerer

Funktionseinschrankung charakterisiert werden.

Zusammenfassend fiihrte dies zu folgenden Aufgabenstellungen fiir die vorliegende Arbeit:

1. Im Tiermodell einer linksventrikuldren Druckbelastung durch aortales Banding (AoB)
sollte das Myokard hinsichtlich profibrotischer und hypertropher Faktoren
(Wachstumsfaktoren, neurohumorale Faktoren und extrazellulire Matrix, insbesondere

Melusin) auf transkriptioneller und translationeller Ebene untersucht werden.

2. Der Effekt der Inhibition der C-P4H und HIF-P4H auf druckinduzierte Hypertrophie
innerhalb des AoB-Modells sollte anhand funktioneller Daten sowie der Gen- und

Proteinexpression charakterisiert werden.

3. Der Effekt des profibrotischen Wachstumsfaktors TGFB1 auf die Gen- und
Proteinexpression von Komponenten der ECM sollte durch Stimulationen humaner
kardialer Fibroblasten aus Herzen mit schwerer Funktionseinschrinkung als

weiterfiihrendes Modell analysiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Tiermodell und experimenteller Verlauf

Die operative und postoperative Behandlung der Tiere erfolgte durch die AG Prof. Dr.
Willenbrock; die Darstellung des Verfahrens und der Ergebnisse erfolgt daher hier nur

insoweit, als sie zum weiteren Verstdndnis innerhalb dieser Arbeit notwendig ist.

Minnliche Wistar — Ratten (Moellegaard Animal Farm, Schonwalde) wurden unter
Standardbedingungen bei kommerzieller Ratten-Nahrung und Wasser ad libitum gehalten.
Die 28 Tage alten Tiere (80 — 100g KG) wurden in einem randomisierten Verfahren der
Kontrollgruppe mit Sham — Operation (Sham) oder der Banding - Gruppe (AoB) zugeteilt.
Die Anésthesie wurde durch Chloralhydrat (400 mg/kg KG i.p.) eingeleitet, das jeweilige Tier
wurde orotracheal intubiert und maschinell beatmet. Zum experimentellen Endpunkt wurden
das Korpergewicht sowie die Organgewichte aufgezeichnet, der linke Ventrikel separiert und
bei — 80 °C in flissigem Stickstoff bis zur weiteren biochemischen Aufarbeitung
schockgefroren. Zur Erzeugung eines Druckgradienten zwischen linkem Ventrikel und Aorta
als Modell der chronischen Druckbelastung wurde ein Tantalum Clip (innerer Durchmesser:
0,51 mm; Ethicon, USA) um die thorakale Aorta, etwa 0,5 — lcm distal der Aortenklappe,
platziert. Hierdurch erfolgte eine Lumeneinengung der Aorta mit daraus resultierender
Druckbelastung. Das Verfahren wurde bereits ausfiihrlich in [47] beschrieben und erfolgte bei
n = 21 Ratten in der AoB-Gruppe sowie n = 30 in den Medikationsgruppen FG0041 sowie
FG2216. Sham-operierte Tiere erfuhren die gleiche Behandlung, jedoch ohne Anbringen des
Tantalum Clips, und erhielten die FG-Trigersubstanz Carboxymethylcellulose. Die
perioperative Mortalitdt betrug 10%. Von Tag 2 bis Tag 28 erhielten Ratten der AoB-Gruppe

randomisiert eine der folgenden Behandlungen:

C-P4HI FG 0041 in der Dosierung 25 mg/kg KG/d (FG 0041; n=17)
P4HI FG2216 in der Dosierung 30 mg/kg KG/d (FG 2216; n=13)
Tragersubstanz Carboxymethylcellulose (CMC fiir AoB; n=21)

Die Applikation erfolgte jeweils oral. Das Verfahren wurde durch die zustindige
Tierschutzbehdrde genehmigt und erfolgte in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des

,Guide for Care and Use of Laboratory Animals* [48].
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3.2 Organmorphologie, Echokardiographie und himodynamische Daten
3.2.1 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde fiir sdmtliche Gruppen am 28. Tag des Versuchsablaufes
durchgefiihrt. Nach Sedierung der Tiere wurde mittels eines 15 MHz Schallkopfes (Acuson
Sequoia, Erlangen) der linke Ventrikel in 2-dimensionaler Kurz- und Langachsensicht
dargestellt. Die Daten wurden als M-Mode Bilder gespeichert, endsystolischer (LVESD) und
enddiastolischer (LVEDD) Diameter des LV sowie die Wanddicke der Hinterwand (PW)
wurden ermittelt. Die LV Ejektionsfraktion wurde mittels der Teichholz-Formeln ( EDV =
(7/(2,4+LVEDD))*LVEDD? ; ESV = (7/(2,4+LVESD))*LVESD? ; EF = (EDV-ESV)/EDV *
100 ) anhand der M-Mode Aufnahmen berechnet. Alle echokardiographischen Messungen
wurden durch einen Untersucher durchgefiihrt, der beziiglich Gruppierung der Tiere blind
war. Die Messungen orientierten sich an den Richtlinien der American Society of

Echocardiography [49].

3.2.2 Hamodynamik

30 Tage nach Durchfithrung des aortalen Bandings wurden die Tiere mittels Chloralhydrat
sediert, intubiert und maschinell beatmet. Ein PE 50-Katheter wurde iiber die rechte V.
jugularis interna in der V. cava superior zur Messung des zentralen Venendrucks platziert.
Der arterielle Blutdruck wurde {iber ein in der linken A. carotis liegendes Drucksystem
gemessen. Zur Erhebung linksventrikuldrer himodynamischer Daten wurde anschliefend
erneut eine Thorakotomie durchgefiihrt. Nach Priparation des Herzens, insbesondere des LV,
wurde ein weiterer PE 50-Katheter unter Anwendung der Seldinger-Technik mittels einer 14G
Nadel durch das Myokard der linksventrikuliren Wand im LV platziert. Diese Technik
verhinderte den Einsatz hochsensibler Katheter. Linksventrikuldr endsystolischer (LVESP)
und enddiastolischer (LVEDP) Druck wurden mit einem Statham Messwandler (P23XL) und
einem Goldham Verstdrker (AMP 4600) registriert. Die linksventrikuldre Kontraktilitdt wurde

uber die LV Druckkurven berechnet.

3.2.3 Organmorphologie

Nach Euthanasie der Tiere wurde zunidchst das Korpergewicht bestimmt. Herz und Lunge
wurden dem Thorax entnommen und die Gewichte mittels einer Feinwaage registriert. Das
Herz wurde entsprechend den Grenzen des rechten und linken Atriums bzw. Ventrikels

geteilt, die separaten Kammern wurden noch einmal gesondert abgewogen.
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3.3 Zellisolation und Kultivierung humaner kardialer Fibroblasten sowie Zellstimulation

Linksventrikuldres Myokard (5-10g) von gesunden Spender-Herzen, welche nicht zur
Transplantation geeignet waren bzw. explantierten Herzen von DCM-Patienten wurde direkt
nach intraoperativer Entnahme gekiihlt und aufgearbeitet. Die Anzahl der Fibroblasten-
Isolationen von Spender-Herzen betrug n=9, die der DCM-Herzen betrug n=11. Vor der
Explantation und weiteren Verwendung wurde von den Patienten eine schriftliche
Einverstindniserklarung zur Verwendung des Materials in wissenschaftlichen Studien
abgegeben. Samtliche Arbeitsprozesse erfolgten unter Kiihlung auf Eis. Das Myokard wurde
in kleine Stiicke zerteilt und drei Mal in PBS (Bio Whittaker, USA) gewaschen. Anschlie8end
erfolgte die 20-miniitige Inkubation bei 37°C mit 5 mL Collagenase-Dispase (1 mg/ml;
Merck, Deutschland). Der entstehende Uberstand wurde abgetrennt, die Inkubation des
Sediments mit Collagenase-Dispase-Losung wurde weitere zwei Mal durchgefiihrt. Der
entstandene Uberstand wurde je Isolation gepoolt, 5 min. bei 1200 rcf, 4°C zentrifugiert und
der nun zellarme Uberstand entfernt. Die im Sediment vorhandenen Fibroblasten wurden zu
gleicher Menge auf Zellkulturschalen ausgesidt und nach Zugabe von 15 mL Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM, Gibco, Karlsbad) fiir eine Stunde bei 37°C sedimentiert.
AnschlieBend wurde das DMEM entfernt, die Schale zweimalig mit 10 mL PBS gewaschen,
mit je 10 mL DMEM, welches mit 10% fotalem Kailber-Serum (DMEM-FCS, Gibco,
Karlsbad) versetzte war, gefiillt und erneut in den Brutschrank bei 37°C iiberfiihrt. Die so
erhaltenen humanen kardialen Fibroblasten wurden unter einem zwei Mal pro Woche
stattfindenden Mediumwechsel bis zur Konfluenz kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz
erfolgte die Passage der Zellen. Hierzu wurden die Zellen vom Schalenboden nach
Entfernung des DMEM unter Zugabe von 1,5 mL Trypsin (0,1 mg/ml, Biochrom, Berlin) fiir
5 min. bei 37°C gelost. Die Proteolyse wurde durch Zugabe von 7,5 mL DMEM-FCS
gestoppt, die so losgelosten Zellen wurden anschlieBend auf mehrere Zellkulturschalen
verteilt. Die Zellen wurden fiir eine Stunde bei 37°C sedimentiert, das DMEM-FCS entfernt,
einmalig mit PBS gewaschen und erneut 10 mL DMEM-FCS hinzu gegeben. Diese

Passagierung erfolgte insgesamt drei Mal.

Die Stimulation der humanen kardialen Fibroblasten erfolgte nach Erreichen einer
vollstdndigen Konfluenz der dritten Passage. Hierzu wurde das DMEM-FCS erneut entfernt
und mit frischem DMEM ersetzt. Hiernach wurde dem Medium TGF-f1 (10 ng/mL;
Calbiochem, Deutschland) hinzugefiigt und fiir 6h, 12h oder 24h inkubiert. SchlieBlich wurde
das jeweilige Medium entfernt und bei -80°C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

Untersuchungen zur Etablierung der Zellstimulation erfolgten analog an Zellkulturen der
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Fibrosarkom-Zell-Linie HT1080 (European Collection of Animal Cell Cultures, Wiltshire,
UK).

3.4 Proteinanalyse
3.4.1 Proteinextraktion

Gefrorene Myokardproben (ca. 50 — 80 mg) wurden in autoklavierte 1,5 mL Reaktionsgefélle
(Fa. Eppendorf, Deutschland) {iiberfiihrt, das Gewicht wurde auf einer Feinwaage (Fa.
Eppendorf, Deutschland) ermittelt und die Proben in fliissigem Stickstoff bei —80°C gekiihlt.
Die Myokardstiicke wurden in ein Reaktionsgefal3 ,,Lysis Matrix Typ D umgefiillt, welches
zweierlei Arten von Keramik-Kiigelchen enthielt, die zum mechanischen Aufschluss der
Myokardproben dienten. Es wurden jeweils 100 pl eines 1:400 verdiinnten Gemisches aus
Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma, # P2714; 100ng/ml Aprotinin, 100ng/ml Leupeptin und
100ng/ml Pepstatin) und gewichtsadaptiert Protein-Extraktions-Doppel-Detergenz-Lysis
Puffer, bestehend aus 10mM Tris pH 7.5, 140mM NaCl, ImM EDTA, 25% Glycerol, 0,5%
Nonident P-40, 0,5mM DTT sowie 0,5mM PMSF, hinzugefiigt. Die Homogenisierung von
Gewebe und Puffer erfolgte 30 Sekunden lang bei 2000 rpm mit dem FastPrep Gerit (FP 120,
Biol01 Thermo Savant). Dieser Schritt wurde zwei bis drei Mal bis zur vollstindigen
Homogenisation des Gewebes wiederholt. Das Lysis Matrix-Gefd3 wurde zwischen den
Wiederholungen auf Eis gestellt, um eine Degradation der Proteine zu verhindern. Im
Anschluss erfolgte die Zugabe von 0,05 mM SDS (Fa. Roth, Deutschland) zur Féllung der
Proteine. Der Ansatz wurde gemischt, 10 min. auf Eis gekiihlt und bei 14.000 U/min., 10 min.
bei 4°C zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde in neue 1,5 mL Reaktionsgefifle

iiberfiihrt und nach Abnahme von 20ul zur Proteinmessung bei -80°C eingefroren.

Die Proteinextraktion aus Zellkulturen erfolgte durch Zugabe des Protein-Extraktions-
Doppel-Detergenz-Lysis  Puffers sowie des Proteinase-Inhibitor-Cocktail auf die
Zellkulturschalen und mechanischem Aufschluss mittels eines Zellschabers. Die weitere

Behandlung erfolgte analog den o. g. Schritten.

3.4.2 Quantifizierung der Proteinmenge

Zur Quantifizierung der Proteinmenge wurde ein vorgefertigtes Reaktionsgemisch (BCA-
Essay-Kit #23225, Fa. Pierce, Rockford, USA) auf der Basis der Bradford-Reaktion

verwendet. Als Leerwert diente der unter 3.4.1 verwendete Lysis-Puffer. Zur Berechnung des
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Proteingehaltes der Proben diente eine Verdiinnungsreihe einer kommerziellen Albumin-
Losung (2000pg / mL; Fa. Pierce, #23209) von 1000pg/ml, 500ug/ml, 400ug/ml, 300pug/ml,
200pg/ml und 100pg/ml. Die jeweiligen Proben wurden in je 2ul und 5pl einer 1:1 und 1:10-
Verdiinnung gemessen. Die Verdiinnung erfolgte mit HPLC-Grad gereinigtem Wasser.
Samtliche Proben wurden auf eine 96-Well-ELISA-Platte (Fa. Biozym, Deutschland)
aufgetragen. Die Probenvolumina wurden auf 20ul mit HPLC Wasser aufgefiillt. Mittels einer
Multipipette (Fa. Eppendorf, Deutschland) wurde anschlieend 300ul des BCA-Reaktions-
Farbstoffgemisches (24,5ml BCA Protein Assay Reagent A, 500ul BCA Protein Assay
Reagent B) pro Well hinzugegeben und 30 min. bei 37°C in einem abgedunkelten Behalter
inkubiert. Die Messung der Extinktionswerte erfolgt in einem ELISA Platten Reader (MTX
Spectramax 250, Fa. MTX, USA) bei 562nm Wellenlénge, die Messung des Hintergrundes
erfolgte unter Verwendung eines 550nm Filters. Die Einzel-Werte wurden in den
Verdiinnungsstufen gemittelt, um die entsprechenden Verdiinnungsfaktoren korrigiert und der
Blank-Hintergrund-Wert subtrahiert. Die Myokard-Proteinisolationen wurden schlieBlich auf
eine einheitliche Konzentration von Sug/ul gebracht, aliquotiert und bis zur weiteren Nutzung

bei -80°C gelagert.

3.4.3 Western Blot

Die Detektion und Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte mittels semiquantitativem
Western Blot. Zunidchst erfolgte hierzu eine diskontinuierliche Sodium-Dodecyl-Sulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Als vorbereitender Schritt wurde die Gel-
Vorrichtung, bestehend aus 2 kleinen Glasplatten, 2 groBBen Glasplatten, 4 Spacern 0,75mm
und 2 Gelkdmmen mit 10 — 24 Slots (System ,,Mini- Protean“, Fa. BioRad, Deutschland bzw.
System ,,DPR*, Fa. VWR International, Deutschland) gewaschen, um Fett- und Gelreste zu
entfernen. Es wurden SDS-PAGE Gele unterschiedlicher Dichte, entsprechend der Grof3e des
zu detektierenden Proteins verwendet. Fiir ein 10% SDS-Page Trenn-Gel wurden 3,3ml 30%
Acrylamid Mix (Fa. Roth, Deutschland), 2,5ml 1,5M TRIS pH 8,8 (Fa. Roth), 4,0ml Wasser
(Millipore), 100ul 10% SDS, 100ul 10% APS (Fa. Roth) und 4ul TEMED p.a. (Fa. Roth)
verwendet. Nach vollstidndiger Polymerisation wurde tliber das Trenngel ein 5%-iges Sammel-
Gel, bestehend aus 5,5ml Wasser, 1,3ml 30% Acrylamid Mix, 1ml 1M TRIS pH 6,8, 80ul
10% SDS, 80ul 10% APS und 8ul TEMED gegossen und darin ein Kamm luftblasenfrei
eingebracht. Zur Probenvorbereitung wurden je nach Protein-Optimum ca. 10ug Protein je

Probe mit nicht-reduzierendem Gelladepuffer (Rotiload 2, Fa. Roth, Deutschland) gemischt, 5
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min. bei 95°C im Thermoblock denaturiert und bei Raumtemperatur abgekiihlt. Die in das
SDS-PAGE Gel einzusetzenden Proteinmengen wurden in Vorarbeiten bestimmt (siche
Optimierungsschritte). Die erste Tasche wurde mit Sul eines Molekulargewichts-Markers
(MBI Fermentas, Prestained Protein Marker 10-180 kDa) befiillt, um einen GroBenvergleich
innerhalb des Gels zu gewihrleisten, die restlichen Taschen wurden mit den jeweiligen
Proben beladen. Die Elektrophorese der SDS-PAGE Gele erfolgte bei 100V, 350mA
(Stromtransformator ~ EPS ~ 301/200, Fa.  Amersham  Pharmacia,) in  einer
Elektrophoresekammer (Fa. Biozym), welche mit ca. 1 | Elektrophoresepuffer (15.1g TRIS-
Base, 94g Glycerin, 50ml 10% SDS, pH 8.3) gefiillt war. Die Laufzeit betrug zwischen 2 2 h
und 3 '2 h. Nach der Elektrophorese erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Gel
auf eine Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL, Amersham Pharmacia) mittels Elektro-Blot.
Nach Abtrennen des Sammel-Gels wurden die Gele in Transferpuffer (3,3g Glycin, 14.4g 1M
TRIS-HCI pH 8.3, 200ml Methanol, Wasser ad 1000ml) gewaschen (3 mal 15min.) und die
Nitrozellulosemembran in Transferpuffer &dquilibriert. In Serie wurden Schaumstoffpads,
Filterkartonpapier, Trenngel, Nitrocellulosemembran, Filterkartonpapier und zum Abschluss
Schaumstoffpads libereinander gelegt und in ein Gitter eingespannt. Dieses Gitter wurde in
die Blot-Apparatur eingespannt und mit 1 1 Transferpuffer umspiilt. Das Blotten erfolgte unter
standiger Kiihlung der Blot-Apparatur mit einem Eisakku bei 60V, 350mA fiir 1h 20min.
AnschlieBend wurden die Proteine auf der Nitrocellulose-Membran mit Ponceau Rot-S (0,1%
v/w in 5% Eisessig; Fa. Sigma Aldrich, Deutschland) fiir 1 min. gefdrbt. Danach wurde die
Membran 2-5 min. mit Aqua dest. Gewaschen, auf Filterpapier getrocknet und bis zur

weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Vor der Hybridisierung des 1. Antikorpers (AK) wurde die Membran eine Stunde in 5%
Blocking Reagenz (BR; 5g Milchpulver in 100ml TBS-T: 20mM TRIS-Base, 137mM NacCl,
0,1% Tween 20, pH 7,6) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Der 1. AK
wurde entsprechend der in den Optimierungsschritten ermittelten optimalen Konzentration
verdiinnt (Tab. 2), die Membran wurde hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur bzw. iiber
Nacht bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation des 1. AK wurde die
Membran einmal 15 min. und zweimal 5 min. in TBS-T gewaschen und anschlieend mit
dem mit horse-raddish-peroxidase (HRP) markierten 2.AK inkubiert. Nach Hybridisierung
des 2. AK wurde die Membran erneut einmal 15 min. und zweimal 5 min. in TBS-T
gewaschen. Die Detektion des Proteins erfolgte mittels Chemilumineszensreaktion unter
Verwendung eines Reaktions-Kits (ECL Kit, Fa. Amersham Phamacia). Die Membranen

wurden mit der Reaktionslosung fiir 4 min. iiberschichtet, was eine Farbreaktion durch HRP
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an den spezifisch gebundenen Stellen bewirkte (Abb. 2, A). AnschlieBend wurden die
Membranen getrocknet, in Cellulose luftdicht verpackt und lichtgeschiitzt zusammen mit
einer Filmfolie (Kodak Biomax Light-1, Fa. Kodak, Deutschland) in eine Filmkassette gelegt.
Die Dauer der Entwicklung war abhéngig von der Intensitit der Chemilumineszensreaktion
und dauerte zwischen 30 Sec und 12h. Die Filmentwicklung erfolgte mit einer
Entwicklermaschine Protec 45 compact Typ 1120 (Fa. Protec Gerdtebau GmbH,
Deutschland).

