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1. Einleitung

1.1 Hypertrophie des Herzens

Mit Hypertrophie bezeichnet man im Herzen eine VergréRerung der Herzmuskelzellen, die
eine Zunahme der Herzmuskelmasse zur Folge hat. Die physiologische Hypertrophie,
beispielsweise bei Ausdauersportlern, Schwangeren oder Kindern, ist eine physiologische
Adaptation an gesteigerte kardiovaskulare Belastungen. Sie ist mit einer uneingeschrankten
Herzfunktion assoziiert und von der pathologischen Hypertrophie abzugrenzen. Letztere wird
grundsétzlich durch kardiale Noxen verursacht, der unterschiedliche Atiologien zugrunde
liegen konnen. Hier zu nennen sind genetische Formen, zum Beispiel die familidre
hypertrophische Kardiomyopathie, und erworbene Formen, wie etwa Herzklappen-
erkrankungen, Myokardinfarkt oder Herzmuskelentziindungen [1, 2]. Die hypertrophische
Kardiomyopathie (englisch: hypertrophic cardiomyopathy, HCM) wird durch Mutationen in
Sarkomer-Proteinen ausgeldst und ist mit einer Pravalenz von mindestens 1:500 die
haufigste hereditare Herzerkrankung [3]. Eine Hypertrophie des Herzens wird jedoch
hauptsachlich durch einen arteriellen Hypertonus verursacht, von dem laut Weltgesundheits-
organisation Uber 20 % der Bevdlkerung betroffen sind. Er ist zudem als Hochrisikofaktor fur
Schlaganfall und Herz-Kreislauf-Erkrankungen beschrieben, welche weltweit die Haupttodes-
ursache darstellen [4]. Die linksventrikulare Hypertrophie korreliert auRerdem mit einer
erhohten kardiovaskularen Morbiditat (2,3-fach erhdhtes relatives Risiko) und mit einer
erhdhten allgemeinen Sterblichkeit (2,5-fach erhdhtes relatives Risiko) [95].

Damit spielt die Myokardhypertrophie durch Beteiligung in vielen verschiedenen kardialen
Krankheitsbildern eine wichtige Rolle und ist epidemiologisch von hoher Bedeutung. Da die
pathophysiologischen Mechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart sind, besteht noch
weiterer Forschungsbedarf.

Nachfolgend wird der aktuelle Stand zur pathologischen Myokardhypertrophie vorgestellt im
Hinblick auf Pathogenese, klinische Symptomatik, Diagnostik, Therapiemdglichkeiten sowie

experimentelle Modelle in vitro und in vivo.

1.1.1 Pathogenese

Die Ursachen einer Myokardhypertrophie sind wie bereits erwahnt sehr vielfaltig. Sie haben
jedoch alle eine kardiale Schadigung zur Folge, die mit einem Zelluntergang von
Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) einhergeht. Da der Uberwiegende Teil der

Kardiomyozyten teilungsunfahig ist, kann das Herz dem Verlust von Kardiomyozyten sowie
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einer gesteigerten mechanischen Belastung nicht durch Zellproliferation entgegenwirken.
Stattdessen vergroRert sich die Zellmasse der Kardiomyozyten im Sinne einer
kompensatorischen Hypertrophie. Gemal dem physikalischen Gesetz von Laplace, ist die
Wandspannung umgekehrt proportional zur Wanddicke eines Hohlorgans, hier das Herz.
Das hypertrophische Remodeling flhrt also durch Wandverdickung zu einer Reduktion der
ventrikularen Wandspannung und zu einer Entlastung des Herzens [6, 7]. Wahrend dieser
adaptiven Phase liegt die kardiale Funktion zunachst gesichert vor und duflert sich klinisch
bzw. symptomatisch unauffallig. Dennoch finden in dieser Phase bereits zellulare,

morphologische sowie funktionelle Veranderungen statt (Abbildung 1).

gesundes Herz adaptive Phase maladaptive Phase

(= (-

Glukoseoxidation

. Fettsaureoxidation diastolische Dysfunktion
kontraktile Dysfunktion
Energiedepletion

LV Dilatation

. Hypertrophie
. gestorter Calciumstrom

fetale Genexpression
Fibrose

Abbildung 1: Schematische Darstellung der pathophysiologischen Prozesse bei
hypertrophischem Remodeling. Dargestellt sind die morphologischen, molekularen und
biochemischen Veranderungen wahrend der adaptiven und maladaptiven Phase. Abbildung
modifiziert nach [8].

Wahrend chronischer Druckbelastung sind die Herzmuskelzellen mechanischem Stress und
anderen neurohumoralen Faktoren, insbesondere Angiotensin 1l (Ang Il), Endothelin-1
(ET-1), insulin-like growth factor-1 (IGF-1), Transformierender Wachstumsfaktor-f3 (englisch:
transforming growth factor 8, TGF-) und Cardiotrophin-1 (CT-1), ausgesetzt. Durch Bindung
dieser Faktoren an membranstdndige Rezeptoren werden in den Kardiomyozyten
intrazelluldare Signalwege aktiviert, die eine hypertrophische Zellantwort bewirken [9]. Es
wurden bereits viele verschiedene und komplexe Signalkaskaden im Kontext der
Myokardhypertrophie identifiziert, wie z. B.:

» Calcineurin / nuclear factor of activated T cells (NFAT),

» Phosphoinositid-3-Kinasen / Proteinkinase B / Glykogensynthasekinase-3

(PI3K / Akt / GSK-3) und

» mitogen-activated protein kinase (MAPK).
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Eine Gemeinsamkeit dieser Signaltransduktionen ist, dass der Reiz nach Hypertrophie-
Stimulation bis in den Zellkern vermittelt wird. Hier fihrt es zu Veranderungen der
Genexpression, die ursachlich fir eine hypertrophische Zellantwort sind [10]. Dabei findet
eine fetale Reprogrammierung des Genexpressionsprofils im adulten hypertrophierten
Herzen statt. Es liegt eine erhéhte Expression von Genen vor, die fur die schwere Kette des
B-Myosins (englisch: B-myosin heavy chain, B-MHC), das skelettmuskulare a-Aktin, das
atriale natriuretisches Peptid (ANP) und natriuretisches Peptid Typ B (BNP) kodieren. ANP
und BNP fungieren zudem auch als klinischer Marker fir eine Hypertrophie oder eine
Herzinsuffizienz [9].

Die Myokardhypertrophie resultiert auRerdem in einen gestorten Kalziumstrom, der eine
wichtige Rolle in der elektromechanischen Kopplung im Herzen spielt. Ursachlich dafir ist
eine erniedrigte Expression oder Phosphorylierung wichtiger regulatorischer Proteine,
insbesondere die der Kalziumpumpe des sarco-/endoplasmatischen Reticulums (SERCA2a)
oder dessen Regulator Phospholamban [11, 12].

Zudem findet wahrend der Myokardhypertrophie eine Umstellung in der Energiegewinnung
statt [13]. Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die mitochondriale Adenosin-
triphosphat (ATP)-Produktion zum Grofiteil (60 — 90%) durch Oxidation von Fettsauren um
den im Vergleich zu anderen Organen relativ hohen Energiebedarf des Herzens zu decken
[14]. Das Herz besitzt jedoch eine hohe Adaptionsfahigkeit zur Verwertung anderer
Substarte (Glukose oder Laktat) fir die Energiegewinnung [15]. Unter pathophysiologischen
Bedingungen ist die Herzarbeit wahrend einer ausgepragten Myokardhypertrophie gesteigert
und kongruent dazu auch der Energiebedarf. Durch eine Veranderung der Genexpression
und Aktivitat von Transkriptionsfaktoren (peroxisome proliferator-activated receptor-a, PPAR-
a und PPAR-y co-activator 1-a, PGC1-a) wird eine erhdhte Glukose-Aufnahme sowie
vermehrte Glukose-Oxidation und einer verminderten Fettsauren-Oxidation induziert [16].
Das Herz ist zudem nach hypertrophischer Stimulation einem erhdhten oxidativen Stress
ausgesetzt, der durch Induktion reaktiver Sauerstoffspezien (englisch: reactive oxygen
species, ROS) in Kardiomyozyten verursacht wird. Hohe ROS-Level sind umgekehrt mit
einem pathologischen Remodeling assoziiert, das zu Fibrose, kontraktiler Dysfunktion und
erhdhter Apoptose des Myokards fuhrt [17].

Die genannten molekularen Veranderungen im Herzen fihren zu Umbauprozessen in der
extrazellularen Matrix (EZM), die sich durch eine erhdhte Kollagenproduktion im Sinne einer
kardialen Fibrose manifestieren. Diese kann die Herzfunktion beeintrachtigen und ist daher
ebenfalls von hoher klinischer Bedeutung [8]. Dieser Teilaspekt der pathologischen
Myokardhypertrophie wird nachfolgend naher betrachtet (1.2).

Es gibt zunehmend wissenschaftliche Belege daflrr, dass auch inflammatorische Prozesse

wahrend kardialer Hypertrophie an der Pathogenese beteiligt sind. Dabei wird insbesondere
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den Makrophagen eine wichtige Rolle beigemessen. In verschiedenen Mausstudien wurde
bereits gezeigt, dass sich eine Makrophagen-Depletion glinstig auf das kardiale Remodeling
und die Herzfunktion nach chronischer Druckbelastung auswirkt [18, 19]. Zudem wurde
belegt, dass eine Reihe von inflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel
Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-1p3, Interleukin-6 und TGF-(3, ebenfalls in Herzinsuffizienz-
Patienten erhoht vorliegen und diese mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren [20,
21].

Ist die Hypertrophie-Stimulation langanhaltend, wie etwa wahrend einer chronischen
Druckbelastung, fuhren die zuvor genannten Prozesse wahrend der maladaptiven Phase zu
einer dekompensierten Herzinsuffizienz. Hoppe et al. definieren die Herzinsuffizienz als
Unvermogen des Herzens die Korperperipherie gentigend mit Blut und Sauerstoff zu
versorgen [22]. Zum einen hat die erhéhte Wandstarke des hypertrophierten Herzens sowie
die zunehmende Fibrosierung eine erhohte Steifigkeit zur Folge. Wahrend der Diastole ist
keine vollstandige Relaxation mehr moglich, die schliellich mit einer gestoérten Blutfillung
einhergeht. Man bezeichnet dies auch im Rahmen der Myokardhypertrophie als diastolische
Dysfunktion [23]. Zum anderen liegt auch eine kontraktile Dysfunktion vor, die vor allem
durch den gestorten Kalziumhaushalt, das pathophysiologische Remodeling und einer
Energiedepletion bedingt ist. Folglich ist auch eine linksventrikuldre Dilatation zu

beobachten.

1.1.2 Symptomatik, Diagnostik und Therapie

Ohne entsprechende (medikamentése) Intervention mindet die Myokardhypertrophie
schlieBBlich in eine dekompensierte Herzinsuffizienz. Die langanhaltende Stérung der
diastolischen und kontraktilen Herzfunktion duflert sich durch Kurzatmigkeit, Erschépfung,
Brustschmerzen, Herzrasen, Schwindel und Bewusstlosigkeit. Als weitere schwere
Komplikationen kénnen aulRerdem der plotzliche Herztod sowie der ischamische Herzinfarkt
eintreten, daher ist eine entsprechende Therapie unabdingbar [24].

Da sich eine Myokardhypertrophie wahrend der adaptiven Phase symptomarm prasentiert,
wird eine Diagnose Ublicherweise erst verzogert mit Einsetzen einer beginnenden
Herzinsuffizienz gestellt. Die Diagnose einer Herzinsuffizienz wird grundsatzlich Uber
bildgebende Verfahren, wie etwa Ultraschalluntersuchung oder Magnetresonanz-
tomographie, gestellt. Aber auch die Ableitung eines Elektrokardiogramms oder
labordiagnostische Untersuchungen von kardialen Hypertrophie-Markern, wie zum Beispiel
von BNP, sind im Klinikalltag etabliert [25].

Die Therapie erfolgt unter Berlcksichtigung der zugrunde liegenden Ursachen der kardialen

Hypertrophie, beispielsweise durch Senkung des Bluthochdrucks oder durch operative
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Korrektur bei Vorliegen einer Herzklappenerkrankung. Sofern bereits eine chronische
Herzinsuffizienz diagnostiziert wurde, erfolgt die Therapie gemal Leitlinie mit Diuretika,
Angiotensin-converting enzyme (ACE)-Hemmern und [-Adrenozeptorantagonisten. Seit
2015 ist auch die fixe Kombination eines Angiotensinrezeptor- und Neprilysin-Inhibitors
(ARNI) in der Europaischen Union zugelassen. Bezugnehmend auf die Studie PARADIGM-
HF Studie war ARNI der Vergleichssubstanz, dem ACE-Hemmer Enalapril, hinsichtlich
Todes- und Hospitalisierungsrate Uberlegen [26]. Trotz dieser neuen Therapiemdglichkeiten
ist die Mortalitat und Morbiditat der Herzinsuffizienz immer noch hoch [27].

Daher besteht groRRer Forschungsbedarf fir neue therapeutische Ansatze. Nachfolgend
werden die in dieser Arbeit angewandten experimentellen Hypertrophie-Modelle néher

beschrieben.

1.1.3 Experimentelle Hypertrophie-Modelle

Die vielfaltigen Ursachen einer Myokardhypertrophie spiegeln sich auch in der Anzahl der
verfugbaren Tier- und Zellmodelle wider. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf drei
Hypertrophie-Modelle gelegt, die in der Literatur als etabliert gelten.

Als in vitro-Zellmodell wurden Kardiomyoblasten, die sogenannten H9C2-Zellen, kultiviert
und nach Sympathikus-Aktivierung durch Isoprenalin-Stimulation untersucht (1.1.3.1).
Zudem wurden transgene Mause mit Knockin-Mutationen, die eine HCM verursachen,
verwendet (1.1.3.2). Fir die Hauptstudie wurden schlieRlich Mause nach linksventrikularer
Druckbelastung durch operative Aortenstenose (englisch: transverse aortic constriction,
TAC) eingesetzt (1.1.3.3).

1.1.3.1 H9C2-Kardiomyoblasten nach Isoprenalin-Stimulation

Die Myokardhypertrophie wird durch Zellvergrofierung von Kardiomyozyten verursacht.
Dieser Prozess lasst sich auch an isolierten Herzmuskelzellen rekapitulieren. Die
Hypertrophie-Stimulation erfolgt durch die Zugabe von Substanzen mit sympathomimetischer
Wirkung, wie etwa Isoprenalin, oder AT II.

Die groRen Vorteile eines Zellkulturmodells sind, dass viele experimentelle Bedingungen
konstant sind und dass eine genetische Manipulation mittels Transfektion leicht durchflihrbar
ist.

Primare Kardiomyozyten sind terminal differenziert und gelten als teilungsunfahig, daher ist
eine Kultivierung nur kurzfristig moglich ist [28]. Die in dieser Arbeit verwendeten H9C2-

Kardiomyoblasten wurden urspringlich aus dem embryonalen Ventrikel einer BD1X-Ratte
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isoliert und immortalisiert [29]. Sie gelten in der Forschung als etabliertes Hypertrophie-
Modell, da H9C2-Kardiomyoblasten, ahnlich wie primare Kardiomyozyten, nach
Hypertrophie-Stimulation mit einer Vergrofierung der ZellgréRe und erhdhten Genexpression
von Bnp reagieren [30].

Nachteilig ist jedoch, dass die in der Zellkultur erhobenen Daten in isolierten Zellen
aullerhalb eines Organismus generiert werden und diese daher schlechter als das in vivo-
Modell auf die menschliche Physiologie Ubertragbar sind. Somit ist es dem Tiermodell
hinsichtlich klinischer Translation unterlegen [31]. Zudem ist limitierend, dass HOC2-Zellen in
Kultur nicht spontan schlagen. Daher sind sie fur kontraktionsbasierte Studien, wie zum
Beispiel Untersuchungen der elektro-mechanischen Kopplung, ungeeignet. Weiterhin wurde
gezeigt, dass H9C2-Zellen morphologisch und hinsichtlich des Genexpressionsprofils grolle
Annlichkeiten mit Skelettmuskelzellen aufweisen [28]. Sie eignen sich daher nur bedingt zur
Untersuchung kardialer Hypertrophie, sodass der Einsatz weiterer Modelle darin begrindet

liegt.

1.1.3.2 Mausmodell mit Knockin-Mutationen im kardialen Myosin

Die in dieser Arbeit untersuchten transgenen Mause dienten als Modell-Organismus fur eine
HCM, deren Ursache auf Punktmutationen im Gen fur das kardiale Myosin zurtckzufuhren
ist. Die HCM gehort der groRen Gruppe der Kardiomyopathien an und stellt eine genetisch
bedingte Herzkrankheit mit familiarer Haufung dar, die durch verschiedene Mutationen in
Kardiomyozyten-spezifischen Sarkomer-Proteinen hervorgerufen wird. Gemal der European
Society of Cardiology werden Kardiomyopathien allgemein als Herzmuskelerkrankungen
definiert, in denen eine strukturelle und funktionelle Schadigung des Herzens vorliegt.
Differential-diagnostisch sei diese von koronaren Herzerkrankungen, Bluthochdruck,
Klappenerkrankung oder angeborenem Herzfehler abzugrenzen. Dabei wird eine Einteilung
gemal} des morphologischen und funktionellen Phanotyps vorgeschlagen. Sie unterscheiden
zwischen der arrhythmogenen rechtsventrikularen, der dilatativen, der hypertrophischen und
der restriktiven Kardiomyopathie. Die HCM wird nach Abgrenzung von anderen
Herzerkrankungen durch eine vergrofRerte ventrikulare Wandstarke oder eine vergrofierte
Herzmuskelmasse charakterisiert [32]. Beim Menschen stellen Mutationen im MYH7 Gen
kodierend fur B-MHC mit einer relativen Haufigkeit von 44 % die haufigste Ursache flr eine
HCM dar [33]. Abhangig von der Lokalisation der Mutation im MYH7 Gen sind
unterschiedliche Phanotypen beschrieben, wie zum Beispiel dilatative Kardiomyopathie oder
eine milde sowie schwere Form der HCM [34, 35].

Die Arginin 453 Cystein (RC/+)-Punktmutation ist beispielsweise in der konservierten

Motordoméane zwischen der Aktin-Bindungstasche und der ATP-Bindungsregion des
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Myosinkopfes lokalisiert [36]. Aufgrund des relativ frihen Krankheitsbeginns mit 100 %-iger
Penetranz und der verkirzten Lebenserwartung von etwa 45 Jahren wird diese Mutation mit
einer schweren Form der HCM assoziiert [37, 38].

Im Gegensatz dazu ist die Valin 606 Methionin (VM/+)-Punktmutation aullerhalb der
funktionellen Region des Myosinkopfes lokalisiert und ruft nur eine milde Form der HCM mit
uneingeschrankter Lebenserwartung sowie glnstigem Krankheitsverlauf hervor (Abbildung
2) [37].

Abbildung 2: Dreidimensionale Darstellung der Kopfdomane der schweren Myosinkette
(Protein Data Bank ID 2MYS). Durch Pfeile gekennzeichnet sind die Lokalisationen der
Aminosauresubstitutionen, Valin 606 Methionin (V606M) und Arginin 453 Cystein (R453C), verursacht
durch die HCM-assoziierten Punktmutationen. Die Proteinstruktur wurde unter Verwendung der
Software UCSF Chimera 1.13 graphisch abgebildet [39].
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Anders als beim Menschen, stellt bei Mausen mit einer hohen Herzfrequenz die a-lsoform
des kardialen Myosins (englisch: a-myosin heavy chain, a-MHC), welche vom Myh6 Gen
kodiert wird, die Hauptisoform dar [40]. Es wurde zudem gezeigt, dass diese beiden
Isoformen mit einer Aminosduresequenz-ldentitdt von 293 % eine hohe Homologie
aufweisen [41]. Aus diesen Griinden wurden die humanen Mutationen aus dem MYH7 Gen
in das Myh6 Gen von 129/SvEv-Mausen gentechnisch eingefihrt.

Blankenburg et al. generierten ein Mausmodell mit einer kombinierten Heterozygotie der
beiden Punktmutationen, (VM/+) und (RC/+). Interessanterweise wurde gezeigt, dass die
klinisch eher unauffallige (VM/+)-Mutation in Kombination mit der (RC/+)-Mutation ein frihes
Einsetzen des hypertrophischen Remodeling zur Folge hat mit schwerem Krankheitsverlauf
im Vergleich zu einfach heterozygoten Tieren. Die VM/RC-Mause waren durch ein frihes
Ableben mit einer durchschnittlichen Lebenserwartung von 62 + 8 Wochen gekennzeichnet.
Sie entwickelten zudem in einem frilhen Lebensalter eine starke kardiale Fibrose, die im
Vergleich zu einfach heterozygoten (VM/+)-Mausen 10-fach erhdht war. Auch die kardiale
Hypertrophie, gezeigt durch Messung der linksventrikularen Wandstarke, war im Vergleich
zu einfach heterozygoten (VM/+)-Mausen erhoht. SchlieRlich war auch eine starke
Einschrankung der systolischen sowie diastolischen Herzfunktion durch die VM/RC-Mutation
mittels echokardiografischer Untersuchung detektierbar. Trotz dieses Synergismus sind die
VM/RC-Mause lebens- und fortpflanzungsfahig [35]. Dieses Modell hat den Vorteil, dass die

Mause in einem fruhen Lebensalter einen starken HCM-Phanotyp entwickeln.

1.1.3.3 Linksventrikulare Druckbelastung durch operative Aortenstenose
im Mausmodell

Wie bereits erwahnt (1.1), ist der arterielle Hypertonus aufgrund der hohen Inzidenz von
grolder epidemiologischer und klinischer Bedeutung. Der Forschung stehen verschiedene
Tiermodelle zur Verfugung, um einen Bluthochdruck zu induzieren, beispielsweise durch
salzhaltige Kost oder durch pharmakologische Behandlung mit dem Vasokonstriktor Ang II.
Eine chronische Dauerbehandlung hat eine Myokardhypertrophie zur Folge, die schlielich
auch in eine Herzinsuffizienz minden kann [42, 43].

In der Herzforschung hat sich jedoch auch die operative Aortenstenose als Modell etabliert,
die im engeren klinischen Sinne primar keinen arteriellen Hypertonus darstellt, weil in
peripheren arteriellen Gefallen der Blutdruck normal ist. Lediglich im Herzen herrscht ein
erhohter Druck infolge einer operativen Stenosierung der Aorta zwischen den Abgangen

Truncus brachiocephalicus und Arteria carotis sinistra (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der operativen Aortenstenose (TAC). Linker Ventrikel als
LV und rechter Ventrikel als RV abgekurzt.

Naheres zum operativen Eingriff ist dem Methoden Teil dieser Arbeit zu entnehmen (2.2.2.2).
Die aortale Einengung fuhrt zu einer chronischen linksventrikularen Druckbelastung, die
durch erhdohte Wandspannung eine konzentrische Hypertrophie des Herzmuskels zur Folge
hat. Rockman et al. haben erstmals die TAC als Modell zur Erforschung der

pathophysiologischen Prozesse in der Herzinsuffizienz beschrieben [44, 45].
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1.2 Rolle der Extrazellularmatrix wahrend der
Myokardhypertrophie

Wie unter 1.1.1 beschrieben, reagiert das Herz wahrend chronischer Druckbelastung mit
einer konzentrischen Hypertrophie um die Wandspannung zu reduzieren und eine
ausreichende Herzfunktion aufrechtzuerhalten. Begleitet wird dieser Vorgang von
Umbauprozessen in der EZM im Rahmen des hypertrophischen Remodeling. Nach
aktuellem Verstandnis sind an der Aktivierung der EZM durch chronische Druckbelastung
der Herzkammern mehrere Faktoren und Signalkaskaden beteiligt, die nachfolgend naher
beschrieben werden.

Von zentraler Bedeutung ist dabei die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS), in Folge derer kardiale Fibroblasten durch neurohumorale Stimulation
aktiviert werden [46, 47]. Dadurch wird der Aufbau einer kollagenreichen Matrix begunstigt,
die durch eine erhoOhte interstitielle sowie perivaskulare Fibrose in Erscheinung tritt. Dabei
liegt vor allem die Genexpression von Kollagen | und Ill erhdht vor [48]. Eine Aktivierung von
Fibroblasten, den sogenannten Myofibroblasten, ist aber auch auf indirektem Wege mdglich.
So zeigten Nishida et al., dass purinerge Signalwege durch den mechanischen Stimulus
wahrend einer Druckbelastung aktiviert werden, die eine verstarkte Aktivierung von TGF-( in
Kardiomyozyten zur Folge haben [49]. Ebenso sind Immunzellen, unter anderem
Makrophagen, dafiir bekannt, Fibroblasten durch Sezernierung von TGF-B und anderen
Zytokinen zu aktivieren und pro-fibrotische Prozesse zu fordern [19]. Die aktivierten
Myofibroblasten und Makrophagen produzieren auflerdem noch weitere matrizellularen
Strukturpotreine, wie zum Beispiel Thrombospondin-1, -2 sowie -4, Tenascin-C, Osteopontin,
Osteonectin, Periostin und Fibronektin [50]. Letzterer wurde durch seine Beteiligung an der
Signalkaskade von Calcineurin und NFAT als ein mdglicher Mediator flr Hypertrophie in
Kardiomyozyten identifiziert [51].

Weiterhin ist beschrieben, dass Makrophagen zudem Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
produzieren und sekretieren, die durch ihre proteolytische Aktivitdt Bestandteile der EZM
verdauen. Die aus der Proteolyse hervorgegangenen Peptide, die sogenannten Matrikine,
akkumulieren in der EZM und entfalten eine pro-inflammatorische Wirkung [52, 53].

Ein zusammenfassendes Schaubild ist nachfolgend dargestellt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Umbauprozesse in der Extrazellularmatrix (EZM)
wahrend chronischer Druckbelastung im Herzen. Dargestellt ist die Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) vermittelt durch mechanischen Stress nach Druckbelastung.
Die Stimulation kardialer Fibroblasten erfolgt durch Zytokine, RAAS und den Transformierenden
Wachstumsfaktor-B (TGF-B) und resultiert in Umbauprozesse der EZM. Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) sind an der Akkumulation von pro-inflammatorischen Matrikinen beteiligt. Abbildung
modifiziert nach [50].
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1.2.1 Bedeutung der Hyaluronsaure fur die Extrazellularmatrix

Im Rahmen des hypertrophischen Remodeling im Herzen spielen Umbauprozesse in der
EZM wie zuvor beschrieben eine bedeutende Rolle. Neben den Kollagenen gilt das
Glykosaminoglykan Hyaluronsaure (englisch: hyaluronic acid, HA) als Hauptbestandteil der
EZM [54]. Eine erhdhte HA-Produktion wird grundsatzlich wahrend schneller
Umbauprozesse im Gewebe verschiedener Organe beobachtet, wie etwa wahrend der
Embryogenese, bei Entziindungsreaktionen oder bei malignen Tumoren [55].

Die HA besteht aus einer makromolekularen Kette mit bis zu 25.000 alternierender
Disaccharide, die aus D-Glukuronsaure (englisch: glucuronic acid, GIcA) und N-Acetyl-D-
Glukosamin (englisch: N-acetylglucosamine, GIcNAc) gebildet werden und durch B-1,3- und
B-1,4-glykosidisch verknUpft sind (Abbildung 5).

‘ _ _NH
OH g
5 O In

D-Glukuronsaure N-Acetyl-D-Glukosamin

Abbildung 5: Strukturformel der Hyaluronsdure. Die Hyalurondure ist ein lineares Molekl
bestehend aus alternierenden Disacchariden von D-Glukuronsaure und N-Acetyl-D-Glukosamin.

Im Gegensatz zu anderen Glykosaminoglykanen wird die HA nicht im Golgi-Apparat sondern
an der Plasmamembran von der sogenannten Hyaluronsaure-Synthase (HAS) synthetisiert.
Dabei werden die zytosolischen Substrate, Uridindiphosphat (UDP)-GIcA und UDP-GIcNAc,
unter Abspaltung der UDP-Gruppe miteinander verknupft und das resultierende HA-Polymer
wird in den Extrazellularraum abgegeben. Drei HAS Isoenzyme, HAS1, HAS2 sowie HAS3,
sind an der Synthese von HA beteiligt, die hinsichtlich ihrer Aminosauresequenz in der
Klasse der Saugetiere evolutionar konserviert vorliegen [56-58]. Die HA wurde bisher nur in
Vertebraten sowie in einigen Bakterienstdammen nachgewiesen. Aufgrund der hohen
molekularen Masse und der negativen Ladung besitzt die HA mit einer 1000-fachen
Wasserbindungskapazitat  hygroskopische  Eigenschaften [55, 59, 60]. Starke
Anreicherungen der HA sind beim Menschen vor allem in der Nabelschnur,
Gelenkflussigkeit, Haut und dem Glaskorper des Auges zu finden, wo es das osmotische
Gleichgewicht reguliert [60, 61].
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Die hochmolekularer HA (englisch: high molecular weight HA, HMW-HA) mit einem
Molekulargewicht von bis zu 4000 kDa liegt normalerweise im gesunden Gewebe vor und ist
funktionell von der niedermolekularen HA (englisch: low molecular weight HA , LMW-HA) mit
einem Molekulargewicht von etwa 100-500 kDa abzugrenzen [62]. Die LMW-HA entsteht
grundsatzlich im Rahmen einer Gewebsverletzung, wahrend der Tumorgenese oder anderen
Entziindungsreaktionen durch enzymatische Spaltung und fungiert dann als Angiogenese-
forderndes oder inflammatorisches Signalmolekul [63-66]. Fur Makrophagen ist beschrieben,
dass sie nach Stimulation durch LMW-HA verschiedene pro-inflammatorische Chemo- und
Zytokine (zum Beispiel CCL3, CCL4, CCL5, IL-12 und Interferon-B) sekretieren [67-69].

Diese und andere Effekte werden Uber eine Bindung von HMW- und LMW-HA mit
zahlreichen membrangebundenen Rezeptoren vermittelt, die eine intrazellulare

Signalkaskade auslésen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der membranstandigen Hyaluronsaure-Rezeptoren.
Dargestellt sind intrazellulare Signalkaskaden und die damit verbundenen Effekte auf Zell- und
Gewebefunktion. Abbildung modifiziert nach [62].

Hier zu nennen ist der CD44-Rezeptor, der hauptsachlich an der HA-Signaltransduktion
beteiligt ist [70]. Auch Signalwege Uber Receptor for hyaluronan mediated motility (RHAMM),
Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1), Hyaluronan receptor for
endocytosis (HARE) und die Toll-like receptors 2 und 4 (TLR2/4) sind beschrieben [62]. Die
HA ist somit als Signalmolekul abhangig von ihrer molekularen Masse an zahlreichen

zellularen Prozessen beteiligt und dient nicht nur als Strukturmolekdil fir die EZM.
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Die Wichtigkeit der HA im Herzen wird bei der Betrachtung der Hyaluronsaure-Synthase 2
(Has2)-Defizienz im Mausmodell deutlich, die aufgrund einer fehlerhaften kardiovaskularen
Morphogenese embryonal letal ist [71]. Weiterhin wurde bei anderen Herzerkrankungen, wie
zum Beispiel der Atherosklerose oder dem akuten Myokardinfarkt, bereits gezeigt, dass ein
gestorter HA-Metabolismus malfgeblich in die Pathogenese dieser Erkrankungen involviert
ist [72, 73].

Im Hypertrophie-Rattenmodell nach operativer Aortenstenose zeigten Hellman et. al. eine
Korrelation der Genexpression von Has und der fetalen Genexpression [60]. Aufierdem
wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine erhdhte Akkumulation von HA das
Membranpotential von Kardiomyozyten beeinflusst und somit moglicherweise an der
Entwicklung von Arrhythmien beteiligt sein kdnnte [74].

Ob der HA auch eine aktive Rolle bei der Entwicklung pathologischer Hypertrophie zukommt,

insbesondere beim Remodeling der EZM, ist jedoch noch véllig unklar.

1.2.2 Zellulare Regulation der Hyaluronsaure

Der Bestand und die Lange de HA im Gewebe wird durch ein Gleichgewicht zwischen der
HA-Synthese und HA-Degradation reguliert.

Die HA-Synthese wird vor allem durch transkriptionale Regulation der Has-Gene beeinflusst.
Fir den humanen HAS2-Promoter wurden Bindungsstellen flr die Transkriptionsfaktoren
cAMP response element-binding protein (CREB1), Retinoic acid receptor (RAR), Specificity
protein 1 (SP1), Signal transducer and activator of transcription (STAT) und Yin yang 1 (YY1)
beschrieben. Diese werden durch externe Stimulation von Wachstumsfaktoren und anderen
Zytokinen aktiviert und induzieren die HAS2-Expression. Beispiele dafir sind: Platelet-
derived growth factor (PDGF), Fibroblast growth factor-2 (FGF-2), Keratinocyte growth factor
(KGF), Epidermal growth factor (EGF), TGF-B, Interleukin-1B3, Tumor necrosis factor-a (TNF-
a) und Interferon-y. Posttranskriptionale Modifikationen sind ebenfalls fir die HAS2
beschrieben.  Phosphorylierungen,  Ubiquitinierungen und  O-GlcNAc-Modifikationen
beeinflussen die Stabilitit und Aktivitat der HAS-Isoenzyme. Schliellich ist die
Syntheseleistung der HAS auch von einer ausreichenden Bereitstellung der zytosolischen
Substrate UDP-GIcA und UDP-GIcNAc abhangig, die als limitierende Faktoren beschrieben
sind [75]

Zum anderen sind auch degradierende Prozesse und die damit verbundene Erzeugung von
LMW-HA far die Funktion der HA von Bedeutung. Die Hyaluronidasen (HYAL) fassen eine
Klasse von hoch homologen Endoglykosidasen zusammen, welche die Hydrolyse der (-1,4-
glykosidischen Bindung von HA und dem Glykosaminoglykan Chondroitinsulfat katalysieren,

wobei HA-Fragmente unterschiedlicher Kettenlange entstehen. Sechs Vertreter sind
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bekannt: HYAL1-4, PH20 und HYALP1. Als Hauptisoformen sind HYAL1 und HYAL2 im
somatischen Gewebe beschrieben und besitzen ein pH-Optimum im sauren Milieu, das
vornehmlich wahrend Entziindungsprozessen herrscht [76-78].

