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1 Einleitung

1.1 Myokardinfarkt

Bereits 1912 wurde der akute Myokardinfarkt (Ml) in seinem klinischen Erschei-
nungsbild beschrieben. Doch erst Mitte des 20. Jahrhunderts wurde man gewahr,
dass dieses Ereignis die haufigste Todesursache (Erhebungen in den Vereinigten
Staaten von Nord-Amerika) darstellte. Eine aufwandige und zeitlich immer fruher
angewandte Therapie fuhrte zu einer dramatischen Abnahme der Mortalitat nach M.
Die therapeutischen Optionen wurden durch intensive Forschungen zum Verstandnis
der elektrophysiologischen Vorgange im Herzen und der Regulation des Blutdrucks
wie auch die Entwicklung neuer pharmakologischer Wirkstoffe stetig erweitert. Die
Identifikation von Risikofaktoren fur die koronare Herzkrankheit wie z.B. der
Bluthochdruck und entsprechend die antihypertensive Therapie gewann an

Bedeutung und konnte die Inzidenz des M| weiter senken (1).

Im Jahr 1990 waren die kardiovaskularen Erkrankungen weltweit mit 29 % aller
Todesfalle die zweithaufigste Todesursache. Einer Schatzung von Murray et al. (2)
zufolge werden sie im Jahre 2020 mit mehr als 36 % die haufigste aller
Todesursachen darstellen. Diese Zunahme stellt aber nicht die Effektivitat der Maf3-
nahmen zu Prophylaxe und Therapie kardiovaskularer Erkrankungen in Frage,
sondern sie spiegelt die Effizienz der Therapie anderer haufig zum Tode fuhrender
Erkrankungen und die enormen Verschiebungen des Altersaufbaus der Bevolkerung
mit der daraus resultierenden drastischen Steigerung kardiovaskularer

Komplikationen wider.

Bislang standen im Fokus MalRnahmen zur Senkung des Risikos einer Thrombose,
uberhohter Blutfettwerte und eines hohen Blutdrucks. Derzeit stehen keine prophy-
laktischen und therapeutischen Strategien zur Verflgung, welche die das ganze
Herz betreffende Fibrosierung des Myokards vermindern kdnnten. Die Fibrosierung,
die u.a. durch die Ablagerung von Collagen hervorgerufen wird, und die Hypertrophie
des Myokards haben eine Minderperfusion zur Folge. Der lokale Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel verringert die Leistungsfahigkeit des Herzens. Zur Kompensation
der Leistungseinschrankung, die mit einer Mangeldurchblutung lebenswichtiger

Organe einhergeht, wird auf der einen Seite das sympathische Nervensystem (3),
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auf der anderen Seite das Renin-Angiotensin-System (RAS) (4) aktiviert. Diese
Aktivierungen lésen eine periphere Vasokonstriktion und Flussigkeitsretention aus,
wodurch der in seiner Leistung ohnehin schon beeintrachtigte Herzmuskel gegen
einen noch hoéheren peripheren Widerstand anarbeiten muss. Ein circulus vitiosus

entwickelt sich, der letztendlich in einer chronischen Herzinsuffizienz enden kann.

1.2 Renin-Angiotensin-System (RAS)

Das RAS stellt ein klassisches endokrines Hormonsystem dar, dem sich Mitte der

neunziger Jahre Erkenntnisse Uber ein Gewebe-RAS zur Seite stellten.

Am Anfang der Enzymkaskade des RAS steht das Gewebshormon Renin, das in der
Niere synthetisiert und in die Blutbahn sezerniert wird. Die Enzymaktivitat des Renin
ist verantwortlich fur die Abspaltung des Angiotensin | (Ang |) von dem in der Leber
gebildeten Vorlaufermolekul Angiotensinogen. Das Angiotensin-Konversions-Enzym
(ACE), welches sowohl im Gefallendothel als auch lokal z.B. im Herzen nach Ml
exprimiert wird, spaltet carboxyterminal ein Dipeptid von Ang | ab, und es entsteht
das Oktapeptid Angiotensin Il (Ang Il). Neben dem Ang Il entstehen weitere Angio-
tensinfragmente (Ang 2-8, Ang 3-8, Ang 1-7). Der Abbau der biologisch aktiven Sub-
stanzen durch Angiotensinasen fiihrt zu inaktiven Metaboliten (Ubersicht bei:(5)).

Die meisten bekannten physiologischen Effekte von Ang Il (Blutdruckkontrolle,
Aldosteronfreisetzung) werden durch den Angiotensin lI-Rezeptorsubtyp 1 (AT1-
Rezeptor) vermittelt. Im adulten Organismus sind die AT1-Rezeptoren, von denen
bislang 2 Isoformen bekannt sind, weit verbreitet. Nicht nur zwischen den Isoformen
des AT1-Rezeptors bestehen grolie Homologien, sondern auch zwischen den AT1-
Rezeptoren von Mensch, Maus und Ratte. Neben dem AT1-Rezeptor ist der Angio-
tensin II-Rezeptorsubtyp 2 (AT2-Rezeptor) bekannt, dessen Funktion jedoch bislang
noch nicht umfassend geklart ist. Neben seiner Rolle in der Embryogenese und
Differenzierung wird vermutet, dass er einen Gegenspieler des AT1-Rezeptors
darstellt (Ubersicht bei: (5)).

1.3 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) galt lange als inerte Grundsubstanz, von der die

Zellen wie von einem Stativ in Position gehalten werden. Der bekannteste Bestand-
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teil dieses Stativs ist Collagen, das in seiner fibrillaren Struktur das dreidimensionale

Netzwerk fur darin eingebettete Zellen und Gefalie darstellt.

Neben Collagen gibt es weitere Bestandteile der EZM, die sich nach
unterschiedlichen Kriterien einteilen lassen: nach funktionellen Eigenschaften oder

nach strukturellen Merkmalen (Ubersicht bei: (6)).

Die Beteiligung am Aufbau ist die gemeinsame funktionelle Eigenschaft von Makro-
molekllen wie Collagen, Fibronektin oder Elastin. Mit den fibrillaren Komponenten
der EZM oder mit Zelloberflachen assoziiert zu sein ist die Eigenschaft der Vertreter

aus der Gruppe der Proteoglykane (PG).

Die Einteilung der EZM-Bausteinen nach strukturellen Merkmalen unterscheidet u.a.
zwischen PG, Glycoproteinen und Collagen. Wichtige Vertreter der Collagene im
Herzen, deren Expression nach MI gesteigert wird, sind Collagen-Typ | und —Typ llI
(7), (8), (9) und als Vertreter der Glycoproteine Fibronektin. Biglykan und Decorin
sind PG, die eine Neointimahyperplasie im Tiermodell hemmen (10) sowie die
Proliferation von glatten GefalBmuskelzellen (VSMC) in der Zellkultur (11) regulieren.
Daher wird vermutet, dass Decorin und Biglykan auch eine Rolle bei der Entwicklung

und Progression der Atherosklerose spielen.

Proteoglykane sind eine Klasse glykosylierter Proteine, die kovalent mit sulfatierten
Glykosaminoglykanen (GAG) verbunden sind. Zu den wichtigsten Vertretern der
GAG gehoéren Chondroitinsulfat (CS, schematisch dargestellt in Abbildung 1),
Dermatansulfat (DS), Heparansulfat und Keratansulfat. Die GAG-Ketten der PG sind
sulfatierte Polysaccharid-Ketten, die sich aus zwischen 40x und 100x wieder-
holenden Disacchariden zusammensetzen. Die Disaccharide wiederum bestehen
aus einem Hexuronsauremolekdl und einem Aminozucker. Die am Aufbau von
Decorin und Biglykan beteiligten GAG-Ketten, bestehend aus Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat, besitzen als gemeinsamen Baustein den Aminozucker N-Acetyl-D-
Galactosamin. Sie unterscheiden sich durch die Moglichkeit einer Epimerisierung an
Position C5 der D-Glucuronsaure im Chondroitinsulfat, bei der D-lduronsaure
entsteht, womit dann Dermatansulfat vorliegt. Die Sulfatierung der Chondroitinsulfat-
Ketten ist i.a. gleichmaRig, d.h. jedes Disaccharid tragt eine Sulfatgruppe. Die
Sulfatierung kann an Position C2 und C3 der Glucuron-, bzw. Iduronsaure und an

Position C4 und C6 des Aminozuckers stattfinden.
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D-Glucuronsaure N-Acetyl-D-Galactosamin
CH,0S05
Position C5 CcCoO HO
o
NHCOCH;
OH

Abbildung 1 Struktur des Chondroitinsulfat

Der zwischen den einzelnen PG variierende Proteinanteil tragt zu Unterschieden in
der Funktion bei. Neben den GAG-Ketten vermittelt der Proteinanteil der PG die
Interaktion mit anderen Molekulen wie z.B. Collagen und moduliert dadurch die
Bildung des dreidimensionalen Netzwerkes der Extrazellularmatrix. Tragt ein
Proteinkern zahlreiche GAG-Ketten, bzw. sind diese sehr lang oder stark sulfatiert,
so ist sein Wasserbindungsvermdgen aufgrund der hydrophilen Sulfatgruppen sehr
hoch. Durch den Wasseranteil kann das Volumen des Gewebes gesteuert sowie die

mechanischen Eigenschaften des betreffenden Gewebes beeinflusst werden.

Eine weiterfUhrende Unterteilung der PG unterscheidet zwischen PG, die mit der
Zelloberflache assoziiert sind (z.B. Syndecan), ein sehr hohes Molekulargewicht
haben (z.B. Versican) oder leucinreiche Regionen aufweisen (z.B. Biglykan,
Decorin). Den kleinen, leucinreichen PG ist der Proteinanteil gemeinsam, der zu
70 % aus sich wiederholenden leucinreichen Regionen besteht. Diese PG werden
nach ihrer Synthese durch die Zellen in den Extrazellular-Raum sezerniert und dort

als Bestandteil der EZM in das dreidimensionale EZM-Netzwerk eingeflugt.

Die beiden kleinen, leucinreichen PG Decorin und Biglykan gehéren zur Gruppe der
Chondroitinsulfat/Dermatansulfat-PG und haben einen Proteinanteil, der ein Mole-
kulargewicht von 36 kDa, bzw. 38 kDa hat. Sie unterscheiden sich darin, dass

Decorin nur eine GAG-Kette an seinem N-Terminus tragt, Biglykan jedoch zwei (12).
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HoN COOH

Abbildung 2  Schematischer Aufbau von Decorin und Biglykan
O :leucinreiche Region
M : Cystein-Briicke
L : Proteinkern

N . GAG-Kette, im Fall von Biglykan befinden sich am N-Terminus 2 GAG-Ketten

Uber die Funktion des Biglykan ist bislang im Rahmen der Atherosklerose bekannt,
dass es eine Affinitat zu Lipoproteinen aufweist, die durch Modifikation der Ketten-
lange der GAG bestimmt wird (13). Weiterhin sind beide CS/DS-PG an der Fibrillo-
genese von Collagen beteiligt. Sie sind fur die gleichmafige Anordnung der Fibrillen
und damit fur die mechanische Stabilitat der Gewebe verantwortlich (14). Hinzu
kommt eine Interaktion zwischen Decorin und transforming growth factor-beta (TGF-
R), die zu einer Beeinflussung der Aktivitat des Wachstumsfaktors fuhrt (15). Die
Bedeutung von Decorin und Biglykan im Zusammenhang mit dem Ml liegt bislang im

Dunkeln.

Die Zellen, die EZM-Molekule synthetisieren und sezernieren, tun dies in Abhangig-
keit von der sie umgebenden Matrix. Die EZM kann zudem die Proliferation von
Zellen beeinflussen, wie in Experimenten an VSMC gezeigt werden konnte (16). Fur
die Wahrnehmung der Beschaffenheit der umgebenden Matrix, bzw. fir die notwen-
digen Interaktionen zwischen Zellen und EZM sind Integrin-Rezeptoren
verantwortlich, die sich nach Bindung einer bestimmten EZM-Molekllsequenz
(Arginin-Glycin-Aspartat, RGD) zusammenlagern und sogenannte fokale Adha-
sionspunkte (focal adhesions) bilden. Durch die Bildung dieser fokalen Adhasions-
punkte wird der Integrin-Rezeptor funktionell aktiv, d.h. er setzt eine Signaltrans-
duktionskaskade in den Zellen in Gang, die den Phanotyp der Zellen bestimmt und

die Anordnung des Zytoskleletts reguliert (17). Interessanterweise sind die PG selbst
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keine Liganden an den Integrin-Rezeptoren, jedoch interagieren PG mit den meisten
Glykoproteinen, wie z.B. Fibronektin, und Collagen und modulieren dadurch indirekt

integrin-vermittelte Signale.