Optimierungsschritte:

1. Die Polyacrylamid-Gehalt des Gels wurde entsprechend der GroBe des zu detektierenden
Proteins festgelegt. Fiir Proteine mit einem geringen Molekulargewicht wie MMP1 (53kDa)
wurde ein 10%iges oder 12,5%iges Gel gegossen und GAPDH durch Strippen auf der
gleichen Membran quantifiziert. Fiir Proteine mit einem hohen Molekulargewicht (z.B.
Collagen I, 180kDa) wurde ein 8% Gel angefertigt. Da auch fiir Kollagen GAPDH (35 kDa)

als Standard notwendig war, wurde parallel ein 12,5%iges Gel angefertigt.

2. Zur Bestimmung der einzusetzenden Proteinmenge wurden Verdiinnungsreihen fiir jedes
Protein angefertigt und mit dem jeweils spezifischen Antikdrper detektiert. Die
Verdiinnungsreihe bestand aus einem Pool derjenigen Proben, die zu quantifizieren waren.
Die optische Dichte der Banden der entwickelten Filme wurde mittels AlphaEase-Software
ausgewertet und grafisch gegen die Konzentration dargestellt. Anhand der so erhaltenen
Kalibrationskurve wurde eine Proteinmenge bestimmt, die sich im linear ansteigenden

Bereich der Verdiinnungsreihe befand.

3. Die Antikorperkonzentration wurde in mehreren Schritten festgelegt. Beginnend mit dem 1.
AK wurden Verdiinnungen in TBS-T (1:100, 1:500, 1:1000, etc.) bei gleich bleibender 2. AK-
Konzentration (1:50.000 in TBS-T) fiir 1h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Es
wurden die spezifischen, jeweils optimalen Banden bestimmt. Diese wurden durch
Verdanderung der Konzentration des 2. AK (1:25.000 - 1:200.000 in TBS-T) optimiert bzw.

unspezifische Banden und Hintergrund reduziert.
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Protein (kDa) 1. AK 2. AK %-igkeit Gel | Menge Protein
MMP1
Chemicon AB 806 rabbit; Dianova; Donkey anti- Lo% 10
Latent (51-53) 1:2500 in TBS-T rabbit; 1: 100.000 ’ He
Aktiv (43-44)
Santa Cruz SC5538 Dianova; Donkey anti-
TIMP1 (24) rabbit; 1: 60.000 in 8% 15ug
Rabbit; 1: 200 in TBS-T BlockingReagenz
Chemicon AB802 1: 80.000 in
TIMP3 (36) ] 12,5% 15pg
Rabbit; 1: 1.000 in TBS-T BlockingReagenz
DPC Biermann DP073 1: 60.000 in
TIMP4 (23) ) 12,5% 10pg
Rabbit; 1: 400 in TBS-T BlockingReagenz
Santa Cruz SC8978 Dianova; Donkey anti-
ITGB-1 (140) 8% S5ug
rabbit; 1: 400 in TBS-T | rabbit; 1: 20.000 in TBS-T
Collagen 1 (210) DPC Biermann R1038 Dianova; Donkey anti- 80, 60
Collagen 3 (130) | rabbit; 1: 2.000 in TBS-T | rabbit; 1: 200.000 TBS-T ’ He
Chemicon MAB374 Dianova; Donkey anti-
) Entsprechend
GAPDH (36) Mouse: 1: 50.000 in TBS- mouse; 1: 25.000 in entsprechend
o ) bzw. 12,5%
T BlockingReagenz

Tab. 2: Darstellung der untersuchten Proteine und des Molekulargewichtes in Kilo-Dalton (kDa) mit
entsprechendem 1. und 2. Antikérper (AK; Firma, Bestellnummer, Herstellungstier, Konzentration und
Losungsmittel) und optimierten Western Blot Bedingungen (Konzentration des Sammelgels und

eingesetzte Proteinmenge je Probe).

3.4.4 Strippen der Membran

Das Strippen der Membran ist die Entfernung des 1. und 2. AK von der Western Blot-
Membran. Nach Detektion des Proteins und durchgefiihrtem Stripping wurde der externe
Standard GAPDH auf der gleichen Blot-Membran detektiert, um so eine Korrektur ggf.
geringfiigig unterschiedlicher Proteinmengen zu gewihrleisten. Die Membranen wurden dazu
iber Nacht in Stripping Puffer (15g Glycin, 1g SDS, 10ml TWEEN 20 ad 1000 mL, pH 2.2)
inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Nitrozellulosemembranen zweimal 30 min. in
TBS-T gewaschen und anschlieend mit Ponceau-Rot S angefarbt. Es folgten erneut Blocken
mit 5% Blocking-Reagenz, Inkubation mit 1. (GAPDH) und 2. AK und Entwicklung der
Filme (siche 3.4.3).
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3.4.5 Spezifische Kollagen-Quantifizierung

Die GroBle der Kollagen-Proteine Typ I und III (210 bzw. 130 kDa) erschwerte die spezifische
Quantifizierung dieser Proteine. Zusitzlich traten unspezifische Bindungen des 1. Antikorpers
auf, was eine eindeutige Identifizierung des Proteins verhinderte. Zur Identifikation der
spezifischen Bande wurde daher zusitzlich ein Kollagenase-Verdau eingefiihrt, um so durch
Verschwinden der potentiell spezifischen Bande eine eindeutige Identifikation derselben zu

ermoglichen.

Kollagenase-I spaltet insbesondere Kollagen Typ I, II und III. 200mg lyophilisierter
Kollagenase-I (Roche Applied Biosciences, EC 3.4.24.3) wurden in 10ml PBS geldst. Zur
Aktivierung der Kollagenase wurden 120ul 0,1M CaCl, hinzugefiigt. Da die Kollagen-
Positiv-Kontrollen zur Lésung in einen sauren pH-Bereich gebracht wurden, wurde diese auf
einen pH von 7,2 bis 7,5 mit 0.1 bis 0.4M Tris titriert, da ein saures Milieu Kollagenase
irreversibel inhibieren wiirde. Protein-Proben wurden ebenfalls auf einen basischen pH-
Bereich titriert. Zum Verdau wurden 10ul der Kollagenase-I-Losung zu den Kontrollen und
Protein-Proben gegeben und bei 37°C fiir 2,5 Stunden auf einem Schiittler inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 — 40 pl 0,7% Eisessig gestoppt. Unverdaute Proben,
Proben nach Kollagenase-Verdau, unverdaute Positiv-Kontrollen sowie Positiv-Kontrollen
nach Kollagenase-Verdau wurden anschlieBend einem Western-Blot wie beschrieben

unterzogen.

3.4.6 TGF-B1 Quantifizierung mittels ELISA

Die TGF-B1 Quantifizierung erfolgte durch einen direkten solid-phase-ELISA (Fa.
Quantikine) als Sandwich-Immonoassay (Abb. 2, B). In einer 96-Well Microtiterplatte waren
16sliche TGF-B1 Rezeptoren Typ II gebunden. Zur Bindung an die Rezeptoren wurde latentes
TGF-B1 durch Sidureaktivierung und anschlieBende Neutralisation in die aktive Form
iiberfiihrt. Hierzu wurde zu 30ul Protein (entsprechend 150ug Protein) 6ul 1N HCI gegeben
und der Ansatz 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Neutralisation wurde mit 6ul 1,2N
NaOH / HEPES 0,5M durchgefiihrt. Ein ebenfalls aktivierter, mitgelieferter interner Standard
rekombinanten TGF-B1 Proteins (Konzentration: 2000 pg/ml) diente zur Erstellung der
Eichkurve und zur Berechnung der jeweiligen Menge des Proteins in den Proben. 200ul der
Standard-Verdiinnungsreihe (2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml und 31,2 pg/ml) und jeweils 200ul der aktivierten Proben wurden in die Wells der
Microtiterplatte pipettiert und dort fiir 3 Stunden inkubiert, wodurch TGF-B1 an die
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Rezeptoren gebunden wurde. Der Inhalt der Wells wurde griindlich entfernt und diese dreimal
mit 400ul Waschpuffer (mitgeliefert) gewaschen. AnschlieBend wurde je 200ul TGF-B1-
Konjugat in jedes Well pipettiert und 1 '2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem dreimaligen Waschen mit 400ul Waschpuffer wurde je 200ul Substratlosung in
jedes Well gegeben und fiir 20 min. in einem abgedunkelten Raum inkubiert. Die so
entstechende Farbung der Losung war proportional zur TGF-B1-Menge der Proben. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 50ul 1N Schwefelsdure gestoppt. Die Microtiterplatte
wurde kurz geschiittelt, um den Farbstoff gleichméBig zu verteilen. Die Messung der
optischen Dichte erfolgte mit einem ELISA Platten Reader bei 450 nm. Eine
Wellenldangenkorrektur erfolgte bei 540 nm bzw. 570 nm zur Verringerung optischer

Schwankungen.
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Abb. 2: Prinzip des Western Blots (WB; A) und ELISA (B): Im Western Blot wird das auf der Membran
gebundene Protein zuniichst mit dem spezifischen 1. AK detektiert; es folgt die Bindung eines 2. AK,
welcher mit einem Enzym verbunden ist. Dieses Enzym katalysiert eine Substratreaktion, deren
emittiertes Licht proportional zur AK-Menge und somit zur Proteinmenge ist. Im ELISA ist der 1. AK an
der Wand des Reaktionsgefifles immobilisiert; das Protein bindet hieran. Ein 2. AK mit Enzym bindet
ebenfalls spezifisch an das Protein, das Enzym katalysiert die Substratreaktion, die wiederum

proportional zur Proteinmenge ist.

3.4.7 MMPI, TIMP1, TIMP2 und Kollagen I-ELISA

Die Quantifizierung von MMP1, TIMP1, TIMP2 und Kollagen I erfolgte in den Proben der
Zellkultur aufgrund des geringeren verfiigbaren Materials durch einen direkten solid-phase-
ELISA (MMP1: Oncogene, # QIASS; TIMP1: Oncogene, # QIA54; TIMP2: Oncogene, #
QIA40; Kollagen-1: Chondrex, Arthrogen-CIA, #1024) entsprechend dem TGF-B1-ELISA
(3.4.6, Abb. 2B). Eine Aktivierung der Proteine war nicht notwendig, es wurde das jeweilige

native Protein verwendet. Ein gegen das jeweilige Protein gerichteter, monoklonaler
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Antikorper war auf der jeweiligen ELISA-Platte immobilisiert. Ein zweiter, mit HRP
konjugierter Antikoérper wurde nach einem Wasch-Schritt hinzugegeben. Nach Zugabe des
Farbstoffes (Tetramethylbenzidin) und Stopp der Farbreaktion mittels einer sauren Ldsung
konnte die Extinktion entsprechend dem spezifischen Proteingehalt und der jeweiligen

Standard-Verdiinnungsreihe des mitgelieferten Proteins bei 450nm gemessen werden.

3.4.8 Zymographie

Zur Bestimmung der Enzymaktivitit der Gelatinase-Untergruppe der MMPs wurden
Zymographien durchgefiihrt. 10%ige Gelatine (Porcine Skin Type A Gelatine, Sigma-
Aldrich, UK) wurde durch kurzes Erhitzen bei 150 °C in einen fliissigen Zustand iiberfiihrt,
um eine homogene Masse mit dem Polyacrylamid-Mix einzugehen. Die Gelvorrichtung
wurde entsprechend 3.4.3 vorbereitet. Einem 10% SDS-PAGE Gel Ansatz (3,9ml Aqua
bidest., 3,3ml 30% Acrylamid-Mix, 2,5ml 1,5M TRIS-Base pH 8,8, 100ul 10% SDS, 100ul
10% APS und 4pl TEMED p.a) wurde 100ul Gelatine hinzugefiigt. Dieses Gel diente als
Trenn- und Substrat-Gel. Nach vollstandiger Polymerisation wurde hieriiber ein 5%iges
Sammel-Gel gegossen (siche 3.4.3) und der Kamm eingebracht. Je 6ul (entspricht 30 pg)
Protein der Proben wurden mit 18ul Aqua bidest. und 6ul nicht-reduzierendem Gel-
Ladepuffer gemischt und zur Trennung von Komplexen 5 min. bei 95°C in einem
Thermoblock erhitzt, zentrifugiert und bei Raumtemperatur abgekiihlt. Die Gele wurden in
eine Elektrophoresekammer (Fa. Biozym, Deutschland) eingespannt, die Pufferkammern
wurden mit ca. 1 1 TRIS-Glycin Elektrophoresepuffer (siche 3.4.3) gefiillt. In die erste
Proben-Tasche des Gels wurde 5Sul eines Molekulargewichts-Markers (MBI Fermentas,
Prestained Protein Marker 10-180 kDa), in die letzte Proben-Tasche Syl einer MMP2 und
MMP9 enthaltenden, 1:50 verdiinnten Positiv-Kontrolle (Fa. Sigma) pipettiert, in die Taschen
dazwischen die vorbereiteten Proben. Die Elektrophorese erfolgte durch Anschluss an einen
Stromtransformator (Fa. Amersham Pharmacia, EPS 301/200) bei 100V, 40mA fiir 2,5 - 4
Stunden unter stindiger Kiihlung der Kammer durch einen Eis-Akku. Hierdurch wurden die
Proteine, und somit auch die MMPs, der GroB3e nach getrennt. Nach erfolgter Elektrophorese
wurde das Gel zweimal 30 min. in 2,5% Triton-X-100 (Roth, Deutschland) bei
Raumtemperatur inkubiert, um SDS aus dem Gel zu entfernen und die Enzyme zu
renaturieren. Nach AbgieBen des Triton-X-100 wurden 100ml Enzym-Puffer nach Kleiner
(50mM Tris-HCI pH 7,5, Fa. Merck, Deutschland; 200mM NaCl, Fa. Merck, Deutschland;
5mM CaCl, Fa. Roth, Deutschland; 0,2% Brij-35, Fa. Sigma) dazugegeben und die Schalen
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bei 37°C 18 Stunden lang in einem Inkubator mit Schiittler (GFL 3003) bei 50-60 U/min.
inkubiert. Zur anschliefenden Gelatine-Anfarbung wurden die Gele in 0,5% Coomassie-Blau
(0,5% Coomassie-Blau R-250, Fa. Bio-Rad; 30% Methanol, Fa. Roth, Deutschland; 10%
Eisessig, Fa. Roth, Deutschland) 3 Stunden auf einem Schiittler bei Raumtemperatur
angefarbt. Das Entfarben der degradierten Gelatine erfolgte durch Entfarberlosung (50%
Methanol und 10% Eisessig) in 2 - 3 Schritten (15, 30 und ggf. 60 min.). Es wurden weil3e
Banden gegen einen blauen Hintergrund sichtbar, welche die Stellen der Gelatine-
Degradation darstellten und deren GroBe sowie Intensitdt proportional zur Enzymaktivitit
war. SchlieBlich wurden die Gele mit Fixationspuffer (30% Ethanol; 10% Glycin, Fa. Roth,
Deutschland) iiber 1 Stunde bei Raumtemperatur fixiert und in Cellophan-Folie versiegelt.
Zur Normalisierung wurde der jeweilige Gehalt des Proteins p-Actin der Proben
herangezogen. Hierzu wurde ein 10%iges SDS-PAGE Gel gegossen und ein Aliquot der
jeweiligen Proben einer Elektrophorese (analog 3.4.3) unterzogen. Das Gel wurde durch
Coomassie-Blau angefarbt, liberschiissige Farbe durch Entfarbung entfernt. Das Gel wurde

fixiert und densitometrisch ausgewertet.

Optimierungsschritte:

1. Zur Bestimmung der einzusetzenden Proteinmenge wurden Verdiinnungsreihen aus einem
Pool der jeweiligen Proben angefertigt. Die optische Dichte der Banden wurde ausgewertet
und grafisch gegen die Proteinkonzentration dargestellt. Anhand der so erhaltenen
Kalibrationskurve wurde eine Proteinmenge bestimmt, die sich im linear ansteigenden

Bereich der Verdiinnungsreihe befand.

2. Bei gleich bleibender Proteinmenge wurde anschlieBend die Gelatinekonzentration im Gel
(0,05%, 0,1%, 0,5% und 1%) variiert, um eine hohergradige Trennung der Enzyme und ein
optimales Kontrast-Verhéltnis von Bande und Hintergrund zu erhalten. Nach Auswertung des
Schwarz-Weill-Kontrastes und der OD-Grosse im digitalen Bild wurden die besten

Bedingungen fiir eine Gelatine-Konzentration von 0,1% festgestellt.

3. Durch Variation der Inkubationszeit (12h, 18h, 24h, 36h, 72h) konnte bei schwacher
Aktivitdt bzw. geringer Proteinmenge die Intensitdt der Bande durch lingere Einwirkzeit
verbessert werden. Da sich die Proben zueinander proportional verhielten und zu spiteren
Zeitpunkten keine wesentliche Steigerung der Aktivitit gefunden wurde, wurde 18h als

optimaler Zeitpunkt bestimmt.
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3.4.9 Densitometrie und Auswertung

Die entwickelten Filme und Gele wurden mit Hilfe eines Durchsichtscanners (ScanJet 4600
mit Transparenzadapter, Fa. HP, Deutschland) eingescannt und densitometrisch mit der
Software AlphaEase Version 5.5 (Alpha Innotec, USA) vermessen. Hierbei wurde eine
konstante Flache tiber jeder spezifischen Bande eines Gels bestimmt, Menge sowie Intensitét
der Schwarz- bzw. Weillpunkte addiert und beziiglich der Fliche integriert. Hiervon
subtrahiert wurde der Wert der Schwarz- bzw. Weillpunkte einer gleich grof3en Fliche tiber
dem nicht-angefdarbten Hintergrund. Es resultierte ein Zahlenwert, welcher die optische

Dichte (OD) der Bande angab.

Eine separate Eichgerade jeder Versuchsreihe diente zur Korrektur von interexperimentellen
Varianzen. Hierbei wurde die relative Steigerung der mitgefiihrten Eichgerade gegen die
gemessenen Werte aufgetragen. Durch Regression wurde eine Korrekturformel der zunéchst
bestimmten OD ermittelt, die als Eichgeraden-Bezug diente (Abb. 3). Die so ermittelte
relative OD wurde zum endogenen Standard-Protein GAPDH (Western-Blot) bzw. B-Actin

(Zymographie) in Beziehung gesetzt, woraus die relative Proteinmenge resultierte.

Regression

200 4

o
=]
L
[ ]

Abb. 3: Regression einer Eichkurve; aufgetragen ist die
relative Proteinsteigerung der Ausgangsmenge (X-

Achse; ,,Soll*) gegen die relative OD (Y-Achse; ,,Ist“).
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3.5 mRNA Quantifizierung
3.5.1 RNA-Extraktion

Die RNA Extraktion erfolgt unter rdumlicher Trennung von den Laborabschnitten, in denen
mit PCR-Amplifikaten experimentiert wurde und unter stindiger Kiihlung der jeweiligen
Myokard-Proben. Alle zur RNA-Extraktion verwendeten Gerdte wurden vor Beginn der

Aufarbeitung mit 0,2%iger Schwefelsdure und RNAse-ZAP (#9780, Fa. Ambion, Austin,
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USA) behandelt. ReaktionsgefiBe wurden mit 0,1%iger DEPC-Losung behandelt und

anschliefend bei 1 atii und 121 °C 30 min. lang autoklaviert.

Nach Bestimmung des Myokardgewichtes (Tab. 3) wurde die jeweilige Probe in ein mit
Keramikkiigelchen gefiilltes Reaktionsgefa3 (Lysis Matrix Typ A) gegeben und 600 pl
RNAzol B (Invitrogen RNA Bee CS 105B) hinzugefiigt. Das Gewebe im Lysis Matrix A
Gefall wurde im FASTPREP-Gerét (FP 120 von BIO 101 Thermo Savant) 30 Sekunden lang
homogenisiert; nach Beendigung wurde erneut 400 pl RNAzol hinzugegeben, um ein

Gesamtvolumen von 1000 pl pro Gefdl3 zu erreichen.

Der Zellaufschluss zur RNA-Extraktion in Zellkulturen erfolgte durch Zugabe von ImL
RNAzol B auf die Zellkulturschalen und mechanischer Bearbeitung mittels eines

Zellschabers. Die weitere Behandlung erfolgte analog den u. g. Schritten.

Die Gefifle wurden im Kiihlraum bei 4°C, 30min lang bei 300 rpm auf einem dafiir
vorgesehenen Gerdt (Fa. Eppendorf, Deutschland) geschiittelt. Zu diesen Ansdtzen wurde
200ul eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (1:24, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
pipettiert. Die Ansédtze wurden 2 min. gemischt, zur Phasentrennung 5 min. auf Eis gelagert
und 10 min. bei 4°C und 14.000 U/min (Fa. Eppendorf, Deutschland) zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren konnten drei Phasen abgegrenzt werden: am Boden des Gefilles eine blaue
Phase, dartiber eine weilliche diinne Interphase (Zelldebris und DNA) und als dritte Phase ein
wissriger Uberstand (hauptsichlich RNA). Der wissrige Uberstand (ca. 500ul) wurde
zusammen mit 500ul Isopropanol in ein neues Eppendorf Gefdl iiberfiihrt, kurz gemischt und
zur Féllung der RNA tiiber Nacht bei -20°C gekiihlt. Nach erfolgter Fillung wurde die RNA
iiber 30min. bei 4°C und 14.000 U/min zentrifugiert, das dabei entstchende RNA-Pellet
zweimal mit 500ul 80% Ethanol gewaschen und bei 4°C, 7.500 U/min fiir 5 min.
zentrifugiert. Anschliefend wurde das RNA-Pellet luftgetrocknet und je nach GroBe des
Pellet in 25-50 ul DEPC- behandeltem Wasser resuspendiert.