Neben dem spezifischen enzymatischen Abbau wird HA auch durch ROS, die vor allem
wahrend Entziindungen oder ischamischen Reperfusionsschaden entstehen, fragmentiert
[79]. Gao et al. zeigten, dass die extrazellulare Superoxid Dismutase den oxidativen Abbau
der HMW-HA durch ROS inhibiert und in Folge dessen die Immunantwort gehemmt wird
[80].

Somit stehen vielfaltige physiologische Regulationsmechanismen zur Verfigung die HA-
Synthese bzw. -Degradation auf transkriptionaler, posttranstriptionaler und zellularer Ebene

zu kontrollieren.

1.2.3 Pharmakologische Inhibition der Hyaluronsaure-Synthese durch
4-Methylumbelliferon

Um die HA-Synthese flir wissenschaftliche Zwecke im Tiermodell zu manipulieren, stehen
noch weitere Moglichkeiten zur Verfligung, wie zum Beispiel ein genetischer Knockout der
HAS oder eine pharmakologische Intervention mittels 4-Methylumbelliferon (4-MU).

Das 7-Hydroxycumarin-(Umbelliferon)-Derivat 4-MU war bis 2015 in Deutschland unter den
Handelsnamen Cholspamin® forte und Chol-Spasmoletten® als Arzneimittel zur Therapie
von Dyskinesien der ableitenden Gallenwege zugelassen (Abbildung 7). Der
zugrundeliegende Mechanismus beruht auf dem aktiven Transport der Abbauprodukte von
4-MU aus der Galle, der an einen Export von Natrium- und Kaliumionen gekoppelt ist. Infolge
des osmotischen Gradienten wird parallel dazu Wasser passiv aus der Galle ausgeschieden,
woraus sich die choleretische sowie spasmolytische Wirkung von 4-MU ableitet [81]. Die
Ubliche Tagesdosis betragt bei oraler Einnahme 1200 mg [82]. Bei dieser Einnahmeform gilt
es nach aktuellem Wissensstand generell als gesundheitlich unbedenklich und gut
vertraglich [83]. Im Rahmen des Arzneimittelzulassungsverfahren wurde eine toxikologische
Unbedenklichkeit fir 4-MU bereits hinreichend belegt.

HO 0.__0O

Z

CHj;

Abbildung 7: Strukturformel von 4-Methylumbelliferon (4-MU). 4-MU ist ein 7-Hydroxycumarin-
(Umbelliferon)-Derivat.
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4-MU ist keine natlrlich vorkommende Substanz, lediglich das Umbelliferon als Cumarin-
Derivat ist im Reich der Pflanzen vertreten, wie zum Beispiel in Engelwurz, Liebstockel,
Kamille oder Lavendel [84].

In der Wissenschaft wird 4-MU jedoch haufig aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf die
HA-Synthese verwendet [85]. Es qilt als erwiesen, dass 4-MU als kompetitives Substrat
anstelle eines UDP’s durch die UDP-Glukuronosyltransferase (UGT) glucuronidiert wird,
sodass der zytosolische UDP-GIcA-Pool depletiet wird (Abbildung 8). Die
Substratverarmung flhrt somit zu einer dosisabhangigen Hemmung der HA-Synthese [86].
Glukuronidiertes 4-MU (4-MU-GIcA) wird hauptsachlich renal eliminiert [87].

Die Michaelis-Menten-Konstante (Kwv) fur die UGT und die HAS wurde in Kkultivierten
Tumorzellen bestimmt und betragt fir beide Enzyme zwischen 100 und 200 uM. Dies
entspricht der bendtigten  Substratkonzentration, bei der die halbmaximale
Umsatzgeschwindigkeit eines Enzyms erreicht ist. Die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) von 4-MU befand sich daher ebenso in einem ahnlich hohen Konzentrationsbereich
(400 uM) [88].

Es wird spekuliert, dass die spezifische inhibitorische Wirkung von 4-MU auf die HA-
Synthese darin begrindet liegt, dass die verfiugbaren UDP-GIcA durch hochaffine
Transporter in den Golgi-Apparat transportiert werden und dort angereichert vorliegen. Somit
steht flr die Synthese der anderen Glykosaminoglykane, Chondroitinsulfat und
Heparansulfat, ausreichend Substrat zur Verfligung, wahrend die Synthese der HA an der

Plasmamembran spezifisch gehemmt wird [86, 89].

GlcA GlcNAc GIcA GlcNAc
4-MU
CIT N O T S >
UDP
ke W v b
UDP-GIcA UDP-GIcNACc 4-MU-GIcA UDP-GIcNAc

Hyaluronsaure

Abbildung 8: 4-Methylumbelliferon (4-MU) inhibiert die Hyaluronsdure-Synthese. 4-MU als
kompetitives  Substrat wird anstelle eines Uridindiphosphat (UDP) durch die UDP-
Glukuronosyltransferase (UGT) mit D-Glukuronsaure (GIcA) verknlpft. Durch Substratverarmung wird
die Hyaluronsaure-Synthase (HAS) gehemmt. Das Substrat N-Acetyl-D-Glukosamin (GIcNAc) ist nicht
von der 4-MU-vermittelten Hemmung betroffen. Abbildung modifiziert nach [90].
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Zusatzlich wurden noch weitere transkriptionale und posttranskriptionale Wirkmechanismen
von 4-MU auf HA postuliert. So wurde bei Zellkulturexperimenten gezeigt, dass 4-MU eine
erniedrigte Transkription von HAS2 und HAS3 erzeugt [89]. Ebenso wurde in einer weiteren
Studie beschrieben, dass die Genexpression der UDP-Glukose-Pyrophosphorylase (UGPP)
sowie der UDP-Glukose-Dehydrogenase (UGDH) reduziert vorlagen. Diese beiden Enzyme
sind mafigeblich an der Produktion der HA-Vorstufen beteiligt [91]. Zudem wurde auch von
einer reduzierten Genexpression der HA-Rezeptoren, CD44 und RHAMM, nach 4-MU-
Behandlung berichtet. 4-MU Ubt also demnach nicht nur eine inhibitorische Wirkung auf die
HA-Synthese aus sondern auch auf die HA-Signaltransduktion [92].

Posttranskriptional wurde weiterhin eine reduzierte Phosphorylierung der HAS2 nach 4-MU-
Behandlung beschrieben, die mit einer erniedrigten HAS-Aktivitdt und HA-Synthese
einherging [93]. Schliellich zeigten Rilla et al., dass durch 4-MU-Behandlung die Assoziation
der HAS3 mit der Plasmamembran verhindert wird [94].

In dieser und anderen Studien wurde die Rolle von 4-MU in verschiedenen Zell- und
Tiermodellen im Kontext der Tumorbiologie untersucht. Dabei wurde uUbereinstimmend
gezeigt, dass 4-MU die Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen bremst oder
sogar verhindert. Zusatzlich wurde auch von einer Wachstumshemmung sowie einer
erhdhten Apoptose in entarteten Zellen nach 4-MU-Behandlung berichtet. Eine anti-
angiogene und anti-inflammatorische Wirkung von 4-MU wurde auch festgestellt. Ob die
beobachteten Effekte tatsachlich Uber eine alleinige Hemmung der HA-Synthese zu
begriinden sind, blieb unklar. [90].

Durch den langjahrigen klinischen Einsatz als Gallentherapeutikum wird 4-MU in der
Fachliteratur als sichere Substanz fir die Anwendung in vivo bewertet und gilt als robuster

sowie zuverlassiger Hemmer der HA-Synthese.
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1.3 Zielsetzung

Das myokardiale Remodeling im Rahmen von Herz-Kreislauferkrankungen, wie etwa beim
arteriellen Hypertonus oder bei der HCM, kann die Pumpfunktion des Herzens
verschlechtern und zu Herzrhythmusstérungen sowie den plétzlichen Herztod fihren.
Kompliziert werden die myokardialen Umbauprozesse zudem dadurch, dass sie durch
konventionelle Therapie nicht umkehrbar sind und die Ursachen oft nicht zu beseitigen sind.
Daher ist der Bedarf neuer Strategien zur Pravention (und Therapie) des myokardialen
Remodeling unverandert hoch.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Rolle der HA im myokardialen Remodeling bei
der Entwicklung kardialer Hypertrophie zu charakterisieren.

Im Rahmen einer Vorstudie wurde im ersten Teil der Arbeit eine Transkriptom- sowie
Proteomanalyse durchgefihrt mit dem Ziel Schlisselgene und -—proteine fir die
Pathogenese der HCM zu identifizieren. Diese Untersuchungen zeigten Gbereinstimmend im
genetischen Hypertrophie-Modell eine signifikante Dysregulation von Genen und Proteinen
der EZM. Dieser Befund sowie die Kenntnis der HA als zentrale Komponente der EZM und
Schlisselmolekil in der Pathogenense anderer Herzerkrankungen wie Atherosklerose und
Myokardinfarkt fuhrte zu der Hypothese, dass die HA eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
von myokardialer Hypertrophie ausiben kénnte.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bedeutung der HA flr die Hypertrophie-Entwicklung
zunachst in einem in vitro-Zellmodell an kultivierten Myoblasten untersucht und validiert.
Nach pharmakologischer Hypertrophie-Stimulation wurde der Einfluss von 4-MU auf die
ZellgroRe analysiert.

SchlieRlich war das Ziel im dritten Teil der Arbeit die Rolle der HA in einem in vivo-
Mausmodell nach operativer Aortenstenosierung zu charakterisieren durch den Vergleich
von Tieren mit und ohne 4-MU-Behandlung. Es erfolgte eine umfangreiche histochemische
und molekularbiologische Untersuchung der Herzen zur Phanotypisierung des Remodeling
der Myozyten und der EZM. Darlber hinaus wurde eine echokardiografische Messung zur
Analyse der Herzfunktion durchgefiihrt und der Inflammationsstatus durchflusszytometrisch

analysiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Feinchemikalien, Medien, Losungen und Kits

Tabelle 1: Liste der verwendeten Feinchemikalien, Medien, Lésungen und Kits. Nach
alphabetischer Reihenfolge sortiert.

Produkt Hersteller

4-MU Alfa Aesar, Haverhill, MS, USA

Alexa Fluor® 488-Phalloidin Molecular Probes, Life Technologies, Paisley, UK
Alexa Fluor® 488-WGA Molecular Probes, Life Technologies, Paisley, UK
Aquasonic 100 Gel Parker Laboratories, Fairfield, NJ, USA
Avidin-Biotin Blockiersystems Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
BSA Merck Millipore, Burlington, MS, USA
Celestine-Blau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Custadiol® Kéhler Chemie GmbH, Bensheim, D

DAB Zytomed, Berlin, D

DMEM, high glucose Gibco, Life Technologies, Paisley, UK
DNase (fir RNA-Isolation) Qiagen, Hilden, D

DNase | (fur Isolation von Kardiomyozyten) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
EDTA-haltige Trypsinlésung Gibco, Life Technologies, Paisley, UK
Enthaarungscreme Veet, Reckitt Benckiser, Berkshire, UK

FCS Gibco, Life Technologies, Paisley, UK
Flow-Count Fluorospheres Beckman Coulter Inc., Krefeld, D

HABP Sandwich ELISA-ahnliches Kit Corgenix, Broomfield, CO, USA
Haltungsfutter ssniff-Spezialdiaten, Soest, D

Hamalaun Merck Millipore, Burlington, MS, USA

HBSS Gibco, Life Technologies, Paisley, UK
HotMaster Tag DNA Polymerase QuantaBio, Beverly, MA, USA
HRP-Streptavidin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Immobilon®-P PVDF Membran Merck Millipore, Burlington, MS, USA
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Isoprenalin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Kollagenase |

Worthington, Lakewood, NJ, USA

LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Luminata Forte

Merck Millipore, Burlington, MS, USA

Parafilm

Laboratory Film, Chicago, IL, USA

PBS

Gibco, Life Technologies, Paisley, UK

Penicllin-Streptomycin

Gibco, Life Technologies, Paisley, UK

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Proteinase K

Qiagen, Hilden, D

RNase

Roche, Mannheim, D

RNase ZAP™

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

RNeasy® Mini / Midi Kit

Qiagen, Hilden, D

Roti®-Mount FluorCARE DAPI

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D

Roticlear® Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D
RPMI 1640 Gibco, Life Technologies, Paisley, UK
Sirius-Rot Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Super RX-N Roéntgenfilm

Fujifilm, Tokio, JP

Superscript II™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

SYBR®-Green

Lonza, Basel, Schweiz

Trypanblau

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Vectashield® H-1000

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Nicht aufgefuhrte Materialien wurden von einem der folgenden Herstellern bzw. Handlern

bezogen: Life Technologies, Merck, Sigma-Aldrich, VWR oder Roth.

Verwendete Gerate sowie Software sind an den entsprechenden Stellen im Methodenteil

(2.2) vermerkt.
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2.1.2 Antikorper

Tabelle 2: Liste der verwendeten Antikorper fiir Western Blot, immunhistochemische
Farbungen und Durchflusszytometrie.

Antikorper / . mono-/ )
Hersteller Wirt polyklonal Verdiinnung  Katalognr.

Erstantikorper

anti-pERK1/2

Cell Signaling Technology Hase polyklonal 1:1000 #9101
(Boston, MA, USA)

anti-ERK1/2

Cell Signaling Technology Hase polyklonal 1:1000 #9102

(Boston, MA, USA)

anti-Mac-2 (M3/38)
Cedarlane Ratte monoklonal 1:1000 CL8942AP
(Burlington, CAN)

Zweitantikorper

anti-rabbit (IgG-HRP)
Rockland Ziege polyklonal 1:10.000 611-1302
(Limerick, PA, USA)

anti-rat (IgG2a-HRP)
Novus Biologicals Ziege polyklonal 1:500 NB7126
(Littleton, CO, USA)

Antikorper fiir die Durchflusszytmetrie

anti-Ly6C-APC (HK1.4)
Biolegend Ratte monoklonal 1:8 128015
(San Diego, CA, USA)

anti-F4/80-PE (BM8)
Biolegend Ratte monoklonal 1:8 123109
(San Diego, CA, USA)

anti-CD45-AF700 (30-F11)
Biolegend Ratte monoklonal 1:8 103127
(San Diego, CA, USA)

anti-CD11b-PE/Dazzle594 (M1/70)
Biolegend Ratte monoklonal 1:8 101255
(San Diego, CA, USA)

anti-CD11c-APC (N418)
Biolegend Hamster monoklonal 1:8 117309
(San Diego, CA, USA)

anti-Ly6G-PacificBlue (1A8)
Biolegend Ratte monoklonal 1:8 127611
(San Diego, CA, USA)

anti-CCR2-FITC (475301)
R&D Systems Ratte monoklonal 1:8 FAB5538P
(Minneapolis, MN, USA)

anti- I-A>-PE/Cy7 (AF6-120.1)
Biolegend Maus monoklonal 1:8 116419
(San Diego, CA, USA)

anti-CD16/32 (93)
Biolegend Ratte monoklonal 1:1 101301
(San Diego, CA, USA)
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2.1.3 Biologisches Material

21.3.1 Zelllinie

Die Kardiomyoblasten-Zelllinie H9C2 (Lot 17A028) wurde bei European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC, Porton, UK) erworben [29].

2.1.3.2 MaAuse

Tabelle 3: Liste der verwendeten Mausstamme.

Mausstamm Genotyp Herkunft

Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben der

SvEv129 WT & VM/RC Heinrich-Heine Universitat, Disseldorf, D

C57BL/6J WT Janvier, Le Genest Saint Isle, F

22



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellversuche

Als in vitro-Hypertrophie-Modell wurde die H9C2-Zellinie [29] verwendet, die urspringlich
aus dem Ventrikel von BD1X-Rattenembryos isoliert wurde.

Nach Stimulation mit Isoprenalin ist eine VergroBerung der ZellgroRe und eine verstarkte
Genexpression der klassischen Hypertrophie-Marker ANP und BNP zu beobachten. Eine
ausflihrliche Beschreibung ist im Abschnitt 1.1.3.1 zu finden. Die HOC2-Zellen gelten in der

Herzforschung als etabliertes Modell zur Untersuchung von kardialer Hypertrophie [30].

2211 Kultivierung von H9C2-Kardiomyoblasten

Die Erhaltungskultur fir die HOC2-Zellen (Lot 17A028) erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), dem 10 %-iges fetales Kalberserum (englisch: fetal calf serum, FCS) und
eine 1 %-ige Penicillin-Streptomycin-Lésung zugesetzt war, im Brutschrank bei 37°C sowie
einer Kohlenstoffdioxidzufuhr von 5 %. Die Zellen wurden 2-3 wochentlich passagiert bevor
sie eine Konfluenz von maximal 70 % erreichten. Zum Passagieren wurden die Zellen mit
phosphatgepufferter Salzlésung (englisch: phosphate-buffered saline, PBS) gewaschen und
durch Zugabe einer EDTA-haltigen Trypsinlésung von der Zellkulturschale gelést. Nachdem
die Zellzahl durch Trypanblau-Farbung bestimmt worden war, wurden sie in einem Verhaltnis
von 1:3-1:10 auf einer T-75-Zellkulturflasche ausgesat. Die Zellen wurden fur die

Experimente nicht ofter als 10-mal passagiert.

2.21.2 Isoprenalin-Stimulation und 4-MU-Behandlung

Um den Einfluss einer 4-MU-Behandlung in Isoprenalin-stimulierten HOC2-Kardiomyoblasten
zu untersuchen, wurden 5000 Zellen pro well einer 12-well-Platte in Vollmedium ausgesat.
Fiar die mikroskopische Analyse wurden die wells zuvor mit autoklavierten Deckglaschen
eines Durchmessers von 18 mm bestlckt. Nach 24 Stunden wurde das Vollmedium durch
serum-freies Medium ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen mit einer 100 yM
4-MU-Natriumsalzlésung in Volimedium behandelt. Die 100 uM Isoprenalin-Loésung wurde
bei den doppelbehandelten Zellen erst nach 30 min hinzugegeben. Die Zellen wurden nach
24 Stunden entweder einer zytochemischen Phalloidin-Farbung unterzogen (2.2.3.1.1) oder
wurden fir eine Bestimmung der sekretierten HA-Menge mittels eines ELISA-ahnlichem
Assay (2.2.5.1) verwendet. Fir jedes Experiment wurden zur Kontrolle Zellen ohne

Behandlung sowie nach einfacher Behandlung mit Isoprenalin oder 4-MU mitgefihrt.
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2.2.2 Tierversuche

Die Tierversuche wurden durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUV) Nordrhein-Westfalen unter dem Aktenzeichen Az. 84-02.04.2013.A122 genehmigt
und wurden gemall dem Deutschen Tierschutzgesetzt nach §8 durchgefuhrt. Die Zucht und
Haltung der Mause sowie die Durchfliihrung der Versuche fand unter standardisierten
Bedingungen in der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT)
der Heinrich-Heine-Universitat in Disseldorf statt. Die Tiere wurden in einem 12 Stunden

Tag-Nacht-Rhythmus gehalten.

2.2.21 Verwendete Tiere sowie Behandlung, Organentnahme und
Probenaufbereitung

Um die Rolle der HA in der Pathogenese der Myokardhypertrophie in vivo zu studieren,
wurden zwei verschiedene Mausstdamme sowie unterschiedliche Behandlungsschemata
herangezogen. Fir die Vorstudie wurden Tiere des Mausstamms 129/SvEv verwendet und
fur die Hauptstudie Mause des Stamms C57BL/6J. Die Tiere innerhalb beider Studien waren
alters- als auch geschlechtsadaptiert, sodass eine hdchstmogliche Vergleichbarkeit
gewahrleistet war. Die Tiere wurden durch zervikale Dyslokation getétet. In den
nachfolgenden Abschnitten wird das weitere Verfahren hinsichtlich Behandlung,
Organentnahme und Probenaufbereitung flir die jeweiligen Gruppen erlautert.

Fur die Transkriptom- (3.1.1) und Proteom-Analysen (3.1.2) wurden mannliche VM/RC-
Mause gegen geschlechts- und altersadaptierte WT-Mause des Mausstamms 129/SvEv
verglichen. Zum Zeitpunkt der Organentnahme waren die Mause beider Gruppen zwischen 6
und 8 Wochen alt. Eine ausfihrliche Beschreibung ist dem Abschnitt 1.1.3.2 zu entnehmen.
Nach Tétung wurde der Thorax mittels Langsschnitt eréffnet und die Herzventrikel
herausprapariert. Das Herzgewebe wurde kurz in einer Petrischale mit 0,7% Natriumchlorid
(NaCl) (w/v) gespllt und unverzuglich in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die weitere
Verwahrung erfolgte bei -80°C.

Zur Bestimmung der basalen Has-Hauptisoform im Herzen und zur Untersuchung der
zeitabhangigen Genexpression der Has-lsoformen 3 Tage nach TAC-OP- bzw. nach Schein-
Operation (-OP) im Herzgewebe (3.1.5.1) wurden 8 Wochen alte mannliche C57BL/6J
Mause von Janvier (Le Genest Saint Isle, F) verwendet. Die Organentnahme erfolgte wie
zuvor beschrieben.

Die Experimente zur Untersuchung einer verminderten HA-Synthese mittels 4-MU (3.3)
wurden ebenfalls in mannlichen Mausen des Stamms C57BL/6J durchgefihrt, die zuvor bei
Janvier (Le Genest Saint Isle, F) erworben wurden. Ab einem Alter von 16 Wochen wurde

eine Gruppe von Mausen fortlaufend mit 4-MU behandelt. Dafur wurden 50 g/kg 4-MU in
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normales Mause-Haltungsfutter (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, D) eingearbeitet. Zudem
wurde das Futter beider Gruppen, also der Kontroll- sowie der 4-MU-Gruppe, zusatzlich mit
Schokoladen-Aroma versetzt um eine schnellere Akzeptanz bei der Futterumstellung zu
erzielen. Eine vollstandige Zusammenstellung der Inhaltsstoffe ist dem Appendix zu
entnehmen (Tabelle 12). Ab Fitterungsbeginn wurde taglich das Koérpergewicht, sowie die
durchschnittlich aufgenommene Futtermenge dokumentiert, mit dem Ziel einer
korpergewichts-adaptierten Futterung. Somit wurde die Futtermenge fur die Kontrollgruppe
angepasst, wahrend die 4-MU-behandelten Mause ad libitum gefittert wurden. Sieben bis 10
Tage nach Beginn der 4-MU-Behandlung wurden die Mause beider Gruppen einer
operativen  Stenosierung des  Aortenbogens unterzogen. Es wurden zwei
Nachuntersuchungszeitrdume betrachtet, und zwar 3 Tage nach TAC-OP sowie eine
Langzeit-Studie 7 Wochen nach TAC-OP. Fur die Kurzzeitstudie wurden zusatzlich
scheinoperierte (englisch: sham) Mause als Kontrolle betrachtet. Fur die Langzeit-Studie
wurden die Mause 1 Tag vor, sowie 2 und 7 Wochen nach TAC-OP einer Echokardiografie
unterzogen. Die Mause wurden am Ende des Experiments einen Tag nach der letzten

echokardiografischen Untersuchung durch zervikale Dyslokation getotet (Abbildung 9).

-10T Sham/TAC T
0 +3T

4-MU (50 g/kg)

2

16 W
e T
0 +TWH1T

C57BL/6J 4-MU (50 g/kg)

Echo: 1T +2W +7TW

Abbildung 9: Studiendesign nach 4-Methylumbelliferon (4-MU)-Behandlung. Mannliche
C57BL/6J Mause wurden ab einem Alter von 16 Wochen mit 4-MU (50g/kg) oder einer Kontrolldiat
behandelt. Nach einer 10-tdgigen Behandlungsdauer wurden alle Tiere einer operativen Stenosierung
des Aortenbogens (TAC)- oder einer Schein (Sham)-Operation unterzogen. Es wurden zwei
Nachuntersuchungszeitrdume betrachtet, 3 Tage sowie 7 Wochen nach TAC- bzw. Sham-OP. Fir die
Langzeit-Studie wurden zudem 1 Tag vor, sowie 2 und 7 Wochen nach TAC-OP echokardiografische
Untersuchungen (Echo) durchgefuhrt.

Das Korpergewicht wurde kurz vor der Euthanasierung dokumentiert. Nach Genickbruch
wurde der Thorax eroffnet und das Herz freiprapariert. Fir die histologische Bestimmung der
Kardiomyzytengrofde mittels Wheat Germ Agglutinin (WGA)-Farbung (2.2.3) ist es wichtig,
dass die Herzen wahrend der Relaxationsphase fixiert werden. Daher wurde das Herz mit

kardiopleger Lésung nach Bretschneider (Custodiol®) perfundiert. Die natrium- und kalzium-
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arme Ldsung bewirkt einen Herzstillstand wahrend der Diastole. Nach Eréffnung des rechten
Vorhofs wurde die Spitze des linken Ventrikels mit einer Kanile punktiert und das
Herzgewebe durch Hoéhendruck (100 cm) unter physiologischem Druck mit ca. 5mL
Custadiol® perfundiert. Sobald kein Herzschlag mehr zu beobachten war, wurde das Herz
entnommen und kurz in einer Petrischale mit 0,7% NaCl (w/v) gespllt. Zum Entfernen
Uberschussiger Feuchtigkeit aus den Herzkammern wurde das Herz kurz mit der Basis auf
einem Papiertuch gelegt. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung des Feuchtgewichts. Die
Vorhéfe wurden abgetrennt und die Ventrikel des Herzens wurden in transverser
Schnittfhrung in drei Teile geschnitten. Die Herzbasis wurde fir die histologischen
Untersuchungen zunachst tUber Nacht bei 4°C in einer 4 %-igen Formaldehydldsung (v/v)
fixiert und bis zur weiteren histologischen Aufarbeitung (2.2.3) bei 4°C in PBS aufbewahrt.
Das mittlere Stick wurde fiur Genexpressionsanalysen (2.2.4) verwendet und zunachst in
flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C aufbewahrt. Mit dem
apikalen Teil wurde der Wassergehalt des Herzgewebes ermittelt. Dafir wurde das
Feuchtgewicht des Gewebestlicks nach Entnahme bestimmt und in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Nach einer Gefriertrocknung (ALPHA 2-4 LSC, Christ, Osterode am Harz, D) mit
angeschlossener Vakuumpumpe (RC6, Vacuubrand, Wertheim, D) wurde das
Trockengewicht gemessen. Als letztes wurde die Tibia-Lange am isolierten rechten
Unterschenkel als Parameter fur die Korpergrof3e bestimmit.

Fur die durchflusszytometrische Analyse (3.3.8) wurden wieder 16 Wochen alte mannliche
C57BL/6J Mause untersucht. Die 4-MU-Behandlung erfolgte gemalR dem zuvor
beschriebenen Versuchsablauf. Es wurden die Zeitpunkte kurz vor und 3 Tage nach TAC-
OP betrachtet (Abbildung 10). Die Blutentnahme am Tag 0, also am Tag der OP, erfolgte
durch Kappen der Schwanzspitze. Nach der Tétung wurde das Blut durch eine Herzpunktion

entnommen.

-10T TAC T
0 +3T
16W
G 4-MU (50 g/kg)
C57BL/6J
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zytometrie: 0 +3T

Abbildung 10: Studiendesign nach 4-Methylumbelliferon (4-MU)-Behandlung fiir
durchflusszytometrische Analyse. Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab einem Alter von
16 Wochen mit 4-MU (50g/kg) oder einer Kontrolldidt behandelt. Nach einer 10-tagigen
Behandlungsdauer wurden alle Tiere einer operativen Stenosierung des Aortenbogens (TAC)
unterzogen. Kurz vor TAC- sowie 3 Tage nach TAC-Operation wurde Blut (Tag 0) bzw. Blut und Herz
(Tag 3) fir eine durchflusszytometrische Analyse der enthaltenen Immunzellen entnommen.
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Unmittelbar danach wurde das Herz fur 20 min mit einer Kollagenase |- (450 U/ml) und
DNAse I-Lésung (60 U/ml) in gepufferter Salzlésung, Hank's Balanced Salt Solution (HBSS),
retrogard perfundiert. AnschlieRend wurde das Herzgewebe zerkleinert und fur weitere
15 min in der Losung inkubiert. Die Zellsuspension wurde daraufhin nacheinander durch
Nylonetze mit einer Porengréfte von 100 um und 40 um gegeben und bei 300 g fur 10 min
zentrifugiert. Das sedimentierte Zellpellet wurde im Zellkulturmedium RPMI 1640
resuspendiert und fir weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Schliellich wurde die
Einzelzellsuspension fir die Durchflusszytometrie mit entsprechenden Antikérpern gefarbt
und analysiert (2.2.5.4).

2.2.2.2 Operative Stenosierung des Aortenbogens und Schein-Operation

Die TAC ist ein etabliertes Modell zur Erforschung von Herzinsuffizienz, die durch eine
Einengung der Aorta transversa erzeugt wird und aufgrund einer Erhéhung der
linksventrikularen Nachlast eine Hypertrophie des Herzens induzierte.

Zu Beginn der OP wurde die Narkose durch intraperitoneale Applikation von Pentobarbital
(50 mg/kg Korpergewicht) eingeleitet. AnschlieRend wurden die Mause nach Intubation an
ein Beatmungsgerat (Minivent, Harvard, Holliston, MA, USA) angeschlossen und auf einem
beheizbaren Operationsplatz positioniert. Durch eine linksseitige Thorakotomie wurde unter
einem Stereomikroskop (M50, Leica, Wetzlar, D) der Aortenbogen dargestellt. Eine Stenose
definierter GroRe wurde durch Anlegen einer 27 G Nadel an die Aorta sichergestellt.
Unmittelbar nachdem die Nadel und Aorta zwischen dem Abgang des Truncus
brachiocephalicus und der Arteria carotis sinistra mit einem 7.0 Seidenfaden umschlungen
und verknotet war, wurde die Nadel entfernt (Abbildung 3). Somit wurde ein einheitlicher
Stenosegrad erzeugt. Der Wundverschluss wurde mit resorbierbarem Nahtmaterial
durchgefuhrt und nach Eintreten der Spontanatmung erfolgte die Extubation. Die Maus
verweilte bis zum vollstandigen Erwachen auf einer 37°C erwarmten Heizplatte. Die
perioperative Analgesie erfolgte durch subkutane Injektion von Buprenorphine (0.05—
0.1 mg/kg Kdrpergewicht, dreimal taglich).

Die sham-Operation wurde in gleicher Weise ausgefihrt mit der Ausnahme, dass nach
Umschlingen der Aorta der Knoten im Seidenfaden nicht festgezogen wurde.

Die operativen Eingriffe wurden von Prof. Dr. med. J. P. Schmitt (Institut fir Pharmakologie

und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Dusseldorf, D) durchgefuhrt.
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2.2.2.3 Echokardiografie

Eine echokardiografische Untersuchung wurde zur linksventrikuldren Funktionsanalyse des
Herzens flr die Langzeit-Studie (3.3.5) heranzogen. Hierfir wurde die Pumpfunktion des
Herzens basal 1 Tag vor TAC-OP und postoperativ, namlich 2 und 7 Wochen nach TAC-OP,
analysiert und unter 4-MU-Behandlung zur Kontrollgruppe verglichen.

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einer Narkosekammer mit 2,5 % (v/v) Isofluran in
Sauerstoff. Bei ausreichender Narkosetiefe wurden die Mause mithilfe einer Atemmaske fir
Kleinnager mit 2% (V/V) Isofluran in Sauerstoff beatmet, sodass die Narkose
aufrechterhalten wurde. Die Schallfenster wurden mittels Enthaarungscreme von Haaren
befreit. Anschlieffend wurden die Tiere auf einem 37°C-beheizten Elektroden-Kontakt-Block
fixiert, um einem Auskuhlen der Korpertemperatur wahrend der Narkose entgegenzuwirken.
Die Uberwachung der Vitalparameter wurde durch ein Elektrokardiogramm und der Messung
von Korpertemperatur und Atem- sowie Herzfrequenz sichergestellt. Vorgewarmtes
Aquasonic 100 Gel diente als Ultraschallkontaktgel und wurde auf dem enthaarten Brustkorb
aufgetragen. Die echokardiografischen Untersuchungen wurden unter Verwendung des
hochauflésenden Ultraschallgerats Visual Sonic Vevo 3100 (VisualSonics Inc., Toronto,
Canada) und einem 30-MHz Schallkopf (VisualSonics Inc., Toronto, Canada) durchgefunhrt.
Zur Ermittlung der parasternalenen kurzen und langen Achsen wurde im B- und im M-Mode
der linke Ventrikel vermessen. Mit diesen Werten ist es mdglich, die Hinterwanddicke
(englisch: posterior wall thickness, PWT) und die interventrikulare Wandstarke (IVS) sowie
die linksventrikularen endsystolischen und enddiastolischen inneren Durchmesser (LVIDs
und LVIDd) zu bestimmen. Weiterhin kénnen damit weitere Paramater, wie etwa die
Verkirzungsfraktion  (englisch:  fractional shortening, FS), das linksventrikulare
endsystolische und enddiastolische Volumen (ESV und EDV), die Ejektionsfraktion (EF), das
Schlagvolumen (SV) sowie das Herzzeitvolumen (HZV) und die berechnete
Herzmuskelmasse des linken Ventrikels (englisch: calculated LV mass) abgeleitet werden.
Zusatzlich wurde postoperativ die Flussgeschwindigkeit des Blutes an der Stenose im
Aortenbogen mittels Doppler-Echokardiografie bestimmt, sodass der Stenosegrad nach
TAC-OP gemalk dem Gesetz von Bernoulli berechnet wurde (Gradient=
4 x Flussgeschwindigkeit?).

Die Daten stellen ein arithmetisches Mittel aus mindestens 4 Herzzyklen pro Maus dar. Nach
der Messung wurde die Maus bis zum vollstandigen Erwachen Uberwacht.

Prof. Dr. med. J. P. Schmitt, (Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
Universitatsklinikum Dusseldorf, D), hat die hier beschriebenen Arbeiten durchgefihrt. Die

Untersuchung sowie die Auswertung erfolgten verblindet.
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2.2.3 Histologie und Zytologie

2.231 Zytochemische Farbungen

Die zytochemischen Farbungen bezeichnen Farbungen von Einzelzellen, die vorwiegend in

in vitro-Experimenten der Zellkultur zum Einsatz kommen.