Collagen als wichtiger Bestandteil der EZM hat als grundlegendes Strukturelement
das Tropocollagen. Drei sich umeinander windende Tropocollagen-Strange bilden
das Collagen-Molekul. Die bei der Zusammenlagerung entstehenden Fibrillen weisen
eine enorme Zugfestigkeit auf. Die Synthese des Collagen ist wie die der PG u.a.
abhangig von der Konzentration bestimmter Wachstumsfaktoren und Zytokine, aber

auch von der die Zellen umgebenden EZM.

1.4 Myokardinfarkt und extrazellulare Matrix

Die nach MI entstehende Infarktnarbe stellt ein collagenreiches Gebiet dar, das
langandauernden Umbauprozessen unterworfen ist. Glycoproteine, Collagen und PG
werden unter dem Einfluss der Faktoren, die durch das ischamische Ereignis
freigesetzt wurden, synthetisiert und in den Extrazellularraum abgegeben. Die Zellen,
die fur die Deposition der EZM im Herzen verantwortlich sind, wurden als kardiale
Fibroblasten identifiziert (18). Im gesunden Herzmuskel stehen sie unter einer
ausgewogenen Regulation durch Faktoren, die Zellwachstum, Apoptose und den
Phanotyp der Zellen beeinflussen. Den Stimulatoren wie Ang Il und Endothelin sind
Gegenspieler gegenuber gestellt, die hemmend wirken (Bradykinin, Stickstoff-
monoxid (NO) oder Prostaglandine) (19). Tritt eine Schadigung der Herzens z.B.

durch einen MI ein, so gerat dieses System aus dem Gleichgewicht.

Pharmakologische Eingreifmoglichkeiten bieten MaRnahmen, die gegen das stimu-
lierende Ang Il gerichtet sind (ACE-Inhibitoren, AT1-Rezeptorantagonisten) und
theoretisch NO-Donoren.

Klinische Studien zeigen die Bedeutung von ACE-Inhibitoren. Die AIRE-Studie
(Acute Infarction Ramipril Efficacy) beschrieb, dass die Therapie nach einem akuten
MI mit Ramipril bereits nach 6 Monaten die Mortalitat um 6 % absenkte. 15 Monate
nach Therapiebeginn war bei diesem Patientenkollektiv die Mortalitdt durch Ramipril
um 11,4 % erniedrigt (AIRE-Extension-Study, (20)). Auch bei Hochrisiko-Patienten
fur kardiovaskulare Ereignisse, die im Rahmen der HOPE-Studie (Heart Outcomes
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Prevention Evaluation) mit Ramipril behandelt wurden (21), war nach 5 Jahren die

Mortalitat und die Inzidenz von MI und Schlaganfall reduziert.

Diese und frihere Beobachtungen fuhrten zu naheren Untersuchungen des RAS
nach Ml im Tiermodell. In zahlreichen Studien an Ratten, denen experimentell ein Ml
induziert wurde, konnte festgestellt werden, dass die Applikation sowohl von ACE-
Inhibitoren als auch von AT1-Antagonisten die Hypertrophie von kardialen Myozyten
genauso wie die Collagen-Deposition zu senken vermag (22). Dies wurde unterstutzt
durch Befunde, dass nach Ml die Expression des ACE in der Infarktnarbe erhdht war

(23), und das sogenannte Gewebe-RAS aktiviert wurde.

Neben dem RAS sind eine Vielzahl weiterer Faktoren an den Umbauprozessen des
Myokards beteiligt. Das Spektrum der Mediatoren umfasst dabei Proteine, die das
Zellwachstum beeinflussen, wie z.B. transforming growth factor-beta (TGF-B) (24)
und platelet-derived growth factor (PDGF) (25), sowie Proteine, die in Entziindungs-
prozesse involviert sind, wie tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) (26) und die
Gruppe der Interleukine (z.B. Interleukin-1-beta (IL-1R)) (27), aber auch das kleine
Molekul Stickstoffmonoxid, das eine Reihe unterschiedlichster Effekte auslosen

kann.

Durch einen MI werden nicht nur die oben angesprochenen, vor allem auf vitale
Zellen wirkenden Stoffe, sondern auch aus absterbenden Zellen proteolytisch aktive
Enzyme wie z. B. lysosomale Proteasen freigesetzt. Fibroblasten und Makrophagen
geben Matrix-Metalloproteasen (MMPs) ab, die am Umbau der EZM beteiligt sind.
Durch Proteolyse werden auch Protease-aktivierte-Rezeptoren (PAR 1-4) aktiviert,
die eine mitogene Wirkung auf Fibroblasten besitzen (28). Der spezifische Aktivator
der PAR-Rezeptoren ist Thrombin, welches im Blut die Thrombozyten-Aktivitat
reguliert und die Blutgerinnung durch Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin initiiert.
Die Anwesenheit, bzw. eine mogliche Funktion im Infarktgebiet konnte fur Thrombin

und PAR-Rezeptoren bislang nicht gezeigt werden.
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1.5 Fragestellung

Die Faktoren, die die Bildung der Proteoglykane in kardialen Fibroblasten regulieren,
und die Bedeutung der Proteoglykane flr die Umbauprozesse des Herzens nach Ml

sind noch nicht bekannt.

Gut belegt ist dagegen der positive Einflul der Hemmstoffe des RAS auf diese
kardialen Umbauprozesse sowie auf die Akkumulation von Collagen und Fibronektin.

FUr die vorliegende Dissertation ergaben sich folgenden Fragestellungen:

1) Welche Proteoglykane exprimieren kultivierte, aus neonatalen Ratten isolierte,

kardiale Fibroblasten?

2.1) Durch welche Faktoren wird die Synthese dieser Proteoglykane in kultivieren

kardialen Fibroblasten reguliert?

2.2) Haben PDGF BB, TGF-R1, Interleukin-13, TNF-alpha, Ang Il, Thrombin oder

Stickstoffmonoxid einen Einflu} auf die PG-Sekretion in vitro?

2.3) Wird die MolekulgroRe der Proteoglykane durch die getesteten Stimuli

verandert?

3.1) Werden Proteoglykane durch einen Myokardinfarkt induziert und wenn ja, ist

diese Induktion ausschlieRlich auf den Infarktbezirk begrenzt?

3.2) Lasst sich ein Zeitgang der Expression von Decorin- und Biglykan-mRNA in der
Zeitspanne vom 1. bis 21. Tag nach Ml in a) dem nicht-infarzierten rechten Ventrikel,
b) dem nicht-infarzierten Septum, 3) dem Randgebiet und 4) der Infarktnarbe

erkennen?

4) Ist die Expression der Proteoglykane nach MI pharmakologisch hemmbar?
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Aus der Gruppe der PG wurden die beiden kleinen, leucinreichen Biglykan und
Decorin ausgewahlt. lhre Regulation wurde zum einen an kardialen Fibroblasten
charakterisiert, die aus den Herzen neugeborener Ratten gewonnen wurden. Zum
anderen wurde die PG-Expression an Herzen adulter Ratten untersucht, bei denen

experimentell ein M| induziert wurde.

Die Regulation von Decorin und Biglykan wurde mit Hilfe biochemischer und mole-

kularbiologischer Verfahren untersucht

Der metabolische Einbau von Radiosulfat durch kardiale Fibroblasten in die GAG der
PG diente zur Feststellung quantitativer Veranderungen der Gesamt-Proteoglykan-
Sekretion. Mit Hilfe des Northern-Blot-Verfahrens wurde die Genexpression auf
MmRNA-Ebene untersucht. Die Gel-Filtrations-Chromatographie sollte Aufschluss

uber Veranderungen von Molekulargewichten geben.

Histochemische und immunhistochemische Verfahren dienten zum Nachweis von
Veranderungen der Proteoglykan-Expression in den infarzierten Herzen. Mittels
Northern-Blot-Verfahren und Reverser-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion

(RT-PCR) wurden Regulationen der Transkription untersucht.
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2 Methoden

2.1 Analyse der EZM-Expression nach Myokardinfarkt an Ratten

Der Umbau des Myokards in Folge eines ischamischen Infarkts wurde an Ratten
nach Ligatur der linken Koronararterie untersucht. Diese experimentellen Myokard-
infarkte sind an 300-350 g schweren Wistar-Kyoto-Ratten (WKY-Ratten) in
Anlehnung an Stauss et al. (29) induziert worden'. Zur Organentnahme zu den unten
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere unter tiefer Ethernarkose durch
Genickbruch getotet und nachfolgend der Brustkorb eroffnet. Das entnommene Herz
wurde in kaltem PBS gewaschen und den weiteren Untersuchungsmethoden

zugefuhrt.

Zur histochemischen und immunhistochemischen Farbung der extrazellularen
Matrixmolekule (EZM-Molekile) wurden die Herzen nach der Entnahme in 10 %iger
Formalin-Lésung eingelegt und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Zu diesem
Zwecke sind Organe verwendet worden, deren Entnahme 7 Tage nach der experi-

mentellen Induktion eines Infarktes erfolgte.

Zum Zwecke der Bestimmung der mRNA-Expression von Proteoglykanen wurden
Herzen untersucht, die 12 Stunden und 1, 3, 5, 7, 14 und 21 Tage nach Myokard-
infarkt entnommen wurden. Nach der Entnahme erfolgte ein transversales
Schneiden der Herzen in 4 Scheiben. Die 2 mittleren Scheiben wurden in folgende
Areale unterteilt: infarzierter linker Ventrikel, nicht infarzierter rechter Ventrikel, nicht
infarziertes Septum und ein dem infarzierten Gebiet benachbartes Areal, welches im
Folgenden als Randgebiet bezeichnet wird. Die Gewebesticke wurden in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Untersuchung aufbewahrt.

Um den Einfluss des Angiotensin-Konversions-Enzym-Hemmers (ACE-Hemmer)
Ramipril und des AT1-Rezeptorantagonisten Olmesartan auf die Umbauprozesse
des Myokards zu untersuchen, wurden WKY-Ratten einer 7-tagigen Behandlung vor
Setzen des Myokardinfarkts und einer 7-tdgigen Nachbehandlung mit Ramipril

(1 mg/kg Korpergewicht pro Tag) oder Olmesartan (1 mg/kg Korpergewicht pro Tag)

' Der Plan zu diesen tierexperimentellen Untersuchungen wurde der zustandigen Kommission

»Tierschutz-Ethik“ vorgelegt, von dieser begutachtet und gutgeheil3en.
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unterzogen. Die Applikation der Arzneistoffe erfolgte mit Hilfe der Gavage. Nach
Ablauf von 7 Tagen wurden die Organe wie beschriecben entnommen und die

Gewebeproben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C tiefgefroren.

2.1.1 Histochemie und Immunhistochemie

Die EZM-Deposition wurde zum einen histochemisch mit Hilfe der modifizierten
Movats-Pentachrom-Farbung, zum anderen immunhistochemisch mit Hilfe von spe-
zifischen, polyklonalen Antikérpern gegen Decorin, Biglykan und Collagen unter-
sucht. Um eine raumliche Zuordnung der EZM-Molekile zu eingewanderten
Makrophagen durchfiihren zu kdnnen, wurden diese mit dem spezifischen mono-

klonalen Makrophagen-Antikorper gegen ED-1 detektiert.

Von den in Paraffin eingebetteten Organen wurden Schnitte in einer Starke von 5 um
angefertigt, die vor den jeweiligen Farbevorgangen 3x 10 min mit Xylol ent-

paraffinisiert wurden.

2.1.1.1 Histochemie (Movats-Pentachrom-Farbung)

Die histochemische Farbung von EZM-Molekulen erfolgte in Anlehnung an Schmidt

et al. (30) mit Hilfe der modifizierten Movats-Pentachrom-Farbung.

Die Farbung erfolgte nach dem aufgefihrten Schema:

Zeitablaufe Farbelésungen Ziel

3x 10 min Xylol Entparaffinisieren

kurz eintauchen Ethanol 96 % (V/V) schrittweise Hydratisierung
Ethanol 90 % (V/V)
Ethanol 70 % (V/V)
Ethanol 50 % (V/V)

kurz eintauchen Wasser Hydratisierung

1x 10 min, 60°C Bouins Ldsung (8.2.1.1) Fixierung

10 min flieRendes Wasser Spilung

20 min Alcian Blau-Lésung 1 % (8.2.1.1) Proteoglykan-Farbung
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Zeitablaufe Farbelésungen Ziel
4 min flieRendes Wasser Spilung
10 min, 60°C Alkalischer Alkohol (8.2.1.1) Fixierung des Alcian Blau
4 min fliessendes Wasser Spilung
30 min Weigerts Lésung (8.2.1.1) Farbung der Zellkerne und
elastischen Fasern
2x kurz kaltes destilliertes Wasser Spulung
1 min Crocein Scarlet / Fuchsinsaure- Farbung von glatten und quer-
Lésung (8.2.1.1) gestreiften Muskelzellen, Fibrin
1x kurz destilliertes Wasser Spllung
5 min Phosphotungsicsaure-Lésung Differenzierung der Crocein-Scarlet-
(8.2.1.1) Farbung
5 min 1 %-ige Essigsaure Differenzierung der Weigerts
Farbung
1x 1 min Ethanol 90 % (V/V) Schrittweise Dehydratisierung
2x 1 min Ethanol 96 % (V/V) Schrittweise Dehydratisierung
60 min alkoholische Safran-Losung (8.2.1.1) Farbung von Collagenfasern
2x 1min Ethanol 96 % (V/V) Spilung
2x 5min Xylol Dehydratisierung

Im Anschluss an die Farbung sind die Schnitte in Roti®-Histokit (Roth, Karlsruhe)

eingebettet und mit einem Deckglaschen abgedeckt worden.