Der Nukleotid- (OD 260) und Proteingehalt (OD 280) wurden im Photometer tiber die OD bei
einer Wellenldnge von A = 260nm bzw. A = 280nm bestimmt. Fiir die Messung wurden 5ul
der RNA Losung und 95ul DEPC behandeltes Wasser gemischt (1:20 Verdiinnung), in eine
Quarzkiivette gegeben und die OD im Photometer gemessen. Bei OD-Werten > 1 wurde
erneut verdiinnt (1:40). Die so erhaltene RNA-Ausbeute (ung RNA / mg Myokard-
Feuchtgewicht) ist in Tab. 3 dargestellt.
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3.5.2 DNAse-1-Verdau

Die unter 3.5.1 isolierte RNA wurde einem DNAse-I- Verdau unterzogen. Hierzu wurde die
gesamte RNA-Losung (20- 45ul) verwendet. Pro Mikrogramm RNA wurden 2 Units DNAse-
I (Fa. Boehringer-Ingelheim), ImM MnCl, und 40 Units RNAsin (RNAse out, Invitrogen,
Karlsbad) eingesetzt. Alle Proben wurden mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein
einheitliches Endvolumen gebracht. Die Reaktion erfolgte bei 37°C in einem Thermoblock
und wurde nach 10min mit 1000pl RNAzol B (RNABee CS 105B, Invitrogen) gestoppt. Die
nachfolgende RNA-Extraktion, Prdzipitation, Ethanolwaschung und Photometermessung
erfolgte wie unter 3.5.1 beschrieben, die RNA-Ausbeute ist in Tab. 3 wiedergegeben. Es
bestand kein signifikanter Unterschied der RNA-Ausbeute vor und nach DNAse-I Verdau
zwischen den Gruppen. Fiir die weitere Verwendung wurden die Proben auf 125ng RNA/pul

verdiinnt und bei —80°C eingefroren.

n FG vor DNAse-I Verdau nach DNAse-I Verdau  Ausbeute
(mg) (ug RNA/mg FG) (ug RNA/mg FG) (%)
Sham 20 23,4+47 0,76 £ 0,20 0,53+0,17 68,1 +15,7
AoB 15 255+6,6 0,75+ 0,22 0,53 £0,20 73,9 +£27.7
FG0041 14 239=+6,7 0,83 £0,22 0,63 +0,29 70,5 + 24,8
FG2216 7 25,0+53 0,84 + 0,23 0,57+0,16 69,5+ 15,7

Tab. 3: Daten der RNA-Extraktion und des DNAse-I Verdaus; (FG: Feuchtgewicht des Myokards). Die

RNA-Ausbeute war zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich.

3.5.3 DNA- Negativkontrolle

100ng der DNAse-I verdauten RNA wurde von jeder Probe fiir die Durchfithrung der DNA-
Negativkontrolle aufbewahrt. Aus der 125 ng/ul Verdiinnung wurde abermals eine 1:25-

Verdiinnung mit destilliertem Wasser hergestellt und fiir die folgende PCR verwendet.

Es wurde zundchst ein Mastermix mit 2,55 ul RNA-freiem Wasser, 2,5ul SxPuffer (Fa.
Invitrogen), 0,75ul (50mM) MgCl,, 4pl (1,25mM) dNTP und 0,2pul Tag-Polymerase je Probe
hergestellt. In DEPC-behandelten 0,5ml Reaktionsgefdlen wurde pro PCR-Ansatz 16 pMol
des GAPDH-Primer-Mixes und dariiber ca. 10ul heiBes Wachs gegeben. Uber das erstarrte
Wachs wurden 10ul des Mastermixes und 5ul (50ng RNA) der jeweiligen DNAse-verdauten
Probe gegeben. Als Positivkontrolle wurde Sul (entspricht 50ng) cDNA separat mitgefiihrt,
als Negativkontrolle DNA- freies Wasser. Nach erfolgter Programmierung des Thermocyclers

(Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 9600) und Steigerung der Temperatur auf 95°C —
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Durchfiihrung als ,,Hot-Start PCR* - wurden die Proben fiir 40 Zyklen amplifiziert. Das
Zyklusprofil fir GAPDH (209bp) wurde in vorherigen Arbeiten wie folgt optimiert: 30sec
95°C, 30sec 60°C und 30sec 72°C. Anschlieffend erfolgte die Auftragung der Proben auf ein
2%iges Agarose-Gel mit nachfolgender Elektrophorese. Das Gel wurde der Elektrophorese-
Vorrichtung entnommen und unter UV-Licht photometrisch ausgewertet. Die Proben wurden
als DNA-frei angesehen, wenn keine Bande bei den Proben nachgewiesen werden konnte.
Waren DNA-Banden bei den Proben zu erkennen, wurde diese erneut einem DNAse- Verdau

unterzogen (siehe 3.5.2).

3.5.4 Reverse Transkription

Zur Reversen Transkription (RT) wurden 500ng der DNAse-I verdauten RNA (entspricht
10ul) und 600ng Random-Hexamer-Primer (entspricht 2ul) zusammengefiihrt. Die
Reaktionskomponenten wurden durchmischt, zentrifugiert, 10 min. bei 70°C erhitzt und auf
Eis gekiihlt. 4pl 5xRT-Puffer (250mM Tris-HCI, 375mM KCl, 15mM MgCl,, pH 8.3), 2ul
100mM DTT, Iul 0,5mM dNTP, Iul (40 U/ul) RNAsin und 1ul (200U/ul) Superscript
RNAse H-Reverse Transkriptase (jeweils Invitrogen, Karlsbad) je Probe wurden zu einem
Mastermix zusammengegeben und je 9ul jedem Reaktionsansatz hinzugefiigt. Dieser Ansatz
wurde gemixt, zentrifugiert, 10 min. bei Raumtemperatur und anschlieBend 50 min. bei 42°C
in einem Thermoblock (Fa. Eppendorf) inkubiert. Die Beendigung der RT erfolgte durch
Erhitzen des Ansatzes fiir 5 min. auf 95°C und anschlieBender Kiihlung auf Eis. Nach
erfolgter RT wurden die Proben auf eine Endkonzentration von 5ng/ul mit DEPC-
behandeltem Wasser eingestellt. Die Erstellung einer RT-Positiv- sowie Negativkontrolle
erfolgte analog des unter 3.5.3 beschriebenen Verfahrens, wobei eine Positivkontrolle

bestdtigt wurde, wenn im photometrischen Bild eine Bande nachgewiesen werden konnte.

3.5.5 Real-Time Polymerase Ketten Reaktion

Die Real-Time Polymerase Ketten Reaktion (real-time polymerase chain reaction, RT-PCR)
zur mRNA Quantifizierung wurde beziiglich jedes Genes in jeder Probe im Doppelansatz
durchgefiihrt. Primer fiir das jeweilige Ziel-Gen wurden unter Zuhilfenahme der Software
»DNAsis 2.1 sowie ,,PrimerExpress* (PE Applied Biosystems) erstellt und sind in Tab. 4
wiedergegeben. 12,5ul SYBR Green (PE Applied Biosystems), ein interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff, sowie eine jeweils optimierte Menge an Primer-Mix (Invitrogen),

Wasser und MgCl, (Invitrogen) wurden zu einem Mastermix von 20ul je Probe
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zusammengemischt. Der Mastermix sowie Sul cDNA je Probe (entspricht 50ng) wurde in 96-
Well Platten (Fa. Biozym) gegeben. Die RT-PCR erfolgte durch das Gerdt ABI PRISM 7700
TagMan (Fa. Perkin Elmer) im ,,Hot Start“-Modus (Erhohung der Spezifitit und genaue
Quantifizierung durch Errechnen am Gerit). Die Thermoprofile wurden zuvor je Ziel-Gen
optimiert (allgemeines Thermoprofil: 45sec. 95°C, 60sec. 60°C, 45sec. 72°C). Fiir die
Quantifizierung der mRNA wurden die Ansétze 40 Zyklen lang mit den jeweils spezifischen
Primern amplifiziert. Als endogener Standard (,,Housekeeping Gene*) wurde GAPDH
(209bp) im gleichen Pipetierschema wie das zu untersuchende Gen im Doppelansatz
mitgefithrt. Zur Berechnung der relativen mRNA-Expression wurde bei jedem RT-PCR
Ansatz eine Eichkurve (50ng, 25ng, 12.5ng, 6.25ng, 3.125ng und 1,563ng) mit aus allen
Proben gepoolter cDNA mitgefiihrt. Wahrend der Detektionsphase erfolgte eine
kontinuierliche pseudolineare Aufzeichnung der Fluoreszenz. Durch den Maximalwert der
Steigungsidnderung des Fluoreszenzanstieges wurde der ct-Wert errechnet. Zur Korrektur
etwaiger Varianzen zwischen den Proben beziiglich mRNA-Extraktion bzw. RT-Effizienz
wurde die gemessene Expression durch den ct-Wert des stabil exprimierten Referenz-Gens
GAPDH normalisiert. Dieser Quotient wurde wiederum gegeniiber der Kalibrationskurve

normalisiert und resultierte in der relativen mRNA-Expression (delta — delta — ct Methode).

Optimierungsschritte:

1. Zur Optimierung der Annealing-Temperatur wurde eine PCR mittels Gradientencycler (Fa.
Eppendorf, Deutschland) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz bestand aus 12,5ul SYBR-
Green, 2ul Primer-Mix und 5,5u1 Wasser, denen 25ng cDNA aus gepoolten Proben in ein 0,5
mL Reaktionsgefd hinzugefiigt wurde. Der Temperaturgradient betrug von 60°C ausgehend
+ 6°C in 2°C-Schritten. Eine Negativ- und Positivkontrolle wurde bei 60°C mitgefiihrt. Nach
erfolgter Amplifikation wurden die Reaktionsansitze auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen,
einer Elektrophorese unterzogen und anschlieBend unter UV-Fluoreszenz photometrisch
hinsichtlich Bandenstirke sowie Nebenprodukten beurteilt. Die jeweils optimale Temperatur

wurde bei der weiteren Untersuchung des Ziel-Gens weiterverwendet.

2. Zur Optimierung des Primerverhéltnisses wurden 4 verschiedene Reaktionsansétze mit
einem Verhiltnis von Forward- und Reverseprimer von 1:1, 1:3 und 3:1 verwendet. Es wurde
25ng cDNA aus gepoolten Proben hinzugefiigt. Als Gerdt wurde der ABI PRISM 7700
TagMan verwendet. Die Bestimmung des optimalen Primerverhiltnisses erfolgte unter
Begutachtung der Amplifikations- und Schmelzkurven. Auswahlkriterien hierbei waren

Amplifikations- und Zykluszahl, Anstieg und Verlauf der Kurve, Ubereinstimmung der
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Doppelansitze und Reinheit der Negativkontrolle sowie Hohe, Breite und Spezifitit der

Maximalpunkte der Schmelzkurve.

3. Zur Optimierung der MgCl, Konzentration wurden drei Reaktionsansidtze mit SmM, 4mM
und 2,5mM MgCl, mit den vorgenannten optimierten Bedingungen einer PCR unterzogen.
Die Amplifikations- und Schmelzkurve wurde unter den genannten Gesichtspunkten beurteilt
und die entsprechend optimale Konzentration fiir die Quantifizierung des Zielgens in den

Proben weiter verwendet.

3.6 Statistik

Alle Messwerte sind, sofern nicht anders ausgewiesen, als Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM) angegeben. Differenzen wurden im Falle der
Zellkultur-Untersuchungen mit dem Wilcoxon bzw. Mann-Whitney U-Test, im Falle der
Untersuchungen zur Prolyl-4 Hydroxilase-Inhibition mittels ein-faktorieller ANOVA und
Tukey post-hoc Test nach Priifung der Normalverteilung verglichen. Ein Wert von p < 0.05
wurde als signifikant definiert. Korrelationskoeffizienten wurden nach Pearson ermittelt.
Statistik, Textverarbeitung und Gestaltung der Grafiken wurden unter Verwendung
kommerziell erhiltlicher Programme (Microsoft Windows XP, Microsoft Office 2000,
SigmaPlot Version 8.0, SPSS Version 11.0) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Organmorphologie, Echokardiographie und himodynamische Daten
4.1.1 Verdnderung durch Druckbelastung mittels AoB

Druckbelastung in der AoB-Gruppe induzierte einen signifikanten Anstieg des relativen
Herzgewichtes von 3,11 £ 0,1 mg/g auf 5,15 £ 0,3 mg/g. Das Gewicht des linken Vorhofs
stieg von 0,09 + 0,02 mg/g auf 0,22 + 0,09 mg/g, des linken Ventrikels von 1,49 £+ 0,2 mg/g
auf 2,59 + 0,6 mg/g. Das relative Lungengewicht betrug in der AoB-Gruppe 7,36 + 3,4 mg/g,
was eine signifikante Erhohung gegeniiber der Sham-Gruppe (4,38 + 0,5 mg/g) bedeutete
(Abb. 4, A). Die Dicke der linksventrikuldren Hinterwand betrug in der Sham-Gruppe 0,99 +
0,03 mm, in der AoB-Gruppe 1,62 + 0,1 mm und zeigte einen signifikanten Unterschied.
Endsystolischer und enddiastolischer Diameter waren geringfiigig kleiner als in der Sham-
Gruppe, zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied. Die linksventrikulédre
Ejektionsfraktion war mit 88,78 = 2,3 % in der AoB-Gruppe hoher als in der Sham-Gruppe
(83,17 = 1,7 %, p < 0,05), ebenso der systolische Blutdruck (Tab. 5). Druckbelastung durch
AoB induzierte mit 12,0 + 2,0 mmHg einen deutlich hoéheren linksventrikuldren
enddiastolischen Druck als in der Sham-Gruppe (3,9 £ 1,0 mmHg, p < 0,05). Die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit war durch AoB deutlich vermindert (3508,3 + 349 mmHg/s vs.
Sham: 5096,9 + 251 mmHg/s; Abb. 4, B und C). Insgesamt zeigte sich somit eine

konzentrische Hypertrophie mit erhaltener systolischer Funktion.

PW (mm) LVESD (mm) LVEDD (mm) LVEF (%) Sys (mmHg)
Sham (0,99 +0,03 388+02  7,36+02 8317+17 96,1%45
AoB [1,62+01* 310+0,3 7,07+02 8878+23* 1127 +4,0*

Tab. 5: Dargestellt sind die echokardiographischen Daten der Gruppen Sham und AoB: Dicke der
linksventrikuliren Hinterwand (PW), linksventrikulirer endsystolischer (LVESD) und enddiastolischer
(LVEDD) Diameter, linksventrikulire Ejektionsfraktion (LVEF) sowie der systolische Blutdruck (Sys).
Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM; * p < 0,05 Sham vs. AoB; ** p <0,01 Sham vs. AoB.
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Abb. 4: A — Kardio-morphologische Daten der Gruppen Sham und AoB. Dargestellt sind relatives
Herzgewicht (HG/KG), relatives Gewicht des linken Vorhofs (LA/KG) bzw. Ventrikels (LV/KG) sowie
relatives Lungengewicht (Lu/KG). B/C — Himodynamische Daten; LVEDP bedeutet linksventrikulirer
enddiastolischer Druck, dp/dt max. bedeutet maximale linksventrikulire Druckanstiegsgeschwindigkeit.
Die Sham-Gruppe ist als weifler, die AoB-Gruppe als grauer Balken dargestellt. Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert £ SEM; ** p < 0,01 Sham vs. AoB.

4.1.2 Verdnderung bei Druckbelastung und gleichzeitiger Gabe des C-P4HI FG0041

Die Gabe des C-P4HI FGO0041 bewirkte keine signifikante Verdnderung des relativen
Herzgewichtes. Zwar senkte FG0041 den Quotienten HG/KG auf 4,57 + 0,2 mg/g, doch war
dies kein signifikanter Unterschied zur AoB-Gruppe. Auch das Gewicht des linken Ventrikels
zeigte unter FG0041 eine Tendenz zur Reduktion (2,31 + 0,4 mg/g). Signifikant reduziert
wurden die relativen Gewichte von linkem Vorhof (0,16 £+ 0,05 mg/g) sowie der Lunge (5,68
+ 1,2 mg/g). Echokardiographisch zeigte sich auch unter FG0041-Medikation eine &hnlich
verdickte Hinterwand wie in der AoB-Gruppe; es konnte kein signifikanter Unterschied
detektiert werden. LVESD und LVEDD zeigten bei Gabe von FG0041 eine Tendenz zur
Reduktion. Die LVEF zeigte unter FG0041 eine Tendenz zur Steigerung auf 92,16 + 1,9%.
FGO0041B veridnderte den systolischen Blutdruck nicht (Tab. 6).

Durch Gabe von FG0041 wurde der durch AoB gesteigerte LVEDP auf 6,0 + 1,2 mmHg
gesenkt. Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit konnte auf 4325,3 + 294 mmHg/s
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gesteigert werden (Abb. 5, B und C). Somit ergaben sich Hinweise auf eine verbesserte

systolische (dp/dt max.) und diastolische (Lu/KG, LVEDP) Funktion.

PW (mm) LVESD (mm) LVEDD (mm)  LV-EF (%)  Sys (mmHg)
AoB 162+01 310%03  7,07+02  8878+23  1127+40
AoB+FG0041|1,65+01 258+0,3 66103  9216+19  117,8+38

Tab. 6: Echokardiographische Daten von AoB und der Medikationsgruppe. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert £+ SEM.
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Abb. 5: A - Kardio-morphologische Daten von AoB und Medikationsgruppe FG0041. B/C -
Himodynamische Daten. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer, FG0041 als dunkelgrauer Balken dargestellt.
Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM; § p < 0,05 AoB vs. Medikationsgruppe.

4.1.3 Verdinderung bei Druckbelastung und gleichzeitiger Gabe des HIF-P4HI FG2216

Im Vergleich zur AoB-Gruppe bewirkte FG2216 eine deutliche Steigerung des relativen
Herzgewichtes auf 6,23 + 0,2 mg/g. Korrespondierend stieg das relative LV-Gewicht auf 2,98
+ 0,1 mg/g. Die Gewichte des linken Vorhofs sowie der Lunge waren unter FG2216
unverdndert (0,28 = 0,11 mg/g bzw. 8,89 = 1,1 mg/g, p = n.s; Abb. 6, A). Beziglich
echokardiographischer Daten zeigte ausschlielich der LVEDD eine signifikante

Verdnderung gegeniiber der AoB-Gruppe und sank auf 6,11 + 0,2 mm. Hinterwanddicke,
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LVESD, LVEF und systolischer Blutdruck waren unverandert (Tab. 7). Ein Unterschied der
himodynamischen Parameter war nicht detektierbar. Der LVEDP stieg leicht auf 15,1 + 2,8
mmHg, die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit sank auf 3094,1 + 430 mmHg/s, jedoch
waren beide Unterschiede aufgrund der groen Schwankungen nicht signifikant (Abb. 6, B
und C). Insgesamt zeigte sich somit eine weiterhin bestehende konzentrische Hypertrophie

mit eingeschrinkter diastolischer Funktion.

PW (mm) LVESD (mm) LVEDD (mm) LV-EF (%) Sys
AoB 162+0,1 3,0+0,3 7,07+0,2 88,78 +2,3 112,7 4,0
AoB+FG2216 | 1,48+0,1 256+0,2 6,11+02%  90,91+2,1 105,2 + 8,7

Tab. 7: Echokardiographische Daten von AoB und Medikationsgruppe FG2216. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert = SEM; §§ p < 0,01 AoB vs. Medikationsgruppen.
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Abb. 6: A — Kardio-morphologische Daten von AoB und FG2216. B/C — Hiimodynamische Daten. Die
AoB-Gruppe ist als hellgrauer, FG2216 als dunkelgrauer Balken dargestellt. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert £ SEM; §§ p < 0,01 AoB vs. Medikationsgruppen.

-38 -



Ergebnisse

4.2 Regulation der Wachstumsfaktoren TGFp1, CTGF, ITGp1, OPN, HIF1 und 2
4.2.1 Verdnderung durch Druckbelastung mittels AoB

Die mRNA-Expression der Wachstumsfaktoren Transforming Growth Factor f1 (TGFpI;
251.8 + 41%), Connective Tissue Growth Factor (CTGF; 1521.1 + 298%), Integrin Bl
(ITGB1; 200.7 £ 35%) und Osteopontin (OPN; 805.0 + 216%) wurden durch Druckbelastung
infolge AoB signifikant heraufreguliert (p jeweils < 0,01, Abb. 7A). HIF1 und HIF2 mRNA
zeigten eine leicht erhohte Expression mit einer signifikanten Steigerung von HIF2 auf das
1,3-fache (p < 0.05, Tab. 8). Der Anstieg der TGFB1-Expression war auf Proteinebene nicht
signifikant. Die Proteinexpression von ITGB1 zeigte zwar im Mittelwert den gleichen Anstieg
wie ITGBI mRNA (187,0 + 31%, Abb. 8), war jedoch aufgrund der héheren Streuung
ebenfalls nicht signifikant (Abb. 7B). Unter Druckbelastung war somit die mRNA-Expression

der Wachstumsfaktoren sowie von HIF2 erhoht.
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Abb. 7: Relative mRNA- und Proteinexpression von TGFf1, CTGF, ITGBf1 und OPN. mRNA und
Proteinexpression wurden in Bezug zu GAPDH Expression normalisiert. Der Mittelwert der Sham
Gruppe wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die Einzeltiere der Sham- und AoB Gruppe hierzu in
Bezug gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £ SEM; ** p < 0,01 Sham vs. AoB. Die Sham
Gruppe ist als weiller Balken, die AoB Gruppe als hellgrauer Balken dargestellt.