2.2.3.11 Phalloidin

Die zuvor auf Deckglaschen ausgesaten und behandelten H9C2-Zellen (2.2.1.2) wurden
zunachst mit 37°C warmen PBS zweimal gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit
einer 3,7 %-igen Formaledehyd-PBS-Losung (v/v) fur 10 min fixiert. Nach zwei
Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit einem Detergenz, 0,1 %-iger Triton X-100-
PBS-Losung (v/v), auf Eis fir 3 min permeabilisiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und fur 30 min in einer Blockierldsung, bestehend aus 1 %-igen bovinen
Serumalbumin (BSA) in PBS (w/v), inkubiert. Die Alexa Fluor 488®-Phalloidin-L6sung wurde
1:500 in der Blockierlosung verdunnt und far 20 min im Dunkeln inkubiert. Nach zwei
Waschschritten in PBS wurde die Kernfarbung mit Roti®-Mount FluorCARE DAPI
durchgefihrt und die Einbettung erfolgte mit Vectashield® H-1000 zum Schutz vor
Ausbleichen der Fluoreszenzsignale.

Die Bildaufnahmen am Axiolmager.A2 Mikroskop und der ZEN Software 2.3 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, D) wurden innerhalb einer Woche durchgefuhrt, bis dahin war eine
lichtgeschitzte Aufbewahrung der Objekttrager notwendig. Die Zellen wurden mit 20-30
Bildaufnahmen pro Versuchsbedingung bei 40-facher Vergrélierung im blauen (465 nm) und
grunen Kanal (517 nm) aufgenommen. Mit dem Programm Image J 1.48 (National Institutes
of health, Bethesda, MD, USA) wurden die Bilder Uber ein Makro in ein Schwarzweil3-Bild
konvertiert und schlieBlich wurden manuell 50 Zellen pro Versuchsbedingung ausgewahlt.
Auswahlkriterium war das Vorliegen einer abgrenzbaren Zelle ohne Kontakt zu
Nachbarzellen mit einem einzelnen Zellkern. Pro Versuchsbedingung wurde somit das

arithmetisches Mittel aus 50 ZellgréRen gebildet.
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2.2.3.2 Histochemische Farbungen

Zur Beurteilung morphologischer Veranderungen des Herzens wurden sowohl
histochemische als auch immunhistochemische Farbungen von Paraffingewebsschnitten
herangezogen. In den folgenden Abschnitten werden die Herstellung von Paraffinschnitten
(2.2.3.2.1) und die verschiedenen angewandten Farbetechniken beschrieben (2.2.3.2.2 -
2.2.3.2.5).

2.2.3.21 Paraffinschnitte von Myokardbiopsien

Die fixierten Myokardbiopsien wurden bis zur weiteren Aufarbeitung in Histosetten® gelegt
und in PBS bei 4°C verwahrt. Die anschlieRende Entwasserung erfolgte maschinell im
Autotechnikon (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) und die Einbettung in Paraffin manuell
an einer Giel3station (Leica Microsystems, Wetzlar, D). Unter Verwendung des
Rotationsmikrotoms RM 2255 (Leica Microsystems, Wetzlar, D) wurden 5 pum dicke
Gewebsschnitte angefertigt, die zum Strecken in ein 40°C warmes Wasserbad Uberfihrt
wurden. Nachdem die Gewebsschnitte auf einem Objekttrager aufgezogen und bei
Raumtemperatur Gber Nacht getrocknet wurden, erfolgte die Hitzefixierung fir eine Stunde
bei 60°C in einem Warmeschrank.

Die Gewebsschnitte wurden vor Beginn jeder Farbung entparaffinisiert. Dazu wurden sie
dreimal flr jeweils 15 min in dem Lésungsmittel Roticlear® eingelegt und fir jeweils 2 min
mit einer absteigenden Ethanolreihe (100 %; 96 %; 70 %) gewassert und zweimal fur jeweils
5 min mit PBS gewaschen.

Zu Konservierungszwecken wurden die Schnitte nach erfolgter Farbung mit einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70 %; 96 %; 100 %) fur jeweils 2 min entwassert, fir 5 min in

Roticlear® eingelegt und mit dem Eindeckmedium Roti®-Mount eingedeckt.

2.23.2.2 Hyaluronsaure

Die HA eignet sich aufgrund seiner chemischen Struktur nicht als Zielstruktur fur einen
direkten Nachweis mittels Antikdrper. Um dennoch eine Veranderung in der HA-Synthese
auf Produktebene zu bestimmen, erfolgte eine histochemische Farbung mittels des
Hyaluronsaure-Bindeproteins (HABP), das spezifisch und stark an HA bindet.

Nach erfolgter Entparaffinisierung und Rehydrierung wurden endogene Biotin-Strukturen
mittels eines Avidin-Biotin  Blockiersystems entsprechend den Herstellerangaben
neutralisiert. Nach einer einstindigen Inkubation mit Blockierlésung (10 % 10x TBS (v/v),
10 % FCS (v/v), 1 % BSA (w/v)), wurden die Gewebsschnitte Uber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer mit biotinyliertem HABP (1:100) in 1%-iger BSA-PBS-L6sung behandelt.
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Am nachsten Tag wurden die Schnitte nach drei 5-minttigen PBS Waschschritten mit 3%-
igem Wasserstoffperoxid (in PBS verdlinnt) zur Inaktivierung von Peroxidasen fir 5 min
gebleicht und dreimal mit PBS gewaschen. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit
Streptavidin-konjugierter Meerrettichperoxidase (englisch: horseradish peroxidase, HRP)
(1:200) in einer feuchten Kammer und drei Waschschritten mit PBS. Zur Detektion wurde
eine Behandlung mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) entsprechend den Herstellerangaben
durchgefiihrt, das als chromogenes Substrat fir die HRP diente. Vor dem Entwéassern und
Eindecken wurde noch eine Kernfarbung mit Hamalaun durchgeflhrt.

Fir die Auswertung wurden im linken Ventrikel sechs Aufnahmen in 20-facher Vergroferung
mit dem Axiolmager.A2 Mikroskop und der ZEN Software 2.3 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, D) getatigt.

Zur Quantifizierung wurde das Programm Image J 1.48 (National Institutes of health,
Bethesda, MD, USA) herangezogen, das zusatzlich Uber das Color Deconvolution Plugin
verflugte [95]. Dieses ermdglichte eine Aufspaltung des Bildes in den roten Farbkanal,
sodass unter Verwendung eines konstanten Schwellenwerts die spezifische Braunfarbung
vom Hintergrundsignal abgegrenzt und quantifiziert wurde. Der prozentuale Anteil der
Braunfarbung wurde auf die im Bild dargestellte Gewebsflache normalisiert und folglich

wurde daraus ein arithmetisches Mittel der sechs Bildaufnahmen gebildet.

2.23.2.3 Makrophageninfiltration

Wahrend eines akuten Entzindungsstimulus wird zunachst das angeborene Immunsystem
aktiviert. Diese Phase ist unter anderem durch Infiltration von Makrophagen gekennzeichnet,
die von anderen Zyto- und Chemokinen angelockt und rekrutiert wurden. Als
immunhistologischer Marker gilt Mac-2, auch als Galectin-3 bekannt, in Forschungskreisen
als etabliert. Mac-2 ist ein Oberflachenprotein, welcher als spezifischer Marker von
Makrophagen beschrieben ist [96].

Die Arbeitsschritte fur das Farbeprotokoll waren entsprechend dem Protokoll zur Detektion
der Hyaluronsaure (2.2.3.2.2) mit wenigen Abweichungen. Ein Blockieren der endogene
Biotin-Strukturen mittels eines Avidin-Biotin Blockiersystems war in diesem Fall nicht
notwendig, da der Erstantikdrper anti-Mac-2 (1:1000) nicht biotinyliert war. Anstatt der
Streptavidin-konjugierten HRP wurde ein Zweitantikérper, anti-lgG2A-HRP, in einer
Konzentration von 1:500 verwendet.

Der linke Ventrikel wurde Uuber eine zusammengesetzte Aufnahme in 10-facher
Vergroflerung Axiolmager.A2 Mikroskop und der ZEN Software 2.3 (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, D) dargestellt. Farbeartefakte, wie zum Beispiel Auffaltungen des Schnittes

oder Randartefakte, wurden von der Auswertung mit dem Programm Image J 1.48 (National
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Institutes of health, Bethesda, MD, USA) ausgeschlossen. Die Auswertung erfolgte
ansonsten wie zuvor beschrieben (2.2.3.2.2) mithilfe des Color Deconvolution Plugin [95].
Der prozentuale Anteil der Braunfarbung wurde auf die betrachtete Gewebsflache des linken

Ventrikels normalisiert.

2.2.3.2.4 Fibrose

Fibrose ist durch Vermehrung von Bindegewebszellen und Kollagenfasern charakterisiert.
Letztere werden durch den Farbstoff Picro-Sirius-Rot spezifisch angefarbt und ermdglichen
somit eine Abschatzung des Fibrose-Ausmalles im Herzen.

Nach der Entparaffinisierung und Rehydrierung wurden die Gewebsschnitte fir eine Minute
mit destillietem Wasser gewaschen und fur 7 min in einer Celestine-Blau-Lésung zur
Zellkernfarbung behandelt. Danach wurden die Schnitte zweimal in einer 1%-igen Salzsaure
(HCI) differenziert und 5 min lang unter laufendem Leitungswasser geblaut. AbschlieRend
erfolgte eine 30-minltige Inkubation in einer Picro-Sirius-Rot Ldsung, bevor die
Gewebsschnitte entwassert und eingedeckt wurden.

Die Bestimmung der interstitiellen Fibrose erfolgte Uber eine zusammengesetzte Aufnahme
des gesamten linken Ventrikels in 10-facher Vergroerung mit dem Axiolmager.A2
Mikroskop und der ZEN Software 2.3 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, D). GroRere
Gefalle wurden von der Auswertung mit dem Image J 1.48 (National Institutes of health,
Bethesda, MD, USA) ausgeschlossen. Es wurde ein konstanter Farb-Schwellenwert fir alle
Gewebsschnitte eines Farbeprozess ausgewahlt und mittels eines Makros halbautomatisch
ausgewertet.

Fur die Bestimmung der perivaskularen Fibrose in unmittelbarer Nahe von arteriellen
GefalBen wurden mindestens drei querangeschnittene Arterien im linken Ventrikel
ausgewahlt und in 20-facher VergréRerung aufgenommen. Mit dem Programm Image J 1.48
wurde das fibrotische Gefald mit einem ROI (englisch: region of interest) markiert, in dem
anschlielend die Farbung mit einem konstanten Farbschwellenwert bestimmt wurde. Dieser
Wert wurde dann auf die GefaligroRe normalisiert. Als Mal} fir die GefallgroRe wurde die
querangeschnittene Media-Flache mittels des Wand tracing Tool des Image J Programms
bestimmt. Fur jedes Herz wurde schlielich ein arithmetisches Mittel aus drei ausgewerteten

Arterien gebildet.
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223.25 Querschnittsflache von Kardiomyozyten

Eine kardiale Hypertrophie ist durch eine Vergrdlerung der einzelnen Herzmuskelzellen
gekennzeichnet. Fur eine valide Quantifizierung der Querschnittsflache von Kardiomyozyten
ist es notwendig die Herzen wahrend einer diastolischen Kardioplegie zu entnehmen und zu
fixieren. Zu diesem Zweck wurden diese Herzen vor der Organentnahme mit einer
kardioplegen Custadiol®-Losung perfundiert (2.2.2.1).

Nach der Entparaffinisierung und Rehydrierung wurden die Gewebsschnitte zur
Permeabilisierung flr 8 min in Zitratpuffer (0,01M; pH 6) in einer Mikrowelle bei 500 Watt
gekocht. Nach 4-minltiger Abkihlzeit wurden die Schnitte wieder in Zitratpuffer fir 4 min
gekocht. Dieser Schritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Nach 20-minatiger Abkuhlzeit
wurden die Schnitte zweimal in PBS gewaschen und mit jeweils 30 yL RNase-Ldsung
(5 pg/mL) behandelt und vor der 20-minitigen Inkubation bei 37°C in einem Warmeschrank
mit Parafilm als Verdunstungsschutz abgedeckt. Nach drei 5-minitigen Waschschritten mit
PBS wurden zur Farbung der Zellmembran 30 uL der WGA-L6sung (1:50 in PBS verdinnt)
auf jeden Schnitt pipettiert, mit Parafiim abgedeckt und fir 30 min bei 37°C im
Warmeschrank im Dunkeln inkubiert. Die Schnitte wurden vor und nach der Kernfarbung mit
Roti®-Mount Fluor-Care DAPI zweimal mit PBS gewaschen. Die Einbettung erfolgte mit
Vectashield® H-1000, das zugleich ein Ausbleichen von Fluoreszenzsignalen verzdgert.

Die Bildaufnahmen am Axiolmager.A2 Mikroskop und der ZEN Software 2.3 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, D) wurden innerhalb einer Woche durchgeflihrt, bis dahin war eine
lichtgeschltzte Aufbewahrung der Schnitte notwendig. Der gesamte linke Ventrikel wurde in
10-20 Bildaufnahmen pro Schnitt bei 20-facher VergroRerung im blauen (465 nm) und
grinen Kanal (517 nm) aufgenommen.

Mit dem Programm Image J 1.48 (National Institutes of health, Bethesda, MD, USA) wurden
die Bilder Uber ein Makro in ein Schwarzweil3-Bild konvertiert und schlief3lich wurden manuell
50 Zellen pro Schnitt ausgewahlt. Es wurde nur solche Myozyten ausgewahlt, die transvers
angeschnitten waren und eine runde Form sowie einen einzelnen und mittig gelegenen
Zellkern aufwiesen. Pro Herz wurde somit ein arithmetisches Mittel aus 50 ZellgroRen

gebildet.
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2.2.4 Genexpressionsanalyse

2241 RNA-Isolation und RNA-Konzentrationsbestimmung

Vor Versuchsbeginn wurde zur Dekontaminierung von RNAsen die Arbeitsflache sowie
Materialen mit RNase ZAP™ gereinigt. Zur Gewinnung der RNA wurde das RNeasy® Mini
oder Midi Kit mit Proteinase K und DNase-Verdau entsprechend den Herstellerangaben
verwendet.

Die Lyse der bei -80°C verwahrten Herzen erfolgte nach dem Transport in flissigem
Stickstoff und mit Uberfiihrung in ein mit 600 puL Puffer (mitgelieferter Lysepuffer) gefllltes
Reaktionsgefal®. Das Herzgewebe wurde mechanisch unter Verwendung eines Ultra-
Turrax® (IKA-Werke, Staufen im Breisgau, D) auf héchster Stufe fur ca. 30 s zerkleinert.
Nach einem 20-mindtigen Proteinase K-Verdau (1:90) bei 55° und der anschlieRenden RNA-
Extraktion in RNase freiem Wasser wurde die Absorption des Eluats bei 230 nm, 260 nm
und 280 nm mit dem Spektrophotometer Nanodrop-1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA

gemessen.

2.24.2 Reverse Transkription und quantitative realtime Polymerase Chain
Reaction

Fur die Umschreibung von 1 ug RNA in komplementare DNA (englisch: complementary
DNA, cDNA) wurde die reverse Transkriptase Superscript|I™ entsprechend den
Herstellerangaben verwendet. In der Negativkontrolle wurde die reverse Transkriptase durch
Wasser ersetzt.

Die Quantifizierung der cDNA wurde am StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) unter Verwendung der HotMaster Taqg DNA Polymerase
mit zugesetztem SYBR®-Green-Farbstoff (1:50) durchgefuhrt. Der qPCR-Ansatz beinhaltete
zudem die Vorwarts- sowie Ruckwartsprimer in einer Konzentration von 0,16 yM und
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) in einer Konzentration von jeweils 10 mM. Die
cDNA wurde schlieBlich in einer Menge von 10 ng hinzugegeben.

Die verwendeten Primersequenzen wurden unter Verwendung der Online-Tools Primer3Plus
[97] und NCBI Primer-BLAST [98] entworfen und kénnen der Tabelle 4 entnommen werden.
Eine Analyse der Schmelzkurve der PCR-Produkte diente als Qualitatsnachweis. Die
Auswertung erfolgte unter Verwendung der AACg—Methode [99]. Die messenger RNA
(mRNA)-Expression der Zielgene wurde auf die der endogenen Kontrolle, Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), normalisiert. Alle Messungen erfolgten als

Dreifachbestimmungen.
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Tabelle 4: Verwendete murine Primersequenzen fiir gPCR. Gene als Gensymbole abgekirzt.

Gen Vorwartsprimersequenz (5" > 3) Ruickwértsprimersequenz (5" > 3")
a-Sma TGACGCTGAAGTATCCGATA ATAGAAAGAGTGGTGCCAGA
Anp ACAGATCTGATGGATTTCAAGAACCTGC AGTGCGGCCCCTGCTTCCTCA
Bnp GGATCGGATCCGTCAGTCGTT AGACCCAGGCAGAGTCAGAAA
Ccl2 GCTCAGCCAGATGCAGTTAA TCTTGAGCTTGGTGACAAAAACT
Ccl5 AGCAGCAAGTGCTCCAATCT CCCACTTCTTCTCTGGGTTG

Cer2 AGTTCAGCTGCCTGCAAAGA GCCGTGGATGAACTGAGGTA
Ccrb AGACATCCGTTCCCCCTACA GCAGGGTGCTGACATACCAT
Cx3cl1 GCGACAAGATGACCTCACGA TGTCGTCTCCAGGACAATGG
Cx3cr1 AGTGTGTCGGGTGTCCATTC GGTAAGGCGAGTCAGCAGTT
Cxcl1 AGTCATAGCCACACTCAAGA CTTTCTCCGTTACTTGGGGA
Col1at GAAGTCAGCTGCATACACAA CAGTCCAGTTCTTCATTGCA
Col3at CTCCCCTGGAATCTGTGAAT CCCACTCCAGACTTGACAT

Fn1 CTTGTAAGGGTTGTGGTCTG CAGCTCTCAGTAATGTCACG
Gapdh TGGCAAAGTGGAGATTGTTG CATTATCGGCCTTGACTGTG

Has1 CCAAGTATGAGTCTGGACATGAA TCCCTCATTTCAAAGAGAAGGTAA
Has2 CTGGTGAGACAGAAGAGTCC GGCAGGGTCAAGCATAGTAT
Has3 GATGTCCAAATCCTCAACAAG CCCACTAATACATTGCACAC

IL-1B GGATGAGGACATGAGCACCT CGTCACACACCAGCAGGTTA
Mmp2 ATGTGGCCAACTACAACTTC CCATACTTTTAAGGCCCGAG
Myh6 AGAAGCGCAATGCAGAGTCGGTGAA GGTCCTGCAGCCGCATTAAGTTCTTCT
Myh7 AAGGCAAAGAAAGGCTCATC AGACTTTGTCTCATTGGGGA

Tn-c TCAGTGTGATTGCCATGAAG ACCATCCAGAGCTGTGATTA
Timp3 GCAGATGAAGATGTACCGAG ACATCTTGCCTTCATACACG

Vim GAAGGCGAGGAGAGCAGGATTTCT AGTGGGTGTCAACCAGAGGAAGTGA

2.24.3 Gene Array Analyse

In Kooperation mit Prof. Dr. Kéhrer und Dr. Deenen aus dem Biologisch-Medizinischen
Dusseldorf

Transkriptomanalyse durchgefiihrt. Die Qualitdt und Quantitat der mittels RNeasy® Midi Kit

Forschungszentrum  der  Heinrich-Heine-Universitat in wurde  die
isolierten RNA wurde im Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) Uberprift. Nur RNA mit hohen RNA-Integritats-Nummern (RIN)-Werten gingen in die
Analyse ein. Als Messplattform wurde der Gene Array GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST

(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) verwendet.

35



Material und Methoden

2.2.5 Proteinbiochemie

2.2.51 Massenspektrometrie

Die Proteomanalyse wurde in Kooperation mit Prof. Dr. Stihler und Dr. Poschmann aus dem
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat in Disseldorf
umgesetzt.

Nach der Proteinisolation aus dem Herzgewebe wurden die Proben mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Silberfarbung visualisiert (Abbildung 11). Dabei wurde ein Teil der
Probe (1pg) zur Qualitatskontrolle der Proteinisolation in einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Ein anderer Teil der Probe (5 pg) wurde Uber eine kurze Laufstrecke (etwa
4 mm) separiert. Letzteres wurde zur weiteren Probenaufbereitung fur die MS-Analyse
verwendet: es erfolgte eine Entfarbung der Proteinbanden, die anschlieRend gewaschen,
reduziert, alkyliert und tryptisch verdaut wurden. Die entstehenden Peptide wurden aus dem

Gel extrahiert und fur die massenspektrometrische Messung vorbereitet.
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Abbildung 11: Isolierte Proteine aus einem Mausherz. Das Proteinlysat wurde mittels SDS-PAGE
in einem Polyacrylamidgel Uber eine lange und kurze Laufstrecke aufgetrennt und mittels Silber-
Farbung visualisiert (n = 1).
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Die extrahierten Peptide wurden Uber eine UltiMate™ 3000 Rapid Separation
Flissigchromatografie (Thermo Scientific, Idstein, D) separiert. Die Messung erfolgte mit
Hilfe eines Orbitrap Elite™ Hybridmassenspektrometers (Thermo Scientific, Bremen,
Germany). Die Datenanalyse wurde mittels der MaxQuant Software (Max Planck Institute of
Biochemistry, Planegg, D) und die funktionelle Gen-Annotationsanalyse mittels der Software
Perseus (Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, D) durchgefihrt. Die
Durchfihrung sowie die anschlieBende statistische Auswertung erfolgten durch Dr.

Poschmann.

2.2.5.2 Hyaluronsaure-Bindeprotein Sandwich ELISA-ahnlicher Assay

Fir die Bestimmung der HA-Sekretion der H9C2-Zellen in Abhangigkeit von Isoprenalin-
Stimulation und 4-MU-Behandlung wurde das Zellmedium nach 24-stindiger Inkubation
abgenommen. Die HA-Menge wurde Uber ein HABP Sandwich ELISA-ahnliches Kit nach
Herstellerangaben durch freundliche Unterstitzung von Frau Ruiter (Institut fir
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Dusseldorf, D) gemessen.
Die photometrische Messung erfolgte bei 450 nm in dem ELISA-Plate Reader Multiskan™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Die gemessene HA-Menge wurde auf die
Proteinmenge der untersuchten Zellen normalisiert. Daflir wurden die Zellen mit einer
0,1 M Natronlauge lysiert und eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt [100].

Die Bestimmung der HA-Menge im Blutplasma erfolgte mittels des gleichen Kits. Nachdem
das Blut durch Herzpunktion entnommen wurde, erfolgte ein 15-minltiger Zentrifugations-
schritt bei 1500 g. Das im Uberstand befindliche Plasma wurde abgenommen und bis zur
Messung bei -80°C aufbewahrt. Die gemessene HA-Menge wurde auf das in die Analyse

eingegangene Blutplasmavolumen normalisiert.

2.2.5.3 Proteinnachweis von ERK1/2 und pERK1/2 mittels Western Blot

Die tiefgefrorenen Herzgewebestlickchen wurden in 500 yL PBS mit zugesetzten Protease-
(100 pM  Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 mM Benzamidin) und Phosphatase-Inhibitoren
(2 mM Imidazol, 5 mM Natriumfluorid, 4 mM Natriumkaliumtartrat) dreimal fir 10 s auf Eis
mechanisch mittels eines Ultra-Turrax® (IKA-Werke, Staufen im Breisgau, D) zerkleinert.
Anschliefend wurde das Homogenat bei 4°C flr 15 min bei 10.000 g zentrifugiert. Etwa
400 uL des Uberstandes wurden mit einem 3-fach konzentrierten Lammli-Ladepuffers
(6 % Natriumlaurylsulfat (SDS) (w/v), 30 % Glycerol (v/v), 0,015 % Bromphenolblau (w/v),
19,5 mM Tris, pH 6,8) verdinnt.
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Fir die Proteinbestimmung wurden 25 uL des Uberstandes im Verhaltnis 1:4 mit Wasser
verdinnt und nach Herstellerangaben des Pierce™ BCA Protein Assay Kit durchgefihrt. Die
photometrische Messung erfolgte bei 562 nm im Mikroplattenlesegerat Synergy™ MX
(BioTek, Winooski, VT, USA).

Die Proteine wurden mittels einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Standardprotokoll auf einem 15 %-igen Trenngel entsprechend des Molekulargewichts
aufgetrennt. AnschlielRend erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine
Immobilon®-P PVDF Membran mittels Western Blot bei 100 V fir 1 Stunde. Die Membran
wurde mit den entsprechenden Erstantikorpern, anti-pERK1/2 (1:1000) oder anti-ERK1/2
(1:1000), in Blockmilch (5 % BSA in TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween® 20
(v/v), pH 7,6) bei 4°C schwenkend Uber Nacht inkubiert. Die Membran wurde am nachsten
Tag mit Hilfe des Proteindetektionssystems SNAP i.d.® 2.0 (Merck Millipore, Burlington, MS,
USA) viermal mit TBS-T gewaschen, 10 min mit dem anti-lgG-HRP Zweitantikdrper
(1:10.000) in Blockmilch inkubiert und abschliefend viermal mit TBS-T gewaschen. Die
Chemilumineszenzdetektion erfolgte durch Zugabe des HRP-Substrat Luminata Forte. Die
Rontgenfilme wurden fur unterschiedliche Zeitspannen belichtet und anschlieBend mit dem
Durchlichtscanner ScanMaker i800plus (Microtek, Hsinchu, TWN) aufgenommen. Die
Quantifizierung der Signalstarke wurde mithilfe der Software Image Studio Lite 4.0 (LI-COR
Lincoln, NB, USA) durchgefihrt.

2.2.5.4 Durchflusszytometrie

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Grandoch und Dr. Homann vom Institut flr
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitat in Disseldorf
wurden die durchflusszytometrischen Daten erhoben.

Die Blutzellen wurden nach einem Standardprotokoll gefarbt. Die verwendeten Fluorophor-
gekoppelten Antikérper zur Charakterisierung der Immunzellen aus dem Herzen kdnnen der
Tabelle 2 entnommen werden (2.1.2). Die absoluten Zellzahlen wurden durch Messung
fluorophor-gekoppelter Microbeads, den sogenannten Flow-Count Fluorospheres, bestimmt.
Als Messplattform wurde das LSRIlI Durchflusszytometer (BD Bioscience, San Jose, CA,
USA) verwendet.

Die Durchfiihrung sowie die anschliefiende statistische Auswertung mittels der Kaluza Flow
Analysis Software 1.3 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) erfolgten mit freundlicher

Unterstltzung von Dr. Homann.
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2.2.6 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism 7.0 Software
(Software Inc., La Jolla, CA, USA). Sofern nicht anders vermerkt, wurde zum Vergleich
zweier Datensatze der ungepaarte Student’s t-test (t-Test) und zum Vergleich mehrerer
Datensatze eine one-way Analysis of Variance (ANOVA) mit anschlieRendem Tuckey-Test
durchgefuhrt. Bei Vorliegen von zwei Variablen, wie zum Beispiel das Koérpergewicht in
Abhangigkeit von Zeit und Behandlung, wurde zum Testen eine two-way ANOVA verwendet.
Im Fall der in vitro-Zellkultur-Experimente wurde die gepaarte repeated measures (RM) one-
way ANOVA durchgefiihrt. Fir die Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit nach
Kaplan-Meier wurde der Log-Rank-Test eingesetzt. Als statistisch signifikant wurden
Signifikanzwerte mit p < 0,05 festgelegt. Der Grubb’s Tests wurde zur Bestimmung von
potentiellen Ausreiern durchgefihrt. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler

(englisch: standard error of the mean, SEM) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Transkriptom- und Proteom-Analysen im genetischen
Hypertrophie-Mausmodell

Die Pathogenese der HCM ist nicht vollstandig erforscht. Insbesondere ist unklar, welche
molekularen Signalkaskaden zwischen den ursachlichen Mutationen und dem klinischen
Phanotyp vermitteln. Daher wurden im ersten Teil der Arbeit 2zunachst
Genexpressionsanalysen durchgeflhrt, um durch Vergleich der Expressionsmuster mit
gesunden Wildtyp (WT)-Mausen neue Kandidatengene zu identifizieren werden, die
ursachlich an der Pathogenese beteiligt sein kdnnten.

Mittels Gene Array (3.1.1) und Massenspektrometrie (MS) Analyse (3.1.2) wurden
Kandidaten auf Transkriptions- als auch Proteinebene entdeckt, die eine starke
Dysregulation in einem genetischen Mausmodell der HCM aufwiesen. Bei dem Modell
handelt es sich um 129/SvEv Mause, die eine kombinierte Heterozygotie von zwei
krankheitsauslésenden Knockin-Mutationen, Val606Met (VM/+) und Arg453Cys (RC/+), im
Genlocus der schweren Myosinkette (a-MHC) tragen. Diese beiden Sarkomer-Mutationen
wurden bei familiaren Formen der HCM in betroffenen Menschen identifiziert. Im Vergleich
zu einfach heterozygoten Tieren entwickeln VM/RC-Mause frihzeitig einen schweren HCM-
Phanotyp, der durch eine verschlechterte Pumpfunktion des Herzens und durch frihes
Einsetzen des myokardialen Remodeling charakterisiert sind. Es wurden mannliche VM/RC-
Mause im Alter von acht Wochen untersucht und gegen geschlechts- und altersadaptierte
WT-Mause verglichen. In diesem Alter sind noch keine morphologischen oder funktionellen
Auffalligkeiten bei den VM/RC-Herzen erkennbar. Somit wurde sichergestellt, dass nur
primare Veranderungen durch die hier verwendeten Analysen abgebildet wurden. Eine
ausflihrliche Beschreibung des Phanotyps ist dem Abschnitt 1.1.3.2 zu entnehmen.

Aufgrund der schwerwiegenden Auspragung des HCM-Phanotyps wurden die VM/RC-
Mause als Modell zur Untersuchung der Pathogenese von HCM als geeignet erachtet,

sodass sowohl Transkriptom- als auch Proteom-Analysen in diesem Modell erfolgten.
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3.1.1 Analyse des Transkriptoms im Herzen

Veranderungen im Transkriptom des Herzens wurden genomweit durch eine Gene Array
Analyse untersucht und dienen als erste Hinweise fur die zugrundeliegenden Mechanismen
im Rahmen der Pathogenese der HCM.

In Kooperation mit Prof. Dr. Kéhrer und Dr. Deenen aus dem Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf wurde die Transkriptom-
Analyse durchgeflhrt.

Der verwendete Gene Array GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST von Affymetrix bildet die
Expressionsstarke von 28.000 kodierenden und von 7.000 nicht-kodierenden Transkripten
ab. Fur die Analyse wurden drei mannliche VM/RC-Mause untersucht und gegen vier
geschlechts- und altersadaptierte WT-Mause verglichen. Zum Zeitpunkt der Organentnahme
und somit der RNA-Isolation waren die Mause beider Gruppen acht Wochen alt. In diesem
Lebensalter besteht noch keine Manifestation des HCM-Phanotyps.

Unter diesen Versuchsbedingungen wurde eine Regulation von 754 Transkripten im Herzen
von VM/RC-Mausen im Vergleich zu WT-Tieren nachgewiesen (p < 0,05). Davon zeigten
220 Transkripte eine Abnahme (< 0,5-fach) und 534 Transkripte eine Zunahme (> 2,0-fach)
der Genexpression im Vergleich zu WT-Tieren (p < 0,05).

Die differentiell exprimierten Gene wurden einer funktionellen Gen-Annotationsanalyse
unterzogen. Dafir wurden die Transkripte zunachst in ein webbasiertes Programm namens
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) importiert [101,
102]. Auf Grundlage von hinterlegten Datenbanken werden die Gene den jeweiligen
funktionellen Gengruppen zugeordnet und gemal statistischer Signifikanz bzw.
Anreicherung sortiert. Somit ist es moglich, Kandidaten zu identifizieren die im
Zusammenspiel mit anderen identifizierten regulierten Genen derselben funktionellen
Gengruppe Uberreprasentativ vertreten sind und von denen daher eine hohe biologische
Relevanz anzunehmen ist.

Nachfolgend werden die drei Kategorien der sogenannten Gen-Ontologien (GO term)
betrachtet: zellulares Kompartiment (englisch: cellular component, GOCC) (Tabelle 5),
biologische Prozesse (GOBP) (Tabelle 6) und molekulare Funktion (GOMF) (Tabelle 7).
Dargestellt sind in Tabelle 5 - Tabelle 7 die jeweiligen Ranglisten (TOP10) fir die 10 am
starksten angereicherten GO terms, sortiert nach dem berechneten Anreicherungswert

(Enrichment Score) mit dem dazugehérigen p-Wert.
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Auffallig war, dass bei der Kategorie zellulares Kompartiment (Tabelle 5) vor allem Gene, die
fur den Extrazellularraum kodieren, differentiell exprimiert vorliegen, wie zum Beispiel
extracellular region part (GO:0044421) extracellular matrix (GO:0031012) und extracellular
region (GO:0005576).

Tabelle 5: Kategoreale Anreicherungsanalyse: TOP10-Rangliste der GO terms fir zelluldres
Kompartiment (GOCC). In die Analyse sind Transkripte eingegangen, die im Vergleich der VM/RC-
Mausherzen zu Wildtyp-Mausherzen (n = 3-4; p < 0,05) eine veranderte Expression aufwiesen.

3 Jevel GOCC Enrichment Score p-Wert

extracellular region part 105,15 2,15E-46
extracellular matrix 82,20 1,99E-36
extracellular region 74,73 3,52E-33
proteinaceous extracellular matrix 68,23 2,34E-30
extracellular space 67,50 4,86E-30
extracellular matrix part 43 67 1,08E-19
collagen 32,57 7,17E-15
cytoplasmic part 24,35 2,65E-11
basement membrane 22,07 2,59E-10
extracellular vesicular exosome 16,24 8,87E-08
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Auch bei der GO Kategorie biologische Prozesse (Tabelle 6) waren GO terms, die im
Kontext mit Struktur und Aufbau der EZM stehen, vertreten, so zum Beispiel extracellular
matrix organization (GO:0030198) an sechster Stelle und extracellular structure organization
(G0:0043062) an siebter Stelle. Dartiber hinaus lagen auch Gene stark angereichert vor, die
der Zellmigration dienen, wie etwa regulation of cell migration (GO:0030334), regulation of
cell motility (G0O:2000145), regulation of cellular component movement (GO:0051270),
regulation of locomotion (GO:0040012).