2.1.1.2 Immunhistochemie

Die ausgewahlten EZM-Molekule Collagen-Typ l-alpha, Biglykan und Decorin
wurden mit spezifischen polyklonalen Antikérpern, die gegen Regionen des Protein-
anteils gerichtet waren, nachgewiesen. Dazu sind Primarantikorper gegen murines
Biglykan (anti-murine biglycan-antibody, LF-106, polyclonal rabbit IgG, 1:1000),
murines Decorin (anti-murine decorin-antibody, LF-113, polyclonal rabbit IgG,

1:1000), humanes Collagen-Typ l-alpha (anti-human collagen al-antibody, LF-67,
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polyclonal rabbit IgG, 1:1000) eingesetzt worden. Makrophagen wurden mittels Anti-
korpern gegen murines ED-1 (anti-mouse ED-1-antibody, monoklonaler Antikorper,
1:200) Als

Sekundarantikdrper (goat-anti rabbit IgG, Vector Laboratories, 1:500; goat-anti

angefarbt. Sekundarantikdrper kamen  peroxidase-gekoppelte

mouse IgG, Vector Laboratories, 1:500) zum Einsatz.

Die Farbungen sind nach dem folgenden Schema durchgefuhrt worden:

Zeitliche Abfolge

Farbeldésungen

Ziel

3x 10 min Xylol Entparaffinisierung
2x 5 min Ethanol 96 % (V/V)
20 min Wasserstoffperoxid 0,7 % Fixierung
in Methanol
jeweils 5 min 3x Ethanol 96 % (V/V) schrittweise Hydratisierung
2x Ethanol 90 % (V/V)
1x Ethanol 70 % (V/V)
1x Ethanol 50 % (V/V)
1x TBS (8.2)
60 min, 37°C Chondroitinase-ABC-Lésung  enzymatische Abspaltung der
(ICC) (8.2.1.1) GAG-Ketten vom Kernprotein
10 min TBS Spilung

60 min, Raumtemperatur

10 % Ziegenserum,
2 % BSAin TBS

Unterbinden von unspezifischen
Bindungen der Primarantikérper

Uber Nacht, 4°C
feuchte Kammer

Primarantikorper
(in TBS mit 0,1 % BSA)

Inkubation

2x 5 min
(schwaches Schwenken)

TBS

Entfernung Uberschissiger
Primarantikorper

60 min, 37°C

peroxidase-gekoppelter
Sekundarantikorper

(in TBS mit 2 % Ziegenserum,
0,25 % BSA)

Inkubation

variabel (siehe Anmerkung
im folgenden Text)

DAB-Peroxidase-Set (Sigma)

Detektion der Sekundéar-
antikérper

2 min

Mayers Hematoxylin-LOsung

Zellkernfarbung

je 2x 5 min

Ethanol 70 % (V/V)
Ethanol 90 % (V/V)
Ethanol 96 % (V/V)
Xylol

schrittweise Dehydratisierung
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Das Einbetten der Schnitte erfolgte mit Roti®-Histokit, ein Deckglaschen diente der
Abdeckung.

Anmerkung: Die Detektion der Sekundarantikorper mit Hilfe des DAB-Peroxidase-
Sets (Sigma) wurde nach den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt, wobei die
Intensitat der Farbung beobachtet und die Dauer der Inkubation mit dem Chromogen

entsprechend gewahlt wurde.

2.1.2 Praparation der Gesamt-RNA aus Gewebe

Die Gesamt-RNA aus den in flissigem Stickstoff tiefgefrorenen Myokard-Gewebe-
proben der Ratten wurde in Anlehnung an das single-step-Verfahren nach
Chomczynski et al. (31) gewonnen. Dazu wurde Trizol®-Reagenz, eine mono-
phasische Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, nach den Anweisungen

des Herstellers verwendet.

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden ca. 100 mg gefrorenen Gewebes in ein
Polypropylen-Rohrchen mit rundem Boden (Sarstedt, Numbrecht) zu 1 ml Trizol®-
Reagenz gegeben und mit dem Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)
1 min lang zerkleinert. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml fassendes Polypropylen-
Roéhrchen (Sarstedt, Niumbrecht) Uberfuhrt und far 10 min bei 12.000 rpm und 4°C
zentrifugiert, um die durch die Gewebezerkleinerung entstandenen Zell- und
Gewebetrimmer zu entfernen. AnschlieRend folgte eine Inkubation der Proben fur
5 min bei Raumtemperatur, dann wurden 200 pl Chloroform je ml Trizol®-Reagenz
hinzugeflgt und die Proben 15 sek lang gut geschuttelt. Nach 2-3 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden sie bei 12.000 rpom und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Die
wassrige Phase ist in ein neues Rdhrchen Gberflhrt, mit 500 ul Isopropanol versetzt
und far 15 min bei Raumtemperatur inkubiert worden. Die anschlieRende
Zentrifugation erfolgte bei 12.000 rpm und 4°C fiir 10 min. Der Uberstand wurde
verworfen, die Prazipitate mit 1 ml 75 %-igem Ethanol versetzt, erneut zentrifugiert
(9.200 rpm, 5 min, 4°C) und luftgetrocknet. Die Losung der getrockneten Prazipitate
erfolgte in 30 yl DEPC-Wasser (8.2.4.1). Der RNA-Gehalt der Proben wurde dann
photometrisch (U-2000 Spectrometer, Hitachi, Tokio) ermittelt. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Proben bei -80°C tiefgefroren.
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2.2 Analyse der EZM-Expression an kultivierten Kkardialen

Fibroblasten

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Primarkultur kardialer Fibroblasten der neugeborenen Ratte

Kardiale Fibroblasten wurden durch enzymatische Verdauung aus den Ventrikeln der
Herzen neugeborener, 2-3 Tage alter WKY-Ratten gewonnen (modifiziert nach (32))
und zur Untersuchung des Einflusses von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, die fr
die Entzindungs- und Umbauvorgange nach Myokardinfarkt relevant sind,

herangezogen.

Zur lIsolierung der kardialen Fibroblasten wurden die neugeborenen Ratten
dekapitiert, der Brustkorb in der Sternallinie eréffnet, das Herz entnommen und in
eine Zellkulturschale mit kaltem ADS-Puffer (8.2.2) Uberfihrt. Nach Entfernen der
Atria und anhaftenden Gewebes mit Hilfe eines Stereomikroskops (Olympus SF10,
Olympus, Japan) sind die Ventrikel in eine Zellkulturschale mit frischem ADS-Puffer
Uberfuhrt und gedrittelt worden. Die weiteren Schritte wurden unter sterilen Bedin-
gungen an einer Sterilbank (Herasafe, Heraeus, Osterode) durchgefuhrt. Gemein-
sam mit dem ADS-Puffer wurden die Ventrikel in ein 50 ml fassendes Polypropylen-
rohrchen (Falcon) uberfuhrt, der ADS-Puffer mit Hilfe einer Vakuumpumpe (KNF
Miniport, Omnilab, Bremen) abgesaugt und durch Collagenase/Pankreatin-Losung
(8.2.2) ersetzt, wobei fur bis zu 14 Ventrikel 6 ml der Enzymlésung zur Verwendung
kamen. Es folgte eine Inkubation flr 20 min bei 37°C in einem Wasserbad, um an
den Ventrikeln anhaftende Zelltrimmer und Blutzellen zu entfernen. Der Uberstand
wurde verworfen, frische Collagenase/Pankreatin-Lésung erganzt und aufeinander-
folgend 7 Inkubationen (37°C, 20 min) durchgefuhrt. Um die durch die enzymatische
Verdauung freigesetzten kardialen Myozyten von den kardialen Fibroblasten zu
trennen, wurden die Uberstande der jeweiligen Inkubationen mit 1,5 ml fetalem

Kalberserum (FKS) versetzt und wie folgt aufgearbeitet:

Es erfolgte zunachst eine Zentrifugation (Labofuge GL, Heraeus, Osterode) bei
250 rpm fur 5 min. Das entstandene Sediment bestand vorwiegend aus kardialen

Myozyten und diente zur Kultivierung der Myozyten. In dieser Arbeit wurden die
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Myozyten allerdings nur als Positivkontrolle bei der immunhistochemischen Charak-

terisierung der Fibroblastenkultur benutzt (2.2.1.3).

Der erhaltene Uberstand der ersten Zentrifugation, in dem sich der Hauptanteil der
kardialen Fibroblasten befand, wurde ein zweites Mal zentrifugiert (1000 rpm,
10 min), das Sediment in 1 ml FKS resuspendiert, 5 ml Preplating-Medium (8.2.2)
zugesetzt und die Zellen auf Zellkulturschalen (56,7 cm?, Nunc) ausgesat. Nach 4
Stunden wurde zur Entfernung nicht adharenter und abgestorbener Zellen das
Preplating-Medium entfernt und durch endgultiges, 20 % FKS-haltiges Kulturmedium
(nachfolgend als ,Kulturmedium® bezeichnet, 8.2.2) ersetzt. Am darauffolgenden Tag
wurden die Fibroblasten mit warmem PBS gewaschen und ein Mediumwechsel
durchgefuhrt.

Zur Kultivierung der kardialen Myozyten wurde das bei 250 rpm erhaltene Sediment
in 1 ml FKS resuspendiert, 5 ml Preplating-Medium hinzugegeben und far 30 min
unter Kulturbedingungen im Brutschrank in einer Zellkulturschale (56,7 cm?, Nunc)
inkubiert. Dieser Schritt diente der Abtrennung der kardialen Fibroblasten durch
Sedimentation und Anhaftung, da Fibroblasten im Gegensatz zu kardialen Myozaten
unter den gegebenen Bedingungen nach 30 min bereits adharent sind. Anschliel3end
wurde der die kardialen Myozyten enthaltende Uberstand der ersten Zellkulturschale
entweder auf eine frische Zellkulturschale (8 cm? Sarstedt) oder eine 12-Loch-
Gewebekulturplatte (Nunc) gegeben, im Brutschrank inkubiert und nach 4 Stunden
das Preplating-Medium durch endgultiges Myozyten-Kulturmedium (8.2.2) ersetzt.
Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit warmem PBS gewaschen und

frisches Myozyten-Kulturmedium zugesetzt.

Die Kultivierung der kardialen Fibroblasten und Myozyten erfolgte im Brutschrank
(Hera Cell, Heraeus, Osterode) bei 37°C und 5 % CO,, wobei alle 2-3 Tage ein

Mediumwechsel durchgefuhrt wurde.

2.2.1.2 Subkultivierung

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die kardialen Fibroblasten subkultiviert, indem
sie zunachst nach Entfernen des Mediums fir 2 min bei Raumtemperatur mit 5 ml
Passage-EDTA-L6sung (8.2.2) versetzt und anschlielfend fur ca. 3 min mit 5 ml
Trypsin-Lésung bei 37°C inkubiert wurden, wobei das Ablésen der Zellen vom

Schalenboden mit Hilfe des Lichtmikroskops (Olympus CK2, Olympus, Japan)
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verfolgt wurde. Nach dem Ablosen der Zellen erfolgte durch die Zugabe von 1 ml
FKS die Inaktivierung des Trypsins. Die Zellen wurden in der verbliebenen Lésung
suspendiert, in ein Polypropylenrohrchen (15 ml, Falcon) uberfuhrt und die Zell-
suspension zentrifugiert (1000 rpm, 10 min). Das Sediment wurde in Kulturmedium
resuspendiert, die Zellzahl ermittelt und die kardialen Fibroblasten in definierter
Dichte (10.000 Zellen/cmz) ausplattiert.

2.2.1.3 Zellcharakterisierung mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Charakterisierung der kardialen Fibroblasten wurde in Anlehnung an das
Verfahren nach Kruse et al. (33) mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie durch-
gefuhrt. Um eine Abgrenzung gegen kardiale Myozyten zu erreichen, wurden die
Fibroblasten mit einem Antikdrper gegen alpha-Glattmuskelaktin (aSMA) markiert,
welches in den kardialen Myozyten vergleichsweise wenig exprimiert ist. Zur
Detektion der Myozyten wurde ein Antikorper gegen sarkomeres Aktin (sarkAkt)

verwendet.