HIF1 HIF2
Sham | 100,0+7 100,07
AoB |133,8+18 126,9 + 13~

Tab. 8: Relative mRNA-Expression von HIF 1 und 2. Die Expression wurde in Bezug zur GAPDH-

Expression normalisiert. Der Mittelwert der Sham-Gruppe wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die
Einzeltiere der Sham- und AoB-Gruppe hierzu in Bezug gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert

+ SEM; * p <0,05 Sham vs. AoB.
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Abb. 8: Western Blot des Proteins ITGB1 zum Vergleich der Expression von Sham- und AoB-Tieren: In
der oberen Ebene der Film des ITGf1 Blots, links je 3 Proben der Sham-Gruppe, rechts je 3 Proben der
AoB-Gruppe. Die AoB-Gruppe zeigt einen deutlichen Anstieg der optischen Dichte und somit des ITGB1
Proteins. Untere Ebene: Western Blot der gleichen Membran nach Stripping zur Detektion von GAPDH:
die Expression des Referenzproteins GAPDH war im Gegensatz zur erhohten ITGB1 Expression gleich.
Es resultierte ein erhéhtes normalisiertes ITGpB1 Protein Niveau, im Vergleich zu Sham jedoch nicht

signifikant.

4.2.2 Einfluss auf mRNA- und Proteinexpression durch Gabe des C-P4HI FG0041

Die Gabe des C-P4HI FGO0041 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der durch AoB
induzierten mRNA Expression der Wachstumsfaktoren TGFB1, CTGF und ITGB1. TGFp1
sank auf 142.1 + 17%, CTGF auf 519.8 + 92% und ITGB1 auf 101.1 = 19% (p jeweils <
0,05). Die Reduktion der mRNA Expression von OPN erreichte keine Signifikanz (AoB:
805.0 + 216% vs. FG0041: 397.6 + 70%; Abb. 9A). Die mRNA Expression von HIF1 und 2
war unter FG0041-Medikation unverdndert (Tab. 9). Die Gabe des C-P4HI FGO0041 hatte
keinen Effekt auf die Proteinexpression von TGFB1 und ITGB1 (Abb. 9B). Insgesamt zeigte
sich somit eine Reduktion der mRNA Expression der Wachstumsfaktoren, ein Effekt auf die

HIF mRNA Expression bestand nicht.

HIF1 HIF2
AoB 133,8+18 1269+ 13
AoB+FG0041 120,4 £ 9 98,9 +12

Tab. 9: Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von HIF1 und 2 in der AoB-Gruppe sowie unter
FG0041 Medikation. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM; §§ p < 0,01 AoB vs.
Medikationsgruppe; § p <0,05 AoB vs. Medikationsgruppe. Weitere Details siehe Tab. 6.
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Abb. 9: Relative mRNA- und Proteinexpression von TGFp1, CTGF, ITG1 und OPN in der AoB-Gruppe
sowie unter FG0041 Medikation. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert = SEM; §§ p < 0,01 AoB vs.
Medikationsgruppe; § p < 0,05 AoB vs. Medikationsgruppe. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer Balken,
FGO0041 als dunkelgrauer Balken dargestellt. Weitere Details sieche Abb. 7.

4.2.3 Einfluss auf mRNA- und Proteinexpression durch Gabe des HIF-P4HI FG2216

Durch Gabe des HIF-P4HI FG2216 ergab sich keine signifikante Reduktion der erhdhten
mRNA Expressionsniveaus der Wachstumsfaktoren. FG2216 erhohte signifikant das
induzierte mRNA Niveau von OPN auf 1674.2 + 540%. Dieser Trend zeigte sich ebenfalls bei
TGFBI und ITGB1 mRNA (Abb. 10) sowie TGFB1 Protein (Abb. 10B), war hier jedoch nicht
signifikant. HIF1 und 2 mRNA zeigten eine etwa 2-fach erh6hte Expression, jedoch war diese

nicht signifikant gegeniiber der AoB-Gruppe (Tab. 10).

HIF1 HIF2

Tab. 10: Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von

AoB 1 1 126,9 £ 1
° 33818 6,913 HIF1 und 2 in der AoB- und FG2216-Gruppe. Die Daten

AoB+FG2216 | 217,8 £+38 285,0+ 66

sind dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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Abb. 10: Relative mRNA (A)- und Proteinexpression (B) von TGFp1, CTGF, ITGf1 sowie OPN in der
AoB-Gruppe sowie unter FG2216 Medikation. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM; § p < 0,05
AoB vs. FG2216. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer Balken, FG2216 dunkelgrauer Balken dargestellt.
Weitere Details siche Abb. 7.

4.3 Regulation von Komponenten der extrazelluliren Matrix
4.3.1 Verdnderung durch Druckbelastung mittels AoB

Beziiglich der mRNA-Expression der Matrix Metalloproteinasen (MMP) zeigte MMP2 mit
einem 2,7-fachen Anstieg im Vergleich zur Sham Gruppe die deutlichste Regulation durch
Druckbelastung. MT1-MMP, MMP8 und MMP9 waren um etwa das 2-fache heraufreguliert
(p jeweils < 0,05). Die endogenen Inhibitoren der MMPs, Tissue Inhibitors of Matrix
Metalloproteinases, TIMPs, zeigten beziiglich mRNA Expression im Hinblick auf Typ 1 und
2 ebenfalls einen deutlichen Anstieg auf das 7- bzw. 2-fache des Sham Ausgangsniveaus (p <
0,05). Die Genexpression von TIMP3 und 4 war hingegen unverindert. (Abb. 11A). Diese
Verianderung resultierte in einem verminderten MMP-TIMP-Quotienten zwischen MMP2 und
TIMP1 mRNA (Sham: 1,121 £ 0,1 vs. AoB: 0,535 £ 0,1; p < 0,05) sowie MMP9 und TIMP1
mRNA (Sham: 1,223 £+ 0,3 vs. AoB: 0,471 = 0,1; p < 0,05). Deutlich erhoht hingegen war der
Quotient zwischen MMP2 und TIMP3 mRNA (Sham: 1,459 + 0,2 vs. AoB: 3,386 £ 0,6; p <
0,05) sowie TIMP4 mRNA (Sham: 1,377 £ 0,2 vs. AoB: 4,220 + 0,6; p < 0,05).

Entsprechend der mRNA Regulation zeigte die Messung von MMP2 Protein einen
signifikanten Anstieg im Vergleich zur Sham Gruppe um das 1,6-fache. MMP1 Protein wurde
sowohl in der latenten als auch in der aktiven Form herunterreguliert. TIMP1 (Abb. 11, B),
TIMP3 und 4 présentierten auf Proteinebene einen deutlichen Abfall der Expression, am
starksten sichtbar bei TIMP4 auf ein Drittel der Ausgangsexpression in der Sham-Gruppe
(Tab. 11, A). Im Gegensatz zum mRNA MMP-TIMP-Quotienten stieg der MMP2 - TIMP1
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Quotient des Proteins an (Sham: 1,011 £ 0,1 vs. AoB: 2,745 + 0,3; p < 0,05). Die Quotienten
MMP2 — TIMP3 (Sham: 1,134 + 0,1 vs. AoB: 2,531 + 0,5; p < 0,05) und MMP2 - TIMP4
(Sham: 2,342 + 0,8 vs. AoB: 19,339 + 6,4; p < 0,05) zeigten eine deutliche Induktion.
Ebenfalls erhoht war der Quotient zwischen MMP1 latent/aktiv - TIMP4 (latent — Sham:
1,636 + 0,3 vs. AoB: 7,289 + 2,2; aktiv — Sham: 1,380 = 0,2 vs. AoB: 4,702 £ 1,3; beide p <
0,05).

Eine erhohte Enzymaktivitdt lief sich fiir alle drei zu messenden Formen von MMP2 — pro-
Form, latentes und aktives MMP2 — sowie fiir MMP9 messen. Die Steigerung der Aktivitit
entsprach hierbei etwa der Steigerung der mRNA- bzw. Proteinexpression auf das 2-fache
(Abb. 11C; Tab. 11B). Entsprechend der Proteinregulation zeigte sich bei Bildung des MMP2
— TIMP1 Quotienten beziiglich aller drei Aktivititsformen von MMP2 eine Steigerung
gegeniiber der Sham-Gruppe (proMMP2 - Sham: 1,094 £+ 0,1 vs. AoB: 4,112 + 0,6; MMP2
latent — Sham: 1,089 + 0,1 vs. AoB: 3,454 + 0,5; MMP2 aktiv — Sham: 1,079 + 0,1 vs. AoB:
3,568 £ 0,4; alle p < 0,05). Der MMP9 — TIMP1 — Quotient zeigte ebenfalls eine signifikante
Heraufregulation (Sham: 1,084 + 0,1 vs. AoB: 3,921 £+ 0,6; p < 0,05). Weiterhin waren die
Quotienten MMP2 — TIMP3, MMP9 — TIMP3, MMP2 — TIMP4 und MMP9 — TIMP4
hochreguliert (Daten nicht gezeigt).

A |MMP1 latent MMP1 aktiv MMP2 TIMP1 TIMP3 TIMP4
Sham | 100,0+10 100,0 + 14 100,05 100,0+8 100,0+11  100,0 £ 19
AoB 72,5+ 5* 58,1+5* 159,1+21* 57,96 70,5 £ 5* 32,2+ 9"

B proMMP2 MMP2 latent MMP2 aktiv MMP9
Sham | 100,0 +4 100,0 £ 3 100,0 +5 100,0+6
AoB |176,2+17* 189,517 211,4 +22* 201,8 + 25**

Tab. 11: Dargestellt ist die relative Proteinexpression (A) sowie Enzymaktivitit (B) von Matrix
Metalloproteinase (MMP) 1 latente und aktive Form, MMP2 pro-, latente- und aktive Form, MMP9 sowie
Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase (TIMP) 1 bis 4. Die Proteinexpression wurde in Bezug zu
GAPDH-Expression, die Aktivitit in Bezug zu B-Actin normalisiert. Der Mittelwert der Sham-Gruppe
wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die Einzelwerte der Sham- und AoB-Gruppe hierzu in Bezug
gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £ SEM; ** p < 0,01 Sham vs. AoB; * p < 0,05 Sham vs.
AoB.
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Abb. 11: A - Relative mRNA-Expression von Membrane-Type 1 Matrix Metalloproteinase (MT1-MMP),
MMP2, MMP8, MMP9 sowie Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase (TIMP) 1 bis 4. Die
Expression wurde in Bezug zur GAPDH-Expression normalisiert. Der Mittelwert der Sham-Gruppe
wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die Einzeltiere der Sham- und AoB-Gruppe hierzu in Bezug
gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £ SEM; ** p < 0,01 Sham vs. AoB; * p < 0,05 Sham vs.
AoB. Die Sham Gruppe ist als weifler Balken, die AoB Gruppe als hellgrauer Balken dargestellt. B -
Western Blot des Proteins TIMP1 zum Vergleich der Expression von Sham- und AoB-Tieren: In der
oberen Ebene der Film des TIMP1 Blots, links je 3 Proben der Sham-Gruppe, rechts je 3 Proben der
AoB-Gruppe. Untere Ebene: Western Blot der gleichen Membran nach Stripping zur Detektion von
GAPDH. C - Zymographie zur Messung der Enzymaktivitit der Gelatinasen MMP2 und 9: In der oberen
Ebene eingescanntes Gelatine-Gel nach Fixation, links je 3 Proben der Sham-Gruppe, rechts je 3 Proben
der AoB-Gruppe. Untere Ebene: Coomassie-gefirbtes SDS-PAGE Gel zur Messung von B-Actin; die
Expression des Referenzproteins f-Actin war nahezu unverindert. Es resultierte ein erhohtes Niveau der

normalisierten Enzymaktivititen.

4.3.2 Einfluss auf mRNA- und Proteinexpression durch Gabe des C-P4HI FG0041

Durch Gabe des C-P4HI FG0041 zeigte sich tendenziell eine Reduktion der MMP mRNA.
MMP2 wurde signifikant herabreguliert (127,4 + 10,0%, p < 0,01). TIMP mRNA zeigte unter
Gabe von FG0041 eine deutliche Reduktion auf das 3- (TIMP1) bzw. 1,2-fache (TIMP2) im
Vergleich zur Sham-Gruppe (p < 0,05). TIMP3 und 4 waren unverindert gegeniiber AoB
(Abb. 12). Hieraus resultierend zeigte sich in den MMP-TIMP-Quotienten zwar eine Tendenz
zur Verminderung gegeniiber AoB, die jedoch in keiner MMP-TIMP-Kombination signifikant

war (Daten nicht gezeigt).

Die Proteinexpression von MMP1 (latente und aktive Form) zeigte zwar eine Tendenz zur
Reduktion unter FG0041, die jedoch nicht signifikant war. MMP2 Protein verdnderte sich im
Vergleich zur AoB-Gruppe nicht. TIMP1 Protein verdnderte sich wie auch TIMP3 unter
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FGO0041 nicht. TIMP4 Protein zeigte unter FG0041 einen Trend zur Heraufregulation (Tab.
12A). Beziiglich des MMP-TIMP-Quotienten zeigte sich bei der Proteinexpression keine
Veridnderung der MMP2-TIMP(1, 2, 4)-Quotienten, welche unter AoB bereits erhdht waren.
Eine deutliche Reduktion entstand unter FG0041-Medikation im Hinblick auf die Quotienten
MMP1 (latent) — TIMP4 (AoB: 7,289 + 2,2 vs. FG0041: 2,179 + 0,6, p < 0,05), MMPI
(aktiv) — TIMP4 (AoB: 4,702 + 1,3 vs. FG0041: 1,536 + 0,4, p < 0,05) sowie der unter AoB
jedoch unverinderte Quotient MMP1 (latent) — TIMP1 (AoB: 1,385 + 0,1 vs. FG0041: 0,819
+0,1, p <0,05).

Die Enzymaktivitdt verdnderte sich nach Gabe von FG0041 nicht signifikant gegeniiber der
AoB-Gruppe in allen 4 gemessenen Enzymformen (Tab. 12B). Es lieB sich kein verdnderter
MMP-TIMP-Quotient in der Aktivitdtsmessung feststellen (Daten nicht gezeigt).

A MMP1 latent MMP1 aktiv MMP2 TIMP1 TIMP3 TIMP4

AoB 725+5 58,1+5 159,1 £ 21 579+6 70,55 32,29
AoB+FG0041 60,9+7 50,07 152,4 + 33 74,3+6 7367 52,3 +12

B proMMP2 MMP2 latent MMP2 aktiv MMP9
AoB 176,2+17 1895+17 211,422 201,8+25
AoB+FG0041 | 154,7+24 167,1+26 170,7+33 163,032

Tab. 12: Dargestellt ist die relative Proteinexpression (A) sowie Enzymaktivitit (B) von MMP 1 latente
und aktive Form, MMP2 pro-, latente- und aktive Form, MMP9 sowie TIMP 1 bis 4 in den Gruppen AoB
und FG0041-Medikation. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM. Weitere Details siche Tab. 11.
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Abb. 12: Relative mRNA-Expression von MT1-MMP, MMP2, MMP8, MMP9 sowie TIMP1 bis 4 in den
Gruppen AoB und FG0041-Medikation. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM; §§ p < 0,01 AoB
vs. Medikationsgruppe; § p < 0,05 AoB vs. Medikationsgruppe. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer
Balken, AoB + FG0041 als dunkelgrauer Balken dargestellt. Weitere Details siehe Abb. 11.
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4.3.3 Einfluss auf mRNA- und Proteinexpression durch Gabe des HIF-P4HI FG2216

Durch Applikation des HIF-P4HI FG2216 zeigte sich eine teilweise hochsignifikante
Hochregulation der mRNA-Expression der MMPs. Insbesondere MTIMMP und MMP9
stiegen hierbei auf das 6,5- bzw. 5-fache des Sham-Ausgangswertes. Die MMP2 und MMP8
Expression stieg zwar ebenfalls merkbar an, war aber gegeniiber der AoB-Gruppe nicht
signifikant. Derselbe Trend lie} sich beziiglich der TIMP mRNA feststellen. Hierbei zeigte
sich bei der TIMP1-Expression eine Erhohung auf das 11,5-fache des Ausgangswertes, diese
Verdnderung war aber aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant. TIMP2 bis
4 zeigten dieselbe Tendenz (Abb. 13). Somit resultierten deutlich erhohte MMP-TIMP-
Quotienten, die sich insbesondere beit MMP2-TIMP3 (AoB: 3,386 + 0,6 vs. FG2216: 9,126 +
4,4, p < 0,05) sowie MMP9-TIMP3 (AoB: 2,594 + 0,8 vs. FG2216: 9,086 + 3,5, p < 0,05)
zeigten. Die jeweiligen MMP-TIMP4-Quotienten waren ebenfalls tendenziell erhoht (Daten
nicht gezeigt).

Die Proteinexpression der MMPs und TIMPs zeigte eine Ubereinstimmung mit der mRNA-
Expression. Insbesondere bei der latenten und aktiven Form von MMP1 wurde eine
signifikante Steigerung der Expression auf das Niveau der Sham-Gruppe (im Vergleich zur
AoB-Gruppe) gefunden. TIMP1 Protein war gegeniiber der AoB-Gruppe signifikant
heraufreguliert, TIMP3 und 4 zeigten dieselbe Tendenz (Tab. 13A). Insbesondere bei den
MMP-TIMP-Quotienten zeigte sich nun eine Normalisierung bzw. Reduktion zuvor erhohter
Quotienten. Hierbei wurden die Quotienten MMP1 (latent) — TIMP4 (AoB: 7,289 + 2,2 vs.
FG2216: 2,004 + 0,5, p < 0,05), MMP2 — TIMP1 (AoB: 2,745 + 0,3 vs. FG2216: 0,565 + 0,1,
p < 0,05), MMP2 — TIMP3 (AoB: 2,531 + 0,5 vs. FG2216: 1,086 + 0,2, p < 0,05) sowie
MMP2 — TIMP4 (AoB: 19,339 + 6,4 vs. FG2216: 2,852 + 1,5, p < 0,05) im Vergleich zur
AoB-Gruppe reduziert. Weiterhin wurden die Quotienten MMP1 (latent) — TIMP1 sowie
MMP1 (aktiv) — TIMP1 herabreguliert. Ubrige MMP-TIMP-Quotienten zeigten ebenfalls

tendenziell eine Herabregulation (Daten nicht gezeigt).

Die Enzymaktivitit von proMMP2 nahm im Vergleich zur AoB-Gruppe signifikant zu.
MMP2 latente und aktive Form sowie MMP9 zeigten dieselbe Tendenz, waren aber nicht
signifikant (Tab. 13B). Aufgrund des proportional hoheren TIMP1-Proteins resultierte ein
signifikant erniedrigter Quotient zu TIMP1 bei proMMP2 (AoB: 4,112 + 0,6 vs. FG2216:
1,710 = 0,3, p < 0,05), MMP2 latent (AoB: 3,454 + 0,5 vs. FG2216: 1,382 + 0,2, p < 0,05),
MMP2 aktiv (AoB: 3,568 + 0,4 vs. FG2216: 1,381 + 0,2, p < 0,05) sowie MMP9 (AoB: 3,921
+ 0,6 vs. FG2216: 1,418 £ 0,2, p < 0,05). Auch Quotienten zu TIMP4 wurden deutlich im
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Vergleich zur AoB-Gruppe reduziert, waren aber aufgrund der Schwankungen beider

Gruppen nicht signifikant (Daten nicht gezeigt).

A MMP1 latent MMP1 aktiv.  MMP2 TIMP1 TIMP3 TIMP4
AoB 725+5 581+5  159,1 +21 579+6 7055 322+9
AoB+FG2216| 100,5+12% 93,0+15%5 925+10 179,9+19%¥ 8367 66,5+ 14

B proMMP2 MMP2 latent MMP2 aktiv MMP9
AoB 176,2+17 189,5+17 211,4+22 201,8+25
AoB+FG2216 | 234,4 +37% 231,3+32 290,8+41 251,2+46

Tab. 13: Dargestellt ist die relative Proteinexpression (A) sowie Enzymaktivitit (B) von MMP 1 latente

und aktive Form, MMP2 pro-, latente- und aktive Form, MMP9 sowie TIMP 1 bis 4 in den Subgruppen
AoB und FG2216. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM; §§ p < 0,01 AoB vs. FG2216; § p <
0,05 AoB vs. FG2216. Weitere Details siehe Tab. 11.
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Abb. 13: Relative mRNA-Expression von MT1-MMP, MMP2, MMP8, MMP9 sowie TIMP1 bis 4 in den
Subgruppen AoB und FG2216. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £ SEM; §§ p < 0,01 AoB vs.
FG2216; § p < 0,05 AoB vs. FG2216. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer Balken, AoB + FG2216 als
dunkelgrauer Balken dargestellt. Weitere Details siche Abb. 11.