Tabelle 6: Kategoreale Anreicherungsanalyse: TOP10-Rangliste der GO terms fiir biologische
Prozesse (GOBP). In die Analyse sind Transkripte eingegangen, die im Vergleich der VM/RC-
Mausherzen zu Wildtyp-Mausherzen (n = 3-4; p < 0,05) eine veranderte Expression aufwiesen.

3rd level GOBP Enrichment Score p-Wert

regulation of cell migration 27,52 1,12E-12
regulation of multicellular organismal process 26,85 2,18E-12
regulation of cell motility 26,40 3,42E-12
regulation of cellular component movement 25,95 5,38E-12
angiogenesis 25,84 6,00E-12
extracellular matrix organization 25,62 7,44E-12
extracellular structure organization 25,50 8,39E-12
regulation of locomotion 24,39 2,56E-11
regulation of response to stimulus 23,85 4,39E-11
developmental process 23,78 4,68E-11
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Bei der GO Kategorie molekulare Funktion (Tabelle 7) waren in der TOP10-Rangliste wieder
viele GO terms vertreten, die an der Bindung von EZM-Bestandteilen beteiligt sind, wie etwa
heparin binding (G0:0008201), fibronectin binding (GO:0001968), extracellular matrix
structural constituent (GO:0005201) und collagen binding (G0O:0005518). Regulierte Gene,
die dem GO term glycosaminoglycan binding (G0O:0005539) zugeordnet wurden, lagen mit
einem Enrichment Score von 29,27 am starksten angereichert vor. Ein wichtiger Vertreter

von Glykosaminoglykanen ist die HA.

Tabelle 7: Kategoreale Anreicherungsanalyse: TOP10-Rangliste der GO terms fiir molekulare
Funktion (GOMF). In die Analyse sind Transkripte eingegangen, die im Vergleich der VM/RC-
Mausherzen zu Wildtyp-Mausherzen (n = 3-4; p < 0,05) eine veranderte Expression aufwiesen.

3 level GOMF Enrichment Score p-Wert

glycosaminoglycan binding 29,27 1,94E-13
carbohydrate derivative binding 29,05 2,41E-13
heparin binding 25,06 1,31E-11
growth factor binding 21,74 3,63E-10
sulfur compound binding 21,73 3,66E-10
fibronectin binding 21,23 6,03E-10
extracellular matrix structural constituent 18,14 1,32E-08
protein binding 16,75 5,34E-08
receptor binding 16,41 7,51E-08
collagen binding 14,90 3,37E-07

Die Validierung der mittels Gene Array erhobenen Expressionsdaten erfolgte durch qPCR.
Die Liste mit den 754 regulierten Transkripten (p <0,05) wurde zu diesem Zwecke
stringenter gefiltert, sodass nur Gene mit einem p-Wert p < 0,01 betrachtet wurden. Hieraus
wurde eine Liste mit 119 regulierten Transkripten generiert, bei denen 16 Gene eine
Abnahme (< 0,5-fach) und 103 Gene eine Zunahme (> 2,0-fach) der Expression im Vergleich
zu WT-Tieren zeigten.

Aus dieser Liste wurden schliellich 15 Gene ausgewahlt, bei denen nach umfangreicher
Literaturrecherche eine hohe biologische Bedeutung fir die Pathogenese der HCM

angenommen wurde. Mit dieser zweiten unabhangigen Methode wurde eine relative
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Quantifizierung der Genexpression von 15 regulierten Genen (als Gensymbole abgekurzt:
Bgn, Cd44, Col1a1, Col3a1, Egr1, Fn1, Frzb, Lum, Mmp2, OIfr1034, Postn, Sic24a2, Tgfb2,
Cacnatg, Tbx15) im Vergleich zu WT-Mausen ermittelt. Hierunter findet sich auch der CD44-
Rezeptor, der hauptsachlich an der HA-Signaltransduktion beteiligt ist [70]. Mittels Gene
Array Analyse wurde fur Cd44 eine signifikant erhdhte Genexpression (2,22-fach) gezeigt.
Dieser Befund wurde durch gPCR bestatigt, wobei die gemessene Genexpression hier sogar
10,05-fach erhoéht vorlag.

Zur Normalisierung wurde das Referenzgen Gapdh verwendet. Die komparative AACt-
Methode wurde zur Bestimmung der relativen Genexpression eingesetzt [103]. Die
Berechnung des Spearman-Koeffizienten ergab auf Grundlage der Expressionsdaten aus
Gene Array und gPCR eine mittlere positive Korrelation (r?=0,6559) mit einem p-Wert von
0,0096 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Korrelation der Genexpression gemessen durch qPCR und Gene Array. Die
Mittelwerte der relativen x-fachen Anderung (fold change) der Expressionsstarke sind im Vergleich zu
Wildtyp-Mausherzen von 15 regulierten Genen als Streudiagramm dargestellt. Die Messdaten des
Rezeptors CD44 sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Eine entsprechende Regressionslinie
(y =1,983x + 0,7713) ist abgebildet.

Zusammenfassend wurden durch die Gene Array Analyse 754 Transkripte identifiziert, die
eine signifikante Regulation im Herzen von VM/RC-Mausen noch vor Einsetzen des
myokardialen Remodeling im Vergleich zu WT-Mausen zeigten. Diese lieien sich mittels
DAVID funktionellen Gengruppen zuordnen, die vorwiegend am Aufbau und Funktion der
EZM beteiligt sind. Aber auch Gene, die im funktionellen Zusammenhang mit Zellmigration
stehen, lagen stark angereichert vor. Hervorzuheben ist aulRerdem, dass mittels Gene Array
und gPCR Analyse der HA-Rezeptor CD44 mit einer erhdhten Expression als signifikant

hochreguliertes Transkript identifiziert worden ist.
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3.1.2 Analyse des Proteoms im Herzen

Die Gene Array Analyse zeigte eine starke Regulation von mRNA-Transkripten, die
vornehmlich fir Proteine der EZM kodieren. Im nachsten Teil der Arbeit wurde gepruft, ob
auch auf Proteinebene Veranderungen der EZM zu beobachten sind. Hierzu wurde eine
Massenspektrometrie-basierte Untersuchung des Proteoms im Herzen durchgefihrt. In
Kooperation mit Prof. Dr. Stihler und Dr. Poschmann aus dem Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf wurde die MS-Analyse
durchgefuhrt. Eine Datenbanksuche mittels MaxQuant (Max Planck Institute of Biochemistry,
Planegg, D) lieferte schlieRlich Informationen Uber die Identitdt und Abundanz der
untersuchten Peptide und Proteine. Hierbei wurden 1602 Proteine mit mindestens zwei
Peptiden identifiziert. Davon sind 957 Proteine, die in beiden Gruppen (jeweils sechs
biologische Replikate) mindestens drei giltige Werte aufwiesen, in die quantitative Analyse
eingegangen. Als statistischer Test wurde die Significance Analysis of Microarrays (SAM)
Methode verwendet mit einer False Discovery Rate (FDR) von 1 % [104]. Somit zeigten 121
Proteine eine signifikant unterschiedliche Abundanz, davon waren 90 Proteine héher (> 1,7-
fach) und 31 Proteine niedriger (< 0,6-fach) abundant in VM/RC-Mausen im Vergleich zu
WT-Mausen. Die heatmap, eine haufig verwendete Darstellung zur Visualisierung von
groBen Datensatzen erhoben durch Transkriptions- oder Proteom-Analysen, und eine
hierarchische Klassifizierung zeigten, dass die biologischen Replikate der beiden
betrachteten Genotypen, VM/RC und WT, zu homogenen Gruppen Ubergeordnet wurden

und das Proteom beider Gruppen signifikante Unterschiede aufwies (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Heatmap und hierarchische Klassifizierung. Abgebildet sind die farbcodierten
Intensitaten von 957 identifizierten Proteinen aus der massenspektrometrische Analyse von sechs
VM/RC- gegen sechs alters-, Mausstamm- und geschlechts-adaptierte Wildtyp (WT)-Mausherzen. Der
gelbe Farbbereich zeigt eine relativ héhere Abundanz und der rote Farbbereich zeigt eine relativ
niedrigere Abundanz der identifizierten Proteine an. Die hierarchische Klassifizierung ordnet den
Proben anhand der Intensitatsprofile eine ibergeordnete Gruppe zu.
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Ahnlich der Transkriptom-Analyse wurden die differentiell abundanten Proteine einer
funktionellen Gen-Annotationsanalyse mittels der Software Perseus unterzogen. Die TOP10-
Rangliste der beiden GO-Kategorien zellulares Kompartiment (Tabelle 8) und biologische
Prozesse (Tabelle 9) sind mit dem jeweiligen p-Wert dargestellt und nach dem berechneten
Anreicherungswert (englisch: Enrichment Score) sortiert. Die statistische Auswertung wurde
nach der Methode von Benjamini und Hochberg flr multiples Testen ausgefihrt [105].

Bei der Kategorie zellulares Kompartiment (Tabelle 8) war aufféllig, dass Proteine, die in den
Extrazellularraum exportiert werden, eine hohere Abundanz aufwiesen. Beispielsweise
fanden sich in dieser Liste folgende GO terms wieder: proteinaceous extracellular matrix
(G0O:0031012), extracellular region (GO:00055769) und extracellular space (GO:0005615).

Tabelle 8: Kategoreale Anreicherungsanalyse: TOP10-Rangliste der GO terms fiir zellulares
Kompartiment (GOCC). In die Analyse sind Proteine eingegangen, die im Vergleich der VM/RC-
Mausherzen zu Wildtyp-Mausherzen (n = 6) eine veranderte Abundanz aufwiesen.

GOCC slim name Enrichment Score p-Wert

cell leading edge 4,16 7,76E-04
AP-type membrane coat adaptor complex 4,16 3,27E-03
proteinaceous extracellular matrix 3,24 1,70E-06
extracellular matrix 2,67 4,25E-06
lipid particle 2,65 4,88E-03
cell surface 2,04 8,69E-05
extracellular region 1,96 1,16E-03
extracellular space 1,92 8,83E-08
cytoskeleton 1,81 3,49E-06
plasma membrane 1,76 3,52E-09
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Der GO term extracellular matrix (GO:0031012) war hinsichtlich des Enrichment Score
ebenfalls stark vertreten. Diese Proteine wurden in einem Volcano Plots (Abbildung 14)
dargestellt. Der Volcano Plot ist ein Punktdiagramm, dessen X-Achse den Abundanz-
Unterschied des jeweiligen Proteins im Vergleich zur Kontrolle (hier: WT-Maus) darstellt und
dessen Y-Achse den negativen Logarithmus des p-Werts abbildet. Viele dem GO term
extracellular matrix (GO:0031012) assoziierten Proteine zeigten im Herzgewebe der VM/RC-
Mause héhere Abundanzen im Vergleich zum WT, wie zum Beispiel Periostin (Postn [12,28-
fach]), Asporin (Aspn [6,65-fach]), Prolargin (Prelp [5,36-fach]), Lumican (Lum [4,23-fach])
oder das Kollagen, Typ VI (Col6a1 [2,04-fach], Col6a2 [2,18-fach] und Col6a3 [2,28-fach]).
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Abbildung 14: Volcano Plot des Vergleichs von VM/RC- und Wildtyp-Mausherzen. Die Késtchen
reprasentieren die 957 identifizierten Proteine, davon wurden 28 Proteine (schwarz-markierte
Kéastchen) mit dem GO term extracellular matrix (EZM) annotiert. Die zugehdrigen EZM-Proteine sind
als Gensymbole abgekiirzt.
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Auch bei der GO-Kategorie biologische Prozesse (Tabelle 9) wiesen Proteine eine héhere
Abundanz auf, die vornehmlich an der EZM-Organisation beteiligt sind, worauf die folgenden
GO terms hinweisen: extracellular structure organization (GO:0043062) und extracellular
matrix organization (G0O:0030198). Auch mit dem Transport von Kohlenhydraten,
carbohydrate transport (GO:0008643) assoziierte Proteine zeigten eine erhdhte Abundanz in
den VM/RC-Mausen (Enrichment Score von 4,16) auf, was auf einen erhéhten Metabolismus
oder Energiebedarf hindeuten kénnte. Es wurde zudem deutlich, dass auch viele Proteine
hdher abundant vorlagen, die an der Zelladhasion beteiligt sind. In diesem Zusammenhang
sind beispielweise die GO terms cell adhesion (GO:0007155) und biological adhesion
(G0O:0022610) zu nennen.

Tabelle 9: Kategoreale Anreicherungsanalyse: TOP10-Rangliste der GO terms fiir biologische
Prozesse (GOBP). In die Analyse sind Proteine eingegangen, die im Vergleich der VM/RC-
Mausherzen zu Wildtyp-Mausherzen (n = 6) eine veranderte Abundanz aufwiesen.

GOBP slim name Enrichment Score p-Wert

carbohydrate transport 4,16 7,76E-04
establishment or maintenance of cell polarity 277 1,72E-03
extracellular structure organization 2,69 3,26E-04
extracellular matrix organization 2,69 3,26E-04
protein polymerization 2,45 1,68E-03
cell adhesion 2,28 4,81E-08
biological adhesion 2,28 4,81E-08
cytoskeleton organization 217 3,27E-10
membrane invagination 216 1,05E-03
vesicle-mediated transport 1,71 2,46E-03
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Im Volcano Plot (Abbildung 15) wurden die einzelnen Vertreter, die dem GO term biological
adhesion (G0:0022610) annotiert wurden, markiert. Hier finden sich auch viele EZM-
Proteine wieder, so zum Beispiel Periostin (Postn [12,28-fach]), Laminin (Lama5 [4,60-fach])

oder Fibronektin (Fn1 [2,48-fach]).
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Abbildung 15: Volcano Plot des Vergleichs von VM/RC- und Wildtyp-Mausherzen. Die K&stchen
reprasentieren die 957 identifizierten Proteine, davon wurden 62 Proteine (schwarz-markierte
Kastchen) mit dem GO term biological adhesion (EZM) annotiert. Die zugehoérigen Proteine sind als
Gensymbole abgekirzt.

Zusammenfassend wurden durch die MS-Analyse 121 Proteine identifiziert, die eine
signifikant veranderte Abundanz im Herzen von VM/RC-Mausen noch vor Einsetzen des
myokardialen Remodeling im Vergleich zu WT-Mé&usen zeigen. In Ubereinstimmung mit den
Daten aus der Transkriptom-Analyse, wurde eine wichtige Rolle der EZM-Proteine wahrend

der friihen Pathogenese flir HCM deutlich.
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3.1.3 Gegenuberstellung von Transkriptom- und Proteomanalyse

Sowohl die Transkriptom- als auch Proteom-Analyse im HCM-Modell von 8 Wochen alten
VM/RC-Mausen legten nahe, dass den EZM-Proteinen noch vor Manifestation des
myokardialen Remodeling eine wichtige Rolle zuteilwurde. Dies wurde durch GO-Annotation
der regulierten Transkripte bzw. Proteine deutlich.

Ein direkter Vergleich beider Methoden ist nur unter Vorbehalt moglich, da die statistische
Auswertung unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt wurde. Bei der Transkriptom-
Analyse wurde fur die GO-Annotation ein p-Wert von 0,05 und fir die Validierung mittels
gPCR ein p-Wert von 0,01 betrachtet, wahrend in der Proteom-Analyse eine FDR von 0,01
festgelegt wurde. Auch die Grenzen hinsichtlich x-facher Hoch- bzw. Runterregulation
wurden unterschiedlich definiert. Die Grenzen fir die Transkriptom-Analyse (> 2,0-fach &
< 0,5-fach) wurden im Vergleich zur Proteom-Analyse (> 1,7-fach & < 0,6-fach) stringenter
gesetzt.

Nichtsdestotrotz wurden unter diesen ungleichen Bedingungen in beiden Fallen eine
ahnliche Gesamtanzahl an regulierten Transkripten (119) bzw. Proteinen (121) identifiziert
(Tabelle 10).

Tabelle 10: Vergleich von Transkriptom- und Proteom-Daten. Dargestellt sind die absoluten
Zahlen der identifizierten und regulierten Transkripte bzw. Proteine unter den jeweiligen statistischen
Bedingungen.

Gesamtanzahl der Anzahl der hoch- Anzahl der niedrig-
Analyse des regulierten abundanten abundanten
Gene / Proteine Gene / Proteine Gene / Proteine
Transkriptoms 119 103 (> 2,0-fach, p < 0,01) 16 (< 0,5-fach, p < 0,01)
Proteoms 121 90 (> 1,7-fach, FDR <0,01) 31 (< 0,6-fach, FDR < 0,01)

Die identifizierten Gene bzw. Proteine mit einer veranderten Abundanz beider Datensatze
wurden in einem Venn-Diagramm direkt verglichen (Abbildung 16). Hierbei zeigte sich, dass
8 Eintrage in beiden Listen hoher abundant waren: Dihydropyrimidinase-like 3 (Dpysl/3),
Kollagen, Typ VI, a3 (Col6a3), Asporin (Aspn), Kollagen, Typ VI, a1 (Col6at), Fibronektin-1
(Fn1), Lumican (Lum), Microfibrillar-associated Protein-4 (Mfap4) und Periostin (Postn). Es
handelte sich dabei um Gene, die hauptsachlich flr Proteine aus dem Extrazellularraum
kodieren. Das Gen und Protein fur die Glutathion S-Transferase k1 (Gstk1) wurde hingegen

in beiden Datensatzen als niedrig abundantes Gen bzw. Protein identifiziert.
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Transkriptom [|] Proteom [T]

Transkriptom [1] Proteom[|]

Abbildung 16: Venn Diagramm der regulierten Transkripte und Proteine aus Transkriptom-
bzw. Proteom-Analyse. Die graphische Darstellung erfolgte unter Verwendung des Online-Tools
Venny 2.1 [106].

Trotz unterschiedlicher methodischer Ansatze und ungleicher statistischer Auswertung
wurden durch den direkten Vergleich der Transkriptom- und Proteom-Analyse
9 Kandidatenproteine identifiziert, fir die eine signifikant veranderte Abundanz im
Extrazellularraum beschrieben wurde und die im Hypertrophie-Modell der VM/RC-Mause

hochreguliert waren.

3.1.4 Wechsel des untersuchten Hypertrophie-Mausmodells

Die zuvor beschriebenen Transkriptom- als auch Proteom-Analysen erfolgten in einem
genetischen Hypertrophie-Mausmodell. Die Uberlebensdauer der VM/RC-M3use wurde
erstmalig unter Haltungsbedingungen in Wirzburg dokumentiert (Abbildung 17) und war im
Vergleich zu einfach heterozygoten und WT-Mausen signifikant verkirzt (p < 0,0001). Die
durchschnittliche Lebenserwartung lag bei etwa 62 £ 8 Wochen und reichte somit bis in das
Erwachsenenalter der Mause hinein. Beide Analysen, Gene Array und massenspektro-
metrische Untersuchung, erfolgten mit Probenmaterial des von Blankenburg et al.
beschriebenen Phanotyps [35]. Nach dem Transfer der Tiere von Wirzburg in die Zentrale
Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben nach Dusseldorf im Jahre 2013 ergab

sich ab 2014 eine erhohte Sterblichkeitsrate der Jungtiere.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier Uberlebenskurve der (VM/+)-, (RC/+)-, VM/RC- und Wildtyp (WT)-
Miuse aus der Wiirzburger Zucht. Gepunktete Linien markieren Uberlebenswahrscheinlichkeit von
Jungtieren im Alter von 14 Tagen aus der Dusseldorfer Zucht (VM/VM x RC/+). n = 7-11; Log-Rank-
Test; *** p < 0,0001.

Aus der Verpaarung von homozygoten VM/VM- mit heterozygoten (RC/+)-Mausen gingen
zwar mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % sowohl (VM/+)- und als auch VM/RC-Mause
hervor, auffallig war aber, dass bei den Jungtieren aus der Disseldorfer Zucht bis zu einem
Lebensalter von 14 Tagen die Uberlebenswahrscheinlichkeit nur noch bei 57 % lag
(Abbildung 17, siehe gepunktete Linie). In diesem fruhen Lebensalter der Mause war noch
keine Biopsierung zwecks Genotypisierung erfolgt, sodass man bei diesen Jungtieren nicht
hinsichtlich des Genotyps VM/+ und VM/RC differenzieren konnte. Da (VM/+)-Tiere nur eine
milde Form der HCM entwickelten, war von einer normalen Lebenserwartung auszugehen,
sodass die hohe Sterblichkeit unter den Jungtieren aus der (VM/VM x RC/+)-Zucht
Uberwiegend  Nachkommen des VM/RC-Genotyps zugerechnet werden darf.
Unterschiedliche Haltungsbedingungen oder genetischer drift kdnnten fur die erhdhte
Mortalitat ursachlich sein. Diese Auffalligkeit war Grundlage fir die Entscheidung das
Mausmodell fur die folgenden Experimente zu wechseln. Als weit verbreitetes und etabliertes
Hypertrophie-Modell gilt die TAC. Die zuvor in den VM/RC-Mausen mittels Gene Array
(3.1.1) und MS-Analyse (3.1.2) identifizierten Kandidatengene wurden folglich in Mausen
nach TAC untersucht und validiert (3.1.5).

3.1.5 Validierung der identifizierten Kandidatengene im Hypertrophie-
Mausmodell nach operativer Aortenstenose

Sowohl die Transkriptom- als auch Proteom-Analyse zeigte eine starke Veranderung der
Zusammensetzung der EZM auf. Ein wichtiger Hauptbestandteil der EZM ist das

Glykosaminoglykan HA, das vorwiegend von Fibroblasten in den Extrazellularraum des
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Gewebes sezerniert wird. Das Polysaccharid HA ist nicht genetisch kodiert und kann daher
weder mittels Gene Array noch MS detektiert werden. Bei verschiedenen kardialen
Herzerkrankungen, insbesondere bei Myokardinfarkt oder Atherosklerose, konnte bereits
gezeigt werden, dass diesem Molekll eine hohe Bedeutung in der Pathogenese zukommt
[72, 73]. Weiterhin war der GO term glycosaminoglycan binding in der Kategorie molekulare
Funktion der am starksten angereicherte GO term im Gene Array. In diesem Kontext wurde
aulRerdem der HA-Rezeptor CD44, der malRgeblich an der HA-Signaltransduktion beteiligt
ist, mit einer erhdhten Expression als signifikant reguliertes Transkript mittels Gene Array
und gPCR identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb angenommen, dass der HA in der Pathogenese
der kardialen Hypertrophie eine wichtige Rolle zukommen kénnte, die nachfolgend genauer
charakterisiert wurde. Zunachst wurde die Genexpression der HA-produzierenden Proteine,
Has-Isoform 1 bis 3, in WT-Mausen des Inzucht Mausstamms C57BL/6J basal und nach
sham- sowie TAC-OP untersucht (3.1.5.1).

3.1.5.1 Untersuchung der Genexpression der Has-Isoformen 1 bis 3 im
Herzen

Um nachfolgend die Genexpressionsdaten der Has-lsoformen 1 bis 3 vergleichend
analysieren und bewerten zu kénnen, wurde zunachst basal, also ohne OP, die Haupt-
isoform im Herzen von C57BL/6J WT-Mausen mittels gPCR bestimmt (Abbildung 18).

relative mRNA-Expression [%] der
Has-lsoformen 1 bis 3 im Herzen

1 Has1
3 Has2
B Has3

Abbildung 18: Relative Has7-3 mRNA-Expression im gesunden Herzen von C57BL/6J Mausen.
Mittels quantitativer PCR wurde die Expressionsstarke der Has-lsoformen 1 bis 3 bestimmt. Als
Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Dargestellt als gerundete Mittelwerte. n = 4.
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Diese Expressionsdaten dienten als erster Hinweis beziiglich ihrer Bedeutung im Herzen,
aber auch andere Parameter spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von HA, wie etwa
Halbwertszeit, Aktivitat der HAS-Proteine oder auch die Expression der HA-abbauenden
Enzyme, der sogenannten Hyaluronidasen (HYAL).

Mittels quantitativer PCR und unter Berlcksichtigung der jeweiligen Effizienzen der Primer-
Bindungen wurde gezeigt, dass im Herzen die Has7-Isoform mit einem relativen Anteil von
3,7 % nur marginal exprimiert vorlag. Im Vergleich dazu war die Has2-Isoform mit 25,0 %
moderat exprimiert und somit stellte die Has3-Isoform mit 71,3 % die Hauptisoform dar.

Im nachsten Schritt wurde nun die Genexpression der Has-Isoformen 3 Tage nach TAC-OP
(englisch: 3 days post TAC, 3dpTAC) im Herzen von mannlichen, 16 Wochen alten WT-
Mausen untersucht. Als Kontrollgruppe dienten gleichgeschlechtliche und gleichaltrige
scheinoperierte WT-Mause (englisch: 3 days post sham, 3dpSham) (Abbildung 19). Eine
signifikante Hochregulation der Genexpression war nur bei Has2 zu beobachten. Diese
Isoform scheint im Herzen von besonderer Bedeutung zu sein, da eine kongenitale Deletion
des Has2-Gens im Mausmodell letal verlauft, im Gegensatz zu den anderen beiden Has-

Isoformen, Has1 und Has3 [71].
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Abbildung 19: Kardiale mRNA-Expression von Has1, Has2 und Has3 3 Tage nach operativer
Aortenstenose (3dpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Als Referenzgen wurde Gapdh
verwendet. Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (hier: 3dpSham); Mittelwert + SEM; n =5-11;
t-Test; ** p < 0,001.

Die Has2-Isoform liegt also im Hypertrophie-Mausmodell wahrend der Akutphase, 3 Tage
nach TAC, reguliert vor und berechtigt somit zur Annahme, dass auch die HA per se eine

wichtige Rolle in der Pathogenese der Hypertrophie spielt.
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3.2 Rolle der Hyaluronsaure im Hypertrophie-Zellmodell

Im ersten Teil der Arbeit (3.1) wurde die HA als potentiell wichtiges Molekul fur die
Vermittlung kardialer Hypertrophie identifiziert. Ihre Funktion und Bedeutung flir das
Myozytenwachstum wurde zunachst in einem in vitro-Zellmodell untersucht. Zellsysteme
haben den groflien Vorteil, dass auldere Einflussfaktoren konstant gehalten werden und somit
unter reproduzierbaren Bedingungen homogene Zellpopulationen geziichtet werden. Damit
kann die Streuung der einzelnen Messwerte im Vergleich zur in vivo-Situation reduziert
werden.

Die H9C2-Kardiomyoblasten gelten als etabliertes Hypertrophie-Zellmodell und werden in
der Forschung an kardialer Hypertrophie vielfach verwendet. Die Zellen wurden urspriinglich
aus dem embryonalen Herzgewebe einer BD1X Ratte isoliert. Nach Katecholamin-
Behandlung mit Isoprenalin hypertrophieren die Zellen, was unter anderem durch
mikroskopische Aufnahmen nachzuweisen ist.

Um die Rolle von HA in vitro zu untersuchen wurden H9C2-Zellen nach Stimulation mit
Isoprenalin zusatzlich mit 4-MU behandelt, das durch kompetitive Substrathemmung die HA-
Synthese blockiert. Die Zellen wurden wie bereits beschrieben kultiviert und behandelt
(2.2.1.1). Nachfolgend wurde der Hypertrophie-Grad betrachtet (3.2.1) und als

Wirksamkeitsnachweis wurde die sekretierte HA im Zelliberstand gemessen (3.2.2).

3.2.1 Effekt von 4-Methylumbelliferon auf das GroRenwachstum von
H9C2-Zellen nach Isoprenalin-Stimulation

Isoprenalin ist ein positiv inotroper Wirkstoff, der in der Forschung haufig eingesetzt wird um
Uber B-adrenerge Stimulation eine Hypertrophie von H9C2-Zellen zu induzieren. Die Zellen
wuchsen in einem Monolayer und nur Zellen mit einem einzelnen Zellkern und ohne Kontakt
zu Nachbarzellen wurden fur die Quantifizierung bericksichtigt.

Nach einer 24-stindigen Isoprenalin-Stimulation (100 uM) bzw. 4-MU-Behandlung (100 uM)
wurde die ZellgréRe nach Phalloidin-Farbung mit einem Bildverarbeitungsprogramm anhand
fluoreszenz-mikroskopischer Aufnahmen bestimmt (2.2.3.1.1). Dabei wurde, wie erwartet,
bei den Isoprenalin-stimulierten H9C2-Zellen eine VergroRerung der ZellgroRe um
durchschnittlich 39,6 £ 5,42 % (p = 0,0003) im Vergleich zu unbehandelten H9C2-Zellen
erzielt  (Abbildung 20). Durch eine einfache 4-MU-Behandlung sowie in
Kombinationsbehandlung mit Isoprenalin wurden jedoch keine Veranderung bezlglich

ZellgrofRe beobachtet.
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Abbildung 20: ZellgroBe von H9C2-Zellen nach Hypertrophie-Stimulation und 4-Methyl-
umbelliferon (4-MU)-Behandlung. Reprasentative Aufnahmen der Phalloidin-Farbung von H9C2-
Zellen (Mal3stabsbalken entspricht 100 um). Quantifizierung der ZellgréRe von H9C2-Zellen nach 24-
stiindiger Behandlung mit bzw. ohne Isoprenalin (Iso, 100uM) und 4-MU (100uM). Dargestellt als
Vielfaches der Kontrolle (hier: unbehandelt); Mittelwert + SEM; n=6; RM one-way ANOVA;
***p < 0,001 gegen Kontrolle.

3.2.2 Effekt von 4-Methylumbelliferon auf die Hyaluronsaure-Synthese
in H9C2-Zellen

Um eine 4-MU-vermittelte Inhibition der HA-Synthese in H9C2-Zellen nachzuweisen, wurde
nach einer 24-stiindigen Isoprenalin-Stimulation (100 uM) bzw. 4-MU-Behandlung (100 uM)
die HA Konzentration im Zelliberstand gemessen. Daflir wurde ein HABP Sandwich ELISA-
ahnlicher Assay verwendet, bei dem HABP-beschichtete Latexpartikel nach Bindung der HA
aus dem Probenmaterial agglutinieren und eine Tribung der Ldsung verursachen. Der
Tribungsgrad ist proportional zur HA-Konzentration. Unbehandelte Zellen dienten als
Kontrolle und wurden mit Isoprenalin-stimulierten, mit 4-MU-behandelten und mit Zellen nach
Doppelbehandlung mit 4-MU und Isoprenalin verglichen. Nach einer 24-stliindigen
Behandlungsdauer wurde der Zelliberstand fir die HA-Konzentrationsmessung
abgenommen und die Zellen wurden flr eine Proteinkonzentrationsbestimmung mittel BCA
Assay lysiert. Die gemessene HA-Konzentration wurde schlieBlich auf die

Gesamtproteinmenge normiert.
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Eine signifikant erniedrigte HA-Sekretion von durchschnittlich 17,09 £ 2,03 % (p = 0,0409) im
Uberstand der H9C2-Zellen 24 Stunden nach 4-MU-Behandlung wurde somit bestatigt
(Abbildung 21). Allerdings wurde dieser Effekt nicht in den H9C2-Zellen nach
Doppelbehandlung mit Isoprenalin und 4-MU reproduziert. Hierfur kbnnten aber auch andere
Faktoren ursachlich sein, wie etwa Freisetzung von intrazellularer HA durch erhéhte

Zytotoxizitat von Isoprenalin.
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Abbildung 21: Hyaluronsdure (HA)-Sekretion in H9C2 Zellen. Konzentrationsbestimmung
sekretierter HA im Zelliberstand von H9C2 Zellen nach 24-stiindiger Hypertrophie Stimulation durch
Isoprenalin (Iso, 100uM) und 4-Methylumbelliferon (4-MU, 100uM) Behandlung mittels HA-
Bindeprotein Sandwich ELISA-ahnlichem Assay. Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (hier: H9C2
unbehandelt); Mittelwert £+ SEM; n = 3; RM one-way ANOVA; *p < 0,05 gegen Kontrolle.

Somit wurde gezeigt, dass 4-MU einen inhibitorischen Effekt auf die HA-Synthese in nicht-
stimulierten H9C2 Zellen ausibt. In Isoprenalin-stimulierten Zellen hingegen war dieser
Effekt nicht mehr nachweisbar, dem kdénnten allerdings noch andere Ursachen zugrunde
liegen. Auffallig war jedoch, dass die Isoprenalin-vermittelte Hypertrophie-Induktion durch die

Zugabe von 4-MU verhindert wurde.
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3.3 Rolle der Hyaluronsaure im Hypertrophie-Mausmodell nach
operativer Aortenstenose und 4-Methylumbelliferon-
Behandlung

Im nachsten Schritt sollte die Rolle des HA-Synthese-Inhibitors 4-MU bei der Hypertrophie-
Entwicklung in vivo untersucht werden. Vorteile eines in vivo-Modells sind, dass eine
Arbeitshypothese in einem komplexen Organismus geprift werden kann. AuRerdem kénnen
im Tiermodell auch translationale Therapieansatze flur den Menschen getestet werden. Dafur
wurden WT-Mause des Inzuchtstamms C57BL/6J nach TAC-OP genutzt. In der vorliegenden
Arbeit wurde bereits fir dieses Modell eine erhdhte Has2 mRNA-Expression 3 Tage nach
TAC-OP gezeigt (3.1.5.1).

Zunachst wurde das TAC-Modell durch Messung des maximalen Druckgradienten im
Aortenbogen validiert (3.3.1). Die Mause wurden zudem nach Behandlung mit dem HA-
Synthese-Inhibitor 4-MU morphologisch sowie funktionell untersucht.