Zur Charakterisierung wurden die kardialen Fibroblasten in der ersten Passage auf
runde Deckglaschen (18 mm Durchmesser, Assistent, Schott) in einer Zelldichte von
3000/cm? ausgesat. Sie wurden parallel zu Fibroblasten kultiviert, die zu Versuchen
genutzt wurden, und sind zeitgleich mit dem Beginn des Serumentzugs der
Versuchszellen fur 10 min mit eiskaltem Methanol bei —20°C fixiert worden. Zu
diesem Zweck isolierte Myozyten wurden bereits wahrend der Isolierung (2.2.1.1) auf
den Deckglaschen kultiviert und der Fixierung unterworfen, sobald sie unter

Kulturbedingungen zu kontrahieren anfingen.

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Zellen mit 1 ml TBS (8.2) gewaschen und
mit IF-Blockierungslosung (8.2.1.2) fur mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgte die Inkubation mit Primarantikdrper gegen sarkAkt (anti-sarkAkt-
antibody, monoclonal mouse IgG, Sigma, 1:100) Uber Nacht bei 4°C, bevor am
darauffolgenden Tag zunachst 2x 5 min mit TBS-T (8.2.1) und anschlieRend
3x 10 min mit TBS gewaschen wurde. Die Inkubation mit Sekundarantikorper
(donkey-anti mouse 488, Sigma, 1:1000), geldst in TBS, wurde fur 1 Stunde bei
37°C durchgefuhrt. Es schlossen sich die folgenden Waschschritte an: 2x 5 min mit
TBS-T, 3x 10 min mit TBS. Zur Detektion des aSMA wurden die Deckglaschen

anschlieend fur 1 Stunde in der IF-Blockierungslésung geschwenkt, bevor mit dem
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direktmarkierten Primarantikorper gegen aSMA (anti-aSMAcy3-antibody, monoclonal
mouse IgG, Sigma, 1:500) uber Nacht bei 4°C inkubiert wurde. Zur Entfernung der
Antikorper wurde erneut 2x 5 min mit TBS-T und 3x 10 min mit TBS gewaschen. Das
Eindecken der Zellen erfolgte mit Slow-Fade® (Molecular Probes, Leiden,
Niederlande). Nach Einwirken des Eindeckmittels wurde die Immunfluoreszenz-
Mikroskopie mit einem Laser-Scan-Mikroskop (Carl Zeiss Laser Scanning Systems
LSM 510) fur die Detailaufnahmen und einem Fluoreszenz-Mikroskop (Leica DMR)
fur geringere VergroRerungen bei 488 nm fur sarkomeres Aktin und bei 543 nm flr

alpha-Glattmuskelaktin durchgefuhrt.

2.2.2 Durchfuhrung der Experimente

Die kardialen Fibroblasten der neugeborenen Ratte sind jeweils in der ersten

Passage fur die Experimente verwendet worden (34).

Zur Quantifizierung der Proteoglykansekretion (PG-Sekretion) mit Hilfe der
Cetylpyridiniumchlorid-Prazipitation (CPC, 2.2.4.1) wurden die Zellen auf 24-Loch-
Gewebekulturplatten (Sarstedt, Niumbrecht) in einer Zelldichte von 10.000 Zellen/cm?

ausgesat und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert.

Zur biochemischen Charakterisierung der in das Kulturmedium abgegebenen
Proteoglykane (PG) (2.2.4.3), sowie der Expression der messenger-RNA (mRNA)
(2.2.5) erfolgte die Aussaat der Zellen auf Zellkulturschalen (56,7 cm?, Nunc) in einer
Dichte von 10.000 Zellen/cm?®. Sie wurden dann bis zum Erreichen der Konfluenz
kultiviert.

2.2.2.1 Stimulation mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen

Vor der Stimulation sind die Zellen 48 Stunden unter Serumentzug (Wechsel auf
Kulturmedium ohne FKS) gehalten worden. Nachfolgend wurden folgende
Wachstumsfaktoren und Zytokine in den angegebenen Konzentrationen flr eine
Dauer von 24 Stunden zugesetzt, wobei zeitgleich frisches, serumfreies Kultur-
medium verwendet wurde: FKS 10 %, platelet derived growth factor BB (PDGF BB)
1-10 ng/ml, transforming growth factor-beta 1 (TGF-31) 0,1-10 ng/ml, tumor necrosis
factor-alpha (TNF-alpha) 10 ng/ml, Interleukin 1 beta (IL-13) 0,1 ng/ml, Thrombin 1-
100 nM. In der Versuchsreihe zu Thrombin kam das Hepta-Peptid SFLLRNP zum
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Einsatz, das die Aminosauren 42-48 des Thombinrezeptors darstellt und als Agonist

am Protease-aktivierten Rezeptor Typ 1 (PAR-1) wirkt.

In weiteren Experimenten ist die Reaktion auf eine 24-stindige Vorinkubation der
Fibroblasten mit 10 ng/ml TNF-alpha und anschlieender 24-stiindiger Behandlung
mit einer Kombination aus PDGF BB (10 ng/ml) oder TGF-31 (10 ng/ml) mit TNF-

alpha (10 ng/ml) untersucht worden.

2.2.2.2 Stimulation mit Angiotensin |l

Die Zellen erhielten fur 48 Stunden serumfreies Kulturmedium, bevor die Stimulation
mit Angiotensin Il (Ang Il) in einer Konzentration von 10" M in frischem, serumfreiem
Kulturmedium erfolgte. Folgende Rezeptorantagonisten wurden 30 min vor Zugabe
des Ang Il in frischem, serumfreiem Kulturmedium zu den Zellen gegeben: Losartan
(AT1-Rezeptorantagonist, 10 M), PD123177 (AT2-Rezeptorantagonist, 10°® M) (35),
(36), (37).Die Inkubation mit Angll in An- oder Abwesenheit der Antagonisten
erfolgte fur 24 Stunden.

Um zu prafen, ob der Angll-Effekt durch die autokrine Freisetzung von
Wachstumsfaktoren vermittelt wurde, wurden Experimente durchgefuhrt, bei denen
die im folgenden aufgefuhrten, neutralisierenden Antikdrper zum Einsatz kamen:
anti-basic fibroblast growth factor (bFGF)-antibody (R&D, polyclonal goat IgG,
1 ug/ml), anti-human platelet derived growth factor (PDGF)-antibody (R&D,
polyclonal goat IgG, 10 ug/ml) und anti-transforming growth factor beta 1, 2, 3 (TGF-
R1, -B2, -R3)-antibody (R&D, monoclonal mouse IgGs, clone #1D11, 0,5 pg/ml).
Zudem wurden die entsprechenden Kontrollimmunglobuline (R&D, normal goat IgG,

mouse 1gGy Isotype Control) in den jeweiligen Konzentrationen verwendet.

2.2.2.3 Stimulation mit Stickstoffmonoxid freisetzenden Substanzen

Die Untersuchung des Einflusses verschiedener NO-Donoren erfolgte ebenfalls an
kardialen Fibroblasten, die vor Beginn des Experimentes 48 Stunden serumfreies
Kulturmedium erhielten. Bei diesen Experimenten wurden die NO-Donoren DETA-
NONOate ((Z2)-1-[2-(2-Aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-
diolate, 100 puM, t'%: > 500 min), PAPA-NONOate ((Z)-1-[N-(3-Ammoniopropyl)-N-(n-
propyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate, 100 yM, t'%: 76 min) und SNAP (S-Nitroso-N-
acetyl-D,L-penicillamine, 100 uM; Freisetzung von NO beginnt sofort) in Kombination
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mit PDGF BB (10 ng/ml) in serumfreiem Kulturmedium im Rahmen eines
Mediumwechsels zugegeben. Um toxische Wirkungen der NO-Donoren nach-
zuweisen, wurde ein Zytotoxizitats-Test mit den relevanten Konzentrationen der NO-

Donoren unter identischen Bedingungen durchgefuhrt (2.2.3.2).

2.2.2.4 Metabolische Markierung der Proteoglykane durch Radiosulfat

Durch Zusatz von [358]—haltigem anorganischem Sulfat zu dem Kulturmedium war es
mdglich, die Glykosaminoglykanketten (GAG-Ketten) der sezernierten PG radioaktiv
zu markieren, da diese pro Zuckermolekil eine oder mehrere Sulfatgruppen
enthalten. Zur metabolischen Markierung wurden die Zellen entsprechend der oben
ausgefiihrten Stimulationsprotokolle behandelt. [*>S]SO4* wurde, soweit nicht anders
angegeben, in einer Konzentration von 10 uCi/ml zusammen mit den jeweiligen
Stimuli dem frischen, serumfreien Kulturmedium zugesetzt. 30 pCi [358]8042'/ml
Kulturmedium wurden verwendet, um die sezernierten Proteoglykane im Anschluss
an eine DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie (2.2.4.2) mit Hilfe der Gel-
Filtrations-Chromatographie (2.2.4.5) aufzutrennen oder mit Hilfe der Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE, 224.4) zu

analysieren.

Nach Ablauf der Inkubationsdauer von 24 Stunden wurde das Kulturmedium
abgenommen und bis zur weiteren Analyse bei —20°C eingefroren. Die Halbwertzeit
von [358] betragt 87,4 Tage.

2.2.3 Analytische Methoden

2.2.3.1 TGF-B1-ELISA

Um zu priafen, ob der Ang lI-Effekt durch autokrine Freisetzung von TGF-31
vermittelt wurde, wurden Experimente dem Stimulationsprotokoll folgend (2.2.2.2)
durchgefuhrt und die TGF-R1-Konzentration im Zelliberstand mit Hilfe des TGF-31-
ELISAs (Quantikine®, human-TGF-31-Immunoassay, R&D Systems) nach den

Anweisungen des Herstellers ermittelt.

Die Quantifizierung von aktiviertem TGF-B1 mit Hilfe des TGF-R1-ELISAs beruhte
auf dem Einsatz der sandwich enzyme immunoassay technique. Am Boden einer

Mikrotiterplatte befand sich der I6sliche TGF-3-Rezeptor Typ Il als Prazipitat, an den
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sich im Zelluberstand befindliches, aktiviertes TGF-31 band. Zur Detektion des
gebundenen TGF-BR1 wurde ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter Anti-TGF-31-
Antikorper zugesetzt, der in einer nachfolgenden Enzymreaktion eine photometrisch
zu erfassende Farbreaktion hervorrief. Dabei korrelierte die Absorption mit der TGF-

31-Konzentration.

2.2.3.2 Bestimmung der Zytotoxizitat

Um mdgliche toxische Wirkungen der verschiedenen NO-Donoren auf die kardialen
Fibroblasten nachzuweisen, wurde ein Zytotoxizitats-Test mit den auch in den
Versuchen zur PG-Expression verwendeten Konzentrationen von DETA-NONOate
(3 uM —= 3 mM), PAPA-NONOate (30— 300 uM) und SNAP (30 - 300 uM) dem
Stimulationsprotokoll folgend (2.2.2.3) durchgefuhrt. Grundlage der Bestimmung der
Zytotoxizitat war die Aktivitdtsmessung des zytoplasmatischen Enzyms Lactat-
dehydrogenase (LDH), welches im Fall einer Zellmembranschadigung schnell in den
Zelluberstand freigesetzt wird. Nach einer 24-stindigen Inkubation der Zellen mit
NO-Donoren wurde mit Hilfe eines Reaktionskits (Cytotoxicity-Detection-Kit (LDH),
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) die Hohe der LDH-Aktivitat ermittelt, die mit

dem Anteil lysierter Zellen korreliert.

Die Umsetzung von Lactat aus dem Zelliberstand in Pyruvat durch die LDH hatte die
Reduktion von NAD" (Nicotinamidadenindinucleotid, oxidierte Form) zu NADH/H"
(Nicotinamidadenindinucleotid, reduzierte Form) zur Folge. In einer zweiten,
nachgeschalteten Enzymreaktion wurden 2 Protonen von NADH/H" auf das gelbe
Tetrazoliumsalz 2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid (INT)
Ubertragen, wobei ein rot gefarbtes Formazansalz entstand, das bei einer Wellen-
lange von 490 nm photometrisch quantifiziert werden kann. Es wurde den Anwei-

sungen des Herstellers gefolgt.

2.2.3.3 Ermittlung der Zellzahl

Da NO bekanntermal3en die Proliferation z.B. glatter Muskelzellen hemmt, konnten
anhand der Ermittlung der Zellzahl nach Beendigung eines Experiments prolifera-

tionshemmende Wirkungen berucksichtigt werden.

Nach Entfernen des Kulturmediums, welches weiteren Analysen zugeflihrt wurde,

wurden die verbleibenden Zellen mit PBS gespult. Nach Absaugen des PBS folgte
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eine Inkubation fur 3 min mit Trypsin-Losung (8.2.2), anschlieRend wurden die vom
Schalenboden abgeldsten Zellen in der Trypsin-Losung suspendiert und zu dem 4-
fachen Volumen an Holleys-Fixierungs-Losung (8.2.2) gegeben. Nachfolgend konnte

mit einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl ermittelt werden.