4.4 Regulation von Kollagen Typ I und III
4.4.1 Identifikation der Kollagene im Western-Blot
Um die Kollagen-Banden im Western Blot eindeutig zu identifizieren, wurde ein

Kollagenase-Verdau durchgefiihrt, da der Antikorper gegen Kollagen I und III unspezifische
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Banden, insbesondere im Bereich zwischen ca. 73 und ca. 130 kDa, zeigte (Abb. 14A). Durch
Zusatz von Kollagenase verschwand die Bande bei 210 kDa, andere Banden wurden stark
abgeschwicht. Es traten vermehrt Banden zwischen ca. 130 und 100 kDa bei der Positiv-
Kontrolle auf (Abb. 14A, Slot 1 und 3). Es handelte sich bei der Bande bei ca. 210 kDa somit
eindeutig um Kollagen Typ I, da das Protein durch die Kollagenase degradiert wurde und
somit nicht mehr zu detektieren war. Die Gréfe von 210 kDa entsprach der GroBle von
Kollagen 1. Die Banden zwischen 130 und 100 kDa entsprachen am ehesten Kollagen-

Spaltprodukten, da diese nach dem Verdau vermehrt auftraten.

Beziiglich Kollagen III zeigte sich bei der unverdauten Protein-Probe dasselbe Bild wie im
Kollagen I Blot. Eine Bande bei ca. 130 kDa (entsprechend dem Molekulargewicht von
Kollagen IIT) wurde durch Kollagenase-Verdau stark abgeschwicht (Abb. 14B, Slot 1 und 2).
Die Kollagen III Positiv-Kontrolle zeigte keinerlei unspezifische Banden und erlaubte eine
eindeutige Zuordnung des Proteins (Abb. 14A, Slot 3). Der Unterschied der Bandenauflosung
zwischen Kollagen Typ I und III lie} sich durch die hohere Spezifitit der Kollagenase-I fiir
Kollagen Typ I erkldren (Kollagen I > Kollagen II > Kollagen III). Eine anschlieend
angefertigte Verdiinnungsreihe einer Protein-Probe (150pg — 30pg; Abb. 14C) und
Auswertung der zuvor ermittelten Banden zeigte eine anndhernd lineare Beziehung der
Banden-Intensitdt von Kollagen I und III zur eingesetzten Protein-Menge (Abb. 14D und E).
Somit konnten Kollagen I und III mit Hilfe des Kollagenase-Verdaus eindeutig identifiziert

werden.

4.4.2 Verdnderung durch Druckbelastung mittels AoB

Die mRNA-Expression von Kollagen Typ I und III wurden durch Druckbelastung infolge
AoB signifikant heraufreguliert (p jeweils < 0,01). Kollagen Typ III zeigte einen leicht
hoheren Anstieg (3,5-fach) als Kollagen Typ I (3-fach) (Abb. 15A). Der Anstieg der
Proteinexpression der Kollagene auf Proteinebene war ebenfalls signifikant (Kollagen I: 2-

fach, Kollagen III 1,5-fach; p < 0,01, Abb. 15B).
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Abb. 14: Western-Blots zur Identifikation von Kollagen Typ I und III mittels Kollagenase-Verdau. A:

Etablierung von Kollagen I; Slot 4 zeigt das Ergebnis von 100ug einer Protein-Probe vor Kollagenase-

Verdau. In Slot 3 wurde bei derselben Probe ein Kollagenase-Verdau durchgefiihrt. Die Bande bei 210

kDa verschwindet, es treten mehrere Banden unter 130 kDa auf. Slot 2 zeigt 30ng Kollagen Typ I Positiv-

Kontrolle mit 2 Banden bei 210 und ca. 75 kDa vor Kollagenase-Verdau. Slot 1 zeigt 30pg Kollagen I

Positiv-Kontrolle nach Kollagenase-Verdau. B: Slot 1 zeigt 100ng Protein-Probe vor Kollagenase-Verdau,

Slot 2 100pg Protein-Probe nach Kollagenase-Verdau, Slot 3 30ug Kollagen III ohne Kollagenase-Verdau.

C: Verdiinnungsreihe (Slot 1-7: 150png, 125png, 100png, 75ug, S0pg, 40png, 30ug) einer Proteinprobe von

Kollagen I und III. D: Kalibrationskurve Kollagen Typ I entsprechend Western-Blot in C. E:

Kalibrationskurve Kollagen Typ III entsprechend Western-Blot in C.
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Abb. 15: Relative mRNA (A)- und Proteinexpression (B) von Kollagen Typ I und III. Der Mittelwert der

Sham Gruppe wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die Einzeltiere der Sham- und AoB Gruppe

hierzu in Bezug gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert = SEM; ** p < 0,01 Sham vs. AoB; * p <
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0,05 Sham vs. AoB. Die Sham Gruppe ist als weiler Balken, die AoB Gruppe als hellgrauer Balken
dargestellt.

4.4.3 Einfluss auf mRNA- und Proteinexpression durch Gabe des C-P4HI FG0041

Die Gabe des C-P4HI FGO0041 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der durch AoB
induzierten mRNA Expression der Kollagene Typ I und III. (Abb. 16A). Derselbe Effekt
spiegelte sich in der Proteinexpression von Kollagen I und III wider, beide Kollagen-Typen

waren in der Gruppe FG0041 signifikant gegeniiber der AoB-Gruppe vermindert (Abb. 16B).
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Abb. 16: Relative mRNA-(A) und Protein-(B) Expression von Kollagen Typ I und III in der AoB- und C-
P4HI Medikationsgruppe. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM; §§ p < 0,01 AoB vs.
Medikationsgruppen; § p < 0,05 AoB vs. Medikationsgruppe. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer Balken,
AoB + FG0041 als dunkelgrauer Balken dargestellt. Weitere Details siche Abb. 15.

4.4.4 Einfluss auf mRNA- und Proteinexpression durch Gabe des HIF-P4HI FG2216

Durch Gabe des HIF-P4HI FG2216 ergab sich keine signifikante Regulation der erhdhten
mRNA Expressionsniveaus der Kollagene gegeniiber der AoB-Gruppe, es zeigte sich jedoch
ein Trend zur Steigerung der Expression (Abb. 17). Aufgrund Materialmangels wurde die

Proteinexpression nicht untersucht.
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Abb. 17: Relative mRNA-Expression von Kollagen I und III in den Subgruppen AoB und FG2216. Die
Daten sind dargestellt als Mittelwert = SEM. Die AoB-Gruppe ist als hellgrauer Balken, AoB + FG2216
als dunkelgrauer Balken dargestellt. Weitere Details siche Abb. 15.

4.5 Regulation der Hormone und Rezeptoren des Endothelin- und Angiotensinsystems
4.5.1 Verdnderung durch Druckbelastung mittels AoB

Endothelin 1 zeigte in der AoB-Gruppe eine Erhohung der mRNA-Expression auf 308.3 +
95% gegeniiber der Sham-Gruppe. Endothelin Converting Enzyme 1 mRNA war mit 177.0 +
30% gegeniiber Sham ebenfalls signifikant veridndert. Die Genexpression der Endothelin-
Rezeptoren o und B war auf 192.3 £ 31% (ETRa) bzw. 231.1 + 47% (ETRp) heraufreguliert.
Beziiglich des Renin-Angiotensin-Systems zeigte der Angiotensin II Rezeptor Typ 1 einen

Anstieg auf 181.6 + 31% (p jeweils < 0,05; Tab. 14).

ET1 ECE1 ETR a ETR AT1
Sham | 100.0+16 100.0+13 100.0+9 100.0+22 100.0+15
AoB [308.3+95* 177.0+£30* 1923 +31* 231.1+47* 181.6+31*

Tab. 14: Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von Endothelin-1 (ET1), Endothelin Converting

Enzyme 1 (ECE1l), Endothelin Rezeptor alpha (ETR a), Endothelin Rezeptor beta (ETR ) und
Angiotensin II Rezeptor Typ 1 (AT1). Die mRNA-Expression wurde in Bezug zur GAPDH-Expression
normalisiert. Der Mittelwert der Sham-Gruppe wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die Einzeltiere
der Sham- und AoB-Gruppe hierzu in Bezug gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM; * p
< 0,05 Sham vs. AoB.

4.5.2 Einfluss auf mRNA-Expression durch Gabe des C-P4HI FG0041

Die Gabe des C-P4HI FG0041 bewirkte hinsichtlich der Expression von ECE1 (105.9 = 10%)

sowie von ETRP (91.2 + 24%) eine signifikante Reduktion auf die Ausgangswerte vor AoB
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(p <0,05). Auch ET1 zeigte eine Tendenz zur Herunterregulation (183.4 = 28, p = n.s.). AT1
(161.2 + 24%) sowie ETRa (149.4 + 18%) waren gegeniiber der AoB-Gruppe nicht
signifikant verandert (Tab. 15).

ET1 ECE1 ETR o ETRB AT1
AoB 308.3+95 177.0+30 192.3+31 231.1+47 181.6+31
AoB+FG0041 | 183.4+28 105.9+10° 1494+18 91.2+24% 1612+24

Tab. 15: Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von ET1, ECE1l, ETR a und 3 sowie AT1 in AoB
und FG0041. § p < 0,05 AoB vs. Medikationsgruppe. Weitere Details siche Tab. 14.

4.5.3 Einfluss auf mRNA-Expression durch Gabe des HIF-P4HI FG2216

Der HIF-P4HI FG2216 fiihrte gegeniiber der AoB-Gruppe zu keiner signifikanten Regulation.
Tendenziell wurden bestehende Verdnderungen durch Druckbelastung verstirkt, insbesondere
beziiglich ET1 (517.2 + 117%), ECE1 (268.1 &= 75%) sowie ETRa (274.0 + 47%). ETR und
ATI waren im Mittel nahezu unveréndert (Tab. 16).

ET1 ECE1 ETR a ETR B AT1
AoB 308.3+95 177.0+30 192.3+31 231.1+47 181.6%31
AoB+FG2216 | 517.2+ 117 268.1+75 2740x+47 2485+90 178.4+68

Tab. 16: Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von ET1, ECE1, ETR a und 3 sowie AT1 in AoB
und FG2216. Weitere Details siehe Tab. 14.

4.6 Regulation von Melusin bei Druckbelastung durch AoB

Melusin  wurde nach Druckbelastung durch AoB signifikant heraufreguliert. Die
Heraufregulation zeigte sich sowohl auf mRNA- (Sham: 100,0 + 14,8% vs. AoB: 185,8 +
22,8%; p < 0,05) als auch auf Proteinebene (Sham: 100,0 + 21,5% vs. AoB: 265,7 £ 57,7%; p
< 0,01; Abb. 18A, B, D). Der Quotient pAkt / Akt, welcher auf das Verhéltnis von
Phosphorylierung der Proteinkinase B zu Akt hinweist, war in der AoB-Gruppe ebenfalls
signifikant gegeniiber der Sham-Gruppe erh6ht (Sham: 100,0 + 7,8% vs. AoB: 129,6 9,7%; p
<0,05; Abb. 18C, E).
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Abb. 18: Relative mRNA (A)- und Proteinexpression (B) von Melusin sowie Proteinexpression des
Quotienten pAkt/Akt (C). Der Mittelwert der Sham Gruppe wurde als 100%-Bezugspunkt gesetzt und die
Einzeltiere der Sham- und AoB Gruppe hierzu in Bezug gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert
+ SEM; ** p < 0,01 Sham vs. AoB; * p < 0,05 Sham vs. AoB. Die Sham Gruppe ist als weiler Balken, die
AoB Gruppe als hellgrauer Balken dargestellt. D, E: Western Blots der Proteine Melusin,
phosphoryliertes Akt und unphosphoryliertes Akt. Dargestellt sind je zwei Proben der Sham-Gruppe
(CO) sowie 4 Proben der AoB-Gruppe (T) und eine Verdiinnungsreihe der Proteine von 5 — 20 pg.

4.7 Korrelationen
4.7.1 Korrelationen zwischen Genexpression und Morphologiedaten

Die mRNA-Expression der Wachstumsfaktoren zeigten einen starken Zusammenhang mit den
gemessenen morphologischen Daten. TGFB1, OPN und CTGF korrelierten mit dem relativen
Herzgewicht (Abb. 19A bis C). Ahnlich starke Korrelationen zeigten sich fiir TGFB1, CTGF
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und OPN mit dem relativen Gewicht des LA, des LV sowie dem relativen Lungengewicht.
Eine enge Beziehung zu den relativen Organgewichten wiesen auch MMP2 mRNA (Abb.
19D), Kollagen Typ I mRNA (Abb. 19E) und ET1 mRNA (Abb. 19F) auf. Die vollstindigen

Korrelationsdaten sind in Tab. 17 wiedergegeben.
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Abb. 19: A-E: Korrelation der relativen Genexpression von TGFB1, OPN, CTGF, MMP2, ET1 und

Kollagen Typ 1 mit relativem Herzgewicht.
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4.7.2 Korrelation zwischen Genexpression und Hamodynamikdaten

Der LVEDP korrelierte eng mit der mRNA-Expression von TGFB1 (Abb. 20A), ITGpI,
CTGF (Abb. 20B), OPN (Abb. 20C), MMP2 (Abb. 20D) und ECE1. TGFB1 mRNA (Abb.
20E) und CTGF mRNA (Abb. 20F) zeigten eine signifikante Beziehung zur maximalen

Druckanstiegsgeschwindigkeit.
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Die vollstindigen Korrelationsdaten sind in Tab. 18
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Abb. 20: A-E: Korrelation der relativen Genexpression von TGFf1, OPN, CTGF und MMP2 mit LVEDP.
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4.7.3 Korrelation zwischen Proteinexpression und Morphologiedaten

TGFB1 Protein zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit dem relativen Herzgewicht
(Abb. 21A) sowie den relativen Gewichten des LA, LV und der Lunge. ITGB1 Protein
korrelierte mit dem relativen Herzgewicht (Abb. 21B) sowie den relativen Gewichten des LA,
LV und der Lunge. Die Kollagen Typ III Protein-Expression wies einen Bezug zum relativen
Herzgewicht (Abb. 21C), LA-Gewicht, LV-Gewicht und der Lunge auf. Die Aktivititen von
proMMP2, MMP2 — latente Form, MMP2 — aktive Form und MMP9 korrelierten mit dem
relativen Herzgewicht sowie den anderen gemessenen morphologischen Faktoren. Die

vollstindigen Korrelationsdaten sind in Tab. 19 wiedergegeben.

4.7.4 Korrelation zwischen Proteinexpression und Hamodynamik

Der LVEDP korrelierte mit der Aktivitdt von proMMP2 (Abb. 21D), MMP2 — latente Form,
MMP2 — aktive Form (Abb. 21E) und MMP9 (Abb. 21F). Negative Korrelationen ergaben
sich zwischen TGFB1 und LVEDD sowie zwischen Kollagen Typ III und LVEF. Die

vollstindigen Korrelationsdaten sind in Tab. 20 wiedergegeben.

4.7.5 Korrelation innerhalb der Expression der untersuchten Gene

Beziiglich Korrelationen innerhalb der mRNA-Expression wies TGFB1 enge Beziehungen zu
CTGF (Abb. 22A), ITGB1, OPN, MMP2 (Abb. 22B) und Kollagen Typ I auf. Auch CTGF
mRNA korrelierte mit OPN und MMP2 mRNA. OPN mRNA zeigte einen Zusammenhang
mit TIMP1 und 2 mRNA, MMP2 mRNA und Kollagen Typ I mRNA. ITGB1 korrelierte mit
TIMP2. TIMP1 und 2 zeigten — im Gegensatz zu TIMP3 und 4 mRNA - eine enge
Korrelation mit Kollagen 1 (Abb. 22C und D) und Kollagen III. Im Endothelinsystem
korrelierte ET1 mRNA mit TIMP1, CTGF, MMP2, MMP9 (Abb. 22E) und Kollagen I und
III. Innerhalb des Endothelinsystems zeigten sich weitere stark signifikante Korrelationen
zwischen ETRa und MMP2 sowie ECE1 und MMP2 und MMP9 (Abb. 22F). AT1 zeigte
einen Zusammenhang mit ET1 sowie ECEl. HIFl und 2 =zeigten einen positiven
Zusammenhang mit MMP2 sowie MMP9. Die vollstindigen Korrelationsdaten sind in Tab.
21 wiedergegeben. Weiterhin zeigte Melusin mRNA Korrelationen mit CTGF (r = 0,622),
ITGB1 (r=0,659), OPN (r =0,659) und ET1 (r = 0,565; alle p < 0,05).
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Abb. 21: A-C: Korrelation der relativen Proteinexpression von TGFB1, ITGB1 und Kollagen III mit
relativem Herzgewicht. D-F: Korrelation der Aktivitit von proMMP2, MMP2 und MMP9 mit LVEDP.

- 58 -



Ergebnisse

Jue (5070 > d)

ZueGIuSIS dYISHSHE)S UISIIM UIUONB[ILIOY] JUIOYITIOAIIY ZIeMYIS *(JBY1I9A) YIWRUAPOWRH pun ([¢)}U0ZII0Y) UoIsSAIdXaUId01d UIYISIMZ UIUONB[ILIOY] (0T "qeL

LEL'O 8920 1650 Z8€0 2/S'0  6vE'0  2ZBSO  6ELD ¥6.°0 9¥6°0 8€9°0 1180  ZGL'0  v9L0 | d

182'0- €Lz'0- ¥01°0- 691°0- Lo L6L'0  ¥OL'0- 2620 €500 €L0'0  9LL'0- ¥S0'0- G0€'0- ¥6E'0- | 4 xewip/dp
Z1o'o €000 GL0'0 6000 1G8°0  1€8'0 1 99L'0  €¥80 6€9°0 00€0 812’0 1600 6020 ivi'o | d

2970 GES°0 (440 L1¥'0 9€0'0 2¥0‘'0- ¥92'0  0¥0'0 G600 €020 962'0 lgv'o 22’0 viv'o | 4 dd3ni
9ve’0 €600 L€00 vLL0 818'0 Ol¥'0 €8€'0 9980 €290 0890 L0€0 169'0 2900 o06L'0 | d

z8L‘0 81€0 zor'o 6520 G¥0'0 69L°0 8910 ¥€0'0- 660°0- 060°0- ZvZ'O 0600 S6E0  ZL€0 | Y 1shs
658°0 ovL'0 ZLLo 26.°0 090 ¥88°0 €40  16E0 ZLL'o 1190 GEO'0 6080 lee'0  ¥80'0 | d

L€0‘0- 150°0- ¥90°0- G¥0'0- ¥S0°0- 920°0- 0S0°0- 0SL'0- 9900 €.0'0- vev‘'o- 8v0'0- €LL'0 cev'0 | 4 43N
820°0 1000 €000 1000 9200 0LL'0 8220  09€0 €900 LS€0 68€'0 0090 6L00 ¢62°0 | d

19€°0 evro z8r'o ovv'o  L.€0- €82°0- 602°0- <¢9L'0 €geo-  29L'o-  08L'0 ¥OL'0-  9Zv0 Lizo | 4 MdAT
€¥9'0 9980 998'0 080 GLY'0 2620 LLED L6L0 0150 9.9'0 €8L'0  GLV'O 18’0 zio'o | d

080°0- 620°0- 620°0 GEO'0- ZWL'0 €020 ¥LL'0- 0€20- ZLL'O-  €L0'0- G20 ll'0  €S0°0  se6S‘0- | aa3ani
0€6'0 v¥6'0 0v8'0 €860 ovv'o  Z8¥'0  ¥.6'0 8260 vLL0 0820 G/0'0 6880 6590 6900 | d

GL00- zLo'o GE0'0 ¥00°0 GEL'0O ZZL'0 9000 9l00 LS0°0- 6+0°0 Z9€'0  820°'0 ¥80°0- LG¥'0- | 4 ds3ani
64NN Zdwoud pe 1e| VdNIL  €dNIL  LdNIL 2NN pe 1el €710M 1 7IoM 19911 19491

¢dNIN ¢dAIN LAAIN LdIANN

‘e (50°0 > d) zuexqyusig

JYISNSIIE)S UISIOM UIUONB[ILIOY] dUIQOYITIOAIIY ZIeMYDS *([e1)19A) UId)dwRIR J-9130[0ydI0]A] pun ([€)U0ZLIOY) U0ISSIIdXIUI)01J UIYISIMZ UIUONE[ILIOY] 6] "qeL