Nachfolgend wurden verschiedene Parameter betrachtet, die zur Beurteilung herangezogen
wurden, welche Rolle die HA wahrend einer Hypertrophie spielt. Zwei Nachbehandlungs-
zeitraume wurden untersucht, 3 Tage (3dpTAC) und 7 Wochen nach TAC-OP (7wpTAC) um
akute und chronische Veranderungen im Herzen zu detektieren. Fir den Akutzeitraum,
3 Tage nach TAC-OP, wurden scheinoperierte Mause (3dpSham) als Kontrollgruppe
inkludiert um Effekte eines Operationstraumas auszuschlieRen. Unter anderem war es bei
einer 4-MU-Behandlung Uber die Nahrungsaufnahme wichtig das Kérpergewicht der Mause
zu dokumentieren und kontrollieren, da ein massiver Gewichtsverlust, vor allem zu
Versuchsbeginn, in der Literatur beschrieben ist (3.3.2) [87]. Um die Sicherheit der Substanz
4-MU im Tiermodell zu gewahrleisten, wurde zudem eine Uberlebensrate aufgetragen
(3.3.3). Mittels histologischer  Farbungen, molekularbiologischer Methoden und
echokardiografischer Messungen wurde das Herz morphologisch und funktionell auf
Veranderungen untersucht (3.3.4 bis 3.3.7). Dabei wurde das Augenmerk vor allem auf den
Fibrose- und Hypertrophie-Grad sowie den Inflammationsstatus gelegt. In der Literatur gibt
es zunehmend Hinweise flr eine bedeutende Beteiligung von entzindlichen Prozessen
wahrend der Pathogenese einer myokardialen Hypertrophie [18-20]. Daher wurden die

Immunzellen aus Herz und Blut zusatzlich mittels Durchflusszytometrie analysiert (3.3.8).
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3.3.1 Operative Aortenstenose als in vivo-Hypertrophie-Mausmodell

Zunachst wurde Uberprft, ob beide Gruppen eine Aortenstenose gleichen Ausmales erlitten
haben. Hierflr wurde eine Doppler-Ultraschalluntersuchung durchgefihrt und aus der
Flussgeschwindigkeit des Blutes an der Stenose der maximale Druckgradient (englisch:
maximal pressure gradient, PGmax) im Aortenbogen bestimmt (Abbildung 22). Dieser
Parameter dient als Maf} fir eine Aortenstenose.

Sieben Wochen nach TAC-OP war der durchschnittiche PGnax nicht signifikant
unterschiedlich. Bei den Kontrolltieren betrug der Mittelwert 69,67 + 4,02 mmHg und bei den
4-MU-behandelten Mausen 77,02 + 4,73 mmHg (p = 0,4293).
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Abbildung 22: Maximaler Druckgradient im Aortenbogen 7 Wochen nach operativer
Aortenstenose (7wpTAC). Der maximale Druckgradient (PGmax in mmHg) wurde in 4-Methyl-
umbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrollmdusen (K) mittels Doppler-
Ultraschalluntersuchung bestimmt. Dargestellt als Mittelwert + SEM; n = 13 - 15; t-Test; n. s. (nicht
signifikant) p > 0,05.

Dieser Befund bestatigte das experimentell-induzierte Hypertrophie-Mausmodell und

berechtigte somit zum Vergleich beider Behandlungsgruppen.

3.3.2 Dokumentation des Korper- und Herzgewichts sowie der
Tibialange

Wie bereits erwahnt, war insbesondere zu Versuchsbeginn die Akzeptanz der Mause fir das
4-MU-versetzte Futter gering. Um dem entgegenzuwirken, wurde das Futter beider Gruppen
mit Schokoladenaroma angereichert. Durch diese Mallnahme war allerdings ein
Gewichtsverlust der Mause nicht zu verhindern. Daher wurde wahrend der gesamten
Versuchsdauer fir den Akutzeitraum, also 3dpSham und 3dpTAC, das Kdérpergewicht der

Mause dokumentiert und dementsprechend die Futtermenge kontrolliert.

60



Ergebnisse

Die 4-MU-behandelten Mause erhielten Futter ad libitum, wahrend die Mause der
Kontrollgruppe koérpergewichtsadaptiert zu der 4-MU-Gruppe geflttert wurden. Folglich
waren wahrend der gesamten Versuchsdauer keine signifikanten Unterschiede beziiglich
des Korpergewichts unter 4-MU-Behandlung detektierbar, weder bei den scheinoperierten

noch bei den Mausen nach TAC-OP (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Korpergewicht wahrend Behandlungsverlauf fiir den Akutzeitraum, 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Das Kdrpergewicht
beider Gruppen wurde ab Futterungsbeginn (Tag 0) bis zur Organentnahme (OE am Tag 11) in 4-
Methylumbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrollmausen (K) taglich
dokumentiert. Die blaue bzw. rote Linie markiert die Schein- bzw. TAC-Operation am 8.Versuchstag.
Dargestellt als Mittelwert £ SEM; n = 5 — 11; two-way ANOVA.

Zu beachten ist, dass beide Gruppen bis zum funften Tag nach Futterungsbeginn eine
kontinuierliche Gewichtsabnahme zeigten und danach allmahlich wieder ein Plateau
erreichten. Zudem waren keine signifikanten Unterschiede kurz vor der Organentnahme in
dem finalen Kérpergewicht und der Tibialange, der die Lange des Unterschenkelknochens

widergibt und als reprasentativer Parameter fir das korperliche Wachstum dient, zu

beobachten (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Finales Korpergewicht und Tibialange fiir den Akutzeitraum, 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Verglichen wurden
4-Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU) und unbehandelte Kontrollmduse (K) der beiden
Gruppen, 3dpSham und 3dpTAC, bei Versuchsende. Dargestellt als Mittelwert + SEM; n=5 - 11;
one-way ANOVA.

Bei dem langen Nachbehandlungszeitraum, 7 Wochen nach TAC-OP, wurde Ahnliches
beobachtet (Abbildung 25). Initial zeigte sich binnen der ersten 8 Tage nach Futterungs-

beginn, also bis zum Zeitpunkt der TAC, in beiden Gruppen ein groRer Gewichtsverlust.
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Abbildung  25: Korpergewicht wahrend Behandlungsverlauf fiir den langen
Nachbeobachtungszeitraum, 7 Wochen nach operativer Aortenstenose (7wpTAC). Das
Korpergewicht wurde ab Fitterungsbeginn (Tag 0) bis zur Organentnahme (OE am Tag 59) in 4-
Methylumbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrolimdusen (K) fast taglich
dokumentiert. Die rote Linie markiert die TAC-Operation am 8.Versuchstag. Dargestellt als
Mittelwert £ SEM; n = 13-15; two-way ANOVA.

Nach dem operativen Eingriff wurden beide Behandlungsgruppen ad libitum gefittert. Da das
Korpergewicht erneut divergierte (Tag 26 nach Futterungsbeginn mit einer maximalen
Mittelwerts-Differenz von 5,52 g) wurde die Futtermenge der unbehandelten Mause wieder

kontrolliert, um das durchschnittliche Kérpergewicht beider Gruppen anzugeichen. Diese
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MaRnahme war erfolgreich, sodass ab Tag 36 nach Fitterungsbeginn das gemittelte
Korpergewicht beider Gruppen sich wieder annaherte und keine signifikanten Unterschiede
bis zum Versuchsende (Tag 59 nach Fitterungsbeginn) mehr vorlagen.

Dies wurde auRerdem durch die Messung des finalen Korpergewichts bzw. der Tibialange
kurz vor Organentnahme bestatigt, in der keine signifikanten Unterschiede zu beobachten
waren (Abbildung 26). Das durchschnittliche Koérpergewicht betrug 25,11 + 0,30 g in der
Kontrollgruppe und 25,41 + 0,22 g in der 4-MU-Gruppe. Auffallig war hierbei, dass 59 Tage
nach Futterungsbeginn das urspringliche gemittelte Startgewicht von 28,27 £0,43 g
(Kontrollgruppe) und 28,59 + 0,37 g (4-MU-Gruppe) nicht wieder erreicht wurde. Die
durchschnittliche Tibialdange betrug 19,08 £ 0,07 mm in der Kontrollgruppe und
19,2 £ 0,08 mm in der 4-MU-Gruppe.

30+ 25-
E [r— —
= E 204
< 20+ =2
‘é > 15-
o
o c
> S 104
Sl N
’Q =
0 T 0
+ +
TwpTAC TwpTAC

Abbildung 26: Finales Korpergewicht und Tibialdnge fir den langen
Nachbeobachtungszeitraum, 7 Wochen nach operativer Aortenstenose (7wpTAC). Verglichen
wurden 4-Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU) und unbehandelte Kontrollmause (K) bei
Versuchsende. Dargestellt als Mittelwert + SEM; n = 13; t-Test.

Da die Mause nachweislich unter 4-MU-Behandlung einen Gewichtsverlust erlitten hatten,
konnte ein Hungereffekt nicht ausgeschlossen werden. Somit stellte unser Fitterungsmodell
eine potentielle Quelle fur eine Verzerrung (Bias) dar (4.5). Das Kdrpergewicht bzw. die
Tibialange wurde zudem zur Normalisierung des Herzgewichts verwendet, das maligeblich

den Hypertrophie-Grad bestimmt, und ist daher von weiterer Bedeutung.
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3.3.3 Schitzung der Uberlebensraten nach Kaplan-Meier

Um ein Gefahrenpotential ausgehend von der 4-MU-Behandlung im Rahmen unseres
Hypertrophie-Modells auszuschlieBen, wurde die Uberlebensrate aller Versuchstiere nach
TAC-OP, also 3dpTAC und 7wpTAC, dokumentiert (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kaplan-Meier Uberlebenskurve von 4-Methylembelliferon-behandelten Miusen
(4-MU) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollmausen (K) nach operativer Aortenstenose
(TAC-OP). Die rote Linie markiert die TAC-OP am 8.Versuchstag. n = 32 —40; Log-Rank-Test;
**p < 0,001.

Garcia-Menendez et al. beschrieben, dass die TAC per se bereits ein Sterberisiko von etwa
20 % in C57BL/6 Mausen ohne Behandlung birgt [107]. Ubereinstimmend mit diesen Daten,
zeigten die Kontrolltiere eine ahnlich hohe Mortalitdt von 25 % (p = 0,0025) bei einer
GruppengrofRe von 40 Mausen. Davon sind 10 Mause bereits wahrend oder kurz nach der
TAC-OP gestorben.

Die 4-MU-behandelten Mausen zeigten hingegen mit einer GruppengroRe von 32 Tieren
eine signifikant verbesserte Uberlebenswahrscheinlichkeit von 100 %. Ob dieser Effekt
tatsachlich von der 4-MU-Behandlung oder anderen Faktoren abhangig ist, bleibt fraglich.
Demnach kann ein erhohtes Gefahrenpotential hinsichtlich Sterberisikos fir die 4-MU-

Behandlung ausgeschlossen werden.
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3.3.4 Untersuchung der Hyaluronsaure-Synthese im Herzen und im
Blutplasma

Die Substanz 4-MU blockiert durch kompetitive Substrathemmung die HA-Synthese, was
bereits in vielen verschiedenen Modellen, unter anderem auch flir Herzkrankheiten, wie zum
Beispiel fur Atherosklerose, belegt wurde [108]. Um die Rolle von HA wahrend des friihen
myokardialen Remodeling nach TAC zu untersuchen, war es notwendig zu belegen, dass
4-MU auch in unserem Modell die Abundanz von HA im Herzgewebe senkt.

Wie bereits im Teil 3.1.5.1 gezeigt wurde, nimmt vor allem die mRNA-Expression von Has2
3 Tage nach TAC-OP stark zu. Nun wurde zusatzlich geprift, ob eine Veranderung auf
Produktebene der HA durch 4-MU-Behandlung detektierbar war. Da das Glykosaminoglykan
HA selbst keine immunoge Struktur aufweist, ist eine Quantifizierung durch einen Antikorper-
basierten Assay nicht moglich. In der Forschung gilt es als akzeptiert die HA-Menge indirekt
Uber einen spezifischen Bindungspartner zu bestimmen, namlich das HA-Bindeprotein
(HABP). Somit erfolgte eine histologische Farbung vom Herzgewebe mittels biotinyliertem
HABP fur den Akutzeitraum, 3 Tage nach Schein- bzw. TAC-OP (Abbildung 28). Unter
4-MU-Behandlung war in beiden Gruppen ein Trend fir eine verminderte HA-Akkumulation
zu erkennen, bei der die jeweiligen Mittelwerte mehr als halbiert waren. Allerdings ist die

Streuung beider Kontrollgruppen im Vergleich zu den 4-MU-Gruppen relativ hoch.
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Abbildung 28: Hyaluronsaure-Synthese im Herzen 3 Tage nach operativer Aortenstenose
(3dpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Reprasentative Aufnahmen der HABP-Farbung
von Paraffinherzschnitten aus dem linken Ventrikel der Gruppen 3dpSham und 3dpTAC nach
4-Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (K)
(MaBRstabsbalken entspricht 200 ym). Relative Quantifizierung der HABP-positiven braunen Flache
normiert auf die linksventrikulare Gewebsflache (LV). Dargestellt als prozentualer Anteil; Mittelwert +
SEM; n =5 - 11; one-way ANOVA.
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Eine weitere Mdglichkeit zur Quantifizierung der HA-Menge bietet der HABP Sandwich
ELISA-ahnliche Assay, der bereits bei den in vitro-Experimenten genutzt wurde (3.2.2). Da
4-MU nach oraler Aufnahme auch systemisch verflgbar ist, wurde nun ein systemischer
Effekt von 4-MU durch Bestimmung der HA-Menge im Blutplasma untersucht (Abbildung 29).

3000+

T

2000+

10004

HA/Blutplasma [ng/mL]

0

NSRN)

il

3dpTAC
Abbildung 29: Plasmakonzentrationsbestimmung von Hyaluronsaure (HA) 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC). Messung erfolgte in Mausen nach 4-Methylumbelliferon-
Behandlung (4-MU) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (K) mittels HA-Bindeprotein
Sandwich ELISA-ahnlichem Assay und wurde auf die Blutplasmamenge normiert. Dargestellt als
Mittelwert £+ SEM; n = 8; t-Test.

Hier waren jedoch keine Veranderungen hinsichtlich der HA-Menge zu beobachten. Es gibt
Hinweise, dass 4-MU auch eine inhibitorische Wirkung auf die Genexpression ausibt, unter
anderem auch auf Has2-3 [89]. Der zugrundeliegende Mechanismus ist allerdings noch nicht
bekannt. Aus diesem Grund wurde die Genexpression von Has2-3 zu beiden Zeitraumen,
3 Tage und 7 Wochen nach Schein- bzw. TAC-OP, mittels gPCR gemessen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Kardiale mRNA-Expression von Has2 und Has3 3 Tage sowie 7 Wochen nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC, 7wpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Messung
erfolgte in Mausen nach 4-Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (K) mittels gPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Dargestellt als Vielfaches
der Kontrolle (hier: K_3dpSham); Mittelwert £+ SEM; n = 5 - 13; one-way ANOVA; **p < 0,001; ***p <
0,0001; ****p < 0,0001 gegen Kontrolle.
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Allerdings wurden fir keine der drei Has-lsoenzyme Veranderungen der Genexpression
nach 4-MU-Behandlung im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe beobachtet. Eine
Hochregulation der Has2 war nur fir den Akutzeitraum, 3 Tage nach TAC-OP, evident.
Interessanterweise war die Has3-Expression 7 Wochen nach TAC-OP in beiden Gruppen
mehr als verdreifacht. Die Has3 stellt mit 71,3 % die Hauptisoform im gesunden Herzen dar
(3.1.3). Die Has1 mRNA-Expression war weder 3 Tage noch 7 Wochen nach TAC-OP
verandert (Appendix, Abbildung 45).

Um den Befund der hohen Has3-Expression 7 Wochen nach TAC-OP besser bewerten und
einordnen zu koénnen, wurde eine histologische Farbung mittels biotinyliertem HABP
durchgefuhrt. Diese ergab, dass beide Gruppen eine relative hohe Abundanz von HA
aufzeigten. Jedoch war nach 4-MU-Behandlung keine inhibitorische Wirkung mehr auf die

HA-Synthese nachweisbar.
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Abbildung 31: Hyaluronsdure-Synthese im Herzen 7 Wochen nach operativer Aortenstenose
(7wpTAC). Reprasentative Aufnahmen der HABP-Farbung von Paraffinherzschnitten aus dem linken
Ventrikel nach 4-Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (K) (MaRstabsbalken entspricht 200 uym). Relative Quantifizierung der Hyaluronsaure-
Bindeprotein (HABP)-positiven braunen Flache normiert auf die linksventrikuldare Gewebsflache (LV).
Dargestellt als prozentualer Anteil; Mittelwert + SEM; n = 13; t-Test.

Durch den indirekten HA-Nachweis mittels HABP wurde nicht eindeutig belegt werden, dass
4-MU die HA-Akkumulation blockiert, jedoch war ein starker Trend hinsichtlich erniedrigter
HA-Akkumulation 3 Tage nach TAC-OP unter 4-MU-Behandlung erkennbar. In der

Fachliteratur liegt gesichert vor, dass 4-MU die HA-Synthese in vielen verschiedenen Zell-
sowie Tiermodell blockiert [86, 87, 89, 108-113].
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3.3.5 Analyse der Herzfunktion

Eine myokardiale Hypertrophie ist durch eine verdickte Herzwand und eine
Funktionseinschrankung des Herzens gekennzeichnet. Daher wurde mittels Echokardio-
graphie die Herzfunktion nach 4-MU-Behandlung basal (BL), 2 Wochen (2wpTAC) sowie 7
Wochen nach TAC-OP (7wpTAC) analysiert und mit Kontrollmausen verglichen. Neben den
morphologischen Veranderungen des Herzens in vivo, war auch die systolische Herzfunktion
von besonderem Interesse.

Als Parameter fur die globale systolische Funktion dient die Verkirzungsfraktion (englisch:
fractional shortening, FS), die auf Grundlage des diastolischen und systolischen
linksventrikuldren Durchmessers (englisch: systolic and diastolic left-ventricular internal
diameter, LVID;s und LVID;d) die relative Verklrzung der Herzkammern wahrend der
Systole wiedergibt (Abbildung 32 A). Der systolische und diastolische linksventrikulare
Durchmesser waren basal in beiden Behandlungsgruppen nicht unterschiedlich. Zwei und
7 Wochen nach TAC-OP erhdhte sich der systolische Innendurchmesser, wahrend der
diastolische Innendurchmesser zu den drei Messzeitpunkten etwa gleichbleibend war
(Abbildung 32 B). Dies wurde in beiden Behandlungsgruppen beobachtet und deutet auf eine
verschlechterte linksventrikulare Kontraktilitdt hin. Allerdings war die Abnahme der
Kontraktilitdt bei den 4-MU-behandelten Mausen geringer, da sie 2 Wochen nach TAC-OP
einen signifikant erniedrigten systolischen linksventrikularen Durchmesser (2,828 +
0,0771 mm; p = 0,0051) im Vergleich zu Kontrollmausen (3,135 + 0,06042 mm) aufzeigten
(Abbildung 32 C). Sieben Wochen nach TAC-OP ist dieser Unterschied nicht mehr
signifikant. Entsprechend war die Verkilrzungsfraktion in den 4-MU-behandelten Mausen
2 Wochen nach TAC-OP mit 29,24 + 1,48 % signifikant erhéht (p = 0,0005) im Vergleich zu
den Kontrollmausen mit 21,35+ 1,28 % (Abbildung 32 D). Auch in diesem Fall war
7 Wochen nach TAC-OP kein 4-MU-Effekt auf die Verkirzungsfraktion erkennbar. Darlber
hinaus diente auch das Geschwindigkeitszeit-Integral (englisch: velocity time integral, VTI),
das mittels Doppler-Ultraschalluntersuchung bestimmt wurde und die zeitabhangige
Blutflussgeschwindigkeit im aortalen Ausflusstrakt widergibt, zur Berechnung des links-
ventrikularen Schlagvolumens und somit als Parameter fir die Herzfunktion. Hier waren
basal keine Unterschiede zwischen beiden Behandlungsgruppen zu beobachten, allerdings
war 2 und 7 Wochen nach TAC-OP das Geschwindigkeitszeit-Integral (Kontrolle?*PTAC:
41,68 £ 1,45 mm; 4-MUWTAC. 5186+ 1,50 mm; Kontrolle™TAC: 43,73 + 2,45 mm;
4-MU™TAC: 5190 + 2,52 mm;) in den 4-MU-behandelten Mausen signifikant erhoht
(p?*PTAC < 0,0001; p™PTAC = 0,0308) (Abbildung 32 E).
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Abbildung 32: Herzfunktionsanalyse mittels Echokardiographie basal (BL), 2 Wochen sowie
7 Wochen nach operativer Aortenstenose (2wpTAC, 7wpTAC). Vergleich von 4-Methyl-
umbelliferone-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrolimausen (K). Reprasentative
Darstellung zur Messung des diastolischen und systolische Innendurchmesser des linken Ventrikels
(LVID;d, LVID;s) im parasternalen Kurzachsenschnitt (A). Aufgefiihrt sind die Quantifizierungen zum
systolischen (LVID;s in mm) (B) und diastolischen Innendurchmesser des linken Ventrikels (LVID;d in
mm) (C), die Verkirzungsfraktion (FS in %) (D) und das Geschwindigkeitszeit-Integral (VTI in mm) (E).
Dargestellt als Mittelwert + SEM; n = 13 - 15; t-Test; *p <0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001 gegen
jeweilige Kontrolle.
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Anhand der echokardiografischen Messungen ist auch eine Charakterisierung der
Herzmorphologie méglich. Dabei wurden in diesem Kontext die Parameter der berechneten
linksventrikularen Herzmuskelmasse (englisch: calculated left ventricular mass, calc. LV
mass) und die interventrikularen Wandstarke (IVS) sowie die Hinterwanddicke (englisch:
posterior wall thickness, PWT) abgeleitet.

Zwei Wochen nach TAC-OP war die berechnete linksventrikulare Herzmuskelmasse in der
4-MU-Gruppe (125,0 + 3,00 mg) signifikant erniedrigt (p =0,0220) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (138,4 + 3,67 mg). Ein Trend war 7 Wochen nach TAC-OP (Kontrolle:
160,7 £ 3,70 mg; 4-MU: 152,9 + 4,60 mg; p = 0,2095) noch stets erkennbar.

Ahnlich dazu war 2 Wochen nach TAC-OP ein starker Trend zu diinneren Wanddicken in der
4-MU-Gruppe hinsichtlich der diastolischen interventrikularen Septumsdicke (Kontrolle:
0,92 + 0,07 mm; 4-MU: 0,85 + 0,11 mm; p = 0,0904) und der diastolischen Hinterwandsdicke
(Kontrolle: 0,89 + 0,10 mm; 4-MU: 0,82 + 0,10 mm; p = 0,0649) deutlich.

Eine Zusammenstellung der Messdaten, die durch die echokardiographische Untersuchung
erhoben wurden, findet sich in Tabelle 11.

Summa summarum wurde ein beglnstigender 4-MU-Effekt hinsichtlich systolischer
Herzfunktion beobachtet. Zudem waren die Herzdimensionen nach TAC-OP und
4-MU-Behandlung bezuglich berechneter linksventrikularer Herzmuskelmasse und
Wanddicken im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert. Diese Effekte waren 2 Wochen nach

TAC-OP besonders deutlich ausgepragt.
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Tabelle 11: Echokardiographische Parameter basal (BL), 2 Wochen sowie 7 Wochen nach
operativer Aortenstenose (2wpTAC, 7wpTAC). Vergleich von 4-Methylumbelliferon-behandelten
Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrollmausen (K). Aufgefihrt sind die jeweiligen
GruppengroBen (n), die Ejektionsfraktion (EF in %), die Verkurzungsfraktion (FS in %), das
Geschwindigkeitszeit Integral (VTI in mm), die diastolische und systolische interventrikulare
Wandstarke (IVSd und IVSs in mm), der diastolische und systolische Innendurchmesser des linken
Ventrikels (LVIDd und LVIDs in mm), die diastolische und systolische Hinterwanddicke (PWTd und
PWTs in mm) und die berechnete Herzmuskelmasse des linken Ventrikels (calc. LV mass in mg).
Dargestellt als Mittelwert £+ SEM; n = 13 - 15; t-Test; *p < 0,05 gegen jeweilige Kontrolle.

Kontrolle 4-MU
BL 2wpTAC 7WpTAC BL 2wpTAC 7WpTAC

n 15 13 13 15 15 15
[IE/S 731+89  436+90 45688  739%76 547+11,0* 504104
[F%S] 420+68  214+52  227+51  426+68 284+68* 25764
[r‘l’;:] 497+60  417+52  437+85  484+85 51,9+58* 51,9+98*
[%i?] 070£0,08 0,92+007 096+007 069+004 085%011 0,92%0,09
['r‘:‘f:] 1,13+0,13 115+0,10 1,16%+008 1,10+0,16 113+016 122+0,15
'Ex'r?‘? 382+026 3994022 417+019 3,64+023 399+025 4,12+0,29
'Er‘:"r?‘]s 223+040 314+022 324+025 208+028 283+030* 3,10%0,37
F["‘:]V;;’ 064008 089+010 095+008 0,64+007 082+0,10 0,94+ 0,07
F[’I‘T’:’;? 1,10£0,12  107+0,09 1214009 1,10+012 114%0,19 1,23+022
mcaas'g-['r-n‘;] 852+138 1384%132 160,7+133 796%132 125%155* 1529+17,8
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3.3.6 Untersuchung von Hypertrophie-Markern

Das kardiale Remodeling nach TAC und anderen Hypertrophie-Stimuli ist initial durch eine
erhohte Apoptose von Kardiomyozyten charakterisiert, die durch eine verstarkte Fibrose
(englisch: replacement fibrosis) teilweise kompensiert wird [48]. Durch Aktivierung
intrazellularer Signalwege wird in Kardiomyozyten eine hypertrophische Zellantwort
ausgeldést um dem mechanischen Stress entgegenzuwirken. Eine Beteiligung vieler
verschiedener Signalkaskaden wurde bereits beschrieben, unter anderen spielt auch die
MAPK-Kaskade eine wichtige Rolle wahrend des hypertrophischen Remodeling [10, 114].

Im vorangegangen in vitro-Experiment (3.2.1) wurden bereits Hinweise hinsichtlich eines
Hypertrophie-hemmenden Effekts von 4-MU in H9C2-Myoblasten gewonnen. Nun wurde
gepruft, ob auch im komplexen Organismus im Rahmen unseres Hypertrophie-Modells ein
ahnlicher 4-MU-Effekt zu beobachten war (Abbildung 33).

Dafiur wurde zunachst die globale Hypertrophie 7 Wochen nach TAC-OP betrachtet. Zu
diesem Zeitpunkt ist der Hypertrophie-Phanotyp in den Mausen nach TAC bereits
manifestiert. Diese war durch Erhdhung des Herzgewichts sowie verstarkte Expression von
genetischen Markern fir Hypertrophie gekennzeichnet. Das Feuchtherzgewicht war in den
4-MU-behandelten Tieren mit einem Mittelwert von 162,1 £ 5,87 mg signifikant leichter
(p =0,0064) als das der Kontrollitiere (190,9 £ 7,63 mg). Im Vergleich dazu, wies das
durchschnittliche Feuchtherzgewicht der scheinoperierten Kontrollgruppe (3dpSham), bei der
keine Hypertrophie-Ausbildung zu erwarten ware, einen Wert von 106,1 + 5,19 mg auf
(Appendix, Abbildung 46). Zudem wurde das Trockengewicht nach Gefriertrocknung
dokumentiert, um auszuschlieBen, dass der Gewichtsverlust durch verminderte
Wassereinlagerungen bedingt war, denn 4-MU inhibiert die Synthese von HA, die als EZM-
Bestandteil eine hohe Wasserbindungskapazitat (1000-fach) besitzt [59]. Auch das
Trockenherzgewicht der 4-MU-behandelten Mause (Kontrolle: 46,75+ 1,54 mg; 4-MU:
38,99 £ 1,29 mg) war signifikant erniedrigt (p = 0,0008), somit lag dem verminderten
Herzgewicht keine verminderte Wasserretention zugrunde. Ebenso war das
Feuchtherzgewicht normalisiert auf das Koérpergewicht (Kontrolle: 7,58 + 0,29 mg/g; 4-MU:
6,38 £ 0,20 mg/g; p =0,0023) und die Tibialange (Kontrolle: 10,00 + 0,40 mg/g; 4-MU:
8,45 £ 0,30 mg/g; p = 0,0048) signifikant erniedrigt (Abbildung 33 A).
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Abbildung 33 Kardiale Hypertrophie 7 Wochen nach operativer Aortenstenose (7wpTAC).
Vergleich von 4-Methylumbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrollmausen
(K). Dargestellt sind das Feuchtherzgewicht, das Trockenherzgewicht, das Verhaltnis von
Kdrpergewicht-zu-Feuchtherzgewicht und das von Tibialange-zu-Feuchtherzgewicht (A). Messung der
Expressionsstarke der genetischen Marker flr Hypertrophie Anp, Bnp, Myh7 und Myh6 mittels qPCR.
Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet (B). Reprasentative Aufnahmen der Wheat Germ Agglutinin
(WGA)- und DAPI-Farbung von Paraffinherzschnitten aus dem linken Ventrikel (MalRstabsbalken
entspricht 50 um). Absolute Quantifizierung der EinzelzellgroRen (in ym?2) von Kardiomyozyten (C).
Reprasentativer Western Blot von phosphorylierten (pERK1/2) und totalen ERK1/2 (tERK1/2) sowie
Quantifizierung der relativen Anteile (D). Dargestellt als Mittelwert + SEM; n = 13; t-Test; *p < 0,05;
**p < 0,001; ***p < 0,0001; ****p < 0,0001.
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Weiterhin wurde die mRNA-Expression von genetischen Hypertrophie-Markern untersucht,
die fur das atriale natriuretische Peptid (Anp), das natriuretische Peptid Typ B (Bnp), die a-
Isoform (Myh6) sowie die B-Isoform des kardialen Myosins (Myh7) kodieren. Im linken
Ventrikel von 4-MU-behandelten Mausen war die mRNA-Expression von Anp (Kontrolle:
1+0,25; 4-MU: 0,62 + 0,11; p = 0,1737) trendmaRig und die von Bnp (Kontrolle: 1 £ 0,14; 4-
MU: 0,65 + 0,04; p = 0,0238) sowie Myh7 (Kontrolle: 1 £ 0,12; 4-MU: 0,56 + 0,09; p = 0,0078)
signifikant erniedrigt vor, wohingegen die von Myh6 (Kontrolle: 1 + 0,12; 4-MU: 1,34 £ 0,09;
p = 0,0302) im Vergleich zu Kontrollmausen signifikant erhdht vorlag. Die Expression von
Myh6 Kkorreliert im Gegensatz zu Anp, Bnp und Myh7 negativ mit dem beobachteten
Hypertrophie-Grad [115] Es ist bekannt, dass im Rahmen einer kardialen Hypertrophie ein
Isoformenwechsel (englisch: Isoform Switching) von Myh6 zu Myh7 stattfindet (Abbildung 33
B). Die mittels qPCR erhobenen Daten sprechen also ebenfalls fir eine Reduktion der
Hypertrophie-Antwort in den 4-MU-behandelten Mausen.

Da sich die myokardiale Hypertrophie Uber das Wachstum der Herzmuskelzellen definiert,
wurde eine Bestimmung der Einzelzellgroflen durchgefuhrt, die an histologischen
Herzschnitten mittels WGA-Farbung visualisiet und gemessen worden sind. Die
Kardiomyozyten der 4-MU-behandelten Mause waren mit einer durchschnittlichen
Querschnittsflache von 409,2 + 10,9 um? signifikant kleiner als die der Kontrolltiere mit
510,2 + 17,3 um?(p = <0,0001) (Abbildung 33 C).

Mechanistisch wurde auch die Phosphorylierung, also Aktivierung, von Extracellular-signal
Regulated Kinases 1 und 2 (ERK1 und ERK2) untersucht. Diese werden als Effektorkinasen
nach Aktivierung der MAPK-Kaskade, die als wichtiger Signaltransduktor wahrend der
myokardialen Hypertrophie gilt, phosphoryliert. Allerdings wurde mittels Western Blot keine
signifikant veranderte Phosphorylierung von ERK1/2 (pERK1/2) im Verhaltnis zum totalen
ERK1/2 (tERK1/2) 7 Wochen nach TAC-OP beobachtet. Ein Trend hinsichtlich weniger
Phosphorylierung von ERK1/2 im Herzen von 4-MU-behandelten Mausen war erkennbar
(p =0,1871) (Abbildung 33 D). Gleiches gilt fur den Akutzeitraum, 3 Tage nach TAC-OP
(p = 0,2014) (Appendix, Abbildung 47).

Zusammenfassend deuten die hier erhobenen Daten auf eine deutlich reduzierte
Hypertrophie-Antwort 7 Wochen nach TAC-OP in den 4-MU-behandelten Mausen hin.
Insbesondere das geringere Herzgewicht, die erniedrigte Expression von Bnp sowie Myh?7,
die erhohte Expression von Myh6 und die kleinere EinzelzellgroRe der Kardiomyozyten

waren in diesem Zusammenhang bedeutsam.
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3.3.7 Quantifizierung der interstitiellen und perivaskularen Fibrose

Das kardiale Remodeling nach Hypertrophie-Stimulation ist unter anderem durch eine
schwere Fibrosierung des Herzgewebes charakterisiert [48]. Es ist eine kompensatorische
MaRRnahme, die dem Herzen nach dem Zelluntergang der Kardiomyozyten (replacement
fibrosis) wieder Stabilitat verleiht. Allerdings ist bei starker Auspragung die elektrische
Reiziberleitung der Kardiomyozyten gestort, die schlieRlich auch in Herzrhythmusstérungen
munden kann [116].

Bei der kardialen Fibrose unterscheidet man abhangig von der Lokalisation zwischen zwei
Formen, und zwar zwischen interstitiell, gemeint ist damit der Extrazellularraum im
Bindegewebe, und perivaskular, also der unmittelbar angrenzende Bereich um die
Gefallwande. Zur Messung der interstitiellen Fibrose nach Picro-Sirius-Rot-Farbung wurde
lediglich der linke Ventrikel berlcksichtigt; grofiere Gefalle sowie Artefakte, hervorgerufen
durch das Schneide- oder Farbeprozedere (beispielsweise aufgefaltetes Gewebe), wurden
von der Quantifizierung ausgeschlossen. Hier zeigte sich eindeutig eine Reduktion des
fibrotischen Gewebes von durchschnittlich 1,94 + 0,31 % auf 0,93 £ 0,11 % (p = 0,0050) in
den 4-MU-behandelten Mausen 7 Wochen nach TAC-OP (Abbildung 34 A).

In Ubereinstimmung mit diesen Daten wurde zudem eine signifikante Reduktion der mRNA-
Expression von Vimentin (Vim) im Herzgewebe des linken Ventrikels nach 4-MU-Behandlung
(Kontrolle: 1+0,12; 4-MU: 0,70+ 0,06; p=0,0389) 7 Wochen nach TAC-OP gezeigt
(Abbildung 34 B). Vimentin wird im Herzen hauptsachlich von Fibroblasten exprimiert, aber
auch andere Nicht-Kardiomyozyten sind flir diesen Marker positiv.