2.2.4 Untersuchung der sezernierten Proteoglykane

2.2.4.1 Quantifizierung der Proteoglykansekretion mittels Cetylpyridiniumchlorid-
Prazipitation (CPC)

Der metabolische Einbau von [358]-haltigem anorganischem Sulfat in die GAG-
Ketten der sezernierten PG (2.2.2.4) wurde mit Hilfe der Cetylpyridiniumchlorid-
Prazipitation (CPC) in Anlehnung an das Verfahren nach Wasteson et al. (38)
untersucht. Dazu wurden die Experimente als Vierfachbestimmungen in 24-Loch-
Gewebekulturplatten durchgefthrt. Von dem konditionierten Medium, das nach der
Stimulation (2.2.2.1, 2.2.2.2 und 2.2.2.3) erhalten wurde, wurden je 2x 50 yl auf ein
Filterpapier. das in 3x3cm groBe Quadrate eingeteilt war (Whatman
Chromatographiepapier, 3 mm), aufgetropft und getrocknet. Anschliel3end wurde 5x
fur 1 Stunde in 1 %iger Cetylpyridiniumchlorid-L6sung (8.2.3.1) gewaschen. Nach
dem Trocknen wurden die Filterpapierquadrate zerschnitten, in Szintillations-
flussigkeit (Ready Protein®, Beckmann Coulter, Fullerton, USA) eingeweicht und die
Hohe der Radioaktivitat mit dem Szintillationsmessgerat ermittelt.

2.2.4.2 DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie

Zur Konzentrierung der Zelliberstande wurde in Anlehnung an das Verfahren nach

Kinsella et al. (39) eine DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie durchgefuhrt.

Um ein Probenvolumen von 5 ml aufzureinigen, wurden 0,5 ml DEAE-Trisacryl-M in
Urea-Puffer (8.2.3) aquilibriert, in Plastiksaulen zur Chromatographie (Econo-
Column, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) gegeben und mit 10 ml Urea-Puffer
mit 0,25 M NaCl aquilibriert. Nach Auftragen und Einsickern der Probe in das
Anionenaustauscherharz wurde 4x mit 6 ml Urea-Puffer (0,25 M NaCl) gewaschen,
um nicht gebundene Molekule vollstandig zu entfernen. AnschlieRend erfolgte die
Elution der an das Harz gebundenen, stark negativ geladenen Makromolekile mit 3x
300 ul Urea-Puffer (3 M NaCl). Portionen von 300 pl des Eluats wurden nach Zusatz
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von 5 ul Chondroitinsulfat-Lésung (10 mg/ml) mit dem 3,5-fachen des Volumens an
95 %igem Ethanol mit 1,3 % Kaliumacetat dreimal fur ca. 1 Stunde bei —20°C gefallt.
Das die PG enthaltende Prazipitat wurde luftgetrocknet und fur die weitere

Verwendung bei —20°C eingefroren.

2.2.4.3 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) der

Proteoglykane mit nachfolgend durchgefuhrtem Western-Blot-Verfahren

Dem Western-Blot-Verfahren liegt das Prinzip zugrunde, dass Proteine, die mit
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) behandelt wurden, denaturiert und proportional zu ihrer
Molekulgréfie negativ geladen sind. Diese negative Ladung erlaubt es, die mit SDS-
behandelten Proteine in der Polymerstruktur eines Polyacrylamid-Gels
elektrophoretisch entsprechend ihrer Molekulgrofle aufzutrennen. Die SDS-Poly-
acrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde in Anlehnung an das Verfahren
nach Laemmli et al. (40) durchgeflhrt.

Zur |dentifizierung der von kardialen Fibroblasten in das Kulturmedium sezernierten
PG wurden die nach der DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie (2.2.4.2)
erhaltenen Prazipitate in Anlehnung an das Verfahren nach Chang et al. (13)

untersucht.

Die getrockneten Prazipitate wurden zur enzymatischen Abspaltung der GAG-Ketten
von den Kernproteinen der PG mit 30 yl Chondroitinase-ABC-Ldsung (8.2.3.3) pro
Prazipitat fur 4 Stunden bei 37°C in einem Heizblock inkubiert. 2 Volumenteile der
kernproteinhaltigen Chondroitinase-ABC-Losung, sowie der reinen Chondroitinase-
ABC-L6sung wurden mit 1 Volumenteil SDS-Probenpuffer (8.2.3.3) versetzt und zur
Denaturierung der Proteine flir 5 min bei 100°C erhitzt. Gleichzeitig wurde ein
Molekulargewichtsstandard (Kaleidoscope-Prestained-Standard, BioRad) vorbereitet.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 90 V Uber ca. 3 Stunden auf einem
SDS-PAGE-Gel, dessen Sammelgel eine Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentration von
3,5 % und dessen Trenngel eine Konzentration von 10 % aufwies (SDS-Laufpuffer:
8.2.3.3). AnschlieBend wurde das Gel in Transferpuffer (8.2.3.3) aquilibriert, die
PVDF-Membran (ImmobilonT'\’| P, Millipore) fur ca. 5 min mit Methanol benetzt, bevor
die Proteine mit dem Mini-Trans-Blot®-System (BioRad) auf die Membran
transferiert wurden (400 mA, 120 min). Um den Anteil an unspezifischen

Bindungsstellen fur die Primarantikbrper zu reduzieren, wurde die Membran fur



Methoden Seite 24

1 Stunde bei Raumtemperatur in Blockierungslosung fur Western-Blot (8.2.3.3)
geschwenkt. Die Primarantikdrper gegen murines Biglykan (anti-murine biglycan-
antibody, LF-106, polyclonal rabbit IgG, 1:1000) und murines Decorin (anti-murine
decorin-antibody, LF-113, polyclonal rabbit IgG, 1:1000) wurden jeweils in der
Verdinnung 1:1000 in der Blockierungslésung hergestellt und flr 12-16 Stunden bei
4°C inkubiert. Zur Entfernung von Uberschussigen Primarantikbrpern wurde 3x fur
10 min mit TBS-T-Puffer (8.2) gewaschen, bevor die Inkubation mit peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikorpern (goat anti-rabbit IgG, Jackson Immuno Research
Laboratories, 1:10.000) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur erfolgte. Uberschiissige
Sekundarantikérper wurden durch 3-maliges Waschen fur 10 min mit TBS-T entfernt.
Die Detektion der Sekundarantikorper erfolgte mit dem ECL-Plus-System
(Amersham Pharmacia Biotech), die Banden wurden auf einem Hyperfilm-ECL

(Amersham Pharmacia Biotech) sichtbar gemacht.

2.2.4.4 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) der

radioaktiv markierten Proteoglykane

Zur ldentifizierung der von den kardialen Fibroblasten in das Kulturmedium
sezernierten PG und zur Untersuchung von Molekulargewichtsveranderungen
sezernierter PG wurden die nach der DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie
(2.2.4.2) erhaltenen Prazipitate in Anlehnung an das Verfahren nach Olin et al. (41)

und Fischer et al. (11) analysiert. Dabei wurde folgendermalien vorgegangen:

Die getrockneten Prazipitate wurden in Urea-Puffer (8.2.3.2) geldst und die Aktivitat
des metabolisch eingebauten [*°S]-Sulfats mit dem Szintillationsmessgerat ermittelt.
Zur Ildentifizierung der PG kamen gleiche Radioaktivitdtsmengen (Zerfalle/min) zum
Auftrag. Zur Analyse quantitativer Unterschiede in der PG-Sekretion nach Stimu-
lation der Zellen wurden Proben aufgetragen, die gleichen Volumina des kondi-
tionierten Kulturmediums entsprachen. Zur Probenvorbereitung wurden zu den
jeweiligen Probenvolumina 0,5 Volumenteile SDS-Probenpuffer (8.2.3.3) gegeben

und zur Denaturierung fur 5 min bei 100°C erhitzt.

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an das Verfahren nach Laemmli et al. (40)
durchgefuhrt. Das Sammelgel hatte eine Konzentration von 3,5%
Acrylamid/Bisacrylamid, das Trenngel wurde mit einem Acrylamid/Bisacrylamid-

Gradienten von 4 % nach 12 % hergestellt, wodurch eine Unterscheidung von PG
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ahnlichen Molekulargewichtes (35) mdglich war. Das Gel mit einer Laufstrecke von
15 cm wurde Uber Nacht bei 14 mA in der Elektrophorese-Kammer (Protean® lIxi-
Cell, BioRad Laboratories GmbH, Miunchen) mit SDS-Laufpuffer (8.2.3.3) entwickelt,
anschlieend fur 30 min vorsichtig in der Entfarbelésung (8.2.3.3) geschdttelt, bevor
es fur 30 min in Amplify®-Losung (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
England) inkubiert wurde. Es folgte die Trocknung des Gels in einem Geltrockner
(Gel-Dryer-Model-583, BioRad Laboratories GmbH, Minchen). Anschliellend wurde
ein Rodntgenfilm auf dem getrockneten Gel fixiert und eine Autoradiographie
durchgefuhrt.

2.2.4.5 Gel-Filtrations-Chromatographie
Zur Untersuchung des Einflusses des NO-Donors DETA-NONOate auf das

Molekulargewicht von Biglykan wurde eine Gel-Filtrations-Chromatographie,
modifiziert nach Chang et al. (13), durchgefuhrt.

Dazu wurden die nach DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie (2.2.4.2)
erhaltenen PG-Prazipitate in Urea-Puffer (8.2.3.2) gelost. Gleichzeitig mit der Probe
wurden ca. 50.000 dpm [*°S]-H,SO, auf eine praparative Sepharose-CL-2B-
Chromatographie-Saule aufgetragen (Pharmacia-XK16, Amersham Pharmacia
Biotech), die zuvor in Urea-Puffer aquilibriert wurde. Fraktionen von 1 ml wurden mit
Hilfe eines Fraktionssammlers (Pharmacia-LKB-RediFrac, Amersham Pharmacia
Biotech) aufgefangen und die Radioaktivitat eines Aliquots von 50 pl einer jeden
Fraktion mit dem Szintillationsmessgerat ermittelt. Der scheinbare Verteilungs-
koeffizient (Kp) jeder Fraktion wurde anschliefend mit der folgenden Formel rech-

nerisch bestimmt:
Kp=(Ve — Vo)/(Vi — Vo)
V.: Elutionsvolumen, Vy: Ausschlussvolumen, Vi: Gesamtvolumen

Das Ausschlussvolumen der verwendeten Saule wurde getrennt ermittelt, indem das

Elutionsvolumen mit [3H]MethyI-Thymidin-markierter DNA festgestellt wurde.

Die Fraktionen, die einem mittleren scheinbaren Verteilungskoeffizienten von
0,40 < Kp £ 0,75 entsprachen, enthielten hauptsachlich Biglykan. Diese biglykan-
haltigen Fraktionen wurden zusammengefasst und erneut mittels DEAE-Anionen-

austausch-Chromatographie konzentriert.
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2.2.4.6 Glykosaminoglykan-Analyse
Zur Untersuchung der KettengroRe der GAG-Ketten des Biglykan wurden diese

zunachst in Anlehnung an das Verfahren nach Chang et al. (13) mittels einer
reduktiven B-Elimination mit 1 M Natriumborhydrid-Losung in 50 mM NaOH Uber
24 Stunden bei 45°C vom Kernprotein getrennt. Im Anschluss wurden die Proben
gegen Urea-Puffer dialysiert (Dialysemembran Spectra/Por®, MolekulGrolke: 12-
14.000, Spectrum Medical Industries, Rancho Dominguez, USA) und die Reaktions-
produkte nach Zusatz von 5 pul Chondroitinsulfat-Losung (10 mg/ml) je 300 pl
Probenvolumen mit 3,5 Volumenteilen 95 %igem Ethanol mit 1,3 % Kaliumacetat
ausgefallt. Nach dem Losen des Prazipitats in Tris-Puffer fur Sepharose-CL-6B
(8.2.3.4) wurden ca. 50.000 dpm [358]-HZSO4 zugesetzt und die Probe auf eine
Sepharose-CL-6B-Chromatographie-Saule (Pharmacia-XK16, Amersham Pharmacia
Biotech) aufgetragen, die in Tris-Puffer flir Sepharose-CL-6B aquilibriert worden war.
Fraktionen von 1 ml wurden mit Hilfe des Fraktionssammlers aufgefangen und die
Radioaktivitdt eines Aliquots von 500 ul jeder Fraktion mit dem Szintillations-
messgerat ermittelt. AnschlieRend wurde rechnerisch der scheinbare Verteilungs-
koeffizient (2.2.4.5) jeder Fraktion bestimmt.

2.2.5 Praparation der Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen

Zur Gewinnung der Gesamt-RNA aus der Zellkultur wurde das single-step-Verfahren

nach Chomczynski et al. (31) angewendet.