€000 1000 ¥00°0 ) 69€'0 29G'0 8€Z'0  2Ov'0 6€5°0 EYY'0 ¥00'0  L0L0 lo0‘'0 8000 |d

0L¥‘0 90 €070 29e’0  9€L'0- 060°0- LZL'0  Ze2L'0 £€60°0- €LL'0-  ¥8¥'0 6920 9LS°0  6LS0 | 4 ‘Me9-usbunT seAnefal
2000 000°0 000°0 1000 GGZ'0  ¥0E'0  Z8E'0  80S'0 1¥2'0 9g€‘0 200’0 60€0 0000 coo0 |d

(Aadl] Lvso 1250 891°0 LZL'0-  6SL°0-  LEL'0 0010 v.LL0- 9€L‘0- 0250 ¢/L'0 .60 8850 | 4 ‘MI9O-Y] SaAlje|al
000°0 000°0 000°0 0000 1200 /6L°0 6EE0  0OLLO SyL°0 8620 L00'0 6920 0000 Zoo0 |d

0L9‘0 1290 2290 €19°0 €620 ZlZg'0- ZGL'0 2900 vveo- LZ1'0-  86¥°0 9S00 €090 1990 | ‘MO9D-/\1] SaAlje|al
0000 0000 0000 0000 90L'0  0ZL'0 8600 1090 z8L0 18€0 zoo'o  /6¥'0 0000 0000 |d

€850 8€9°0 2850 250 LpZ'0- 0L2'0- L¥2'0 8100 002'0- 621'0- LIS'0  GLL'0  8i5‘0 000 | 4 "MOD-ZISH SaAleal
6dNIN  ZzdWoud ‘e ‘el PdNIL  €dNIL  LHWIL  2dNIN ‘e el €710M Loy 19911 19491

¢dNIN ¢dIN LdNIN LAAIN

-59 -



Ergebnisse

4.7.6 Korrelation innerhalb der Expression der untersuchten Proteine

Innerhalb der Proteinexpression zeigte sich eine enge Korrelation zwischen TGFB1 und
TIMP3. Eine negative Korrelation zeigten die aktive Form von MMP1 und Kollagen III.
TIMP3 und 4 zeigten beziiglich der aktiven Form von MMP1 eine positive Korrelation.
Kollagen III zeigte eine enge Beziehung zur Enzymaktivitit von proMMP2, MMP2 und
MMP9. Die vollstindigen Korrelationsdaten sind in Tab. 22 wiedergegeben. Melusin Protein
korrelierte mit MMP1 und MMP?2 Protein (r = 0,751, p < 0,01 bzw. r =-0,660, p < 0,05).
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Abb. 22: Korrelationen innerhalb der gemessenen relativen mRNA-Expression von TGFB1, CTGF,
MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, Kollagen 1, ET1 und ECE1.
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4.8 Voruntersuchungen zur Stimulation von Zellkulturen

Zur Untersuchung des Effektes der Stimulation von humanen Fibroblasten mit
Wachstumsfaktoren auf die MMP-Synthese wurden Voruntersuchungen mit der Fibroblasten-
Zelllinie HT1080 (Anzahl der Stimulationen, n=6) durchgefiihrt. Es fand sich eine
signifikante Steigerung der Synthese von MMP2 (139,4% =+ 13,4 vs. Kontrolle: 100,0% + 6,5;
p < 0,05) nach 6-stiindiger Stimulation mit TGF1. Nach 24-stiindiger Stimulation nahm die
MMP2-Aktivitit der TGFB1-stimulierten Zellen auf 179,9 + 12,8% (Kontrollen: 100,0% +
3,6, p < 0,01) zu (Abb. 23). Beziiglich der MMP9-Aktivitdt zeigte sich kein Unterschied zu
den Kontrollen nach 6 (109,3% 4,4 £ vs 100,0% % 0,8; p = 0,1) und 24 Stunden (109,9% +
5,6 vs. 100,0% % 3,0; p = 0,3; Abb. 23) unter TGFB1-Stimulation.
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Abb. 23: Relative Aktivitit von MMP2 und 9 in HT1080-Zellen nach 6 bzw. 24-stiindiger Stimulation mit
TGFB1. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM; ** p < 0,01 TGFp1-Stimulation vs.
Kontrollgruppe, * p < 0,05 Gruppe TGFB1-Stimulation vs. Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe ist als
weiller Balken, die TGFB1-Gruppe als grauer Balken dargestellt.

4.9 Expression von ECM-Proteinen in humanen kardialen Fibroblasten aus Spender- und

DCM-Herzen
4.9.1 Basis-Charakterisierung der Herkunft der Zellen

Die Anzahl der Spender-Herzen betrug n=9, die der DCM-Herzen n=11. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich des Alters (Spender: 40,3
Jahre £ 89 vs. DCM: 49,1 Jahre £ 3,2; p = 0,46). Eine vorherige himodynamische

Untersuchung der Spender konnte aus gegebenem Anlass nicht durchgefiihrt werden. In der
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DCM-Gruppe betrug der LVEDD 74,3mm + 4,0, der LVESD 66,7mm + 5,0 und die LVEF
20,0% + 2,4. Diese Werte konnen jedoch mit in der Literatur angegebenen Referenz-Werten

in der Bevolkerung fiir LVEDD (37 — 56mm) und LVEF (67% + 8) verglichen werden [50].

4.9.2 RNA-Expression von ECM-Proteinen in hFib unter Stimulation

Die Genexpression von Kollagen Typ I zeigte sowohl innerhalb der Spender-Gruppe als auch
innerhalb der DCM-Gruppe keine signifikante Regulation unter Stimulation mit TGF1 nach
6 und 12 Stunden bzw. 24 Stunden. Im Vergleich zwischen Fibroblasten von Spender- und
DCM-Herzen zeigte sich in der DCM-Gruppe eine signifikant hohere Kollagen I Expression
nach 6 Stunden in der Kontroll-Stimulation. Unter Stimulation mit TGFB1 zeigte sich eine

niedrigere Kollagen I Expression, es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen

Spender- und DCM-Herzen (Tab. 23).

Spender DCM
6h 12h 6h 12h 24h
Kon 0,894 +£0,04 1,247+0,1 |(1,229+0,12§ 1,471+0,09 1,130 £ 0,03
TGFp1 0,980+0,13 0,799+ 0,03 | 0,945+ 0,1 0,984 + 0,1

Tab. 23: Dargestellt ist die mRNA-Expression von Kollagen Typ 1 in hFib aus Spender- und DCM-Herzen
unter Stimulation mit einem Trégerstoff (Kon) und Transforming growth factor p1 (TGF 1) nach 6, 12
und 24 Stunden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM nach Bildung des GAPDH-Quotienten; §
p < 0,05 Spender vs. DCM.

TGFB1-Stimulation hatte keinen Effekt auf die Genexpression von MMP2. In der DCM-
Gruppe lie8 sich ebenfalls kein Effekt von TGFB1 auf MMP2 nachweisen. Im direkten
Vergleich zwischen Spender- und DCM-Herzen zeigte sich eine tendenziell niedrigere

Expression von MMP2, die jedoch nicht signifikant war (Tab. 24).

Spender DCM
6h 12h 6h 12h 24h
Kon 1,204 £ 0,06 1,211+0,1 1,082+0,03 1,07+0,1 1,282 £ 0,08
TGFp1 1,231 £ 0,22 0,939+ 0,05 1,05 £ 0,05 0,857 £ 0,09

Tab. 24: Dargestellt ist die mRNA-Expression von MMP2 in hFib aus Spender- und DCM-Herzen unter
Stimulation mit Kon und TGFf1 nach 6, 12 und 24 Stunden. Weitere Details sieche Tab. 23.
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4.9.3 Protein-Expression von ECM-Proteinen in hFib unter Stimulation

Kollagen Typ I Protein zeigte innerhalb der Gruppe der Spenderherzen eine Steigerung unter
TGFB1 Stimulation nach 12h auf 234,2% =+ 28,4 im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
Innerhalb der Gruppe der DCM-Herzen zeigte Kollagen Typ I Protein unter TGFp1-
Stimulation eine Tendenz zur Heraufregulation. Im Vergleich zwischen den DCM- und
Spenderherzen war die Kollagen I Proteinmenge in der Spender-Gruppe nach 6 und 12
Stunden Kontrollsubstanz-Stimulation hoher als in der DCM-Gruppe. Tendenziell bestand
dieser Unterschied auch unter TGFB1 (Tab. 25).

Spender DCM
6h 12h 24h 6h 12h 24h
Kon 164,4+28,1 1279+151 73,8+14,1] [111,9+18,5§ 52,7+7,8§ 61,4+124
TGFp1 1848 +17,4 234,2 +28,4* 150,8 + 29,5 182 + 25,2

Tab. 25: Dargestellt ist die Protein-Expression von Kollagen Typ 1 in hFib aus Spender- und DCM-
Herzen unter Stimulation mit einem Trigerstoff (Kon) und Transforming growth factor f 1 (TGFp1)
nach 6, 12 und 24 Stunden. Die Expression zum Zeitpunkt 0 wurde als 100% gesetzt und die jeweils
gemessenen Expressionen hierauf bezogen. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £ SEM; * p < 0,05

Kon vs. Stimulationssubstanz; § p < 0,05 Spender vs. DCM.

MMP1 zeigte beziiglich der Proteinexpression keinen signifikanten Unterschied unter
Stimulation mit TGFB1 nach 6, 12 und 24 Stunden in der Spender- und DCM-Gruppe. Es
konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen der Spender- und DCM-Gruppe detektiert
werden (Tab. 26).

Spender DCM
6h 12h 24h 6h 12h 24h
Kon 0,038 +0,01 0,032+0,01 0,063 +0,01 {0,113 +0,06 0,062+0,02 0,473 +£0,25
TGFB1 | 0,044 +0,01 0,011 0,01 0,047 + 0,01

Tab. 26: Dargestellt ist die Protein-Expression von MMP1 (ng/ml) in hFib aus Spender- und DCM-
Herzen unter Stimulation mit Kon und TGF f 1 nach 6, 12 und 24 Stunden. Weitere Details sieche Tab. 25.

Die Proteine TIMP1 und 2 zeigten innerhalb der Gruppe der Spenderherzen keine signifikante
Regulation unter Stimulation mit TGFB1. In der DCM-Gruppe war TIMP2 nach 6 und 24
Stunden unter TGFB1 signifikant vermindert (6h: 8,03 = 1,3 vs. 20,48 = 5,3 bzw. 12h: 6,45 +
0,1 vs. 53,28 £ 14,5; p jeweils < 0,05; Tab. 27, 28). Im Vergleich fand sich eine hohere
TIMP1 Expression nach 6 Stunden unter Kontroll-Stimulation in der DCM-Gruppe (0,78 +
0,12 vs. 0,382 + 0,03; p < 0,05war dieser im Vergleich zur Spender-Gruppe vermindert (1,132
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+ 0,16 vs. 1,91 + 0,03; p < 0,05; Tab. 27). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Spender- und DCM-Gruppe in der TIMP2-Proteinmenge (Tab. 28).

Spender DCM
6h 12h 24h 6h 12h 24h
Kon (0,382 +0,03 0,909+0,25 1,91 0,01 0,78+0,12§ 1,163 +0,23 1,132 £0,16§
TGFp1|0,412 + 0,04 0,648 +0,12 0,458 £ 0,1 1,44 +0,12

Tab. 27: Dargestellt ist die Protein-Expression von TIMP1 (ng/ml) in hFib aus Spender- und DCM-

Herzen unter Stimulation mit Kon und TGF1 nach 6, 12 und 24 Stunden. Weitere Details siehe Tab. 25.

Spender DCM
6h 12h 24h 6h 12h 24h
Kon | 10,47 +1,3 3156+9,6 63,16+9,2 20,48 +53 7523+17,2 53,28+ 14,5
TGFB1| 11,79+ 1,7 18,65+ 4,1 8,03 + 1,3* 6,45 +0,1*

Tab. 28: Dargestellt ist die Protein-Expression von TIMP2 (ng/ml) in hFib aus Spender- und DCM-
Herzen unter Stimulation mit Kon und TGF1 nach 6, 12 und 24 Stunden. Weitere Details sieche Tab. 25.

4.9.4 Enzymaktivitdt der MMPs in hFib unter Stimulation

Innerhalb der Spender-Gruppe fiihrte TGFp1-Stimulation keiner signifikanten Verdnderung
der MMP2-Aktivitit. In der DCM-Gruppe fiihrte TGFB1 nach 6 Stunden zu einem
signifikanten Anstieg der MMP2-Aktivitdt gegeniiber der Kontrollstimulation. Im direkten
Vergleich zeigte sich eine hohere Aktivitdit der DCM-Gruppe nach 6 Stunden TGFp1-
Stimulation (Tab. 29).

Spender DCM
6h 12h 24h 6h 12h 24h
Kon 100,0+6,3 100,0+2,2 100,0+2,5 100,0 £ 3,2 100,0 £ 3,5 100,01 7,7
TGFp1 | 955+140 89,0+7,6 137,2 + 8,1*§ 77,3+11,8

Tab. 29: Dargestellt ist die Enzymaktivitit von MMP2 in hFib aus Spender- und DCM-Herzen unter
Stimulation mit einem Trégerstoff (Kon) und Transforming growth factor f 1 (TGF B 1) nach 6, 12 und
24 Stunden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert = SEM. Der jeweils identische Zeitpunkt der
Kontrollstimulation wurde 100% gesetzt und die Einzelwerte der Stimulationen darauf bezogen; * p <

0,05 Kon vs. Stimulationssubstanz; § p < 0,05 Spender vs. DCM.

Insgesamt zeigte sich somit eine differentielle Regulation der ECM Proteine mit einer
gesteigerten MMP2-Aktivitdt in der DCM-Gruppe bei unverdnderter mRNA-Expression,
tendenziell verminderter TIMP-Expression sowie unverédnderter Gen- und Proteinexpression
von Kollagen I im Vergleich zur Spender-Gruppe. TGFB1 zeigte hinsichtlich der Kollagen-
Expression nur bei Spender-Herzen einen Effekt auf RNA- und Proteinexpression. DCM-
Herzen wurden durch TGFB1 nur beziiglich gesteigerter MMP2-Aktivitdt bei verminderter
TIMP-Expression beeinflusst.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit die Inhibition der P4H den Verlauf
einer experimentellen chronischen Druckbelastung in Ratten beeinflussen kann. Als
Indikatoren dienten neben morphologischen und hdmodynamischen Parametern der Einfluss
der Druckbelastung und Medikation auf  neuroendokrine Aktivierung,
Wachstumsfaktorauslenkung und Verdnderung der Balance des extrazelluliren Matrix
Systems auf translationeller und transkriptioneller Ebene. Die vorliegende Studie zeigt
erstmalig, dass ein oral verfiigbarer Prolyl 4-hydroxylase-Inhibitor den Veridnderungen der
myokardialen Funktion durch chronische Druckbelastung mittels AoB in der Friihphase der
Hypertrophieentwicklung auf himodynamischer und molekularer Ebene entgegenwirkt und

eine druckinduzierte Gen- und Proteinexpression reprimiert.

5.2 Verinderungen durch AoB und P4HI auf morphologischer und hiimodynamischer

Ebene

Die frithe Phase der Hypertrophie innerhalb der chronischen Druckbelastung in diesem
Tiermodell war charakterisiert durch einen Erhalt der linksventrikuldren Ejektionsfraktion bei
gleichzeitig bestehender Wanddickenzunahme und Abnahme der linksventrikuldren Diameter
mit Zunahme des relativen Herzgewichtes. Himodynamisch zeigten sich eine reduzierte
Kontraktilitit, ein erhohter LVEDP und ein erhohter systolischer Blutdruck. Diese
himodynamischen Verdnderungen spiegelten sich auch in einem erhdhten relativen
Lungengewicht wieder. Dies spricht fiir die Entwicklung einer LV Hypertrophie mit
diastolischer Dysfunktion. Diese ist definiert durch einen erhéhten LV Fiillungsdruck bei
erhaltener systolischer Funktion. Die systolische Funktion erschien beginnend durch die
vermehrte Steifheit des LV eingeschrinkt zu sein, da zwar LVEF und FS unveridndert waren,
die Kontraktionsgeschwindigkeit jedoch deutlich vermindert war. Obwohl direkte Parameter
der diastolischen Dysfunktion und der LV Rigiditit in der vorliegenden Studie nicht
gemessen wurden (z.B. Steifigkeitskonstante, Relaxationsgeschwindigkeit, peak filling rate),
entsprechen der erhohte LVEDP und das erhohte relative Lungengewicht dennoch diesen
Kriterien. Diese Daten entsprechen auch dem klinischen Verlauf, da Druckbelastung, wie

z.B. bei der Aortenstenose (AS), begleitet ist von einem Anstieg der systolischen
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Wandbelastung und der Entwicklung von konzentrischer LV Hypertrophie. LVH wiederum
ist begleitet von einer eingeschriankten Relaxation bei gleichzeitig bestehender Rigiditit des
LV [11]. 90% aller Patienten mit AS entwickeln eine diastolische Dysfunktion trotz normaler
LV Funktion, die sich in Belastungsdyspnoe und vermindertem maximalem O,-Verbrauch
auBert. Auffillig bleibt, dass im Rahmen dieses Modells keine manifeste LV systolische
Funktionsstérung bestand. Dies ist am ehesten auf die beschriankte Dauer der Druckbelastung
zurlickzufithren. Echokardiographische Studien an dhnlichen AoB-Tiermodellen zeigen
vergleichbare Ergebnisse [51].

Hemmung der C-P4H fiihrte zu einer Reduktion des durch Druckbelastung erhohten LVEDP
und des relativen Lungengewichtes sowie zu einer - durch Anstieg der maximalen
Druckanstiegsgeschwindigkeit gezeigten - Verbesserung der myokardialen Kontraktilitdt, die
durch AoB eingeschriankt wurde. Morphologisch zeigten sich hingegen keine Verdnderungen,
Wanddickenzunahme und linksventrikuldre Diameter sowie das relative Herzgewicht waren
unverdndert. Dies spricht — fiir sich betrachtet — fiir eine Verbesserung der diastolischen
Compliance des LV mit Abnahme der myokardialen Steifigkeit, da die LV Relaxation eng mit
dem Grad der Hypertrophie korreliert ist [11]. Offensichtlich kann die Hypertrophie allein
nicht ursichlich fiir die diastolische Funktionsstorung sein. Hypertrophie wird durch die
fortbestehende Druckbelastung aufrechterhalten. Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine
hdmodynamische Entlastung des LV nach Gabe von FGO0041 durch Verbesserung der
kontraktilen Eigenschaften und Regredienz der diastolischen Funktionsstérung. Hinsichtlich
dieser Ergebnisse konnte die Hemmung der Aktivitdt der C-P4H eine neue therapeutische
Alternative darstellen.

Hemmung der HIF-P4H fiihrte zu einem deutlich erhohten relativen Herzgewicht, was auf
eine Stimulation der Hypertrophie deutet. Die Wanddicken des LV waren dennoch
unverdndert. Auch eine himodynamische Entlastung des LV durch HIF-P4HI erfolgte nicht,
Verianderungen unter AoB wurden tendenziell verstirkt. Da HIFla und dessen im Rahmen
transkriptioneller Regulation vorhandene Zielgene wie z. B. VEGF [53] nach Druckbelastung
durch Wandstress hochreguliert sind [45], ist es mdglich, dass die Stabilisierung von HIF1a
kein therapeutisches Ziel in einem frithen Zeitraum der LV Druckbelastung nach Entwicklung
von Hypertrophie und Fibrose darstellt. Diese Ergebnisse deuten auf eine fehlende
hdmodynamische Entlastung bei bestehender diastolischer Funktionsstorung unter Gabe von

FG2216 bei fortbestehender Druckbelastung.
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5.3 Verinderungen durch AoB und P4HI bei Wachstumsfaktoren

Auf molekularer Ebene kam es unter AoB zu einer Induktion der Gen- und Proteinexpression
der hier gemessenen Wachstumsfaktoren. Auffillig waren eine deutliche Induktion von
CTGF und TGFB1 sowie ein enger Zusammenhang der Wachstumsfaktoren mit
morphologischen und hédmodynamischen Parametern. Hypertrophe Stimuli induzieren
TGFRB1, dessen Blockade myokardiale Fibrose und diastolische Dysfunktion nach
Druckbelastung durch fehlende Einwirkung auf Fibroblasten vermindern kann [56]. Insofern
ist die Induktion der gemessenen Wachstumsfaktoren durch Druckbelastung
nachzuvollziehen. Zwischen pro-hypertrophen und profibrotischen Wachstumsfaktoren
besteht eine enge regulative Beziehung. So kann z. B. CTGF durch TGFRB1 induziert werden,
wodurch eine Steigerung der Synthese von ECM Proteinen (Kollagen Typ I, Fibronectin)
induziert wird [57]. Die Korrelation der Wachstumsfaktoren untereinander deutet auf eine
regulative Beziehung innerhalb dieses Systems. Integrine iiben eine primdre Funktion als
Adhésionsmolekiile aus und binden an extrazellulire Matrix-Komponenten [58]. 31-Integrin
ist vor allem in Kardiomyozyten exprimiert [59]. Durch hypertrophe Reize im Rahmen einer
chronischen Druckbelastung zeigte sich auch in vorherigen Arbeiten eine Heraufregulation im
Myokard [32] Eine spezifische Hemmung der B1-Integrin-Funktion durch Unterdriickung der
Genexpression fiihrte zu frither Herzinsuffizienz unter Druckbelastung [60]. Auch die erhdhte
Expression von OPN deutet auf eine kompensatorische Hypertrophie durch Druckbelastung,
da die Ablation des OPN-Gens eine inaddquate hypertrophe Antwort des LV erzeugt [61].
Insofern ist die hier gesehene Induktion im AoB-Modell nachzuvollziehen.