Es wurden noch weitere genetische Marker fir kardiale Fibrose mittels gPCR untersucht.
Hier zeigten sich allerdings 7 Wochen nach TAC-OP keine signifikanten Unterschiede fir die
Genexpression der Kollagene Col1a? und Col3a1. Ebenso war keine Veranderung fur alpha-
Smooth Muscle Actin (a-Sma) und der Matrix Metalloproteinase 2 (MmpZ2) nachweisbar.
Daruber hinaus wurde eine Genexpressionsanalyse von Fibronektin (Fn1), Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase 3 (Timp3) und Tenascin-C (Tn-¢) 7 Wochen nach TAC-OP durchgefuhrt,
aber auch hier keine signifikanten Unterschiede vorhanden (Appendix, Abbildung 48).

Zur Schatzung der perivaskularen Fibrose wurden von jedem Versuchstier ein Herzschnitt
untersucht und jeweils drei orthogonal angeschnittene arterielle Gefalle im linken Ventrikel
fir die Quantifizierung ausgewahlt. Die angrenzende Fibrose wurde auf die GefalRgroRe
normalisiert. Als Mal fir die Gefalgrolie diente die Mediaflache. Hierbei wurde eine
signifikante Reduzierung der perivaskularen Fibrose von durchschnittlich 3,08 £ 0,32 % auf
1,86 £ 0,28 % (p =0,0086) in den 4-MU-behandelten Mausen 7 Wochen nach TAC-OP
gezeigt (Abbildung 34 C). In beiden Gruppen wurden arterielle GefalRe ahnlicher Grolie
betrachtet (Abbildung 34 D).
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Abbildung 34: Kardiale Fibrose 7 Wochen nach operativer Aortenstenose (7wpTAC). Vergleich
von 4-Methylumbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrollmdusen (K).
Reprasentative Aufnahmen der interstitiellen Fibrose von Paraffinherzschnitten aus dem linken
Ventrikel mittels Picro-Sirius-Rot-Farbung  (MalRstabsbalken entspricht 200 ym). Relative
Quantifizierung der rot-gefarbten Flache normiert auf die linksventrikuldre Gewebsflache (LV) (A).
Messung der Expressionsstarke von Vimentin (Vim) mittels gPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh
verwendet (B). Reprasentative Aufnahmen der perivaskuldren Fibrose von Paraffinherzschnitten aus
dem linken Ventrikel mittels Picro-Sirius-Rot-Farbung (Mafistabsbalken entspricht 200 um). Relative
Quantifizierung der rot-gefarbten Flache normiert auf die Mediaflache des arteriellen Gefales (C). Zur
Bestimmung der GefaRgrole wurde die Mediaflache von drei orthogonal angeschnittenen arteriellen
gemessen und gemittelt (D). Dargestellt als Mittelwert + SEM; n = 13; t-Test; n. s. (nicht signifikant)
p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,001.

Zusammenfassend wurde eine 4-MU-vermittelte Reduktion der interstitiellen und
perivaskularen Fibrose 7 Wochen nach TAC-OP beobachtet. Dieser Befund wurde zudem

durch eine erniedrigte mMRNA-Expression von Vimentin bestarkt.
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3.3.8 Untersuchung der Entziindungsreaktionen nach operativer
Aortenstenose

Es ist bekannt, dass im Rahmen einer kardialen Hypertrophie die Entwicklung einer Fibrose
insbesondere durch inflammatorische Prozesse beeinflusst wird. Auch ein Einfluss auf die
Ausbildung einer Hypertrophie wird diskutiert [117]. Darlber hinaus ist 4-MU als
immunmodulatorische Substanz in der Literatur beschrieben [108]. Aus diesen Grinden
wurden weitere Untersuchungen hinsichtlich des immunologischen Profils im hier
untersuchten Hypertrophie-Modell durchgefihrt.

Dabei wurden zunachst Genexpressionsanalysen von Entziindungsmarkern im Herzen nach
Schein- und TAC-OP untersucht (3.3.8.1). Dartber hinaus erfolgte eine immun-
histochemische Mac-2-Farbung des Herzens zur Quantifizierung der Makrophagen-
Infiltration nach 4-MU-Behandlung (3.3.8.2). Letztlich wurde das Blut als Reservoir flur
zirkulierende Immunzellen und das Herz als primarer Entziindungsort durchflusszytometrisch
analysiert (3.3.8.4, 3.3.8.3). In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Grandoch und
Dr. Homann vom Institut fur Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Heinrich-

Heine-Universitat in Disseldorf wurden die durchflusszytometrischen Daten erhoben.

3.3.8.1 Genexpressionsanalysen von Entziindungsmarkern im Herzen

Eine Genexpressionsanalyse von Zyto- und Chemokinen sowie der entsprechenden
Rezeptoren, die in Verbindung mit Inflammationsprozessen im Herzen als etabliert gelten,
wurde mittels gPCR durchgeflhrt. Hier zu nennen sind die Liganden CC-Chemokinligand 2
(Ccl2), CC-Chemokinligand 5 (Ccl5), CX3C-Chemokinligand 1 (Cx3cl1), CXC-Chemokin-
ligand 1 (Cxcl/1) und Interleukin1-B (/L-18), (Abbildung 35 A) sowie die Rezeptoren CC-
Chemokinrezeptor 2 (Ccr2), CC-Chemokinrezeptor 5 (Ccr5) und CX3C-Chemokinrezeptor 1
(Cx3cr1) (Abbildung 35 B).

Die dabei erhobenen Daten zeigten eine signifikant erhdhte Genexpression von Ccr2, Ccrb
und Cxcl1 sowie eine tendenziell erhdhte Genexpression von Cx3cl1, Cx3cr1 und Ccl2 fur
den Akutzeitraum, 3 Tage nach TAC-OP im Vergleich zu schein-operierten Tieren ohne
4-MU-Behandlung. Somit wurden weitere Hinweise dafir gesammelt, dass nach
Hypertrophie-Stimulation Entziindungsprozesse von hoher Bedeutung sein kdnnten. Durch
den Vergleich schein-operierter Mause wurde ausgeschossen, dass diese Beobachtungen

durch ein Operationstrauma verursacht wurden.
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Abbildung 35: Kardiale mRNA-Expression von Entziindungsmarkern 3 Tage nach operativer
Aortenstenose (3dpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Messung der
Expressionsstarke der Liganden Ccl2, Ccl5, Cx3cl1, Cxcl1 und IL-13 (A) sowie der Rezeptoren Ccr2,
Ccrb und Cxcr1 (B) mittels gPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Dargestellt als
Vielfaches der Kontrolle (K, hier: 3dpSham); Mittelwert £+ SEM; n =5 - 11; t-Test; *p < 0,05 oder mit
jeweiligem P-Wert vermerkt.

Die 4-MU-Behandlung zeigte im Vergleich zur unbehandelten Gruppe keine Veranderungen
in den Expressionsstarken der untersuchten Entziindungsmarker 3 Tage nach TAC-OP
(Appendix, Abbildung 49). Im Gegensatz dazu waren eine Reihe der hier untersuchten Gene
fur den langen Nachbeobachtungszeitraum, 7 Wochen nach TAC-OP, verandert. So lag die
Expression von Ccl2 mit einem p-Wert von 0,0757 annahernd signifikant und die von /L-18,
Cxcl1, Cx3cl1 und Ccrb5 signifikant erniedrigt vor (Appendix, Abbildung 50).

Summa summarum wurde eine Beteiligung des Immunsystems nach Hypertrophie-
Stimulation durch TAC-OP in unbehandelten Mausen gezeigt. Die Genexpressionsanalysen
fur den langen Nachuntersuchungszeitpunkt, 7 Wochen nach TAC-OP, deuten zudem auf

eine langanhaltend gemilderte Immunantwort nach 4-MU-Behandlung hin.
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3.3.8.2 Makrophagen-Infiltration im Herzen mittels Mac-2-Farbung

Nach erfolgter Aortenstenose wurde das Herz als primarer Entziindungsort ndher untersucht.
In der Literatur ist bereits beschrieben, dass Makrophagen im Akutzeitraum nach TAC-OP
ins Herz einwandern und dort die Zusammensetzung der EZM und moglicherweise auch die
Hypertrophie-Antwort der Kardiomyozyten beeinflussen kénnen [48]. Es sollte nun gepruft
werden, ob die 4-MU-Behandlung die Rekrutierung von Immunzellen nach TAC beeinflusst.
Als erster Hinweis diente hierfir die immunhistologische Untersuchung des Makrophagen-
spezifischen Oberflachenmarkers Mac-2 von Paraffinherzschnitten (Abbildung 36), die in der
4-MU-behandelten Gruppe mit einem relativen Anteil von 0,12 + 0,03 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe (0,25+ 0,05 %) signifikant erniedrigt war (p = 0,0483).
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Abbildung 36: Makrophagen-Infiltration im Herzen 3 Tage nach operativer Aortenstenose
(3dpTAC). Vergleich von 4-Methylumbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und unbehandelten
Kontrollmausen (K). Reprasentative Aufnahmen der Mac-2-Farbung von Paraffinherzschnitten aus
dem linken Ventrikel (Mafstabsbalken entspricht 200 um). Relative Quantifizierung der Mac-2-
positiven braunen Flache normiert auf die linksventrikulare Gewebsflache (LV). Dargestellt als
prozentualer Anteil; Mittelwert + SEM; n = 11; -Test; *p < 0,05.
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3.3.8.3 Veranderungen der Immunzellkomposition im Herzen

Im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse wurde zunachst das Herzgewicht 3 Tage
nach TAC-OP gemessen und zwischen Kontroll- und 4-MU-behandelter Gruppe verglichen.
Zu diesem fruhen Zeitpunkt ist erwartungsgemafl kein Unterschied im Herzgewicht
feststellbar, da das hypertrophische Remodeling erst nach chronischer Druckbelastung
manifestiert (Abbildung 37 A). Die Gesamtzahl der im Durchflusszytometer erfassten Zellen
war ebenfalls nicht unterschiedlich (Abbildung 37 B). Ebenso lagen keine Unterschiede
bezuglich des prozentualen Anteils der lebenden Zellen (Abbildung 37 C) sowie der TER119-
positiven Erythrozyten vor (Abbildung 37 D). Somit sind die nachfolgend dargestellten

Unterschiede auf Veranderung der Immunzellpopulation zuriickzufihren.
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Abbildung 37: Herzgewicht, Gesamtzellzahl, Vitalitit der untersuchten Zellen und relativer
Anteil der Erythrozyten von durchflusszytometrisch untersuchten Herzen 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU)
gegen unbehandelte Kontrollmause (K) verglichen. Das Herzgewicht ist als Feuchtgewicht bei
Organentnahme angegeben (A). Absolute Quantifizierung der Gesamtzellzahl pro Herz (B).
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der lebenden Zellen normiert auf die Gesamtzellzahl (C).
Dargestellt ist der prozentualer Anteil der TER119*-Erythrozyten normiert auf die Gesamtzellzahl (D).
Mittelwert £ SEM; n = 8; t-Test.
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Die weil3en Blutzellen, die Leukozyten, sind eine heterogene Gruppe von Immunzellen, die
die Expression des Oberflachenmarkers CD45 gemein haben. Die Leukozyten werden
hinsichtlich ihrer Funktion und anhand weiterer Oberflachenmarker differenziert. Die grof3ten
Fraktionen machen dabei die Lymphozyten, bestehend aus B- und T-Zellen, und die
granulozytaren Zellen myeloiden Ursprungs, wie zum Beispiel Neutrophile und Monozyten,
aus.

Die Zahl der gemessenen Leukozyten betrug in beiden Gruppen durchschnittlich zwischen
155583 + 42630 (4-MU-Gruppe) und 159776 + 31813 (Kontrollgruppe) (Abbildung 38 A).

Die Lymphozyten wurden als CD11b-negative und CD45-positive Zellen charakterisiert.
Anhand dieser indirekten Charakterisierung wurden tendenziell (p =0,1543) weniger
Lymphozyten nach 4-MU-Behandlung (10905 + 1258) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(16949 + 3811) detektiert (Abbildung 38 B). Durch die fehlende Messung der
Oberflachenmarker CD19 und CD3 war es nicht mdglich diese Zellpopulation weiter nach B-
und T-Zellen zu differenzieren.

Das Oberflachenprotein CD11b ist ein Marker fur Granulozyten myeloiden Ursprungs. Auch

bei dieser Zellpopulation war kein Unterschied erkennbar (Abbildung 38 C).
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Abbildung 38: Durchflusszytometrische Analyse von Leukozyten aus dem Herzen 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU)
gegen unbehandelte Kontrollmause (K) verglichen. Absolute Quantifizierung der CD45*-Leukozyten
pro Herz (A). Absolute Quantifizierung der CD45* CD11b-Lymphozyten pro Herz (B). Absolute
Quantifizierung der CD45* CD11b*-Zellen myeloiden Ursprungs pro Herz (C). Mittelwert + SEM; n = 8;
t-Test.
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Die CD11b-positiven Zellen wurden anhand weiterer Oberflachenmarker in unterschiedliche
Immunzell-Subtypen aufgeteilt. Besonderer Fokus lag auf der Analyse der Neutrophilen,
Monozyten und Makrophagen. Hierbei wurden keine Unterschiede hinsichtlich der
gemessenen Zellzahlen nach 4-MU-Behandlung in den drei genannten Subgruppen
gefunden (Abbildung 39 A, B und C).
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Abbildung 39: Durchflusszytometrische Analyse der myeloiden Zellen im Herzen 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU)
gegen unbehandelte Kontrollmause (K) verglichen. Absolute Quantifizierung der CD45* CD11b*
Ly6G*-Neutrophilen pro Herz (A). Absolute Quantifizierung der CD45* CD11b* Ly6G- F4/80- CD11c-
Monozyten pro Herz (B). Absolute Quantifizierung der CD45* CD11b* Ly6G- F4/80*-Makrophagen pro
Herz (C). Mittelwert £ SEM; n = 8; t-Test.
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Da die Makrophagen eine besonders wichtige Rolle im entziindeten Herzen nach TAC
spielen (4.3), wurde diese Zellpopulation hinsichtlich der Expression weiterer
Oberflachenproteine, die mit unterschiedlichen zellularen Funktionen von Makrophagen
einhergehen, untersucht. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Trend hinsichtlich verringerter
Gesamtzahl von Ly6C""- (p = 0,0932) und MHCII-positiven Makrophagen im Herzen 4-MU-
behandelter Mause (p=0,0807). Es waren hingegen keine Unterschiede fir die
gemessenen Zellzahlen der Ly6C™- und Ly6C"9"-Makrophagen erkennbar (Abbildung 40 A,
B, Cund C).
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Abbildung 40: Durchflusszytometrische Analyse der Makrophagen im Herzen 3 Tage nach
operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU)
gegen unbehandelte Kontrollmaduse (K) verglichen. Absolute Quantifizierung der Ly6C'o%-
Makrophagen pro Herz (A). Absolute Quantifizierung der Ly6Ci-Makrophagen pro Herz (B). Absolute
Quantifizierung der Ly6Che"-Makrophagen pro Herz (C). Absolute Quantifizierung der MHCII*-
Makrophagen pro Herz (D). Mittelwert £ SEM; n = 8; t-Test.

Zusammenfassend, wurde fir den Akutzeitraum, 3 Tage nach TAC-OP, eine Tendenz
hinsichtlich geringerer Lymphozytenzahl in Mausherzen nach 4-MU-Behandlung beobachtet.
Zudem wurde eine annahernd signifikante Reduzierung der Zellzahlen von Ly6C"°"- und
MHCIl-positiven Makrophagen beobachtet, die in Ubereinstimmung mit dem Befund der
reduzierten Mac2-Farbung im Herzen als Hinweis flr eine verringerte Makrophagen-
Infiltration nach 4-MU-Gabe diente.
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3.3.8.4 Veranderungen der Immunzellkomposition im Blut

In den beiden vorangegangen Teilen wurde eine reduzierte Makrophagen-Infiltration 3 Tage
nach TAC-OP mittels immunhistochemischer Mac-2-Farbung im Herzen nach 4-MU-
Behandlung nachgewiesen (3.3.8.2). Dieser Befund wurde weitgehend durch eine
durchflusszytometrische Analyse bestatigt, die ebenfalls eine signifikante Reduktion von
MHCII-positiven Makrophagen zeigte (3.3.8.3). Daher war es nun von Interesse zu
untersuchen, ob 3 Tage nach TAC-OP durch 4-MU-Behandlung Veranderungen in der
systemischen Immunzellkomposition bestanden. Dafiur wurden die zirkulierenden
Immunzellen aus dem Blut durchflusszytometrisch untersucht.

Bei der absoluten Zellzahl der Leukozyten sowie der lymphozytaren Leukozyten waren keine
Unterschiede vor bzw. 3 Tage nach TAC-OP zwischen der Kontroll- und 4-MU-
Behandlungsgruppe detektierbar (Abbildung 41 A und B).

Hingegen waren bei den CD11b-positiven Immunzellen myeloiden Ursprungs signifikante
Veranderungen vorhanden (Abbildung 41 C und E). Sowohl bei Betrachtung der absoluten
Zellzahlen als auch der relativen Anteile bezogen auf die Gesamtzellzahl der Leukozyten war
eine Zunahme dieser Immunzellen in beiden Gruppen 3 Tage nach TAC-OP im Vergleich
zum praoperativen Zeitpunkt signifikant.

Bei Betrachtung der relativen Anteile der CD19-positiven CD3-positiven Lymphozyten war
nach 7-tagiger 4-MU-Behandlung praoperativ ein signifikant niedrigerer Anteil von
Lymphozyten (35,12 + 4,06 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (56,25 + 2,35 %) evident
(Abbildung 41 D). Drei Tage nach TAC-OP blieb der relative Anteil der zirkulierenden
Lymphozyten auf einem ahnlich niedrigen Niveau in der Behandlungsgruppe
(24,84 + 2,01 %), wahrend in der Kontrollgruppe eine starke Abnahme der Lymphozyten von
56,25 * 2,35 % auf 28,78 + 3,12 % prasent war.

Entsprechend des signifikant reduzierten Anteils der Lymphozyten nach 7-tagiger 4-MU-
Gabe kurz vor TAC-OP, war der relative Anteil der CD11b-positiven Zellen praoperativ im

Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant erhéht (Abbildung 41 D und E).
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Abbildung 41: Durchflusszytometrische Analyse von zirkulierenden Leukozyten praoperativ
(praOP) und 3 Tage nach operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-Methylumbelliferon-
behandelte Mause (4-MU) gegen unbehandelte Kontrollmause (K) verglichen. Absolute
Quantifizierung der CD45*-Leukozyten pro pL Blut (A). Absolute Quantifizierung der CD45* CD19*
CD3*-Lymphozyten pro uL Blut (B). Absolute Quantifizierung der CD45* CD11b*-Zellen myeloiden
Ursprungs pro uL Blut (C). Relative Quantifizierung der CD45* CD19* CD3*-Lymphozyten normiert auf
die Gesamtzellzahl der Leukozyten (D). Relative Quantifizierung der CD45* CD11b* -Zellen myeloiden
Ursprungs normiert auf die Gesamtzellzahl der Leukozyten (E). Mittelwert + SEM; n = 8; two-way
ANOVA; *p < 0,05 4-MU gegen K; #p < 0,05 praOPK gegen 3dpTACK; $p < 0,05 praOP*MU gegen
3dpTAC4MUY,
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Die Verschiebungen dieser Immunzellpopulation wurden nachfolgend naher untersucht. Die
Lymphozyten wurden zunachst nach B- und T-Zellen diskriminiert. Bei Betrachtung der
relativen Anteile der CD19-positiven B-Zellen waren keine Unterschiede erkennbar, weder
innerhalb der Gruppen noch zwischen beiden Messzeitpunkten (Abbildung 42 A).

Der prozentuale Anteil der CD3-positiven T-Zellen war vor OP in den 4-MU-behandelten
Mausen signifikant niedriger (17,42 +£1,91 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(36,70 £ 3,32 %). Der relative Anteil der T-Zellen war nur in der Kontrollgruppe im zeitlichen
Verlauf 3 Tage nach TAC-OP auf 19,7 % signifikant erniedrigt (Abbildung 42 B).

Die T-Zellpopulation wurde nachfolgend weiter differenziert und zwar unterscheidet man
zwischen CD4-positiven T-Helferzellen (Tu-Zellen) und CD8a-positiven zytotoxischen T-
Zellen (englisch: cytotoxic T cells, CTL). Signifikante Unterschiede waren sowohl bei den T-
Helferzellen als auch bei den zytotoxischen T-Zellen vorhanden, deren relative Anteile
ebenfalls praoperativ signifikant erniedrigt vorlagen im Vergleich zu den Kontrollgruppen
(Abbildung 42 C und D).

Daher waren die Veranderungen der T-Zellpopulation auf den niedrigeren Anteil der T-

Helferzellen und der zytotoxischen T-Zellen der 4-MU-Gruppen zurtickzufihren.
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Abbildung 42: Durchflusszytometrische Analyse von zirkulierenden Lymphozyten praoperativ
(praOP) und 3 Tage nach operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-Methylumbelliferon-
behandelte Mause (4-MU) gegen unbehandelte Kontrolimause (K) verglichen. Relative Quantifizierung
der CD19*-B-Zellen normiert auf die Gesamtzellzahl der Leukozyten (A). Relative Quantifizierung der
CD3*-T-Zellen normiert auf die Gesamtzellzahl der Leukozyten (B). Relative Quantifizierung der CD3*
CD4*-T-Helferzellen (Tw-Zellen) normiert auf die Gesamtzellzahl der Leukozyten (C). Relative
Quantifizierung der CD3* CD8a*-zytotoxischen T-Zellen (CTL) normiert auf die Gesamtzellzahl der
Leukozyten (D). Mittelwert + SEM; n = 8; two-way ANOVA; *p < 0,05 4-MU gegen K; #p < 0,05 praOPX
gegen 3dpTACK.
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Nachfolgend wurden die signifikant erhéhten Zellzahlen der zirkulierenden CD11b-positiven
Immunzellen beider Gruppen 3 Tage nach TAC-OP (Abbildung 41 C und E) durch
Charakterisierung weiterer Oberflachenmarker naher betrachtet.

Die Subpopulation der CD11b- und Ly6G-positiven Neutrophilen zeigte ebenfalls einen
signifikanten Anstieg der absoluten Zellzahlen im zeitlichen Verlauf nach TAC-OP. Es waren
jedoch unter 4-MU-Behandlung keine gruppenubergreifenden Unterschiede erkennbar
(Abbildung 43 A).

Ebenso waren bei den Ly6G-negativen und CD115-positiven Monozyten auch keine
Unterschiede zwischen der 4-MU-Gruppe und der Kontrollgruppe feststellbar. Auffallig war
jedoch, dass ein Anstieg der Zellzahlen nur in der Kontrollgruppe 3 Tage nach TAC-OP
evident war, wahrend der Anstieg in der 4-MU-behandelten Gruppe keine statistische
Signifikanz aufwies (Abbildung 43 B).

Die Monozyten wurden auf Grundlage der Expression von Ly6C als low, intermediate und
high Klassifiziert bezogen auf die Expressionsstarke dieses Oberflachenmarkers Den
verschiedenen Klassen werden gemaf Literatur unterschiedliche Funktionen zugesprochen
(4.3). Praoperativ waren keine Unterschiede in den absoluten Zellzahlen dieser Klassen
unter 4-MU-Behandlung ermittelt worden. Drei Tage nach TAC-OP war der Anstieg der
zirkulierenden Ly6C'"-Monozyten in beiden Gruppen signifikant. Der Anstieg dieser Zellen
war in den 4-MU-behandelten M&ausen dennoch weniger stark ausgepragt, da zum
Messzeitpunkt nach TAC-OP die absolute Zellzahl der Ly6C'“-Monozyten signifikant
niedriger war im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 43 C).

Bei Betrachtung der Ly6C™-Monozyten waren weder im zeitlichen Verlauf noch
gruppenubergreifend statistisch relevante Unterschiede erkennbar (Abbildung 43 D).

Die absolute Zellzahl der Ly6C"9"-Monozyten war lediglich in der Kontroligruppe 3 Tage nach
TAC-OP im Vergleich zum praoperativen Zeitpunkt signifikant erhéht, wahrend die Zellzahl
der 4-MU-Gruppe nicht signifikant anstieg (Abbildung 43 E).
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Abbildung 43: Durchflusszytometrische Analyse von zirkulierenden myeloiden Zellen
praoperativ (prdOP) und 3 Tage nach operativer Aortenstenose (3dpTAC). Es wurden 4-
Methylumbelliferon-behandelte Mause (4-MU) gegen unbehandelte Kontrolimause (K) verglichen.
Absolute Quantifizierung der CD45* CD11b* Ly6G*-Neutrophilen pro pL Blut (A). Absolute
Quantifizierung der CD45* CD11b* Ly6G- F4/80- CD11c-Monozyten pro pL Blut (B). Absolute
Quantifizierung der Ly6C'°%-Monozyten pro pL Blut (C). Absolute Quantifizierung der Ly6Cint-
Monozyten pro uL Blut (D). Absolute Quantifizierung der Ly6Chh-Monozyten pro uL Blut (E).
Mittelwert £ SEM; n = 8; two-way ANOVA; *p < 0,05 4-MU gegen K; #p < 0,05 praOPK gegen
3dpTACK; $p < 0,05 praOP4MU gegen 3dpTAC4MUY,

Zusammenfassend wurden insbesondere basal Verschiebungen in verschiedenen
Immunzellpopulation unter 4-MU-Behandlung festgestellt. Praoperativ war der relative Anteil
der T-Zellen (T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen) signifikant erniedrigt, wahrend der
relative Anteil der Immunzellen myeloiden Ursprungs nach 4-MU-Behandlung
dementsprechend signifikant erhoht war. Drei Tage nach TAC-OP war einzig die
Gesamtzellzahl der zirkulierenden Ly6C'°“-Monozyten in den 4-MU-behandelten Gruppe
signifikant erniedrigt. Diese Veranderungen dienen als erster Anhaltspunkt fur eine

immunmodulatorische Wirkung von 4-MU in der Akutphase nach operativer Aortenstenose.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Glykosaminoglykans HA wahrend
myokardialer Umbauprozesse in der Pathogenese der kardialen Hypertrophie untersucht. Zu
diesem Zwecke wurden ein in vitro-Zellmodell sowie zwei in vivo-Mausmodelle eingesetzt.
Hierbei wurde im Rahmen einer Vorstudie gezeigt, dass bei 8 Wochen alten Mausen in
einem genetischen Hypertrophie-Modell vor Manifestation des HCM-Phanotyps eine
deutliche Dysregulation von Genen beziehungsweise Proteinen der EZM stattfand. Dies
wurde insbesondere durch Annotation von GO terms auf Grundlage der Transkriptom-Daten
gezeigt, in denen vorwiegend Gene kodierend fir EZM-Proteine angereichert vorlagen. In
Ubereinstimmung damit wurde zudem eine erhdhte Abundanz von EZM-Proteinen mittels
MS-Analyse gemessen. Auffallig war dabei, dass der GO term glycosaminoglycan binding in
der Kategorie molekulare Funktion am starksten angereichert vorlag. Auch die
Genexpression des CD44-Rezeptors, der fur die HA-Signaltransduktion eine wichtige Rolle
spielt, war in der gPCR-Analyse mehr als 10-fach hochreguliert. Im Zuge von
Validierungsexperimenten wurden zudem gezeigt, dass die Genexpression der Has2 im
Herzen 3 Tage nach TAC angestiegen war.

In diesem Kontext wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Glykosaminoglykan HA,
welches im Extrazellularraum als wichtiges Struktur- und Signalmolekil fungiert, eine
bedeutende Rolle bei der Entwicklung myokardialer Hypertrophie ausiben kénnte, so wie es
bereits fir andere Herz-Kreislauferkrankungen gezeigt wurde.

Zur Aufklarung dieser Hypothese wurden zunachst in einem in vitro-Zellmodell kultivierte
Kardiomyoblasten nach Isoprenalin-vermittelter Hypertrophie-Stimulation mit 4-MU, einem
etablierten HA-Synthese-Inhibitor, behandelt. Hierbei wurde durch den Einsatz von 4-MU die
Isoprenalin-induzierte Hypertrophie der Zellen verhindert.

In vivo wurden in einem Hypertrophie-Mausmodell nach operativer Aortenstenosierung 4-
MU-behandelte Mause mit einer unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Unter
Verwendung histologischer und molekularbiologischer Methoden wurde beobachtet, dass
das Ausmal der Entwicklung von Fibrose und Hypertrophie durch 4-MU-Behandlung
vermindert war. Echokardiografische Untersuchungen zeigten zudem, dass die kontraktile
Herzfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe verbessert war. Da 4-MU auch
immunmodulatorische Eigenschaften beigemessen werden und Inflammationsprozesse
wahrend des hypertrophischen Remodeling von hoher Bedeutung sind, wurde der
Inflammationsstatus durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei zeigte sich flir den
Akutzeitraum nach TAC-OP eine verminderte Makrophagen-Infiltration.

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse im Kontext der aktuellen
wissenschaftlichen Fachliteratur fur Herzforschung eingeordnet und auf dieser Grundlage
kritisch diskutiert.
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4.1 Die Bedeutung der Extrazellularmatrix und Hyaluronsaure
in der Pathogenese der hypertrophischen Kardiomypathie

Als Modell-Organismus zur Untersuchung der Pathogenese einer HCM dienten transgene
Mause, die zwei Punktmutationen (VM/RC) im Gen flr das kardiale Myosin tragen. Wie unter
1.1.3.2 beschrieben entwickelten die VM/RC-Mause bereits in einem frihen Lebensalter ab
10 Wochen eine starke Fibrose, die folglich auch mit einer zunehmenden Hypertrophie-
Entwicklung und Funktionsstérung des Herzen einherging sowie durch eine verkurzte
Lebenserwartung gekennzeichnet war [35]. In einem Lebensalter von 6 bis 8 Wochen war
allerdings makroskopisch noch keine Manifestation des HCM-Phanotyps zu beobachten. In
diesem Zusammenhang war das auf das Korpergewicht normalisierte Herzgewicht
unverandert im Vergleich zu WT-Kontrollmausen, sodass noch keine globale Hypertrophie
feststellbar war obwohl das myokardiale Remodeling ab einem Lebensalter von 10 Wochen
kurz bevorstand. Daher wurden in diesem HCM-Modell 6 bis 8 Wochen alte Tiere verwendet,

um potentielle Signalmolekdile zu identifizieren, die eine Hypertrophie-Entwicklung vermitteln.

4.1.1 Erkenntnisse aus den Transkriptom- und Proteom-Analysen

Zu diesem Zwecke kamen Transkriptom- und Proteom-Analysen zum Einsatz. Die
Lebenswissenschaften beschreiben einen Informationsfluss der kodierenden DNA zur RNA,
die schlieBlich in ein Protein translatiert wird, welches als funktionelle Einheit einer
Merkmalsauspragung dient [118]. Allerdings wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt,
dass innerhalb eines Modells die Ubereinstimmung von regulierten Transkripten und
Proteinen entgegen der Erwartung relativ gering war [119-123]. Ghazalpour et al. fuhrten
eine Studie in Mausen durch mit dem Ziel Transkriptom- und Proteom-Daten zu vergleichen
und kamen zu dem Schluss, dass das Verhaltnis von mRNA-Transkripten zur Protein-
Abundanz lediglich eine maRige Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,27
aufzeigte. Zudem postulierten sie, dass die Expressionsstarke von mRNA-Transkripten, und
nicht wie erwartet die von Proteinen, starker mit dem betrachteten Phanotyp korrelierten
[118].

Es wurden viele mdgliche Ursachen fiir die moderate Ubereinstimmung von Transkriptom-
und Proteom-Datensatzen diskutiert. Grundsatzlich spielen viele regulatorische Prozesse
wahrend Transkription und Translation eine bedeutende Rolle. So ist beschrieben, dass die
zellulare Transkriptionsrate erheblich niedriger ist als die Translationsrate von Proteinen. In
Saugetierzellen werden im Mittel nur zwei Kopien eines Gens pro Stunde produziert wahrend
die mittlere Translationsrate von Proteinen 140 pro Stunde betragt. Auch die mediane
Halbwertszeit von mRNA-Transkripten ist mit 9 Stunden sehr viel kirzer als die von

Proteinen mit 46 Stunden. Von weiterer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang auch, dass
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sich die Halbwertszeit von Proteinen Uber einen groReren dynamischen Bereich von
< 30 min bis > 200 Stunden bewegt. So korreliert etwa die Genexpression von konstitutiv
exprimierten Genen (zum Beispiel Tubulin [124]) mit einer langeren Halbwertszeit besser mit
der jeweiligen Protein-Abundanz als die Genexpression von regulatorischen Proteinen, die in
Abhangigkeit eines Stimulus schnell auf- bzw. abgebaut werden [125, 126]. Daher haben
beide methodische Ansatze in unserem Versuchsaufbau eine Daseinsberechtigung.
Ubereinstimmend wurden mittels beider Methoden insgesamt 9 Transkripte bzw. Proteine
identifiziert, die gleichermalien eine veranderte Abundanz aufwiesen (Abbildung 16). Bei
diesen Treffern handelt es sich grundsatzlich um Proteine, die in den Extrazellularraum
exprimiert werden, wie z. B. Kollagen Typ VI, Lumican, Periostin oder Fibronektin. Daher
wurde analog gezeigt, dass insbesondere Proteine der EZM noch vor Einsetzen des
myokardialen Remodeling bereits auf RNA- und Proteinebene dysreguliert vorliegen.