Die Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen, bevor 800 pl der Guanidin-
thiocyanat-Losung (8.2.4.1) auf die Zellen gegeben wurden, um diese zu lysieren.
Nach Uberfilhren in ein 2ml fassendes Polypropylen-Réhrchen (Sarstedt,
Numbrecht) wurden 80 ul einer 2 M Natriumacetat-Losung, 800 yl wassergesattigten
Phenols (Sigma, Deisenhof) und 160 ul eines 49:1-Chloroform/Isoamylalkohol-
Gemisches hinzugefugt, wobei nach Zugabe jeder Losung gemischt wurde. Es folgte
eine 15 minltige Inkubation auf Eis. Die sich anschlieBende Zentrifugation
(12.000 rpm, 15 min, 4°C) fuhrte zu einer Phasentrennung. Die wassrige Phase
wurde in ein neues 1,5 ml fassendes Polypropylen-Réhrchen (Sarstedt, NUmbrecht)
uberfuhrt. Es schloss sich die Zugabe von 800 ul Isopropanol zu den Proben an, die
dann bei —20°C 3-12 Stunden inkubiert wurden, um die Fallung der RNA zu
erreichen. Die bei der anschlieRenden Zentrifugation erhaltenen Prazipitate wurden
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erneut in Guanidinthiocyanat-Losung (400 ul) geldst, mit 400 pl Isopropanol versetzt
und Uber Nacht bei —20°C inkubiert. Dieser Fallvorgang wiederholte sich ein drittes
Mal, bevor die Pellets aufeinanderfolgend 2x in 75 %igem Ethanol und 1x in
absolutem Ethanol gewaschen wurden. Nachdem die Prazipitate luftgetrocknet
waren, wurden sie in 30 yl DEPC-Wasser geldst, und der RNA-Gehalt photometrisch

ermittelt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei —80°C eingefroren.

2.3 Untersuchung der Proteoglykan-mRNA-Expression

2.3.1 Elektrophoretische Auftrennung der Gesamt-RNA

Die elektrophoretische Auftrennung der Gesamt-RNA erfolgte in Anlehnung an das
Verfahren nach Maniatis et al. (42) mittels eines formaldehydhaltigen 1 %igen
Agarose-Gels (8.2.4.2).

Die aus den RNA-Praparationen (2.1.2 und 2.2.5) gewonnenen Proben wurden auf
Eis aufgetaut und das einer Gesamt-RNA-Menge von 10-20 ug entsprechende
Volumen entnommen. Nach dem Erganzen des Volumens mit DEPC-Wasser auf 10
bzw. 20 yl wurde das 1,7-fache an RNA-Probenpuffer (8.2.4.2) zugesetzt, die
Proben flir 5 min bei 68°C im Thermoschittler (Eppendorf 5436, Hamburg) de-
naturiert und auf Eis gestellt. Gleichzeitig wurden 1,5 ul eines RNA-Molekular-
gewichtsstandards (Konzentration: 1 ug/ul, 0,24-9,5 Kb RNA-Ladder, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) enthommen und wie die Proben behandelt. Nach Zusatz des
Farbstoffs Orange-G (8.2.4.2) wurden die Proben und der RNA-Molekulargewichts-
standard auf das Agarose-Gel aufgetragen, welches bereits in der Elektrophorese-
kammer (Horizon-11.14, Gibco BRL-Life Technologies, Eggenstein) im RNA-
Laufpuffer (8.2.4.2) aquilibriert worden war, und bei 12 mA Uber Nacht aufgetrennt.
Nach Beenden der Elektrophorese wurde die ribosomale RNA in einer
Ethidiumbromid-Losung (8.2.4.2) fur 30 min gefarbt, anschlieRend fur 30 min in dem
RNA-Laufpuffer entfarbt, bevor sie unter einem UV-Schirm (UV-Transluminator,
Biometra, Gottingen) sichtbar gemacht wurde. Die Fluoreszenz der ribosomalen
RNA (18S und 28S) wurde mit einer Digitalkamera fotografiert und diente bei der
Auswertung als Mal} fur die aufgetragene RNA-Menge.
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2.3.2 Transfer der Gesamt-RNA auf Nylonmembran

Der Transfer der Gesamt-RNA auf eine Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham
Pharmacia Biotech UK) erfolgte nach dem Northern-Blot-Verfahren (42). Vor dem
eigentlichen Transfer wurde die in dem Gel aufgetrennte RNA fragmentiert. Dazu
wurde das Gel fur 30 min in einer 50 mM NaOH/10 mM NaCl-Lésung geschwenkt,
anschlieBend far 30 min in 0,1 M Tris-HCI-L6ésung, pH 7,4 neutralisiert und far
30 min in 20x SSPE-Puffer (8.2.4.2) aquilibriert. Der Transfer erfolgte vertikal tGber
12-15 Stunden bei Raumtemperatur. Im Anschluss an den Transfer wurden die
Banden der ribosomalen RNA sowie die Auftragshdohe der RNA auf der Membran
markiert. In ein Whatman Chromatographiepapier eingeschlagen wurde die
Membran fur 2 Stunden bei 80°C im Trockenschrank erhitzt, um die RNA auf der

Membran zu fixieren.

2.3.3 Spezifischer Nachweis von Proteoglykan-mRNA

Zum Nachweis spezifischer Proteoglykan-mRNA-Molektle und der 18S RNA wurde
die Membran mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden der entsprechenden Ziel-
MRNA hybridisiert. Als cDNA-Sonden wurden Biglykan und Decorin in einer
Konzentration von 0,25 ug/ pl eingesetzt. Die Ziel-mRNA von Biglykan hat eine
Grofke von 2446 bp, die von Decorin eine Grolie von 1547 bp. Zum Markieren der
18S RNA st ein Oligonukleotid der folgenden Sequenz verwendet worden: 5°-
TTGCTTGCTCTGAGACCGTA-3".

Die fixierte Membran wurde zunachst mit DEPC-Wasser, dann mit 5x SSPE-Puffer
(8.2.4.2) angefeuchtet. Es folgte die Prahybridisierung der Membran in 20 ml
Hybridisierungslosung  (Rapid-hyb-buffer, =~ Amersham  Pharmacia  Biotech,
Buckinghamshire, England) fur 30 min bei 65°C in einem Hybridisierungssofen
(Biometra OV 1, Biometra, Gottingen). Die cDNA der Ziel-mRNA wurde mit [SZP]-
alpha-dCTP (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig) nach dem Random-Prime-
Labelling-System (RediprimeTMII, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
England) entsprechend den Vorschriften des Herstellers radioaktiv markiert. Nach
Zugabe der markierten cDNA-Sonden zur Hybridisierungslosung erfolgte die
Hybridisierung flr 60 min bei 65°C. Es schlossen sich den jeweiligen cDNA-Sonden

entsprechend unterschiedliche Waschprotokolle an, um den Anteil unspezifisch
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gebundener cDNA-Sonden zu entfernen. Folgendes Waschprotokoll fur Biglykan

wurde im Hybridisierungsofen durchgefuhrt:

Zeit Lésung Temperatur
2x 5 min ca. 50 ml 2x SSPE, 0,1 % SDS 50°C
1x 20 min ca. 150 ml 2x SSPE, 0,1 % SDS 50°C
2x 20 min ca. 150 ml 0,3x SSPE, 0,1 % SDS 65°C

Das Waschprotokoll fur Decorin ist aufgrund der geringeren Lange der cDNA-Sonde

bei weniger stringenten Bedingungen im Hybridisierungsofen durchgefihrt worden:

Zeit Ldésung Temperatur
1x 5 min ca. 50 ml 2x SSPE, 0,1 % SDS 50°C
1x 10 min ca. 50 ml 2x SSPE, 0,1 % SDS 37°C

Anschlieend wurden die Membranen in Frischhaltefolie eingeschlagen und in einer
Rontgenkassette mit Verstarkerschirm (BioMax-Folie, Kodak GmbH, Stuttgart) auf
einen Rontgenfilm aufgelegt. Die erste Exposition erfolgte flr 4 Stunden bei —80°C,
weitere Expositionszeiten wurden entsprechend der Signalstarke der ersten Ex-
position ausgewahlt. Eine Quantifizierung der Signale erfolgte nach dem Scannen
der Autoradiographien durch densitometrische Berechnungen mit Hilfe der Scion-
Image-Software

(http://www.scioncorp.com:8080/Downloads/fr._login.htm, 25.11.2002).

2.3.4 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

2.3.4.1 RT-PCR zur Analyse der EZM-Expression nach Myokardinfarkt in Ratten

Die Untersuchung der mRNA-Expression von Biglykan und Decorin nach Myokard-
infarkt wurde in Anlehnung an Saiki et al. (43) mit Hilfe der semiquantitativen
Reversen-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchgeftuhrt. Dazu
wurde das Qiagen®-OneStep-RT-PCR-Kit (Qiagen, Hilden) verwendet, welches in
einem Reaktionsansatz zunachst die reverse Transkription der RNA in

komplementare DNA (cDNA) vornimmt und direkt die Amplifizierung der Ziel-cDNA
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(PCR) anschliet. Als interner Standard, mit Hilfe dessen eine spatere
Quantifizierung moglich wurde, wurde in denselben Reaktionsansatzen die cDNA
von Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH), einem housekeeping-
Gen, amplifiziert.

Es wurden 1,5 ul der RNA-L6sung (100 ng/ul) fur die RT-PCR verwendet. Den
Anweisungen des Herstellers folgend wurde eine RT-PCR-Reaktionsmischung
hergestellt, die die folgenden Bestandteile beinhaltete (die Mengen gelten

beispielhaft fur einen Ansatz):

Konzentration Volumen
dNTP-Mischung 10 mM 0,4 pl
PCR-Puffer 5x 2 ul
Q-Solution 5x 2 ul
sense-, und antisense-Primer 10 uM 0,6 pl
des Proteoglykans
sense-, und antisense-Primer 5 uM: Biglykan, Decorin 0,5 ul
von GAPDH

10 uM: Collagen-Typ Il-alpha
Enzymmischung 0,4 upl

(Reverser Transkriptase,
Tag-Polymerase)

RNAse-freies Wasser 1,5 i

Zunachst wurde die RT-PCR durchgefihrt (30 min, 50°C; 15 min, 95°C). Im
Anschluss folgte die PCR unter den folgenden Temperaturschritte: 95°C, 30 sek;
58°C, 30 sek; 72°C, 40 sek. Je nach Ziel-cDNA wurde die Anzahl der Zyklen variiert:
33 Zyklen fur Biglykan, 27 Zyklen fur Decorin und 25 Zyklen fur Collagen-Typ |-
alpha. Parallel wurde jeweils die cDNA von GAPDH als interner Standard ampli-

fiziert.

Die nachfolgende elektrophoretische Auftrennung von 2 Volumenteilen des RT-PCR-
Produktes und 1 Volumenteils Auftragspuffer RT-PCR (8.2.4.3) erfolgte auf einem
2 %igen, ethidiumbromidhaltigen Agarosegel in TAE-Puffer (8.2.4.3). Die Banden
wurden mittels UV-Licht detektiert und mit Hilfe des UV-Transluminators digital

fotografiert und dokumentiert. Eine Quantifizierung der Signale erfolgte durch
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densitometrische Berechnungen mit Hilfe der Quantity-One®-Software der Firma Bio
Rad.

Es wurden die folgenden Primer verwendet:

Biglykan sense-Primer 5"-GATGACTTCAAAGGCCTCCA-3’
Spezies: Ratte anti-sense-Primer 5-TCAGGCTCCCATTCTCAATC-3"
Decorin sense-Primer 5-ATCTCCGAGTGGTGCAGTG-3’
Spezies: Ratte anti-sense-Primer 5-TGTCGTGGAGTCGAAGCTC-3’
Collagen-Typ I-alpha | sense-Primer 5-GCAAACAAGGTCCTTCTGGA-3’
Spezies: Ratte anti-sense-Primer 5-ACCAGAGAAGCCACGATGAC-3’
GAPDH sense-Primer 5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAA-3’

(zusammen mit
Biglykan, Collagen

Spezies: Mensch anti-sense-Primer 5-TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT-3"
GAPDH sense-Primer 5-TCAAGGCTGAGAATGGGAAG-3’
(zusammen mit

Decorin)

Spezies: Mensch anti-sense-Primer 5-TACTCAGCACCAGACTCACC-3’

2.3.4.2 RT-PCR zur Charakterisierung der Angiotensin IlI-Rezeptorsubtypen 1 und 2

von kultivierten kardialen Fibroblasten

Die Untersuchung zur Expression der Angiotensin |I-Rezeptorsubtypen 1 und 2
wurde mit Hilfe der PCR durchgefuhrt worden. In zwei getrennten Schritten wurden
zunachst 5 pug der nach Abschnitt 2.2.5 isolierten Gesamt-RNA mit Hilfe des
SuperscriptTMPréampIifizierungssystems (Gibco) nach Anweisung des Herstellers in
komplementare DNA (cDNA) umgewandelt. Unter Einsatz eines Oligo(dT)-Primers
erfolgte mittels der reversen Transkriptase zunachst die Synthese der cDNA, bevor

durch den Zusatz von RNAse der cDNA-Einzelstrang freigelegt wurde.