Die funktionelle Verbesserung nach Gabe von FG0041 wurde von einer Reduktion der
druckinduzierten Genexpression der Wachstumsfaktoren begleitet. Dies konnte in
Zusammenhang mit der hdmodynamischen Entlastung des LV auf eine verminderte
Aktivierung von Hypertrophie und Fibrose, die Effekte der vermehrten Faktorexpression sind,
deuten, da der hdmodynamische Reiz in diesem Modell fortbestand. Auch die reduzierte
Expression von B1-Integrin innerhalb des Verlaufes unter Inhibition der P4H konnte auf einen
verminderten hypertrophen Reiz bzw. eine vermindert notwendige Anpassungsreaktion auf
die hd@modynamische Belastung durch verbesserte myokardiale Kontraktilitit bei
abnehmender Fibrosierung deuten. Auffillig bleibt, dass die Proteinregulation divergent von
der Genexpression war. Es ist jedoch mdglich, dass die Dauer der Behandlung nicht
ausreichend war, um eine Reduktion der initial induzierten Proteinexpression zu bewirken

und die reduzierte mRNA-Expression somit einer spéter folgenden verminderten
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Proteinexpression vorangeht, da die Hypertrophie fortbestand. Hierauf deutet — trotz Tendenz
zur Reduktion - auch die letztlich unverdnderte Expression von OPN.

Unter Gabe des HIF-P4HI FG2216 zeigte sich hinsichtlich der Genexpression der
Wachstumsfaktoren tendenziell keine Verdnderung im Vergleich zu AoB bzw. eine
Verstarkung der bereits bestehenden Induktionen (z.B. OPN). Da HIFla direkt die
Expression von CTGF [62] und TGFB1 [63] induziert, ist es moglich, dass so die bestehenden
Veranderungen unter Druckbelastung auch nach Gabe von FG2216 aufrecht erhalten wurden.
Die unverindert bestehende erhohte Expression der Wachstumsfaktoren kdnnte so iiber die
bestehende bzw. geforderte Hypertrophie und Fibrose zu einer fehlenden Entlastung des LV
und somit zu einem fehlenden Effekt der HIF1a-Stabilisierung auf Hypertrophie und Fibrose
beigetragen haben.

Hinsichtlich der Expression von HIF 1 und 2 zeigte sich nach Gabe von FG2216 tendenziell
eine erhohte Expression beider Faktoren. Diese war zwar nicht signifikant gegeniiber der
AoB-Gruppe, jedoch ist dies bei einer 2-fachen Induktion gegeniiber der Sham-Gruppe am
ehesten durch die hohe Schwankungsbreite zu erkldren. Trotzdem wird im Vergleich zur
Expression beider Faktoren unter FG0041 die hohere Spezifitit von FG2216 zur HIF-
Stabilisierung bzw. von FG0041 zur Hemmung der C-P4H verdeutlicht [64].

5.4 Verinderungen durch AoB und P4HI in der ECM

Im Rahmen der Untersuchung der ECM zeigte sich eine Induktion der Gen- und
Proteinexpression von Matrix Metalloproteinasen durch Druckbelastung des LV. TIMP1 und
2 wurden ebenfalls induziert. Bei TIMP3 und 4 zeigte sich keine Verdnderung. In der
Untersuchung der entsprechenden Quotienten zeigte sich entsprechend ein deutlich hoherer
Quotient zwischen MMPs und TIMPs unter Druckbelastung, was auf einen erhohten ECM-
Umsatz hindeutet. Der 8-fache Anstieg der TIMP-1 Expression kann die Balance im MMP-
TIMP-Gleichgewicht verschieben, wie dies z.B. in humanem Myokard bei Vorliegen von
Herzinsuffizienz infolge Aortenstenose der Fall ist [22]. Dies wurde auch gestiitzt von einem
vermehrten Kollagen-Gehalt an Kollagen Typ I und III. Die hier beschriebene Regulation von
MMPs, TIMPs und Kollagen durch AoB entspricht den in bereits verdffentlichten Studien
beobachteten Verdanderungen [20, 44]. Die Verdnderung des Kollagen-Abbaus fiihrt zu einem
vermehrten Anfall von Kollagen-Abbau-Produkten. Diese konnten ebenfalls einen Einfluss
auf die Genexpression haben. Diese Regulation wurde bereits beziiglich des Einflusses von

Kollagen Typ IV-Fragmenten auf die Expression von MT1-MMP [65] sowie des C-
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terminalen pro-Peptids von Typ II Prokollagen auf die Regulation von Prokollagen Typ II
[66] beschrieben. Die ECM besteht aus vielen Proteinen, u. a. Fibronectin, Laminin und
Kollagen. Hauptkomponente der myokardialen ECM sind jedoch die Kollagene Typ I und III.
Funktionell dient die ECM als Struktur- und Verbindungskomponente zu Kardiomyozyten,
Kraft-Mediator und passiv funktionelle Komponente im Rahmen der diastolischen Festigkeit
[67]. Hinsichtlich der myokardialen Funktion hingt die ventrikulire Gewebs-Elastizitit
(tissue compliance) nicht nur von der myokardialen Kollagenkonzentration, sondern auch von
der Kollagen-Vernetzung, dem vorherrschenden Kollagen-Typ und dem Grad der Fibrose ab
[68]. Fibrose bei Druckbelastung ist ein friith auftretender Prozess, der sowohl durch
Vermehrung der Synthese von ECM-Proteinen als auch durch Proliferation von Fibroblasten
bedingt ist [69]. Insofern liegt es nahe, dass die im AoB-Modell der Druckbelastung gesehene
diastolische Funktionsstorung durch LV Fibrose bei vermehrter Kollagen-Expression bedingt
ist. Alternativ kann die Kollagen-Speicherung durch einen eingeschriankten Kollagen-
Metabolismus entstehen. Substrat des Kollagen-Metabolismus sind MMPs und TIMPs, deren
Balance zwischen Kollagenspeicherung und —abbau entscheidet. So konnen die im
hdmodynamisch unbeeinflussten Herzen vorhandenen Kollagen-Proteine zunéchst durch eine
erhohte MMP-Aktivitidt abgebaut werden und durch eng vernetzte Kollagen-Proteine im
Rahmen der konzentrischen Hypertrophie [70] bzw. wenig vernetzte Proteine im Falle einer
LV Dilatation [71] im Rahmen der interstitiellen Fibrose ersetzt werden. MMPs zeigen bei
myokardialen Erkrankungen ein spezifisches Regulationsmuster [72]. Die Induktion der
MMP-Expression erfolgt durch eine fiir das jeweilige Gen spezifische Promotor-Region mit
verschiedenen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, z. B. der ActivatorProtein-1
Bindungsstelle [73]. TGFB1 kann die Expression von MMPs iiber das TGFRB1 inhibitory
element (TIE) beeinflussen [74]. Hieriiber erfolgt zwar einerseits die Induktion von MMP2
und 9, andererseits jedoch auch die TIMP-Expression, was zu einer Drosselung der
proteolytischen Gesamtaktivitit im MMP-TIMP-System fiihrt [75]. In der vorliegenden
Studie bestand ebenfalls ein enger Zusammenhang zwischen Zytokin- und Genexpression der
MMPs und TIMPs. Es zeigte sich auch eine Induktion der proteolytischen Gesamtaktivitit
unter erhhter Wachstumsfaktorexpression, so dass die Vermutung nahe liegt, dass die hier
gesehenen Verdnderungen durch weitere Faktoren beeinflusst werden. Es liegt nahe, dass der
erh6hte Wandstress innerhalb des LV durch erhéhten LVEDP hierfiir verantwortlich ist, da
dieser die Induktion von MMP2 und 9 in Fibroblasten bewirken kann [76].

Verdnderungen der Genexpression in der ECM zeigten sich unter Inhibition der C-P4H in

einer reduzierten Induktion von MMP2 sowie einer verminderten Expression der durch AoB
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induzierten Gene von TIMP1 und 2. Auftillig war, dass sich - trotz der deutlichen Induktion
weiterer MMPs und trotz Regredienz der hdmodynamischen Verdnderungen und des
Kollagengehaltes - die iibrigen hier gemessenen kollagenolytischen Enzyme weiterhin auf
erhohtem Niveau befanden. Auch eine deutlich verminderte Proteinexpression liel sich bei
den MMPs nicht finden. Im Rahmen der Proteinexpression kam es dennoch zu verminderten
MMP-TIMP-Quotienten, was bei verminderter MMP-Aktivitit auf eine regrediente Fibrose
bei vermindertem ECM-Umsatz deutet [77]. Unter Gabe von FG0041 kam es somit zu einem
verminderten LV Remodeling. King et al. untersuchten 2003 den Effekt eines selektiven
MMP1-Inhibitors bei chronischer Herzinsuffizienz infolge anhaltender Tachykardien im
Tiermodell. Unter Hemmung von MMP1 kam es dabei zu einer Reduktion der
linksventrikuldren Dysfunktion und Remodelings [78]. Insofern kann spekuliert werden, dass
die Reduktion der druck-induzierten Verdnderungen im MMP-TIMP-System zu den positiven
hdmodynamischen Effekten durch C-P4H-Inhibition beigetragen hat. Das verminderte
Remodeling spiegelte sich ebenfalls in einem verminderten myokardialen Kollagengehalt
wider, der auf das Sham-Ausgangsniveau reduziert werden konnte. Somit konnte durch
Inhibition der C-P4H ein Effekt auf die myokardiale Fibrose und das LV Remodeling erreicht
werden, der der Wirkung von ACE-Inhibitoren bei myokardialer Fibrose durch Hypertension
vergleichbar ist [79]. Bisherige neue therapeutische Alternativen zur Behandlung
pathologischen LV Remodelings zielten auf eine spezifische Inhibition der vermehrten MMP-
Aktivitdt [78] bzw. Hemmung der Stimulation dieser Aktivitdt durch Zytokin-Inhibition. In
der o. g. Studie zeigte sich eine Verbesserung der myokardialen Funktion durch Reduktion
der myokardialen Steitheit bei verminderter Kollagen-Speicherung nach MMP-Inhibition.
Eine vermehrte Kollagen-Speicherung durch eine erhohte Genexpression kdnnte hierdurch
jedoch nicht beeinflusst werden, da durch die Aktivitdt von Wachstumsfaktoren die Synthese-
Aktivitdit von Fibroblasten weiterhin stimuliert wiirde. Auch in Zusammenhang mit der
reduzierten Expression der profibrotischen Wachstumsfaktoren konnte FG0041 somit eine
neue therapeutische Alternative bei myokardialer Fibrose durch chronische Druckbelastung
bzw. bei diastolischer Dysfunktion mit LV Restriktion darstellen.

Durch Inhibition der HIF-P4H wurde die Genexpression der MMPs tendenziell weiter
induziert, was sich auch auf Proteinebene widerspiegelte. Im Gegensatz zur Gabe von
FG0041 kam es hierbei zu einer signifikant erhdhten MMP-Aktivitit. Gleichzeitig erfolgte
ebenfalls eine Heraufregulation von TIMPI. Dies fiihrte einerseits zu erhohten MMP-TIMP-
Quotienten auf mRNA-Ebene, andererseits jedoch zu reduzierten Quotienten auf Protein- und

Aktivitidtsebene. Vor dem Hintergrund einer weiterhin verminderten myokardialen
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Compliance in dieser Gruppe scheint jedoch die Fibrose fortzubestehen. Hierauf deutet auch,
dass die Kollagenexpression tendenziell erhoht war. Festzuhalten bleibt, dass unter FG2216
eine diskordante Regulation auf translationeller und transkriptioneller Ebene besteht. Dies
erscheint insofern schliissig, als dass MMPs auf translationeller und transkriptioneller Ebene
bei hypoxischen Bedingungen unterschiedlich reguliert werden. Dieser Effekt wird durch die
HIF-P4H vermittelt wird [80]. Somit konnte dieser Effekt direkt durch die HIFIlo-
Stabilisierung erreicht worden sein. Ebenso kommt es unter hypoxischen Bedingungen neben
der Induktion von HIF zu einer vermehrten Synthese von Kollagen Typ I und einer Induktion
von TIMP-1 in Fibroblasten [81]. Somit wurden das fortbestehende LV Remodeling und die
Fibrose am ehesten durch eine fortbestehende MMP-TIMP-Dysbalance verursacht. Aufgrund
der fortbestehenden Verdanderungen der ECM und der augmentierten Fibrose erscheint daher
die Hemmung der HIF-P4H, auch vor dem Hintergrund der fortbestehenden LV Restriktion,

im Rahmen einer LV Druckbelastung nicht erstrebenswert.

5.5 Verinderungen durch AoB und P4HI bei neurohumoralen Faktoren

Unter LV Druckbelastung zeigte sich im Rahmen des AoB-Modells eine neurohumorale
Aktivierung des Endothelin- und Angiotensinsystems mit vermehrter Expression der
Neurohormone und Rezeptoren. Bekannt ist, dass bei chronischer Druckbelastung humorale
Faktoren wie das Renin-Angiotensin-System sowie das Endothelinsystem den Prozess der
Hypertrophie modulieren kénnen [82]. Endothelin ist ein potenter Vasokonstriktor, der {iber
die Induktion von early-immediate Genen auch eine Stimulation des Myozyten-Wachstums
bewirken kann [83]. Es zeigt dabei eine biphasische Regulation mit Induktion der mRNA-
Expression sowohl im frithen als auch im fortgeschrittenen Stadium konzentrischer
Hypertrophie bei  Druckbelastung des LV [13]. Dies wird durch mehrere
Regulationsmechanismen moglich, die auf die ET-Expression wirken. So kann Wandstress,
der bei Druckbelastung akut erhoht ist, die ET1-Expression induzieren. Auch Angiotensin II,
das bei chronischer LV-Belastung durch arteriellen Hypertonus induziert ist, kann iiber cis-
Promotor Elemente die mRNA-Expression von ET1 stimulieren [84]. ET1 wird im letzten
Schritt durch ECE-1 aktiviert. Auch ECE-1 wird durch chronische Druckbelastung induziert
[13]. Insofern erscheint die hier gezeigte Regulation schliissig. Endothelin vermittelt seine
Effekte liber ETRa und ETRp. Beide sind G-Protein gekoppelte membrane-gebundene
Rezeptoren mit unterschiedlicher Spezifitit. ETRa ist vor allem auf Kardiomyozyten und

glatten GefdlBmuskelzellen vorhanden. Seine Aktivierung bewirkt GefdBkonstriktion und
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Zellproliferation. ETRP ist vor allem auf Endothelzellen exprimiert und iibt eine
vasodilatatorische Funktion durch Induktion der NO-Produktion aus. In gewisser Weise
agieren ETRa und ETRp somit antagonistisch. Dies wird auch dadurch gestiitzt, dass eine
kombinierte ETRo/ETRp-Inhibition in experimentellen Modellen von kardiovaskuldren
Erkrankungen keine Effekte auf das LV Remodeling, Blutdruck oder Himodynamik zeigt
[85]. Durch Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems kommt es zu einer Verschiebung der
Rezeptor-Expression, so dass diese Dysbalance pathologische Effekte vermittelt [86].
Insofern iiberrascht, dass in dieser Studie sowohl ETRa als auch ETRf nach Druckbelastung
induziert waren. Zwar ist bekannt, dass ETRa durch AoB induziert wird, es gibt jedoch nur
wenige Erfahrungen hinsichtlich der Expression von ETRB im Modell der chronischen
Druckbelastung. Die Hochregulation von ETRa kann auf die Notwendigkeit der Erh6hung
der myokardialen Kontraktilitdt deuten, was sich himodynamisch in der AoB-Gruppe in einer
erhaltenen systolischen LV-Funktion zeigte. Der chronische Einfluss des aktivierten
Endothelinsystems konnte eine hypertrophe Reaktion des Myokards und eine Verhinderung
von Apoptose bewirkt haben [87]. Die Induktion von ETR konnte auf die Notwendigkeit
einer vasodilatatorischen Wirkung - bei gleichzeitig vorhandenen vasokonstriktorischen
Effekten von ETRa - deuten. Letztendlich kann jedoch die Frage nach den genauen Effekten
dieser dualen Induktion nicht geklart werden. Insgesamt zeigt sich in dem hier vorliegenden
Modell eine Aktivierung des Endothelin- und Angiotensin-Systems, was auf die
himodynamische Belastung nach AoB mit Entwicklung einer hypertrophen Reaktion deutet.

Unter Inhibition der C-P4H war die neuroendokrine Aktivierung vermindert. Die Expression
von ECEI und ETRp war signifikant reduziert. Auffillig ist, dass die Induktion von ETRa
bestehen blieb. Dies konnte die persistierende Hypertrophie trotz hdmodynamischer
Entlastung des LV in dieser Medikationsgruppe erklidren. Zwar zeigte ET-1 eine Tendenz zur
Reduktion im Vergleich zu AoB, jedoch blieb der Einfluss des Peptids weiterhin bestehen.
Dies konnte partiell durch die Herabregulation von ETRf zu erkldren sein, da eine weitere
Funktion des Rezeptors in der Elimination des zirkulierenden Peptids besteht [88]. Die
Korrelation zwischen ET-1 und dem relativen Herzgewicht deutet ebenfalls hierauf. Ebenso
konnte aufgrund des genannten Einflusses von Angiotensin auf die Expression von ET-1 die
persistierende Induktion von AT-1 hierzu beigetragen haben. Die verminderte Expression von
ECE-1 in diesem Rahmen kann durch verminderte Aktivierung von ET-1 zur frithen
hdmodynamischen Entlastung beigetragen haben, da die Aktivierung von ECE-1 langsam
erfolgt. Ebenso deuten die in dieser Gruppe gesehenen Expressions-Verdnderungen vor dem

Hintergrund eines persistierenden Einflusses von ECE-1 und ETR nach Gabe von FG2216
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auf einen signifikanten Einfluss auf die hamodynamische Entlastung. Hierauf deutet auch die
enge Korrelation zwischen ECE-1 und LVEDP. Dennoch kann allein aufgrund der
Expressionsdaten kein endgiiltiger Schluss beziiglich des funktionellen Einflusses dieser
Regulation gezogen werden. Insgesamt zeigte sich somit unter Gabe von FGO0041 eine
moderate Entlastung der Stimulation der neurohumoralen Faktoren bei persistierendem
Einfluss von ET-1 auf die Hypertrophie des LV.

Im Rahmen der HIF-P4HI bestanden keine signifikanten Verdanderungen auf neurohumoraler
Ebene im Vergleich zur AoB-Gruppe. Obwohl es keine spezifischen Daten fiir die Regulation
der hier untersuchten neurohumoralen Faktoren unter Gabe eines HIF-P4HI gibt, ist
anzunehmen, dass die beobachteten Effekte direkt auf die Stabilisierung von HIFla
zuriickzufiihren sind. Grund hierfiir ist die vermehrte Expression von ET-1 in Endothelzellen
nach Administration von Hydralazin, welches ebenfalls HIF1a stabilisiert [89]. Dies konnte
zu den persistierenden hdmodynamischen und morphologischen Verdnderungen unter Gabe
von FG2216 beigetragen haben. Hierauf deutet auch, dass im Vergleich zur Gabe von
FGO0041 kein Unterschied sowohl auf neurohumoraler als auch auf himodynamischer Ebene
zu detektieren war. Die in dieser Gruppe gesehene verstirkte Hypertrophie konnte ebenfalls
durch den persistierenden Einfluss von ET-1 zu erkldren sein. Insgesamt bleibt somit
festzuhalten, dass die Inhibition von HIF-P4H in einer fehlenden Entlastung hinsichtlich der
erhohten Expression neurohumoraler Faktoren resultierte, so dass die Gabe dieser Substanz

unter chronischer Druckbelastung unter diesem Aspekt nicht erstrebenswert erscheint.

5.6 Die Regulation und Rolle von Melusin im Rahmen der druckinduzierten Hypertrophie

Melusin wurde durch chronische Druckbelastung im Rahmen dieses Tiermodells induziert.
Auch die nachfolgende Signalkaskade zeigte eine Aktivierung durch eine erhéhte Expression
von phosphoryliertem Akt.