Die Auswahl einer oder mehrerer vielversprechender Kandidatengene, die potentiell an der
Pathogenese der HCM beteiligt sind, ist in Anbetracht der hohen Zahl der regulierten
Transkripte (119 bei p <0,01) und Proteine (121 bei FDR <0,01) schwierig. Um die
umfangreichen Datensatze aus den Transkriptom- und Proteom-Analysen auf globalerer
Ebene zu untersuchen, erfolgte eine Annotation von GO terms, die jedem Gen bzw. Protein
eine Ubergeordneten funktionelle Gruppe zuordnet. Werden einer funktionellen Gruppe, wie
beispielsweise einem apoptotischen Signalweg, besonders viele Vertreter im Sinne von
regulierten Transkripten zugeordnet, so liegt dieser GO ferm mit einem hohem Enrichment
factor stark angereichert vor. Somit wird geschlussfolgert, dass diesem Signalweg flr
Apoptose eine besonders hohe biologische Relevanz in dem untersuchten Modell zukommt.
Summa summarum wurden mittels beider screening-Methoden Hinweise auf eine starke
Dysregulation von EZM-Proteinen erhalten (Tabelle 5, Tabelle 8), obwohl zu diesem
Zeitpunkt in den 6 bis 8 Wochen alten VM/RC-Mausen makroskopisch noch kein
myokardiales Remodeling zu beobachten war. Daher wurde geschlussfolgert, dass es sich
bei diesen Veranderungen nicht um sekundare Kompensationsmechanismen handelt,

sondern dass diese primar an der Pathogenese beteiligt waren.

4.1.2 Die Hyaluronsaure als potentielles Schliisselmolekiil?

Ein wichtiger Bestandteil der EZM ist das Glykosaminoglykan HA, das sowohl als Struktur-
als auch als Signalmoleklil agiert [62]. Interessanterweise war der GO term
glycosaminoglycan binding der am starksten angereicherte GO ferm in der Kategorie
molekulare Funktion in der Transkriptom-Analyse der VM/RC-Herzen (Tabelle 7). Zudem

wurde der HA-Rezeptor CD44, der eine wichtige Rolle fir die HA-Signaltransduktion spielt,
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als stark angereichertes Transkript (10,05-fach) auf Genexpressionsebene mittels gPCR
detektiert (Abbildung 12).

Ein weiteres Argument fir eine potentiell wichtige Rolle beim myokardialen Remodeling im
Rahmen der Hypertrophie-Entwicklung resultiert aus Forschungsarbeiten unseres Instituts
fur Pharmakologie und Klinische Pharmakologie in Disseldorf an verschiedenen
Tiermodellen fir Herz-Kreislauferkrankungen. Sie zeigten, dass HA bei Myokardinfarkt und
in der Pathogenese der Atherosklerose eine hohe Bedeutung zukommt [72, 73]. So wurde in
der akuten Phase nach Myokardinfarkt eine Akkumulation von HA im Herzgewebe von
Mausen und Ratten gezeigt [127]. Eine Hemmung der HA-Synthese durch eine Deletion der
Has2 hingegen beeintrachtigte die Heilungsphase des Herzens nach Ischamie und
Reperfusion [128]. Ferner konnte eine Has3-Defizienz in Atherosklerose-Modellen den
Immunphanotyp verandern und die Progression der Gefallerkrankung verringern [72].
Andere Arbeitsgruppen haben in einem Rattenmodell nach operativer Aortenstenose bereits
eine Korrelation der Genexpression von Has7 und Has2 und der fetalen Genexpression von
Myh7 beschrieben [129]. Hellman et al. postulierten zudem, dass auch ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Genexpression von EZM-assoziierten Proteinen und der HA-
Synthese besteht, die unter Kontrolle eines gemeinsamen regulatorischen Mechanismus
stehen. Daflr sprach eine Genexpressionsanalyse der EZM-assoziierten Proteinen, in der
gezeigt wurde, dass deren Expressionsstarken mit der gemessenen HA-Konzentration im
hypertrophierten Herzgewebe gut korrelierte. In diesem Kontext wurde gezeigt, dass zu
Beginn des myokardialen Remodeling, die Expression der Transkriptionsfaktoren Myc, Fos,
Junb sowie Egr1 erhdht vorlagen. Diese Transkriptionsfaktoren regulieren unter anderem die
Expression der untersuchten EZM-assoziierten Proteine. Auch eine Hochregulation des Ace
(Angiotensin-converting enzyme)-Gens wurde belegt, das die Umsetzung von AT | zu AT Il
katalysiert. Letzterer kann die Expression der genannten Transkriptionsfaktoren und das
fetale Genprogramm (beispielsweise Myh7, Anp und Bnp) induzieren und spielt daher eine
zentrale Rolle in der Entstehung der kardialen Hypertrophie [60].

Da das Polysaccharid HA nicht genetisch kodiert ist, kann es weder mittels Gene Array noch
MS detektiert werden. Jedoch ist eine Messung der Genexpression der drei Has-Isoformen
mittels gPCR mdglich. Wahrend dieser Validierungsexperimente wurde unser Verdacht, dass
HA wahrend des myokardialen Remodeling von Bedeutung sein koénnte, durch
Genexpressionsanalysen mittels qPCR bestarkt, da ein erheblicher Anstieg der Has2-
Genexpression in einem Hypertrophie-Mausmodell nach operativer Aortenstenose im
Akutzeitraum 3 Tage nach TAC-OP beobachtet wurde (Abbildung 19). Weiterhin war die
Has3-Genexpression nach chronischer Druckbelastung (7 Wochen nach TAC) ebenfalls
stark erhoht (Abbildung 30).
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Die drei HAS-Enzyme haben gemein, dass sie HA synthetisieren, ihre Relevanz in
unterschiedlichen Geweben und Zellkompartimenten scheint jedoch verschieden zu sein.
Wie bereits erwahnt, ist die HAS2 im Herzen von groRRer funktioneller Bedeutung, da eine
genetische Deletion wahrend der Embryogenese aufgrund einer fehlerhaften
kardiovaskularen Morphogenese letal ist [71], wahrend Has7- und Has3-defiziente Mause
lebensfahig sind [130, 131]. Des Weiteren ist die zellulare als auch gewebsspezifische
Lokalisation der HAS-Enzyme abhangig von der jeweiligen Isoform. Alle drei HAS-
Isoenzyme wurden an der Plasmamembran und in unterschiedlichen intrazellularen
Organellen nachgewiesen. HAS1 zeigte eine starke Akkumulation im Golgi-Apparat, HAS2
im endoplasmatische Retikulum und HAS3 im Golgi-Apparat sowie an den fadenférmigen
Zellfortsatzen, den sogenannten Mikrovilli. Eine starke Anreicherung von HA per se ist
wahrend der Embryonalentwicklung in Geweben des mesodermalen Ursprungs, wie
beispielsweise im Herzen oder Knorpel, zu beobachten. Insbesondere in den Herzklappen ist
embryonal die Abundanz von HAS2 Ubereinstimmend mit dessen Expressionsstarke erhoht.
Dermale Fibroblasten hingegen exprimieren alle drei HAS-Isoenzyme mit ahnlicher
Expressionsstarke [132, 133]. In unserem Mausmodell wurde die Has3 im adulten und
gesunden Herzen aufgrund der hohen Expressionsstarke mit 71,3 % im Vergleich zu Has1
und HasZ2 als Hauptisoform bestimmt (Abbildung 18). Auch die Kettenlange der HA-Polymere
ist von der Has-Isoform abhangig. Bei in vitro Transfektionsstudien wurde dargelegt, dass
HAS1 sowie HAS3 HA-Polymere eines Molekulargewichts von 2 x 10° bis 2 x 10° Dalton
synthetisieren, wahrend HAS2 mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 2 x 10°
Dalton deutlich langere HA synthetisiert [57].

Aufgrund der erhobenen Daten durch Transkriptom- und Proteom-Analyse, die
Ubereinstimmend eine zentrale Rolle der EZM-Proteine noch vor Einsetzen des
myokardialen Remodeling zeigten, und auf Grundlage aktueller Fachliteratur, die eine
wesentliche Beteiligung der HA im Kontext von Herz-Kreislauferkrankungen postulieren, fiel
unsere Wahl auf das Glykosaminoglykan HA als potentiell bedeutsames Molekll wahrend

einer Hypertrophie-Entwicklung des Herzens.
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4.2 Pharmakologische Modulation der Hyaluronsaure-Synthese
durch 4-Methylumbelliferon im Hypertrophie-Modell

Um die Rolle der HA wahrend der Hypertrophie-Entwicklung zu untersuchen, wurde mittels
des Cumarin-Derivats 4-MU eine pharmakologische Inhibition der HA-Synthese in einem
in vitro sowie in vivo Hypertrophie-Modell durchgefihrt. Die Substanz 4-MU depletiert den flr
die HA-Synthese notwendigen zytosolischen UDP-GIcA-Pool. Die Substratverarmung flhrt
zu einer spezifischen Inhibition der HA-Synthese. Im Gegensatz zu anderen
Glykosaminoglykanen, wird HA nicht im Golgi-Apparat sondern an der Plasmamembran
synthetisiert. Dies hat den groRen Vorteil, dass gezielt die Synthese von HA blockiert wird,
da dessen Synthese vom zytosolischen UDP-GIcA-Pool abhangig ist [86].

Aufgrund der friheren Zulassung als Arzneimittel zur Behandlung von Gallenwegsspasmen
Iasst sich ein weiterer bedeutender Vorteil einer 4-MU-Behandlung ableiten. Im Rahmen des
Arzneimittelzulassungsverfahren hat 4-MU toxikologische Unbedenklichkeitsiberprifungen
durchlaufen und schlieBlich auch bestanden. Daher gilt 4-MU als sichere und
nebenwirkungsarme Substanz fir Mensch und Tier [82, 83]. Auch die perorale
Verabreichung war einer intraperitonealen Applikationsform hinsichtlich therapeutischer
Wirksamkeit Uberlegen und ist daher sowohl im Versuchsmodell als auch im Hinblick auf

eine klinische Translation im Menschen praktikabel [87].

4.2.1 Applikation von 4-Methylumbelliferon in einem in vitro-
Hypertrophie-Modell

Zunachst wurden jedoch in einem in vitro-Zellmodell unter 4-MU Behandlung weitere
Hinweise fir eine Beteiligung der HA wahrend einer kardialen Hypertrophie-Entwicklung
gesucht. Die H9C2-Kardiomyoblasten stellen ein etabliertes Hypertrophie-Modell dar.
Hellman et al. haben ebenfalls in einem in vitro-Modell mit kultivierten Kardiomyozyten
gezeigt, dass auch dieser Zelltyp nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor PDGF-BB HA
produziert, obwohl im Herzgewebe die Fibroblasten als Hauptproduzent beschrieben sind
[134]. Ebenso wurde in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung des HABP Sandwich
ELISA-ahnlichen Assay gezeigt, dass von H9C2-Zellen sekretierte HA im Zelliberstand
nachweisbar ist (Abbildung 21). Unter 4-MU-Behandlung wurde nach Hypertrophie-
Stimulation durch Isoprenalin ein vermindertes GroRenwachstum der H9C2-Zellen
beobachtet (Abbildung 20). Die inhibitorische Wirkung von 4-MU auf die HA-Synthese wurde
durch eine HA-Quantifizierung des Zelluberstands bestatigt (Abbildung 21). Allerdings war
keine Hemmung der HA-Synthese mittels 4-MU in hypertrophierten Zellen nach Isoprenalin-
Stimulation erkennbar. Eine mdgliche Ursache fir den fehlenden Nachweis einer 4-MU-

vermittelten Inhibition ist, dass nach einer Doppelbehandlung von 4-MU und Isoprenalin nicht
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nur die sekretierte HA im Zelliberstand bei der HA-Messung erfasst wird, sondern auch die
intrazellular vorliegende HA [135]. Denn aufgrund des kardiotoxischen Effekts durch eine
Isoprenalin-Behandlung [136] ware eine erhohte Apoptose der kultivierten H9C2-Zellen
denkbar, in deren Folge das Zytoplasma einschlieBlich der intrazellularen HA freigesetzt
wird. Damit wirde die HA-Konzentration im Zelliberstand steigen. Aus diesem Grund kann
an dieser Stelle ein inhibitorischer Effekt von 4-MU auf die HA-Synthese lediglich in nicht-
stimulierten H9C2-Zellen dargelegt werden.

Die Isoprenalin-vermittelte Hypertrophie-Induktion konnte in H9C2-Zellen durch Zugabe von
4-MU verringert werden. Dieser Befund stellte einen weiteren Hinweis dar, dass HA an einer

Hypertrophie-Entwicklung beteiligt ist.

4.2.2 Pharmakokinetische Parameter von 4-Methylumbelliferon in
Mausmodellen

Als nachstes wurde die Rolle der HA in einem in vivo-Hypertrophie-Mausmodell untersucht.
Dafur wurde wieder die HA-Synthese mit 5 %-igem 4-MU-Futter inhibiert, das ad libitum
angeboten wurde. Kuipers et al. haben in einer Studie mit wildtypischen C57BL/6J-Mausen
die pharmakokinetischen Parameter fir dieses Fultterungsmodell untersucht. Unter
Verwendung von 5 %-igem 4-MU-Futter wurden taglich durchschnittlich 150 — 250 mg 4-MU
von den Tieren aufgenommen. Die 4-MU-Plasmaspiegel nach einer zweiwochigen Fltterung
betrugen durchschnittlich 5,1 + 2,9 uM. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) von
4-MU zur Hemmung der HA-Synthese wurde bisher lediglich in kultivierten Tumorzellen
bestimmt und betrug in diesem in vitro-Zellmodell 400 uM [88]. Im in vivo-Modell waren die
Plasmaspiegel der beiden Metaboliten, dem glukuronidierten 4-MU (4-MU-GIcA: 1519 %
189 uM, p < 0,05) und dem sulfatierten 4-MU (4-MU-S: 119 £ 8 uM, p < 0,05), stark erhéht
[87]. Dies ist in Ubereinstimmung mit einer in Menschen durchgefiihrten Studie, in der
ebenfalls 4-MU-GIcA als der im Plasma am starksten konzentrierte Metabolit bestimmt
wurde. Die niedrige Bioverfugbarkeit (<2%) von 4-MU kann durch eine schnelle
Metabolisierung und die kurze Halbwertszeit von 28 + 2 min begriindet werden [137]. Nach
einer zweiwodchigen Fuatterung mit 0,65 %-igem 4-MU-Futter waren die gemessenen
Plasmakonzentrationen von 4-MU und dessen Metaboliten sehr gering und bewegten sich im
unteren mikromolaren Konzentrationsbereich [87]. Aus diesen Grinden ist eine 5%-ige
4-MU-Fatterung notwendig, um ausreichend hohe Plasmaspiegel zu erreichen, bei der
nachweislich eine therapeutische Wirksamkeit in einem Autoimmun-Modell (Mause nach
experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis) und einem Typ-1-Diabetes-Modell
(D011.10xRIPMOVA Mause) vorliegt. Im Gegensatz dazu war eine zweiwdchige Fultterung

mit 0,65 %-igem 4-MU-Futter in diesen beiden Modellen wirkungslos. Bei diesem
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Futterungsmodell ist jedoch zu beachten, dass erst nach einer 7-tdgigen Behandlung mit
5 %-igem 4-MU-Futter eine Reduktion der HA-Plasma-Konzentrationen nachweisbar war.
Eine mdgliche Ursache daflir kdnnte sein, dass die 4-MU-behandelten Mause vor allem
wahrend der ersten Woche der Behandlung aufgrund mangelnder Akzeptanz wenig Futter
aufgenommen haben und aufgrund der niedrigen 4-MU-Plasmaspiegel noch kein Effekt auf
die HA-Plasma-Konzentration zu erwarten ware.

Nichtsdestotrotz entspricht dieses Futterungsmodell aus den oben genannten Griinden dem
aktuellen Konsensus vieler Forschungsgruppen hinsichtlich 4-MU-Konzentration (5%),
perorale Applikationsform und einer 7-tagigen Vorbehandlung [108, 138, 139]. Daher fiel die

Entscheidung zugunsten dieses erprobten Futterungsmodell.

4.2.3 Detektion der Hyaluronsaure nach 4-Methylumbelliferon-
Behandlung

Nachfolgend wurden im Rahmen der Hauptstudie die Mausherzen nach operativer
Aortenstenose unter 4-MU-Behandlung morphologisch und funktionell untersucht. Als
Wirksamkeitsnachweis sollte zunachst die 4-MU-vermittelte Inhibition der HA-Synthese in
unserem Versuchsmodell bestatigt werden. Aufgrund der fehlenden immunogenen Struktur
von HA ist ein Antikorper-basierter Nachweis nicht méglich. Um dennoch eine Veranderung
in der HA-Synthese auf Produktebene zu bestimmen, erfolgte eine histologische Farbung
mittels biotinylierten HABP, das spezifisch und stark die HA bindet. Drei Tage nach TAC-OP
war jedoch nur ein Trend flr eine reduzierte HABP-Farbung nach 4-MU-Behandlung im
Herzgewebe erkennbar (Abbildung 28). Moégliche Ursachen fir den fehlenden Nachweis
einer 4-MU-vermittelten Hemmung der HA-Synthese kdnnten sein, dass ein unglnstiger
Nachbeobachtungszeitraum gewahlt wurde oder der Stichprobenumfang fir eine moglichst
hohe Trennscharfe des statistischen Tests nicht ausreichend war. Alternativ stehen noch
andere Methoden zur HA-Quantifizierung zur Verfugung, wie zum Beispiel die fluorophore-
assisted carbohydrate electrophoresis (FACE) [140] oder die high performance liquid
chromatography (HPLC) [141], die jedoch im Rahmen unserer Arbeitsgruppe nicht verfugbar
waren. Als Nachbeobachtungszeitraum wurden 3 Tage bzw. 7 Wochen nach dem operativen
Eingriff gewahlt. In einem Rattenmodell nach operativer Aortenstenose und Schein-OP
wurde dokumentiert, dass der operative Eingriff per se bereits einen Stimulus flr eine
gesteigerte HA-Synthese darstellt. In diesem Zusammenhang wurde 6 Tage nach TAC- und
Schein-OP kein Unterschied in der HABP-Farbung des Herzgewebes abgebildet [129]. Diese
Beobachtung wurde mittels unserer HABP-Farbung in den unbehandelten Kontrollgruppen
3 Tage nach OP bestétigt (Abbildung 28). Die Mittelwerte der scheinoperierten Mause

wiesen eine ahnlich starke Auspragung der HABP-Farbung auf wie die Mause nach TAC-
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OP. Nach 4-MU-Behandlung war sowohl nach Schein- als auch nach TAC-OP ein Trend
hinsichtlich erniedrigter HA-Akkumulation im Herzgewebe erkennbar. Interessanterweise,
wurden 3 Tage nach TAC-OP in beiden Behandlungsgruppen fir Has2 eine signifikante
Hochregulation mit Genexpressionsanalysen dokumentiert (Abbildung 30). Da die Has3 im
Vergleich zu Has1 und Has2 mit 71,3 % die Hauptisoform im gesunden Herzen darstellt
(Abbildung 18), ist es mdglich, dass nach TAC-OP eine Hochregulation der Has2 auf mRNA-
Ebene nicht ausreichend ist um diese auf auch Produktebene mittels HABP nachzuweisen.
Zudem wird die Abundanz der HA noch durch andere zellulare Prozesse reguliert (1.2.2).
Grundsatzlich wurde jedoch schon in anderen Studien an Mensch und Tier belegt, dass
wahrend der kardialen Hypertrophie eine erhdhte HA-Synthese vorliegt [129, 142], so auch
in HCM-Patienten, die eine starkere HABP-Farbung des Herzgewebes im Vergleich zu
gesunden Probanden zeigten.

In der Fachliteratur ist bekannt, dass selbst nach einer Langzeitbehandlung mit 4-MU keine
vollstandige Hemmung der HA-Synthese maglich ist [108, 138, 139]. Es wird spekuliert, dass
die HA, die mit HA-bindenden Proteinen, den sogenannten Hyaladherinen, quervernetzt ist,
vor dem Abbau geschutzt ist und daher noch lange Zeit im Gewebe nachweisbar ist [143]. In
einem Mausmodell fur Atherosklerose wurde zudem dokumentiert, dass sich sowohl die
systemische HA-Plasmakonzentration als auch die HA-Akkumulation im Aortenursprung
nach einer 17-wochigen 4-MU-Behandlung wieder anglichen [108]. In der vorliegenden
Arbeit wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied unter 4-MU-Behandlung 7 Wochen
nach TAC-OP mittels HABP-Farbung im Herzgewebe beobachtetet (Abbildung 31). Dieser
Befund wurde auch durch Genexpressionsanalysen der Hauptisoform Has3, die in beiden
Behandlungsgruppen 7 Wochen nach TAC-OP signifikant erhdht vorlag, bekraftigt
(Abbildung 30). Zusammenfassend konnte insbesondere aufgrund unginstig gewahlter
Nachbeobachtungszeitrdume nur ein Trend flr eine 4-MU-vermittelte Inhibition der HA-
Synthese mittels HABP-Farbung gezeigt werden.

Zur Validierung dieser Ergebnisse wurde HA im Blutserum der Versuchstiere mittels HABP
Sandwich ELISA-ahnlichem Assay gemessen. Kuipers et al. belegten unter Anwendung
dieser Methode, dass die 4-MU-vermittelte Inhibition der HA-Synthese nach einer 7-tagigen
Futterung systemisch nachweisbar ist. Sie zeigten eine starke Reduktion der HA-
Plasmakonzentrationen um etwa 50% unter basalen Bedingungen [87]. Im Gegensatz dazu,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Plasmakonzentration nach 10-tagiger 4-MU-FUtterung
sowie 3 Tage nach TAC-OP (2209 + 294,2 ng/mg) gemessen, die keinen Unterschied zur
unbehandelten Kontrollgruppe (2214 + 303,9 ng/mg) ergab (Abbildung 29). Moglicherweise
stellt der operative Eingriff per se einen so starken Stimulus zur Induktion der HA-Synthese
dar, der sogar in scheinoperierten Tieren ausgepragt ist (Abbildung 28) [129], dass die

4-MU-vermittelte Inhibition dadurch Uberdeckt wird.
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4.2.4 4-Methylumbelliferon-vermittelte Effekte auf das kardiale
Remodeling nach chronischer Druckbelastung sowie auf die
Herzfunktion

Trotz des fehlenden Nachweis einer 4-MU-vermittelten Inhibition der HA-Synthese, wurde
eine Reduktion des =zelluldaren (um 19,8 % bei Betrachtung der kardiomyozytaren
Querschnittsflache) sowie des globalen Hypertrophie-Grads (um 16,0 % bei Betrachtung des
Verhaltnisses von Herz- zu Korpergewicht) 7 Wochen nach TAC-OP beobachtetet
(Abbildung 33). Auf Grundlage unserer Daten ist allerdings nur von einer Reduktion und nicht
von einer vollstdndigen Hemmung der Hypertrophie-Antwort auszugehen. Die 4-MU-
behandelten Mause zeigten mit einem durchschnittlichen Feuchtherzgewicht von
162,1 £ 5,87 mg im Vergleich zu scheinoperierten Mausen (106,1 £ 5,19 mg, Appendix,
Abbildung 46) dennoch einen Hypertrophie-Phanotyp. Grossman et al. beschrieben das
hypertrophische Remodeling als kompensatorische Malnahme, die durch eine
Wandverdickung zu einer Reduktion der ventrikularen Wandspannung und einer Entlastung
des Herzens beitragt [6, 7]. Eine komplette Inhibition der Hypertrophie-Entwicklung ware
daher im Gegensatz zu einer Reduktion der Hypertrophie hamodynamisch nicht von Vorteil.
In anderen Mausmodellen nach chronischer Druckbelastung wurde die linksventrikulare
Hypertrophie durch eine genetische Manipulation (myokardiale Uberexpression des G-
Proteins Gag oder Knock-out des Dopamin--Hydroxylase-Gens) oder durch Behandlung mit
Ciclosporin, einem Calcineurin-Blocker, reduziert. Die kontraktile Herzfunktion war im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe verbessert und es ergab sich keine erhéhte Mortalitat
[144, 145]. Im Hinblick auf unsere funktionellen Daten erhoben durch echokardiografische
Untersuchungen, wurde ein begunstigter 4-MU-vermittelter Effekt auf die systolische
Herzfunktion festgestellt. Dieser dul3erte sich insbesondere 2 Wochen nach TAC-OP durch
eine signifikant erhohte Verkirzungsfraktion (Abbildung 32). Es wurde zudem auch eine
signifikant erniedrigte Sterblichkeit nach 4-MU-Behandlung dokumentiert (Abbildung 27).
Diese Daten deuten also darauf hin, dass eine reduzierte Hypertrophie-Entwicklung in
unserem Versuchsmodell einen positiven Effekt auf die Herzfunktion und das Uberleben
ausubt.

Im Gegensatz zur Hypertrophie ist die vermehrte Fibrose des Myokards regelmafig mit einer
verschlechterten Hamodynamik assoziiert. Die Fibrose entsteht durch Bindegewebs-
vermehrung, insbesondere durch interstitielle Ablagerung von Kollagen. Unter Behandlung
mit 4-MU wurde in dieser Arbeit nach TAC eine signifikante Reduktion der interstitiellen und
perivaskularen Fibrose festgestellt (Abbildung 34). Im Kontext der chronischen
Druckbelastung geht die kardiale Fibrose mit einer erhdhten Steifigkeit und somit auch mit
einer gestdrten Relaxationsfahigkeit des Herzens einher. Dies kann schliel3lich in eine

ventrikulare Dilatation sowie eine diastolischen Dysfunktion minden [146]. Eine Reduktion
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der kardialen Fibrose ware daher wiinschenswert. Ahnlich unserem Hypertrophie-Modell
wurde in spontan hypertensiven Ratten und im Rahmen einer klinischen Studie mit
Bluthochdruck-Patienten eine reduzierte Fibrose unter Behandlung mit dem ACE-Hemmer
Lisinopril festgestellt, die zudem mit einer verbesserten diastolischen Herzfunktion assoziiert
war [147, 148]. Die Schlussfolgerung, dass eine reduzierte Fibrosierung des Herzgewebes
mit einer verbesserten Herzfunktion und einem hdheren Uberlebenswahrscheinlichkeit
einhergeht, sollte jedoch nicht pauschalisiert werden. Im Kontext von anderen Herz-
Kreislauferkrankungen, insbesondere in der akuten Phase nach Myokardinfarkt, wurde
beschrieben, dass die sogenannte replacement fibrosis im ischamischen Teil des Herzens
dem Verlust von atrophierten Kardiomyozyten kompensiert [149]. Die Kollagenfasern
verleihen der Narbe Stabilitat und eine reduzierte Synthese oder gestdrte Vernetzung der
Kollagenfasern erhéhen erheblich das Risiko einer Herzruptur [150]. In unserem
Hypertrophie-Mausmodell waren jedoch keine Hinweise fiur ein erhoéhtes Risiko einer
Herzruptur  erkennbar. Bei  Betrachtung des diastolischen linksventrikularen
Innendurchmesser 7 Wochen nach TAC-OP (Abbildung 32 B) war kein Hinweis auf eine
verstarkte Dilatation in der 4-MU-behandelten Gruppe gegeben. Im Gegenteil, die reduzierte
Fibrose ging mit einer verbesserten Herzfunktion (Abbildung 32 D und E) und einer erhéhten
Uberlebenswahrscheinlichkeit (Abbildung 27) einher. Diese Befunde untermauern die
Hypothese, dass ein moderater Aufbau einer kollagenreichen Matrix ausreichend ist, um
dem erhohten Wandstress wahrend chronischer Druckbelastung entgegenzuwirken,
wahrend eine UbermaRige Fibrosierung zu einer systolischen und diastolischen Dysfunktion
des Herzens beitragt [151].

Warum eine 4-MU-vermittelte Hemmung der HA-Synthese den Fibrose- und Hypertrophie-
Grad reduziert und die kontraktile Herzfunktion verbessert, ist ungeklart. In den letzten
Jahren wurde gezeigt, dass inflammatorische Prozesse wahrend chronischer
Druckbelastung malgeblich an der Aktivierung von Fibroblasten und somit an der
Pathogenese der kardialen Fibrose beteiligt sind [152]. Im nachsten Abschnitt werden
deshalb unsere Befunde aus der Immunzell-Analyse im Herzen und im Blut 4-MU-
behandelter Tiere nach TAC im Kontext der aktuellen Literatur diskutiert.

Zusammenfassend bietet die 4-MU-Behandlung zur Modulation des HA-Systems viele
Vorteile hinsichtlich der Spezifitdt fir die HA-Synthese-Hemmung und dem glnstigen
Nebenwirkungsprofil nach einem erprobten Fitterungsmodell. Der reduzierte Hypertrophie-
und Fibrose-Grad im Herzen von 4-MU-behandelten Mause ging zudem mit einer
verbesserten Herzfunktion und einer erniedrigten Sterblichkeit einher. Der zugrunde liegende

Mechanismus ist allerdings noch nicht entschlisselt.
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4.3 Rolle von Immunzellen wahrend des myokardialen
Remodeling

Die Charakterisierung des immunologischen Phanotyps nach operativer Aortenstenose war
fur unsere Arbeitshypothese aus zweierlei Griinden wichtig. Einerseits berichteten zahlreiche
Studien in den letzten Jahren Uber einen Zusammenhang von Inflammationsprozessen und
dem myokardialen Remodeling nach chronischer Druckbelastung [152-156]. Diese
postulieren eine mafRgebliche Beteiligung von aktivierten Immunzellen an der Pathogenese
myokardialer Hypertrophie. Auch in dieser Arbeit wurde 3 Tage nach TAC-OP in
unbehandelten Kontrollmausen eine signifikant oder annahernd signifikant erhdhte
Expression zahlreicher Entzindungsmarker im Herzgewebe beobachtet (Abbildung 35).
Diese Genexpressionsanalysen 4-MU-geflutterter Mause wurden mit den Ergebnissen
scheinoperierter Kontrollmause verglichen, um auszuschlielen, dass die beobachteten
Expressionsanderungen auf ein Operationstrauma zurickzufiihren waren. Aul’erdem wurde
mittels durchflusszytometrischer Analysen gezeigt, dass in beiden Gruppen die TAC-OP zu
einer Erhéhung zirkulierender Immunzellen myeloiden Ursprungs (Abbildung 41 C und E),
insbesondere von Monozyten und Neutrophilen (Abbildung 43 A und B), fihrte und damit
eine Immunreaktion induzierte. Diese Befunde bekraftigten die Annahme, dass in unserem
Versuchsmodell inflammatorische Prozesse von pathologischer Bedeutung sein konnen.

Andererseits gilt der HA-Synthese-Hemmer 4-MU als immunmodulatorische Substanz [90].
Insbesondere bei T-Zell-vermittelten Autoimmunkrankheiten, wie dem Typ-1-Diabetes, in der
die HA als pro-inflammatorisches Signalmolekul agiert, wirkt sich die Anwendung von 4-MU
gunstig auf den Krankheitsverlauf aus [138, 139]. In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls
ein systemischer Effekt auf die zirkulierenden Immunzellen praoperativ nach 7-tagiger 4-MU-
Behandlung beobachtet. So war der prozentuale Anteil der T-Lymphozyten, insbesondere
der der T-Helferzellen und der zytotoxischen Zellen (Abbildung 42 B, C und D), signifikant
erniedrigt, wahrend der Anteil der myeloiden Zellen entsprechend erhéht war (Abbildung 41
E). Diese relativen Verschiebungen in den zirkulierenden Immunzellpopulationen traten
bereits praoperativ nach 7-tdgiger 4-MU-Filtterung auf, sodass die beobachteten
Unterschiede hinsichtlich der postoperativen Immunreaktionen im Herzen teilweise darauf

zuruckgefuhrt werden kénnen.

4.3.1 Bedeutung der zirkulierenden Monozyten

Ein signifikanter Anstieg der zirkulierenden Zellen myeloiden Ursprungs war im zeitlichen
Verlauf nach TAC-OP in beiden Gruppen vorhanden. Diese Zellen werden hauptsachlich in
Neutrophile und Monozyten unterteilt. Bei den Neutrophilen ergaben sich unter 4-MU-

Behandlung keine signifikante Unterschiede (Abbildung 43 A). Bei Betrachtung der
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Zellzahlen fur die Monozyten war jedoch auffallig, dass lediglich in der Kontrollgruppe ein
Anstieg 3 Tage nach TAC-OP evident war, wahrend der Anstieg in der 4-MU-Gruppe keine
statistische Signifikanz aufwies (Abbildung 43 B). Um diesen Befund naher zu
charakterisieren, wurden die Monozyten auf Grundlage der Expressionsstarke ihres
Oberflachen-Antigens Ly6C unterteilt. Sie werden als low, intermediate oder high
klassifiziert, denen gemaf Fachliteratur unterschiedliche Funktionen beigemessen werden.
Aus der Herzinfarktforschung ist bekannt, dass Ly6C"9"-Monozyten kurz nach Ischamie in
das Herzgewebe einwandern und dort aufgrund ihrer proteolytischen und phagozytotischen
Eigenschaften eine pro-inflammatorische Funktion ausiben [157, 158]. Im Gegensatz dazu,
finden sich Ly6C°"-Monozyten erst mit einer 3-tdgigen Verzdgerung im Infarktgebiet und
fordern die Heilungsphase indem sie Angiogenese, die Vermehrung von Myofibroblasten
sowie die Akkumulation von Kollagenfasern begunstigen [157-160]. Im Rahmen der
Heilungsphase werden diesen Immunzellen anti-inflammatorische Eigenschaften
zugesprochen [158, 161-163]. Im Kontext des myokardialen Remodeling nach operativer
Aortenstenose ist die Datenlage bzw. die Interpretation der Daten relativ kontrovers. Patel et
al. postulierten einen Anstieg von Ly6C"9"-Monozyten im Blut, die maRgeblich an der T-Zell-
Aktivierung beteiligt sein sollen, wahrend Weisheit et al. vor allem den Ly6C"°"-Monozyten
eine groRere Bedeutung beigemessen haben [19, 164]. Letzterer zeigte, dass im zeitlichen
Verlauf nach TAC-OP insbesondere eine Akkumulation von Ly6C'“-Makrophagen am
Endothel des Herzens nachweisbar war und schlussfolgerte, dass Ly6C"°“-Zellen
mafgeblich die Immunantwort wahrend der Hypertrophie-Stimulation vermitteln [164].

Auch in unserem Versuchsmodell wurde 3 Tage nach TAC-OP ein signifikanter Anstieg der
zirkulierenden Ly6C""-Monozyten im Vergleich zum praoperativen Zeitpunkt fir beide
Gruppen nachgewiesen (Abbildung 43 C). Interessanterweise war der Anstieg der Ly6C""-
Zellen in der 4-MU-Gruppe weniger stark ausgepragt, da die Gesamtzellzahl signifikant
niedriger war im Vergleich zur Kontrollgruppe. Daher kann die nicht erhdhte Gesamtzellzahl
der zirkulierenden Monozyten im zeitlichen Verlauf nach TAC-OP (Abbildung 43 B) auf die
postoperativ signifikant erniedrigten Ly6C'°"-Monozyten zurtickgefihrt werden.