Die Amplifizierung der Ziel-cDNA wurde in einem zweiten Schritt unter Verwendung
der jeweils fur den AT1-, bzw. AT2-Rezeptor spezifischen Primer durchgefihrt. Als
interner Standard ist gleichzeitig eine PCR fur die cDNA von [-Aktin, einem

housekeeping-Gen, angefertigt worden.
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Sowohl die PCR fur die 438 bp grol3e Teilsequenz des AT1a-Rezeptors, als auch die
PCR fur die gesamte kodierende Region des AT2-Rezeptors erfolgte, indem die
cDNA zunachst fur 5 min bei 95°C erhitzt wurde. Im Anschluss daran wurde das im
Folgenden aufgeflihrte Temperaturprofii zur Amplifizierung der cDNA 35x
durchlaufen: 94°C, 30 sek; 57°C, 5 min; 72°C, 1 min. Die Fertigstellung der PCR
fand durch eine 5-minutige Inkubation bei 72°C statt. Das PCR-Produkt wurde auf
einem 2 %igen Agarosegel zusammen mit einem Molekulargewichtsstandard

(100 bp-DNA-Ladder, Invitrogen) aufgetrennt und digital fotografiert.

AT1a- sense-Primer 5-GAGTCCTGTTCC

Rezeptorfragment ACCCGATCACCGATCAC-3’

Spezies: Ratte anti-sense-Primer 5'-GGATGACGCCCAGCT

(44) GAATCAGCACATCC-3’

AT2-Rezeptor sense-Primer 5°-CCAAGATTCATTTTA
AGGAGTGCGTGTGG-3’

Spezies: Ratte anti-sense-Primer 5'-CCTCTAGATCCATTG

(45) CTAGGCTGATTACA-3’

3-Aktin sense-Primer 5-ATGGATGATGATATCGCCGCG-3’

Spezies: Mensch anti-sense-Primer 5'-CTAGAAGCATTTGCG

GTGGACGATGGAGGGGCC-3’

Die Primer wurden bei Eurogentec, Seraing, Belgien bestellt.

2.4 Statistische Auswertung

In allen Abbildungen sind die Daten als arithmetische Mittelwerte dargestellt. Die

Streuung wurde als Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Alle graphischen Darstellungen und statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe der
Graph-Pad-Software 3.0 (Graph-Pad, Institute for Scientific Information, San Diego,
USA) angefertigt. Der jeweils verwendete Test zur Ermittlung der Signifikanz ist in

den Legenden der Abbildungen angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der EZM-Expression an kultivierten kardialen Fibro-

blasten

3.1.1 Charakterisierung der Zellen

3.1.1.1 Immunfluoreszenz

Die Validierung des Verfahrens der Isolierung und Kultivierung der kardialen
Fibroblasten aus den Ventrikeln der Herzen 2-3 Tage alter WKY-Ratten (2.2.1)
erfolgte mit Hilfe von Antikorpern, die gegen zellulare Strukturen gerichtet waren,
anhand derer kardiale Fibroblasten von kardialen Myozyten unterschieden werden

konnten.

Die zur Identifizierung der Fibroblasten eingesetzten, direkt-markierten Antikorper
gegen aSMA konnten bei einer Wellenlange von 543 nm (rot) zur Fluoreszenz
angeregt werden, wohingegen die zur Markierung der Myozyten verwendeten
Primarantikorper gegen sarkomeres Aktin (sarkAkt) mit Hilfe von Sekundar-
antikérpern nachgewiesen wurden, der bei einer Wellenlange von 488 nm (grun)

fluoreszierte.

Abbildung 3a und b zeigen denselben Ausschnitt einer gefarbten Fibroblasten-Kultur
des Fluoreszenz-Mikroskops, wobei Abbildung 3a das Ergebnis der Anregungs-
wellenlange (543 nm) fir aSMA zeigt, Abbildung 3b das der Anregungswellenlange
(488 nm) fur sarkAkt. In Abbildung 3a war bei gleicher Lichtintensitat eine deutliche
Fluoreszenz der Fibroblasten zu erkennen, wohingegen sich bei 488 nm nur
schwach Zellen vor dem Hintergrund abzeichnen. Diese unspezifische Farbung kann

auf eine hohere Streulichteinwirkung zurlckzufuhren sein.

Mit dem Laser-Scan-Mikroskop entstanden Aufnahmen (Abbildung 3c, d) der als
Positivkontrolle dienenden Myozyten-Kultur, in der sich jedoch zahlreiche
Fibroblasten befanden. Rot fluoreszierend zeigte sich aSMA in den Fibroblasten in
Form von spindelférmigen, sich durch die gesamte Zelle erstreckenden Fasern. Bei
Ubereinanderlegen der Bilder beider Wellenlangen, die bei derselben Intensitat des

anregenden Lichtes aufgenommen wurden, fluoreszierte der gesamte Myozyt in
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intensivem Grun (Abbildung 3c). Bei schwacherer Lichteinstrahlung (Bild nicht
gezeigt) war sarkAkt im Vergleich zu aSMA diffuser angeordnet, jedoch auch in Form
eines Netzwerks zu erkennen. Die Farbung zeigte, dass beide Antikorper kaum eine
Kreuzreaktivitdt aufwiesen, die sich bei einer Uberlagerung der Aufnahmen beider
Wellenlangen in gelb zeigen wurde (Abbildung 3c, d). Z.T. waren gelb erscheinende
Zellen zu sehen, die eine Co-Lokalisation der beiden markierten Strukturelemente
zeigte, wobei es sich um Myozyten handeln kénnte, die sich in der Transformation zu

aSMA-exprimierenden Zellen befanden (Aufnahme nicht gezeigt).
a - - |
v e d
g5

Abbildung 3 Immunfluoreszenz zur Zellcharakterisierung

Immunfluoreszenz kardialer Fibroblasten und kardialer Myozyten mit Antikdrpern gegen aSMA (rot,
543 nm) und sarkAkt (Sekundarantikorper: griin, 488 nm). Abbildung (a) und (b) zeigen eine Doppel-
farbung kardialer Fibroblasten markiert gegen aSMA und sarkAkt, aufgenommen mit dem
Fluoreszenz-Mikroskop, wobei (a) bei 543 nm, (b) bei 488 nm zur Fluoreszenz angeregt wurde.
Abbildung (c) und (d) zeigen eine Doppelfarbung kardialer Myozytenkultur, wobei in (c) die Aufnahmen
des Laser-Scan-Mikroskops der Anregungwellenlangen 543 und 488 nm (bereinander gelegt wurden,
(d) zeigt denselben Ausschnitt bei der Anregungwellenlangen 543 fur aSMA.

3.1.1.2 Proteoglykane
Die beiden Proteoglykane (PG) Biglykan und Decorin, die im Fokus dieser Unter-
suchungen standen, wurden sowohl auf Ebene der mRNA-Expression, als auch auf

Proteinebene untersucht.

Der Nachweis der mRNA von Biglykan und Decorin mit Hilfe des Northern-Blot-
Verfahrens (2.3.3) erfolgte dabei auf derselben Membran in dem zeitlichem Abstand,
der fUr ein Abklingen der Radioaktivitat des an die cDNA der Ziel-mRNA enzymatisch



Ergebnisse Seite 35

gekoppelten [**P]-Isotopes nétig war. Da gleiche Mengen an Gesamt-RNA auf das
Gel aufgetragen waren, konnte gezeigt werden, dass die Expression der Biglykan-
MRNA deutlich starker ausgepragt war, als die der Decorin-mRNA, die kaum

nachweisbar war (Abbildung 4).

Kontr. 10% FKS
o - = Biglykan-mRMNA

Decorin-mRNA
185 RNA

Abbildung 4 Nachweis der mRNA von Biglykan und Decorin mittels Northern-Blot

Kardiale Fibroblasten wurden mit 10 % FKS fir 24 Stunden behandelt und die Gesamt-RNA isoliert.
Die Membran wurde radioaktiv mit einer spezifischen cDNA-Sonde fiir humanes Biglykan oder Ratten-
Decorin markiert. Die Ethidiumbromidfarbung der 18S RNA diente als Kontrolle fur die Gel-Beladung.
Vertikal sind links die Banden der Kontrollbedingung, rechts jeweils 2 Banden fir die stimulierte
Bedingung zu sehen.

Des Weiteren wurde die Protein-Expression von Biglykan und Decorin mittels
Western-Blot-Verfahren (Abbildung 5) nachgewiesen. Dabei wurde flr den Nachweis
des Decorin deutlich mehr Medium aufgereinigt und Protein aufgetragen, so dass im
Gegensatz zum Northern-Blot keine quantitative Aussage anhand des Western-Blots

moglich ist.
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Abbildung 5 Nachweis der Proteoglykane Biglykan und Decorin mittels Western-
Blot

Kardiale Fibroblasten wurden fur 24 Stunden mit Kulturmedium behandelt. Unterschiedliche Volumina
des Mediums wurde mittels DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt und mit
Chondroitinase-ABC-L6ésung bei 37°C fur 4 Stunden inkubiert. Die Auftrennung erfolgte auf einem
10 %gen SDS-PA-Gel, der Transfer auf eine Nylonmembran. AnschlieRend wurde mit Primar-
antikrpern gegen murines Biglykan (1:1000) oder murines Decorin (1:1000) markiert, die nachfolgend
mit peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorpern (goat anti-rabbit IgG, 1:10.000) detektiert wurden.
Die rechte Spur zeigt die charakteristischen Banden Chondroitinase-ABC-Ldsung.

Mit einer weiteren Methode, dem SDS-PA-Gradienten-Gel, das mit [358]8042'-
markierten PG aus dem Kulturmedium angefertigt wurde, konnte festgestellt werde,
dass Biglykan das vorherrschende PG war, das von den kardialen Fibroblasten

exprimiert wurde.
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Abbildung 6  Nachweis der Expression von Biglykan mittels SDS-PA-Gradienten-
Gel

Kardiale Fibroblasten wurden flur 24 Stunden unter Zusatz von 30 uCi/ml [358]8042'mit Kulturmedium
inkubiert, das Medium mittels DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt und 20.000
dpm auf einem SDS-PA-Gradienten-Gel (4 %-12 %) aufgetrennt.

3.1.2 Beeinflussung der Proteoglykan-Sekretion und -Expression

3.1.2.1 Wachstumsfaktoren und Zytokine

Wachstumsfaktoren und Zytokine beeinflussen neben der Proliferation (46) die
Synthese und Sekretion von EZM-Molekulen z.B. in glatten Gefalimuskelzellen
(VSMC) (47), (48). Zu den bekannten Induktoren von Synthese und Sekretion von
PG gehoért PDGF BB.

Radiosulfat wurde metabolisch in die GAG-Ketten der PG eingebaut, die von den
kardialen Fibroblasten in das Kulturmedium sezerniert wurden. Die Stimulation mit
PDGF BB (Kontrolle: 519 + 32 dpm; 10 ng/ml: 907 £ 48 dpm), TGF-31 (Kontrolle:
449 + 20 dpm; 10 ng/ml: 661 + 49 dpm) oder Thrombin (Kontrolle: 141 + 9 dpm;
100 nM: 265 + 22 dpm) verursachte jeweils eine signifikanten Erhdhung der
Sekretion der metabolisch markierten PG (2.2.4.1, Abbildung 7). Fur PDGF BB
konnte daneben eine im SDS-PA-Gradienten-Gel (2.2.4.4) deutlich sichtbare
Erhohung des Radiosulfateinbaus in die GAG-Ketten des Biglykan (Abbildung 8)
gezeigt werden. Biglykan konnte dabei aufgrund eines Molekulargewichtstandards

identifiziert werden konnte.
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Abbildung 7  Wachstumsfaktoren und Zytokine steigern die Sekretion von
metabolisch markierten Proteoglykanen

Kardiale Fibroblasten wurden mit 10 ng/ml PDGF BB, 10 ng/ml TGF-31 und 100 nM Thrombin fir
24 Stunden behandelt und metabolisch mit 10 pCi/ml [358]8042' markiert. Ins Medium sezernierte,
[*S]S0,*-markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert (n=4, Mittelwert + SEM;
***: p <0,001; **: p <0,01, ermittelt mittels ungepaartem t-Test).
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Abbildung 8  Induktion der Biglykan-Sekretion durch PDGF BB

Kardiale Fibroblasten wurden mit 10 ng/ml PDGF BB fir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit
10 pCi/ml [358]8042' markiert. Die sezernierten PG wurden mittels DEAE-Anionenaustausch-
Chromatographie aufgereinigt, gleiche Anteile entsprechend dem urspriinglichen konditionierten
Mediums auf einem SDS-PA-Gradienten-Gel (4 %-12 %) aufgetrennt und anschlieBend eine Auto-
radiographie durchgefihrt.