Die genetische Hemmung von Melusin wird begleitet von einer verminderten Antwort auf
hypertrophe Reize. Melusin knock-out Miuse entwickeln eine linksventrikulidre Dilatation
und Herzinsuffizienz als Antwort auf Druckbelastung durch aortales Banding. Dies deutet auf
eine Rolle von Melusin im Rahmen der Entwicklung kompensatorischer myokardialer
Hypertrophie durch biomechanische Stimuli [37]. Zum Zeitpunkt dieser Studie existierten
jedoch keine Daten beziiglich der Regulation von Melusin durch Hypertrophie beim
Menschen oder in Tiermodellen. Ziel der Untersuchung von Melusin im Rahmen dieser

Studie war es daher, die Regulation von Melusin nach Druckbelastung zu untersuchen. Es
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zeigte sich eine Hochregulation sowohl der Melusin-Expression auf translationeller und
transkriptioneller Ebene als auch des zugehorigen phosphorylierten Signalkaskaden-Proteins
Akt. Es kann daher spekuliert werden, dass die Melusin-Regulation in der frithen Phase der
Druckbelastung zur Erhaltung der myokardialen Funktion iiber die Aktivierung von Akt
beitragt, da die Ejektionsfraktion erhalten war und keine linksventrikuldre Dilatation stattfand.
Diese Vermutung wird zumindest von bereits vorliegenden Daten fritherer Studien
unterstiitzt, da Melusin knock-out zu einer Verminderung von Akt- und GSK-3(3-
Phosphorylierung fiihrt. Akt ist eine Kinase, die GSK-33 phosphoryliert und inaktiviert [90].
Diese Inaktivierung erlaubt die nukleédre Translokation der Transkriptionsfaktoren NFAT und
GATA4, welche im Rahmen der hypertrophen Antwort flir die Expression weiterer,
Hypertrophie-verbundener Gene bendtigt sind [91]. Interessanterweise zeigten sich im
Rahmen dieser Untersuchungen ebenfalls eine Hochregulation von MMPs sowie ein enger
Zusammenhang zwischen der MMP-Expression, den gemessenen Wachstumsfaktoren und
Melusin. Obwohl sich die Regulation von MMPs und TIMPs im Tiermodell von der
Regulation beim Menschen unterscheidet [22], ldsst sich hier auf eine Abfolge von
Ereignissen spekulieren, bei denen mechanischer Stress und Hypertrophie zunichst zu einem
vermehrten ECM-Umsatz unter vermehrter Melusin- und MMP-Expression fiihrt. In einem
spéteren Stadium konnten diese Verdnderungen zu einer Reduktion der Melusin Expression
und MMP-Inaktivierung mit nachfolgender Fibrosierung und ventrikuldrer Dilatation fiihren.
Die Hochregulation von Melusin und die damit verbundenen Aktivitidt der Signalkaskade
konnten somit zum Erhalt der myokardialen Funktion in diesem Tiermodell beitragen haben.

Eine Hemmung dieser Kaskade konnte daher neue therapeutische Strategien erdffnen.

5.7 Der Wachstumsfaktor TGF31 im Rahmen der Kollagen-Synthese bei hochgradig

eingeschrinkter LV-Funktion

Kardiale Fibroblasten sind in die Synthese und den Umbau des kardialen Interstitiums
involviert. Sie synthetisieren Kollagene und Matrix-Enzyme, welche zur mechanischen
Unterstiitzung sowohl der Funktion einzelner Myozyten als auch der gesamten mechanischen
Funktion des Herzens notwendig sind. Erhohte Speicherung von Proteinen der ECM im
Herzen fiihrt jedoch zu pathologischen Verdnderungen. Eine systolische Dysfunktion ist
gekennzeichnet durch einen erhdhten myokardialen Kollagen-Gehalt. Im Rahmen der DCM

ist der Gehalt an LV Kollagen ebenfalls erhoht [92]. Der Einfluss von TGF1 kdnnte hier eine

mogliche Rolle spielen. Bekannt ist, dass bei DCM-Patienten der Plasma-Spiegel von TGFf1
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doppelt so hoch wie bei Kontroll-Personen ist [93]. Die Aktivierung von Ziel-Genen von
TGFp1, z.B. SMAD2 und SMAD4, ist ebenfalls mit kardialer Fibrose, erhohtem Kollagen-
Umsatz und der Entwicklung einer DCM assoziiert [94]. Dies deutet auf eine wichtige Rolle
von TGFB1 bei der Entwicklung einer systolischen Dysfunktion im Rahmen der sich
entwickelnden Fibrose. Unbekannt jedoch ist, in wie weit TGFP1 Einfluss auf die Expression
von ECM-Proteinen in Fibroblasten aus Herzen von DCM-Patienten hat. Ziel der
vorliegenden Untersuchungen war es daher, diesen Effekt zu charakterisieren.

Im Rahmen der Zellkulturuntersuchungen zeigte sich eine differentielle Induktion von
Kollagen mit einer hoheren Expression bei Zellen aus Herzen mit systolischer
Funktionseinschrankung. Dies entspricht den Ergebnissen der oben genannten Studie, die
ebenfalls eine erhohte Kollagen Typl Gen- und Proteinexpression in DCM-Herzen
nachweisen konnte. Ausschlaggebende Zellen scheinen hierfiir Fibroblasten zu sein, die in
dieser Untersuchung in Reinkultur untersucht wurden. TGFP1 hatte auf die Genexpression
von Kollagen Typ 1 keinen Effekt, es konnte jedoch eine Stimulation der Proteinexpression in
Zellen aus Spender-Herzen nachgewiesen werden. Dies deutet darauthin, dass Spender-
Herzen sensibler fiir eine Stimulation mit TGFB1 sind. Durch die bereits vorhandene
Induktion der Kollagen-Expression in DCM-Herzen ist es jedoch moglich, dass der zusitzlich
stimulierende Effekt von TGFP1 maskiert wurde. TGFB1 hatte keinen Effekt auf die
Expression von MMPs. Dies erscheint zunédchst in Widerspruch zu bereits durchgefiihrten
Studien zu stehen [24]. Fibroblasten-Kulturen anderer Organe zeigen jedoch ein &hnliches
Expressions-Profil von MMPs unter TGFB1-Stimulation wie die hier untersuchten Zellen [95],
so dass der Einfluss weiterer Faktoren nicht ganz ausgeschlossen werden kann. Ebenso ist es
moglich, dass die maximale Stimulationszeit von 24 Stunden zu kurz fiir eine signifikante
Expressionsregulation der MMPs war. Hinsichtlich der MMP-Aktivitit zeigte sich jedoch
eine Induktion in DCM-Fibroblasten unter TGFf1-Stimulation. Auch die absolute MMP2-
Aktivitdit war im Vergleich zu Spender-Fibroblasten erhoht. Dies spricht fiir einen erhdhten
ECM-Umsatz in Fibroblasten von DCM-Patienten, der zumindest innerhalb der
Stimulationszeit von 24 Stunden durch Aktivierung des bereits vorhandenen Enzyms, nicht
durch Steigerung der Expression, erreicht wird. Hinsichtlich der Regulation der TIMPs hatte
TGFp1 keinen Effekt auf die TIMP1-Expression, wohingegen TIMP2 bei DCM-Patienten
unter Stimulation signifikant vermindert war. Dies deutet auf einen erhohten MMP-TIMP-
Quotienten bei DCM-Patienten und somit auf einen erhohten ECM-Umsatz bei
eingeschriankter LV-Funktion. Insgesamt ldsst sich somit festhalten, dass nach TGFpi-
Stimulation eine differentielle Regulation des MMP-TIMP-Systems erfolgt, die bei
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eingeschriankter LV-Funktion zu einem erhohten ECM-Umsatz und nachfolgend zu einer
vermehrten  Kollagen-Speicherung  fiihrt.  Fibroblasten scheinen im Prozess der
Wachstumsfaktor-vermittelten Fibrose eine wesentliche Rolle zu spielen. Zudem unterstiitzen
diese Daten die Rolle der Regulation der profibrotischen Wachstumsfaktoren des AoB-
Modells und den positiven Einfluss der C-P4H-Inhibition nach Regredienz der erhohten

Wachstumsfaktor-Expression.

5.8 Hemmung der C-P4H bei chronischer Druckbelastung durch AoB im Tiermodell —

eine therapeutische Alternative?

Kollagen-Prolyl 4-Hydroxylasen sind Schliisselenzyme der Kollagen-Synthese, welche die
Hydroxylierung von Prolin-Resten katalysieren und so die Synthese einer thermo-stabilen
Kollagen-Helix bewirken. Die Inhibtion der P4H fiihrt daher zur Produktion von
thermoinstabilem Kollagen innerhalb des endoplasmatischen Retikulums, welches
anschlieBend abgebaut werden kann. Der oral verfiigbare P4H-Inhibitor FG0041, welcher in
der vorliegenden Studie verwendet wurde, reduzierte die Kollagen-Hydroxilierung, das LV
Remodeling und verbesserte die Mortalitit nach akutem Myokardinfarkt im Tiermodell der
Ratte [44]. Zuvor konnte gezeigt werden, dass weitere Substanzen (zuvor charakterisiert als
C-P4HI) gleichfalls die drei Isoformen der HIF-P4H inhibieren [43]. Die K;-Werte fiir die
Hemmung der HIF-P4H waren jedoch 5-fach (im Falle der HIF-P4H-Isoformen 2 und 3) bzw.
15-fach (im Falle der HIF-P4H Isoform 1) hoher verglichen mit den Ki-Werten fiir die
Hemmung der C-P4H (K; 2 uM, [64]). Dies zeigt, dass FG0041 ein deutlich spezifischerer
Inhibitor der C-P4H als der HIF-P4H ist.

In unserer Studie reduzierte FG0041 den durch AoB induzierten LVEDP sowie das relative
Lungengewicht und verbesserte die maximale Kontraktionsanstiegsgeschwindigkeit dp/dt,
was auf eine Reduktion der LV Festigkeit und eine Verbesserung der LV systolischen und
diastolischen Funktion deutet. FG0041 reduzierte auch die mRNA- und Proteinexpression
von Kollagen Typ I und III, die durch AoB induziert wurden Es liegt daher im Rahmen der
Moglichkeiten, dass diese Verdanderung auf molekularer Ebene fiir die funktionelle
Verbesserung verantwortlich ist. Analog den Effekten von Lathyrogen-B Aminoprionitril
(,.BAPN*; [96]), konnte — ebenfalls durch Hemmung der Kollagensynthese — eine
progrediente diastolische Steitheit des Ventrikels bzw. progrediente diastolische Dysfunktion
verhindert werden. Der Anstieg von TIMP1 wurde durch Gabe des P4HI riickgiingig gemacht.
Dies kann ebenfalls zur Reduktion des Kollagen-Gehaltes beigetragen haben. Die Gabe des
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C-P4HI fiihrte zu einer Herunterregulation der AoB-induzierten Expression der
Wachstumsfaktoren und reduzierte die Aktivierung des Endothelinsystems. Jedoch konnten
weder die LV Wanddicke noch das relative Herzgewicht innerhalb der 4-wochigen
Studiendauer in den mit C-P4HI behandelten Tieren normalisiert werden. Die wihrend der
Behandlung fortbestehende Druckbelastung fiihrte vermutlich zu einer vermehrten
systolischen Wandbelastung und zu einer Aktivierung des lokalen Renin-Angiotensin-
Systems, welches durch bereits vorliegende Studien bekannt ist und auch durch Erhéhung des
AT1 in der vorliegenden Studie nahe gelegt wird [21, 97]. Dies fiihrte vermutlich zu einer
Persistenz der Hypertrophie. Es liegt daher nahe, dass die 4-wochige Studiendauer zu kurz fiir
eine signifikante Reduktion der LV Hypertrophie war. Insgesamt stellt die Inhibition der C-
P4H somit eine neue Alternative zur Therapie der fibrotischen Veridnderungen des LV durch
Druckbelastung dar, jedoch sind Studien mit l&ngerer Untersuchungsdauer notwendig, um den
Effekt der Inhibition der C-P4H auf eine mdgliche Regredienz der druckinduzierten

Hypertrophie zu untersuchen.

5.9 Hemmung der HIF-P4H bei chronischer Druckbelastung durch AoB im Tiermodell —

(k)eine therapeutische Alternative?

Inhibition von HIF-P4H verhindert die Bindung einer OH-Gruppe (Hydroxylierung) an
Prolin-Reste des Proteins HIF-la. Fehlende Hydroxilierung von HIF-la fiihrt zu einer
verminderten Bindung des Enzyms Ubiquitin-Protein Isopeptid Ligase, dem von-Hippel-
Lindau-Protein. Dies fiihrt zu einer fehlenden Ubiquitinylierung des Proteins und damit zu
einer fehlenden Degradation durch das Proteasom. Nach der Stabilisierung kann HIF-1a mit
HIF-1B heterodimerisieren, an Hypoxie-responsive Elemente binden und so bestimmte Gene
aktivieren [98]. Durch die pathophysiologischen Verdnderungen bei chronischer
Druckbelastung kommt es unter anderem zu erhohtem myokardialem Sauerstoff-Verbrauch
sowie zu koronarer Minderperfusion, wodurch in Zusammenhang mit der LV Hypertrophie
eine relative Myokardischdmie begiinstigt wird.

In unserer Studie konnten die hdmodynamischen Verdnderungen unter AoB nach Gabe von
FG2216 nicht antagonisiert werden, diastolische und beginnende systolische Dysfunktion
bestanden weiterhin. Zudem wurde die bereits bestehende LV Hypertrophie aggraviert. Die
weiterhin bestehende Kollagen-Akkumulation kénnte zu den beobachteten morphologischen
und hdmodynamischen Verdnderungen beigetragen haben. Ebenfalls kam es zu einem

verminderten ECM-Umsatz mit Abfall der MMP-TIMP-Quotienten sowie erhohter TIMP-
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Expression. Unter AoB bestehende Verdnderungen der Wachstumsfaktor-Expression konnten
ebenfalls nicht riickgéingig gemacht werden. In der Medikationgruppe des HIF-P4HI bestand
die Aktivierung des Angiotensin- und Endothelinsystems fort, was ebenfalls zur fehlenden
hdmodynamischen Entlastung des LV beigetragen haben kann.

Festzuhalten bleibt somit, dass die Stabilisierung von HIFlo in der friihen Phase der
chronischen Druckbelastung keine positiven Effekte auf Morphologie und Himodynamik des
LV sowie die profibrotische und pro-hypertrophe Gen- und Proteinexpression zeigt. Ein
weiterer Effekt der HIF-1aw Stabilisierung ist die vermehrte Expression von Erythropoetin,
was zu einer Stimulation der H@moglobin-Bildung fiihrt [99]. Obgleich bei bereits
vorhandener LV Hypertrophie ein hoherer Hdmoglobin-Wert positiven Einfluss auf die
Hypertrophie hat, kann dieser die LV Geometrie negativ beeinflussen, zu arterieller
Hypertension und einer Progression der Symptome der diastolischen Dysfunktion fiihren
[100]. Diese Effekte konnten somit zu den beobachteten Verdnderungen unter HIF-P4HI
beigetragen haben. Da in dieser Phase HIF 1a bereits vermehrt exprimiert wird, ist es moglich,
dass die Effekte der endogenen Expression zur Kompensation der relativen Myokardischdmie
ausreichen bzw. diese Ischdmie in der frithen Phase der Druckbelastung keinen signifikanten
Einfluss auf die Progression der LV Verdnderungen hat. Somit stellt die Gabe eines HIF-P4HI
derzeit keine therapeutische Alternative zur Therapie der fibrotischen und hypertrophen

Verdnderungen des LV durch Druckbelastung dar.

5.10 Limitationen

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt der PAH Hemmung auf das myokardiale
Remodeling innerhalb der frithen Phase der durch AoB induzierten Druckbelastung
untersucht. Linksventrikuldre Hypertrophie ist bei Patienten jedoch ein sich iiber ldngere Zeit
entwickelnder Prozess und myokardiales Remodeling sowie Fibrose sind zumeist zum
Zeitpunkt des Entstehens einer klinischen Symptomatik fundiert. Ein Schluss, ob Inhibition
der P4H positive Effekte zeigt, wenn eine fundierte Fibrose bereits prisent ist, kann daher
nicht gezogen werden. Weitere Studien miissen diesen Punkt adressieren.

Bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit ist weiterhin festzustellen, dass die
Druckbelastung des Herzens im Tiermodell der Ratte untersucht wurde. Auf Grund der
Spezies-Unterschiede sind die Ergebnisse daher nur eingeschriankt auf den Menschen
tibertragbar. Da eine Charakterisierung der untersuchten Medikationen im Rahmen der

Druckbelastung des Herzens jedoch bisher nicht erfolgte und Daten zur Wirksamkeit bzw.
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generellen Effekten nicht vorlagen, hétte eine Priifung der Substanzen am Patienten aus
ethischen Griinden nicht erfolgen konnen.

Eine weitere Limitierung liegt in der Art der induzierten Druckbelastung. Durch supraaortale
Platzierung des Tantalum-Clips besteht zundchst eine akute, erst im weiteren Verlauf eine
chronische Druckbelastung des Herzens. Dieser zeitliche Verlauf entspricht nicht dem
klinischen Verlauf einer Druckbelastung im Menschen, z. B. durch Aortenstenose. Zwar hitte
nach aktueller Literaturlage ein langsam progredientes Modell der Druckbelastung konstruiert
werden konnen, (iITAC, modifiziert nach [101]) jedoch wire dies nicht etabliert gewesen und
ist mit einer hohen Mortalitdt (>80%) belegt.

Hinsichtlich der Ergebnisse im Zellkulturmodell ist zu beachten, dass eine genaue
Charakterisierung der Kontrollgruppe nicht moglich war und auf Grund der gegebenen
Anonymitdt der Spender nur sehr eingeschrinkte epidemiologische Daten vorlagen. Es
bestand zwar eine normale systolische Funktion der Herzen, eine myokardiale
Vorerkrankung, Begleitmedikation bzw. Einschrinkung der Interpretation der Ergebnisse
durch die Lagerzeit des Organs ist jedoch nicht ganz auszuschlieBen. Eine bessere
Kontrollgruppe wéren daher z.B. Myokard-Biopsien von gesunden Probanden gewesen, deren

Durchfiihrung jedoch aus offensichtlichen ethischen Griinden nicht méglich ist.
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6 Zusammenfassung

Druckbelastung des LV fiihrt zu myokardialem Remodeling mit Speicherung von Kollagen,
LV Hypertrophie, neurohumoraler Aktivierung und myokardialer Dysfunktion. P4H sind
Schliisselenzyme des Kollagen- und HIF-Metabolismus. Durch Hemmung der P4H bei
experimentellem Myokardinfarkt konnte gezeigt werden, dass LV Remodeling reduziert und
das Uberleben verbessert werden konnte. Ziel dieser Untersuchungen war es daher, die Rolle
der P4H bei durch Druckbelastung induziertem myokardialem Remodeling zu
charakterisieren. Hierzu wurden Wistar-Ratten mit aortalem Banding behandelt und
anschlieBend tiber 28 Tage mit einer Triger-Substanz bzw. dem C-P4HI FG0041 oder dem
HIF-P4HI FG2216 behandelt. Zum experimentellen Endpunkt wurden echokardiographische
und hdmodynamische Daten sowie nach Entnahme des Herzens die Expression von ECM-
Proteinen, Wachstumsfaktoren sowie Neurohormonen innerhalb des LV untersucht. AoB
fithrte hierbei zu LV Hypertrophie und diastolischer Dysfunktion mit erhdhtem LVEDP und
Lungengewicht bei erhaltener systolischer LV-Funktion. Die Gabe von FG0041 konnte die
diastolische Dysfunktion, jedoch nicht die LV Hypertrophie normalisieren. FG2216 zeigte
keine hdmodynamische Entlastung bei vermehrter LV Hypertrophie. AoB fiihrte zu einer
Dysregulation der ECM-modulierenden Enzyme, vermehrter Expression von
Wachstumsfaktoren, Induktion von Melusin und Aktivierung des neurohumoralen Systems.
Hierbei konnte ein Einfluss von TGFP1 auf die Sekretion von Matrix-modulierenden
Enzymen nachgewiesen werden. C-P4HI konnte die Verdnderungen der ECM-modulierenden
Enzyme teilweise riickgdngig machen. Die Induktion von Wachstumsfaktoren wurde
gehemmt, die durch AoB induzierte Uberexpression von ETRB und ECE-1 wurde
normalisiert. Die Kollagen-Expression war unter der Medikation im Vergleich zu Sham nicht
induziert. HIF-P4HI fiihrte zu gleich bleibend erhdhter Expression von Wachstumsfaktoren,
einer erhohten Expression und Aktivitdit von ECM-modulierenden Proteinen, erhohter
Kollagen-Expression sowie persistierender Aktivierung von Neurohormonen. C-P4HI fiihrt
zu einer Verbesserung der durch chronische Druckbelastung induzierten LV Dysfunktion und
vermindert die Dysbalance des profibrotischen ECM Remodelings sowie der hypertrophie-
assoziierten Genexpression. Im Gegensatz zu HIF-P4HI konnte die Inhibition der C-P4H
daher als therapeutische Alternative zur Behandlung des myokardialen Remodelings, welche
druckinduzierte Hypertrophie begleitet, darstellen. Jedoch sind lidngerfristige Studien zur
Evaluation, ob C-P4HI auch LV Hypertrophie reduziert, notwendig.
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