Fraglich bleibt, wodurch die beobachteten Unterschiede in den Immunzellpopulationen nach
einer 4-MU-Behandlung hervorgerufen wurden? Moglicherweise ist die Bildung, Aktivierung
oder Expansion bestimmter Subpopulationen unter 4-MU-Gabe gehemmt oder beglnstigt.
Alternativ ware auch eine Stérung der Rekrutierung im Herzen nach TAC-OP durch eine
4-MU-Behandlung denkbar, sodass im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe weniger
Monozyten am Endothel des Herzens adharieren. Diese nicht-rekrutierten Zellen konnten
dann stets in der durchflusszytometischen Analyse des Blutes erfasst werden und somit

einen erhohten Anteil im Blut reprasentieren. Im Falle einer gestérten Rekrutierung unter
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einer 4-MU-Behandlung wirde man zudem eine verminderte Makrophagen-Infiltration

erwarten, da dieser Zelltyp zum groRten Teil aus rekrutierten Monozyten hervorgeht [165].

4.3.2 Bedeutung der Makrophagen im Herzen

Interessanterweise ist in der Literatur, insbesondere flr Makrophagen, eine bedeutende
Funktion in Tiermodellen nach chronischer Druckbelastung beschrieben. Es wurde gezeigt,
dass sich eine gezielte Depletion der Makrophagen, beispielsweise durch Verwendung von
Clodronat-Liposomen, gunstig auf das Ausmall der Entwicklung von Hypertrophie und
Fibrose sowie auf die Herzfunktion nach chronischer Druckbelastung auswirkt [18, 19].
Aulerdem wurde in weiteren Mausstudien belegt, dass von Monozyten-abstammende
Makrophagen nach kardialer Schadigung pro-inflammatorische Zytokine (zum Beispiel TNF-
a) und Chemokine (zum Beispiel CCL2 oder CCL7) ausschitten [19] und diese die
Entwicklung einer Fibrose fordern kdnnen [166, 167]. Auch in dieser Arbeit wurde ein starker
Trend hinsichtlich einer erhéhten Ccl2-Expression 3 Tage nach TAC-OP in unbehandelten
Kontrolimausen (~ 25-fach erhdht im Vergleich zu scheinoperierten Mausen, p = 0,1099 bei
n=5-11) beobachtet (Abbildung 35 A). Unter 4-MU-Behandlung schien die Ccl2-
Expression 7 Wochen nach TAC-OP dagegen reduziert (~ 0,5-fach erniedrigt, p = 0,0757 bei
n = 13) (Appendix, Abbildung 50 A).

Diese Befunde dienten im Rahmen unseres Versuchsmodells als erster Hinweis fur eine
reduzierte Makrophagen-Aktivitdt nach 4-MU-Behandlung. Daher wurde mittels Mac-2-
Farbung die Makrophagen-Infiltration immunhistochemisch untersucht. Mac-2 ist ein
spezifischer Marker flr aktivierte Makrophagen, der als diagnostischer Marker fir kardiale
Fibrose in Herzinsuffizienz-Patienten empfohlen wurde [168]. Unter basalen Bedingungen ist
im gesunden Herzen keine Mac-2-Expression nachweisbar, erst nach kardialer Schadigung
wird dessen Expression induziert und erreicht im Falle einer TAC-OP nach 7 Tagen ein
Maximum [48, 169]. In einem Hypertrophie-Modell wurde zudem gezeigt, dass Mac-2 (auch
bekannt als Galectin-3) die Proliferation kardialer Fibroblasten, eine erhdhte Kollagen-
Produktion und eine linksventrikuldre Dysfunktion vermittelt [170]. Unsere Versuche haben
gezeigt, dass 4-MU bereits 3 Tage nach TAC-OP die Signale fir Mac-2 im Herzgewebe
reduziert, entsprechend einer reduzierten Makrophagen-Infiltration (Abbildung 36). Um die
Subpopulationen der Makrophagen naher zu charakterisieren, erfolgte 3 Tage nach TAC-OP
zudem eine durchflusszytometrische Analyse des Herzens. Grundsatzlich wurden keine
signifikanten Unterschiede flr die Gesamtzellzahlen der betrachteten Subgruppen der
Leukozyten nachgewiesen (Abbildung 38, Abbildung 39). Interessanterweise wurde jedoch
ein starker Trend hinsichtlich einer verringerten Zellzahl von Ly6C""-Makrophagen
(p =0,0932) in der 4-MU-Gruppe sichtbar (Abbildung 40 A). Wahrscheinlich ist dies eine
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Folge der signifikant reduzierten Ly6C'“-Monozyten im Blut 4-MU-behandelter Tiere
(Abbildung 43 C).

Weiterhin zeigte sich eine annahernd signifikant reduzierte Zellzahl von MHCII-positiven
Makrophagen (p = 0,0807) im Herzen (Abbildung 40 D). Zusammen mit den Daten fur die
Ly6C'*“-Makrophagen im Herzen (Abbildung 40 A) bestarken sie die den Befund einer
signifikant reduzierten Makrophagen-Infiltration, die zuvor durch immunhistochemische
Mac2-Farbung gezeigt wurde. Mogliche Grinde fir die fehlende statistische Signifikanz der
durch Durchflusszytometrie erhobenen Daten im Gegensatz zur histologische Untersuchung
sind, dass bei den Versuchen fur die Durchflusszytometrie das gesamte Herzgewebe
untersucht wurde, wohingegen bei der histologischen Untersuchung nur eine Schnittebene
im Herzen und nur ein Oberflachenmarker (Mac2) berucksichtigt wurde. Im Gegensatz dazu
wurden zur Charakterisierung der in der Durchflusszytometrie untersuchten Makrophagen
5 verschiedene Oberflachenmarker betrachtet (CD45* CD11b* Ly6G™ F4/80+ Ly6C bzw.
MHCII*), sodass die gemessene Makrophagen-Population relativ stringent charakterisiert
wurde.

Ein reduzierter Anteil der MHCII-positiven Makrophagen (Abbildung 40 D) kdénnte eine
verminderte T-Zell-Aktivierung zur Folge haben, da fur diese Zellen gezeigt wurde, dass sie
der Antigenprasentation fur T-Zellen dienen, wohingegen MHCII-negativen-Makrophagen
phagozytotische Eigenschaften zugesprochen werden [163]. In diesem Zusammenhang
wurde ein Trend hinsichtlich einer geringeren Lymphozytenzahl im Herzen nach 4-MU-
Behandlung beobachtet (p =0,1543) (Abbildung 38 B). Allerdings kann aufgrund der
verwendeten Zellmarker in der durchflusszytometrischen Analyse des Herzens nicht
bestimmt werden, ob es sich dabei um T-Zellen handelt. Wenn dem so ware, wirden diese
Daten gut mit der durchflusszytometrischen Analyse des Blutes korrelieren, in der
praoperativ eine signifikante Reduktion des prozentualen Anteils von T-Zellen (T-Helferzellen
und zytotoxische T-Zellen) auffallig war (Abbildung 42 B, C und D). In anderen Mausstudien
wurde gezeigt, dass T-Zellen wahrend des myokardialen Remodeling nach chronischer
Druckbelastung von hoher Bedeutung sein konnen. Die Inaktivierung von T-Zellen unter
Verwendung T-Zell-spezifischer Antikorper oder indirekt durch Hemmung Antigen-
prasentierender Makrophagen verringerten die Entwicklung von Hypertrophie und Fibrose
des Herzens [2, 19, 171].

Im nachsten Abschnitt werden die hier gewonnenen Erkenntnisse und Ergebnisse in einem

moglichen Modell zusammengefasst.
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4.4 Potentielles Modell

Auf Grundlage der in dieser Arbeit erhobenen Daten und der zuvor herausgearbeiteten
Erkenntnisse aus der Herzforschung wird ein Modell, das die 4-MU-Behandlung in einem
Mausmodell nach chronischer Druckbelastung mit dem beobachteten Phanotyp in einem
kausalen Zusammenhang darstellt, postuliert. Es ist in Abbildung 44 skizziert und
nachfolgend beschrieben.

Das Herz wahrend chronischer Druckbelastung reagiert in der Akutphase nach operativer
Aortenstenose mit dem Aufbau einer HA-reichen EZM, die durch eine signifikant erhdhte
Genexpression von Has2 induziert wird (Abbildung 19). In der Fachliteratur liegt gesichert
vor, dass die Applikation von 4-MU eine systemische Inhibition der HA-Synthese zur Folge
hat [87]. Dieser beschriebene 4-MU-vermittelte Effekt wurde durch Untersuchung des
Herzgewebes 3 Tage nach TAC-OP mit einem Trend hinsichtlich einer verminderten HA-
Synthese nach 4-MU-Behandlung bestarkt (Abbildung 28). Durch die verminderte HA-
Synthese ist gemaR dem Modell die Aktivierung, Proliferation, Differenzierung, Uberleben,
Migration und Funktion vieler Immunzellen, wie etwa den T-Zellen, reduziert [172]. Die pro-
inflammatorische Wirkung von HA wird insbesondere bei Betrachtung von knockout-Mausen
fur den HA-Rezeptor CD44 deutlich [173]. Die Aktivierung des CD44-Rezeptors vermittelt
unter anderem die Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen aus zirkulierenden
Monozyten, die insbesondere durch LMW-HA stimuliert werden [174, 175]. Ein wichtiges
Zytokin ist in diesem Zusammenhang Interleukin-1B3, das hauptsachlich aus aktivierten
Monozyten sezerniert wird. Unter 4-MU-Behandlung war in den Versuchen der vorliegenden
Arbeit die Expression von Interleukin-1f um >50 % verringert (Appendix, Abbildung 50 A).
Dieser Befund stellt einen Hinweis auf eine reduzierte Signaltransduktion des CD44-
Rezeptors und eine konsekutiv unter 4-MU verringerte Monozyten-Aktivierung dar.

Daher kénnten Uber das reduzierte CD44-signaling weniger aktivierte Monozyten, die als
Vorlauferzellen von Makrophagen dienen, zum Herzen rekrutiert werden und ins Gewebe
migrieren. So war 3 Tage nach TAC-OP unter 4-MU-Behandlung die Makrophagen-
Infiltration im Herzen reduziert (Abbildung 36). Bestarkt wurde dieser Befund durch die
durchflusszytometrischen Analysen, die einen starken Trend hinsichtlich einer verringerten
Zellzahl von Ly6C'*“-Makrophagen darstellten.

Das gestorte CD44-signaling unter 4-MU konnte ferner die Antigenprasentation von
Makrophagen zur Aktivierung von T-Zellen stéren, denn der Anteil der zirkulierenden T-
Zellen war in den 4-MU-behandelten Tieren signifikant reduziert (Abbildung 42 B). Im
Herzgewebe 3 Tage nach TAC-OP wurde auflierdem noch ein Trend hinsichtlich weniger
Lymphozyten nach 4-MU-Behandlung beobachtet. Ferner war die Gesamtzellzahl der
MHCII-positiven Makrophagen, die fur T-Zellen als Antigen-prasentierende Zellen agieren,
annahernd signifikant verringert (Abbildung 40 D).
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Zur Rekrutierung weiterer Immunzellen schitten Makrophagen nach Aktivierung pro-
inflammatorische Chemokine aus, wie zum Beispiel CCL2 [19]. Passend dazu zeigte die
vorliegende Arbeit einen deutlichen Trend hinsichtlich einer erhdhten Cc/2-Expression nach
TAC-OP (Abbildung 35 A), die nach chronischer Druckbelastung durch langzeitige 4-MU-
Gabe annahernd signifikant verringert wurde (p =0,0757) (Appendix, Abbildung 50 A).
Dieser Befund stellt ein weiteres Indiz flr eine verringerte Aktivierung von Makrophagen
unter 4-MU-Behandlung dar. Fur viele Chemo- und Zytokine, so auch CCL2, ist bekannt,
dass sie nicht nur eine pro-inflammatorische sondern auch eine pro-fibrotische Wirkung
auslben durch Aktivierung von Fibroblasten [166, 167]. Der Makrophagen-spezifische
Oberflachenmarker Mac-2 gilt sogar als diagnostischer Marker fir kardiale Fibrose bei
Herzinsuffizienz-Patienten. Dieser Zusammenhang zwischen Makrophagen-Infiltration und
Fibrose-Entwicklung zeigte sich auch nach TAC-OP, denn die verringerte Makrophagen-
Infiltration (Abbildung 36) ging mit einer einem reduzierten Kollageneinlagerung (Abbildung
34) des Myokards einher [168].

Ein weiterer Hauptbefund unserer Mausstudie war die Beobachtung einer signifikant
reduzierten Hypertrophie-Entwicklung auf zellularer Ebene, die sich auch in einem
reduzierten Herzgewicht zeigte (Abbildung 33). Es ist bekannt, dass kardiale Fibroblasten
nach TAC-vermittelter TGF-B-Stimulation verschiedene Wachstumsfaktoren sezernieren.
Hier zu nennen ist der fibroblast growth factor-2 (FGF-2), der den MAPK-Signhalweg in
Kardiomyozyten aktiviert [176, 177], und der insulin-like growth factor-1 (IGF-1), der den
PI3K / Akt / mechanistic target of rapamycin (mTOR) Signalweg induziert [178]. Diese
Signalwege sind mafgeblich in der Hypertrophie-Entwicklung von Kardiomyozyten beteiligt.
Es ware daher moéglich, dass die in unserem Modell beobachtete reduzierte Fibrose in einem
kausalen Zusammenhang mit der verminderten Hypertrophie-Entwicklung steht.

Schliellich wurde auch ein positiver 4-MU-vermittelter Effekt auf die kontraktile Herzfunktion
2Wochen nach TAC-OP festgestellt, der insbesondere durch eine Erhdéhung des
Geschwindigkeitszeit-Integrals, einem Parameter flir das Herzzeitvolumen, sowie einer
Erhéhung der Verkirzungsfraktion in Erscheinung trat (Abbildung 32 D und E). Die
Verkdrzungsfraktion wird auf Grundlage der Messdaten flr die linksventrikularen
endsystolischen und enddiastolischen Innendurchmesser bestimmt. Auffallig war, dass
lediglich die endsystolischen Durchmesser nach 4-MU-Behandlung signifikant verringert
waren. Im Gegensatz dazu waren die enddiastolischen Durchmesser beider Gruppen
unverandert, obwohl die Herzgrolie der 4-MU-behandelten Mause, einhergehend mit einem
reduzierten Herzgewicht, kleiner war als die der Kontrollgruppe. Daher kann unser Befund
der erhohten Verkirzungsfraktion unter 4-MU-Behandlung nicht unbedingt auf eine
verbesserte Kontraktilitat zurtickgefiihrt werden sondern kénnte auch durch eine verbesserte

Relaxationsfahigkeit der Herzen begrindet werden. In diesem Fall kann die reduzierte
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Fibrose unter 4-MU-Behandlung als moégliche Ursache angefiihrt werden. Yamamoto et al.
wiesen nach, dass die kardiale Fibrose ursachlich fir eine erhéhte Steifigkeit des Herzens ist
[179]. Eine Reduktion des Fibrose-Grads verbessert also demnach die Relaxationsfahigkeit
des Herzens nach TAC und tragt somit zur Aufrechterhaltung des bendtigten
Herzzeitvolumens bei.

Moglicherweise besteht aufgrund des milderen myokardialen Remodeling wahrend einer
4-MU-Behandlung weniger Kompensationsbedarf der Kardiomyozyten, sodass die
systolische und diastolische Herzfunktion nach TAC-OP weniger stark beeintrachtigt ist.
Dennoch bedarf es weiterer Forschungsarbeit zur ldentifikation des zugrundeliegenden
Mechanismus fir den hier beobachteten Phanotyp. Das nachfolgende Schaubild fasst das

hier vorgeschlagene Modell zusammen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Schaubild eines Modells fiir den zugrundeliegenden Mechanismus von
4-Methylumbelliferon (4-MU) nach chronischer Druckbelastung. Die durch die operative
Aortenstenose verursachte chronische Druckbelastung fihrt zu einer Induktion der Has2-
Genexpression. Damit wird der Aufbau einer Hyaluronsaure (HA)-reichen Extrazellularmatrix
begtnstigt. Eine 4-MU-Behandlung hemmt die HA-Synthese. Somit wird das CD44-vermittelte HA-
signaling in Immunzellen reduziert, sodass weniger Zyto- und Chemokine (IL-13 und CCL2)
ausgeschuttet werden und die T-Zell-Expansion langfristig inhibiert wird. Die Fibroblasten-Aktivierung
wird in Folge dessen gehemmt, die durch eine reduzierte Fibrose-Entwicklung in Erscheinung tritt. Die
Fibroblasten sezernieren demnach weniger Wachstumsfaktoren (FGF-2 und IGF-2), die eine
Hypertrophie-Entwicklung in Kardiomyozyten induzieren. Das moderate myokardiale Remodeling
unter 4-MU-Behandlung wirkt sich glinstig auf die Herzfunktion aus.

’

[ Fibrose ]&—)[ Herzfunktion ]T&
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4.5 Schwierigkeiten im Verlauf der Arbeit und maogliche
Limitationen

4.5.1 Wechsel des Hypertrophie-Modells

Als Hypertrophie-Modell wurden im Rahmen der Vorstudie fur die Transkriptom- und
Proteom-Analyse transgene VM/RC-Mause verwendet, die nach Blankenburg et al. eine
ausgepragte HCM modellieren (1.1.3.2) [35]. Aufgrund der erhdhten Sterblichkeit der
VM/RC-Méause vor und nach 2013 (Abbildung 17) war die Notwendigkeit gegeben, das
Modell zu wechseln. Die Ursachen fur die erhdhte Sterblichkeit kdnnen sehr vielfaltig sein.
Hier zu nennen sind unterschiedliche Haltungsbedingungen in Wirzburg (von 2009 bis 2012)
und Dusseldorf (nach 2012).

Eine weitere Mdglichkeit stellen zufallige genetische Veranderungen in der Mauslinie dar
(genetischer drift). Gerade bei HCM kann selbst ein Austausch von einzelnen Aminosauren
(Punktmutationen), der per se keinen Herzphanotyp verursacht, in Kombination mit einer
HCM-verursachenden Mutation das Krankheitsbild deutlich verstarken [35]. Um einen
derartigen genetischen drift als Ursache flr den veranderten Herzphanotyp der VM/RC-
Mause zu identifizieren bzw. auszuschlieBen, konnte diese Linie aus kryokonservierten
Embryos der Linie RC und VM neu generiert werden. Die Rederivierung und Kreuzung der
Linien wirde allerdings mindestens 8 Monate in Anspruch nehmen. Da aus der Wirzburger
Zucht nur noch sehr wenige kryokonservierte Embryos existieren, ware ein Erfolg der
Rederivierung ungewiss. Ferner konnte nicht vorhergesagt werden, ob diese Strategie
tatsachlich die Sterblichkeit der VM/RC-Mause reduzieren wirde. Die initialen Analysen des
kardialen Transkriptoms und Proteoms wurden mit VM/RC-Herzen der Wirzburger Zucht
durchgefuhrt. Die dabei erhobenen Daten wurden daher als potentiell relevant fir die
Pathogenese der HCM eingestuft werden. Weiterfihrende Untersuchungen konnten
dagegen aufgrund der beschriebenen Frihsterblichkeit der VM/RC-Mause nicht mehr mit
dieser Linie durchgeflihrt werden.

In Absprache mit dem Erstbetreuer der vorliegenden Arbeit wurde daher entschieden, das
laufende Projekt mit einem anderen Modell flr kardiale Hypertrophie fortzusetzen. Die
operative Aortenstenose stellte als etabliertes Modell zur Untersuchung von Hypertrophie-
Entwicklung eine gute Alternative dar. Es bietet den Vorteil, dass es ahnlich wie der arterielle
Hypertonus, von der laut Weltgesundheitsorganisation Gber 20 % der Bevolkerung betroffen
sind und der als Hauptursache flir die Entwicklung einer Hypertrophie gilt, zu einer
chronischen Druckbelastung des Herzens flhrt [4]. Sie simuliert damit ein haufiges klinisches
Problem. Im Gegensatz dazu, stellt die HCM mit einer Pravalenz von 1:500 eine

vergleichsweise seltene Erkrankung dar [3].
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4.5.2 Pleiotrope Effekte von 4-Methylumbelliferon

Im Rahmen der Vorstudie an VM/RC-Herzen wurde die HA als mogliches Schltisselmolekiil
wahrend des hypertrophischen Remodeling ausgewahlt. Um dessen Rolle im Hypertrophie-
Mausmodell zu untersuchen und zu charakterisieren, wurde die HA-Synthese durch 4-MU-
Futterung inhibiert.

Es gibt jedoch aus der Tumorforschung Hinweise auf eine pleiotrope HA-unabhangige
Wirkungsweise von 4-MU. Darin ist beschrieben, dass 4-MU anti-proliferativ, anti-
kanzerogen, anti-angiogen, anti-fiborogen sowie anti-inflammatorisch wirkt. Ob diese Effekte
nur durch eine Hemmung der HA-Synthese vermittelt sind, ist nicht vollstandig geklart [90].
Tamura et al. zeigten, dass unter 4-MU-Behandlung die Genexpression der Thymidin-
Phosphorylase, die mit einer verschlechterten Prognose in Patientinnen mit Eierstockskrebs
assoziiert ist [180], erniedrigt vorlag. Es wurde in diesem Zusammenhang spekuliert, dass
4-MU auf noch ungeklarte Weise den PI3K/Akt Signalweg inaktiviert, der mechanistisch nicht
auf eine Hemmung der HA-CD44 Interaktion zurtickzufthren ist [90, 181].

Der zugrundeliegende Mechanismus von 4-MU im Einsatz als Gallentherapeutikum ist
ebenfalls nicht HA-vermittelt, sondern beruht auf einem erhéhten Transport der 4-MU-
Metabolite aus der Galle. Daran ist der aktive Export von Natrium- und Kaliumionen
gekoppelt und infolge des osmotischen Gradienten wird auch die passive
Wasserausscheidung aus der Galle geférdert [81].

Im vorliegenden Projekt kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass HA-unabhangige
Effekte zu dem beobachteten Herzphanotyp unter 4-MU-Behandlung beitrugen. Eine
Maoglichkeit derartige pleiotrope Effekte auszuschliefien, ware durch die Verwendung von
Has-defizienten Mausen gegeben. Auf diese Weise ware eine hochspezifische Inhibition der

HA-Synthese mdglich.

4.5.3 Gewichtsverlust unter 4-Methylumbelliferon

Gemal dem Konsensus vieler Forschungsgruppen liegt gesichert vor, dass 4-MU die HA-
Synthese in vielen verschiedenen Zell- sowie Tiermodell blockiert [86, 87, 89, 108-113].
Kuipers et al. beschrieben, dass vor allem in den ersten 7 Tagen nach Futterungsbeginn die
Tiere einen groRen Gewichtsverlust erlitten. Das Korpergewicht wurde wdchentlich
dokumentiert und war 7 Wochen nach 4-MU-Futterung stets signifikant erniedrigt im
Vergleich zur Kontrollgruppe [87].

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Befund ebenfalls beobachtet (Abbildung 25). Durch
entsprechende Gegenmalnahmen im Sinne des koérpergewichtsadaptierten Fltterns der

Kontrollgruppe wurde das durchschnittliche Koérpergewicht beider Gruppen wieder
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angeglichen. Auffallig war hierbei, dass 7 Wochen nach Fitterungsbeginn das urspriingliche
gemittelte Startgewicht von 28,27 + 0,43 g (Kontrollgruppe) und 28,59 + 0,37 g (4-MU-
Gruppe) nicht wieder erreicht wurde. Eine strenge Kontrolle des Koérpergewichts beider
Behandlungsgruppen war fir unsere Fragestellung von groRer Bedeutung, da das
Kdrpergewicht zur Normalisierung des Herzgewichts verwendet wurde und das Verhaltnis
beider Grolien zur Beurteilung des Hypertrophie-Grads herangezogen wurde.

Um dem Gewichtsverlust teilweise entgegenzuwirken, ware eine 4-MU-Gabe Uber eine
Schlundsonde denkbar. Die intraperitoneale oder intravendse Applikationsform waren
dagegen aufgrund der hohen Clearance und der kurzen Halbwertszeit von 4-MU nicht
praktikabel [87, 137].

Trotz des Gewichtsverlust waren die Herzen und die Myozyten unter einer Vorbehandlung
mit 4-MU auch bei gewichtsbereinigter Auswertung kleiner und die Fibrose geringer. Ferner
wurden eine bessere Herzfunktion sowie eine niedrigere Mortalitat beobachtet.

Da in unserem Modell die Substanz 4-MU praventiv verabreicht wurde, konnte in
nachfolgenden Mausstudien untersucht werden, ob sich eine postoperative 4-MU-
Behandlung ebenfalls positiv auswirkt. Diese konnten dann als Grundlage fur klinische

Studien im Menschen dienen.
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5. Zusammenfassung

Pathologische Hypertrophie beschreibt die krankhafte VergroRerung des Herzens. Sie ist mit
Umbauprozessen (Remodeling) - insbesondere der Entwicklung einer interstitiellen Fibrose
des Myokards - assoziiert und fuhrt haufig zu Einschrankungen der kardialen Pumpfunktion
und Herzinsuffizienz. In einem genetischen Mausmodell fir hypertrophische
Kardiomyopathie wurden in der vorliegenden Arbeit mittels Transkriptom- und Proteom-
Analysen deutliche Veranderungen in der Expression kardialer Gene bzw. der Abundanz
kardialer Proteine festgestellt, die fur Bestandteile der Extrazellularmatrix (EZM) relevant
sind. Da diese Befunde noch vor Einsetzen des pathologischen Remodeling erhoben
wurden, war davon auszugehen, dass sie eher eine Ursache als eine Folge der Hypertrophie
darstellten. Basierend auf dieser Vorstudie sowie Daten aus der Literatur wurde die
Hypothese untersucht, dass die Hyaluronsaure (HA), ein Struktur- und Signalmolekil der
EZM, eine wichtige Rolle fur die Entstehung pathologischer Hypertrophie spielt.

Einen ersten Hinweis zur Bestatigung dieser Hypothese erbrachten =zellkulturelle
Untersuchungen einer Myoblasten-Zelllinie. Es stellte sich ndmlich heraus, dass der HA-
Synthese-Inhibitor  4-Methylumbelliferon (4-MU) das durch Isoprenalin induzierte
Zellwachstum hemmt. In vivo wurde eine kardiale Hypertrophie in Mausen durch
Druckbelastung des linken Ventrikels infolge operativer Aortenstenosierung (TAC) induziert.
Bereits drei Tage nach TAC war die Expression der Hyaluronsaure-Synthase 2 (Has2) im
Herzgewebe > 6-fach angestiegen. Die langfristige Hemmung der HA-Synthese mittels
4-MU, das der Nahrung der Tiere beigemischt wurde, fiuhrte zu einer Reduktion der
Hypertrophie-Antwort nach TAC. Histologische Untersuchungen zeigten auRerdem geringere
Kollagenablagerungen im Herzen 4-MU-behandelter Tiere. Interessanterweise war sowohl
die interstitielle als auch die perivaskulare Fibrose reduziert. Als mdgliche Ursache fur das
mildere Remodeling konnten Veranderungen in der Entziindungsreaktion des Herzens
identifiziert werden, insbesondere war die Infiltration mit Makrophagen aus dem
Knochenmark wahrend der ersten Tage nach TAC verringert. Ferner ergaben echokardio-
grafische Messungen, dass 4-MU auch die kardiale Auswurfleistung erhdht. Innerhalb des
Beobachtungszeitraums von sieben Wochen fielen auf3er einer initialen Gewichtsreduktion
keine schwerwiegenden Nebenwirkungen der 4-MU-Behandlung auf. Die Uberlebensrate der
Tiere nach TAC war mit 4-MU sogar héher als in der unbehandelten Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass die EZM - und speziell HA — von grol3er
Bedeutung fir das myokardiale Remodeling nach Hypertrophie-Stimulation durch chronische
Druckbelastung ist. Analoge kardiale Umbauprozesse treten bei Menschen mit arterieller
Hypertonie auf. Die hier erhobenen Befunde kénnten eine Grundlage fur klinische Studien

sein mit dem Ziel die pathologische Hypertrophie-Entwicklung des Herzens einzudammen.
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6. Summary

Pathological hypertrophy describes the abnormal enlargement of the heart. It is associated
with remodeling processes - especially the development of interstitial fibrosis of the
myocardium - and frequently leads to impaired cardiac function and heart failure. The
presented work identified significant changes in the expression of cardiac genes and the
abundance of cardiac proteins of the extracellular matrix (ECM) in a genetic mouse model of
hypertrophic cardiomyopathy using transcriptome and proteome analyzes. Since these
findings were obtained before the onset of pathological remodeling, they were considered a
cause rather than a consequence of cardiac hypertrophy. Based on this preliminary study
and data from literature, we proposed that hyaluronic acid (HA), a structural and signaling
molecule of the ECM, plays an important role in the development of pathological
hypertrophy.

As a first step, this hypothesis was supported by cell culture experiments using a myoblast
cell line. In fact, the inhibitor of HA synthesis, 4-methylumbelliferone (4-MU), turned out to
inhibit isoprenaline-induced cell growth. In vivo, cardiac hypertrophy was induced in mice by
left ventricular pressure overload due to transverse aortic constriction (TAC). Already three
days after TAC, cardiac expression of HA synthase 2 (Has2) had increased > 6-fold. Long-
term inhibition of HA synthesis by 4-MU, which was added to the mouse diet, reduced the
hypertrophic response after TAC. Histological analyses further revealed decreased collagen
deposition in the heart of 4-MU treated animals. Interestingly, both interstitial and
perivascular fibrosis were reduced. Changes in the inflammatory response of the heart were
identified as a possible reason for the milder cardiac remodeling. In particular, cardiac
infiltration with bone marrow-derived macrophages was reduced during the first few days
after TAC. In addition, echocardiographic measurements revealed that 4-MU also increases
cardiac ejection fraction. No serious side effects of 4-MU were noticed within seven weeks of
continuous treatment except for an initial body weight loss. The survival rate of animals after
TAC was even higher in 4-MU-treated mice compared to an untreated control group.

These results show for the first time that the ECM - and particularly HA - is of great
importance for myocardial remodeling after hypertrophic stimulation by chronic pressure
overload. In humans, arterial hypertension induces comparable cardiac remodeling. The
findings of the present work may provide a basis for clinical studies that aim to control the

development of pathological cardiac hypertrophy.
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Appendix

Appendix

Tabelle 12: Futterzusammensetzung. Das Futter der 4-Methylumbelliferon (4-MU)-behandelten
Mause und der Kontrollmduse wurde zusatzlich mit Schokoladenaroma und weiteren
ernahrungsphysiologischen Zusatzstoffen supplementiert. 4-MU wurde in einer Konzentration von
50 g pro kg Futter zugesetzt.

Inhaltsstoffe relativer Anteil [%]
Rohprotein 19,0
Rohfett 3,3
Rohfaser 4,9
Rohasche 6,4
Starke 36,5
Zucker 4,7

%] F= [=;]
1 1 1

(relativ zu K_3dpSham)

o

Has1 mRNA-Expression
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Abbildung 45: Kardiale mRNA-Expression von Has1 3 Tage sowie 7 Wochen nach operativer
Aortenstenose (3dpTAC, 7wpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Messung der
Expressionsstarke erfolgte in Mausen nach 4-Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (K) mittels gPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet.

Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (hier: K_3dpSham); Mittelwert £ SEM; n = 5 - 13; one-way
ANOVA.
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Abbildung 46: Feuchtherzgewicht 3 Tage nach operativer Aortenstenose bzw. nach Schein-
Operation (3dpSham). Verglichen wurde das Herzgewicht von 4-Methylumbelliferon-behandelten
Mausen (4-MU) und unbehandelten Kontrollmdusen (K) bei Versuchsende. Das durchschnittliche
Feuchtherzgewicht der Kontrolle (K_3dpSham) betragt 106,1 mg. Dargestellt als Mittelwert £+ SEM,;
n =5 —11; one-way ANOVA,; *p <0,05; **p < 0,001 gegen Kontrolle.
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Abbildung 47: Phosphorylierung von ERK1/2 im Herzen 7 Wochen nach operativer
Aortenstenose (7wpTAC). Vergleich von 4-Methylumbelliferon-behandelten Mausen (4-MU) und
unbehandelten Kontrollmdusen (K). Reprasentativer Western Blot von phosphorylierten (pERK1/2)
und totalen ERK1/2 (tERK1/2) sowie Quantifizierung der relativen Anteile. Dargestellt als Mittelwert
SEM; n = 11; t-Test.
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Abbildung 48: Kardiale mRNA-Expression von Fibrose-assoziierten Genen 7 Wochen nach
operativer Aortenstenose (7wpTAC). Messung der Expressionsstarke von Col1a1, Col3a1, a-Sma,
Mmp2, Fn1, Timp3 sowie Tn-c erfolgte in Mausen nach 4-Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (K) mittels qPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh
verwendet. Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle; Mittelwert £+ SEM; n = 13; t-Test.
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Abbildung 49: Kardiale mRNA-Expression von Entziindungsmarkern 3 Tage nach operativer
Aortenstenose (3dpTAC) bzw. nach Schein-Operation (3dpSham). Messung der
Expressionsstarke der Liganden Ccl2, Ccl5, Cx3cl1, Cxcl1 und IL-13 (A) sowie der Rezeptoren Ccr2,
Ccrb und Cxcr1 (B) erfolgte in Mausen nach 4-Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe (K) mittels qPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet.
Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (hier: K_3dpSham); Mittelwert + SEM; n = 5-11; one-way
ANOVA.
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Abbildung 50: Kardiale mRNA-Expression von Entziindungsmarkern 7 Wochen nach operativer
Aortenstenose (7wpTAC). Messung der Expressionsstarke der Liganden Ccl2, Ccl5, Cx3cl1, Cxcl1
und /L-18 (A) sowie der Rezeptoren Ccr2, Ccr5 und Cxcr1 (B) erfolgte in Mausen nach 4-
Methylumbelliferon-Behandlung (4-MU) im Vergleich zur unbehandelten Kontroligruppe (K) mittels
gPCR. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle;
Mittelwert £ SEM; n = 13; t-Test; *p < 0,05.
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