Nachfolgend wurden verschiedene Stimuli in Bezug auf die Induktion der PG-
Sekretion verglichen, wobei der Effekt unter PDGF BB-Stimulation als Vergleichs-
effekt (100 %) diente. Dabei zeigte sich (Abbildung 9), dass 10 % FKS eine signi-
fikante Steigerung der PG-Sekretion (2.2.2.4) (98,3 £8,0 %) hervorrief, die
aquivalent zum PDGF BB-Effekt war. Thrombin (74,9 + 8,5 %), wie auch TGF-R1
(71,4 £ 9,5 %) verursachten eine quantitativ geringere, jedoch signifikante hohe
Steigerung der PG-Sekretion hervor. Die Stimulation mit TNF-alpha (63,5 £ 2,9 %)

zeigte eine schwache, aber noch immer signifikant hdhere Sekretion als die Basal-
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sekretion, wohingegen bei der Behandlung mit IL-13 (54,6 £ 5,0 %) eine mit der

Basalsekretion vergleichbare (53,9 £ 3,2 %) zu beobachten war.
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Abbildung 9 Induktion der Proteoglykan-Sekretion durch Wachstumsfaktoren und
Zytokine

Kardiale Fibroblasten wurden mit den entsprechenden Stimuli in den folgenden Konzentrationen unter
Zusatz von 10 uCi/ml [*S]SO,” fiir 24 Stunden behandelt: 10 ng/ml PDGF BB, 10% FKS,
100 nM Thrombin, 10 ng/ml TGF-#1, 10 ng/ml TNF-alpha, 0,1 ng/ml IL-18. Ins Medium sezernierte,
[358]8042-markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Die Daten wurden aus-
gedriickt als Prozent der PDGF BB Stimulation (Mittelwert + SEM; *: p < 0,05; ***: p < 0,001; ermittelt
mittels ANOVA und nachfolgendem ungepaarten t-Test).

Im Anschluss an den Vergleich verschiedener, an den Umbauprozessen nach
Myokardinfarkt beteiligter Proteine, wurde die Konzentrationsabhangigkeit der drei
starksten Induktoren der PG-Sekretion (2.2.4.1) untersucht. Die Steigerung der
PDGF BB-Konzentration von 1 Uber 5 nach 10 ng/ml zeigte, dass die Sekretion der
markierten PG mit steigender Konzentration zunahm (Abbildung 10, 1 ng/ml:
117,3 £ 12,0 %; 5 ng/ml: 172,0 £ 16,4 %; 10 ng/ml: 266,0 + 72,1 %).
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Abbildung 10 PDGF BB steigert konzentrationsabhangig die Sekretion der
Proteoglykane

Kardiale Fibroblasten wurden mit 1, 5 und 10 ng/ml PDGF BB flr 24 Stunden behandelt und meta-
bolisch mit 10 puCi/ml [*°*S]SO,* markiert. Ins Medium sezernierte, [*°S]SO4*-markierte PG wurden
nach der CPC-Prazipitation quantifiziert. Gezeigt sind auf die unstimulierte Kontrolle normierten Daten
(n=3, Mittelwert £ SEM).

Der Effekt von TGF-31 und Thrombin erwies sich ebenfalls als konzentration-
sabhangig, der maximal mogliche sekretionssteigernde Effekt war jedoch geringer
als der von PDFG BB. Abbildung 11 A zeigt den konzentrationsabhangigen Effekt
der TGF-R1-Stimulation auf die PG-Sekretion (0,1 ng/ml: 120,7 £ 6,5 %; 1 ng/ml:
123,9 £ 8,0 %; 10 ng/ml: 151,5 £ 9,5 %), Abbildung 11 B den des Thrombin (1 nM:
102,4 £ 10,4 %; 10 nM: 125,0 £ 17,1 %; 100 nM: 154,6 £ 17,5 %). Mit SFLLRNP,
einem Agonisten am PAR-1-Rezeptor, kam ein Hepta-Peptid zum Einsatz, das einen
ahnlichen Effekt der Sekretionssteigerung aufwies (131,1 +6,0 %), wie 10 nM

Thrombin.
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Abbildung 11 A, B TGF-B1 und Thrombin steigern konzentrationsabhangig die
Sekretion der Proteoglykane
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Kardiale Fibroblasten wurden mit (A) 0,1, 1 und 10 ng/ml TGF-R31 oder (B) 1, 10 und 100 nM Thrombin
fiir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit 10 pCi/ml [*°S]SO,* markiert. Ins Medium sezemierte,
[*°S]S04*-markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Gezeigt sind auf die
unstimulierte Kontrolle normierten Daten (n=3, Mittelwert £ SEM).

Bei den Umbauprozessen des Myokards in Folge eines ischamischen Ereignisses
spielen eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Zytokinen eine Rolle, unter ihnen
PDGF BB, TGF-B1 und TNF-alpha, die in den vorangegangenen Experimenten
bereits untersucht wurden. Dabei konnte neben PDGF BB mit TGF-31 ein weiterer
Wachstumsfaktor identifiziert werden, der die Sekretion von PG in kardialen

Fibroblasten steigerte.

Im Folgenden war von Interesse, wie sich die Kombination zweier Stimuli auf die
Sekretion auswirken kann. Dabei konnte nach einer 24-stiindigen Vorinkubation mit
TNF-alpha und anschlieRender Behandlung mit der Kombination aus PDGF BB mit
TNF-alpha eine synergistische Stimulation der Proteoglykan-Sekretion (2.2.4.1) von
167,4 % auf 208,5 % festgestellt werden (Abbildung 12; PDGF BB: 167,4 £ 4,6 %;
PDGF BB + TNF-alpha: 208,5 £ 8,6 %; TNF-alpha: 114,3 £ 4,1 %). Im Gegensatz
dazu verblieb bei der Kombination aus TGF-R1 mit TNF-alpha nach gleichartiger
Vorbehandlung der Zellen die Sekretion auf dem Niveau der Basalsekretion (TGF-
R1: 141,6 £ 11,0 %; TGF-R1 + TNF-alpha: 142,7 £ 13,4 %; TNF-alpha:
114,3 £ 4,1 %).
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Abbildung 12  Synergistische Stimulation der Sekretion von Proteoglykanen durch
TNF-alpha und PDGF BB

Kardiale Fibroblasten wurden fir 24 Stunden mit TNF-alpha (10 ng/ml) vorinkubiert, anschliefliend mit
einer Kombination aus PDGF BB (10 ng/ml) oder TGF-B1 (10 ng/ml) mit TNF-alpha (10 ng/ml) fur 24
Stunden behandelt und mit 10 uCi/ml [*°S]SO,* markiert. Ins Medium sezernierte, [*°S]SO,”-markierte
PG wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Daten sind dargestellt als Prozent der
unstimulierten Kontrolle (Mittelwert £+ SEM; ***: p < 0,001 ermittelt mittels ANOVA und nachfolgendem
ungepaarten t-Test).

3.1.2.2 Stickstoffmonoxid

NO gilt als wichtiger Botenstoff bei den Umbauprozessen des Myokards nach Infarkt,
so ist bekannt, dass NO die Grol3e des Infarktgebietes reduziert. Zusatzlich soll es
verantwortlich sein fur eine verminderte Collagen-Produktion durch die kardialen
Fibroblasten (49).

3.1.2.2.1 Hemmung der Proteoglykan-Sekretion durch Stickstoffmonoxid

In dieser Arbeit wurde zunachst der quantitative Einfluss von NO auf die Sekretion
der PG (2.2.2.4) untersucht. Die Kombination von PDGF BB als stimulierendem
Agens mit dem NO-Donor DETA-NONOate Ioste eine signifikante Reduktion der
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PDGF BB-stimulierten Sekretion der PG in das Kulturmedium von 195,5 % auf

128,1 % aus (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Hemmung der Proteoglykan-Sekretion durch NO

Kardiale Fibroblasten wurden mit DETA-NONQate (100 yuM) und PDGF BB (10 ng/ml) fir 24 Stunden
behandelt und metabolisch mit 10 uCi/ml [*°S]SO,” markiert. DETA-NONOate hat eine t’s von
> 500 min. Ins Medium sezernierte, [°S]SO,*-markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation
quantifiziert. Daten sind dargestellt als Prozent der unstimulierten Kontrolle (Mittelwert + SEM,;

***: p < 0,001 ermittelt mittels ANOVA und nachfolgendem ungepaarten t-Test).

Im Folgenden konnte gezeigt werden, dass der proliferationshemmende Effekt von
NO die Reduktion der PDGF BB-stimulierten PG-Sekretion durch NO nicht

beeinflusste. Bei Berucksichtigung der Zellzahl nach Ablauf der Stimulationszeit

zeigte sich ein aquivalent groRer Hemmeffekt der PG-Sekretion (Abbildung 14).



Ergebnisse Seite 44

| —]
= 1
§ o 2-
=2 w
~ ag 1
o=, L
o 17
(]
n=5 n=5
1}
PDGFBB - + + -
DETA-NOMOate - - + +

Abbildung 14 Hemmung der Proteoglykan-Sekretion durch NO  unter
Berucksichtung der Zellzahl

Kardiale Fibroblasten wurden mit DETA-NONOate (100 yuM) und PDGF BB (10 ng/ml) fir 24 Stunden
behandelt und metabolisch mit 10 uCi/ml [*°S]SO,* markiert. Ins Medium sezemierte, [*°S]SO,*-
markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Die Zellzahl wurde nach anschlieRend
mit der Neubauer-Zahlkammer ermittelt und ein Quotient aus PG-Sekretion und Zellzahl gebildet (n=5,
Mittelwert + SEM; *: p < 0,05; ermittelt mittels ANOVA und nachfolgendem ungepaarten t-Test).

Nachfolgend wurde die Konzentrationsabhangigkeit (Abbildung 15) der Hemmung
der PG-Sekretion durch den NO-Donor DETA-NONOate gezeigt, wobei die Konzen-
tration von 3 uM DETA-NONOate die Schwellenkonzentration fir den hemmenden
Effekt darstellte, da bei dieser Konzentration im arithmetischen Mittel kaum eine
Reduktion erkennbar war. Bei Erhéhung der NO-Konzentration verdeutlichte sich der
hemmende Effekt, bei einer Konzentration von 300 uM DETA-NONOate war die

PDGF BB-stimulierte Sekretion nahezu vollstandig unterdrickt.

Der Einsatz des NO-Donors ohne Zusatz des Wachstumsfaktors zeigte, dass erst in
der Konzentration von 300 uM eine deutliche Reduktion der Basalsekretion der PG
auftrat, in der spater verwendeten Konzentration von 100 uM DETA-NONOate

verblieb die Sekretion auf Hohe der Basalsekretion.
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Abbildung 15 Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition der Proteoglykan-
Sekretion durch NO

Kardiale Fibroblasten wurden mit DETA-NONOate in den angegebenen Konzentrationen und
PDGF BB (10 ng/ml) fiir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit 10 uCi/ml [**S]SO4* markiert. Ins
Medium sezernierte, [*>S]SO,*-markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Daten
sind dargestellt als Prozent der unstimulierten Kontrolle (Mittelwert + SEM; **: p < 0,01 ermittelt mittels
ANOVA und nachfolgendem ungepaarten t-Test).

DETA-NONOate stellt NO Uber einen langen Zeitraum zu Verfugung (t1,2: >500 min).
Um die Frage zu klaren, ob eine kontinuierliche NO-Freisetzung notwendig ist, um
die PDGF BB-stimulierte Sekretion zu beeinflussen, wurden NO-Donoren kurzerer
Halbwertzeit untersucht (Abbildung 16). Sowohl PAPA-NONOate mit einer Halbwert-
zeit von 76,6 min als auch SNAP, welches sehr schnell NO abgibt, senkten die

Sekretion der PG in das Kulturmedium deutlich.

Beide NO-Donoren beeintrachtigten in den untersuchten Konzentrationen die

Basalesekretion der PG nicht.
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Abbildung 16  Reduktion der Proteoglykan-Sekretion durch NO-Donoren mit kurzer
t’2 der NO-Freisetzung

Kardiale Fibroblasten wurden mit PAPA-NONOate und SNAP in den angegebenen Konzentrationen
und PDGF BB (10 ng/ml) fiir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit 10 pCi/ml [*°S]SO4* markiert.
PAPA-NONOQate hat eine t’2 von 76 min , SNAP setzt NO sofort frei. Ins Medium sezernierte,
[*°S]S04*-markierte PG wurden mittels der CPC-Prézipitation quantifiziert. Daten sind dargestellt als
Prozent der unstimulierten Kontrolle (n=2, Mittelwert + SEM).

3.1.2.2.2 Bestimmung zytotoxischer Wirkungen der NO-Donoren

NO ist als Inhibitor der Proliferation von z.B. glatten Muskelzellen bekannt (50). Mit
einem Zytotoxizitats-Test (2.2.3.2) sollte ein entsprechender zytotoxischer Effekt
unter den hier herrschenden Bedingungen wahrend der Experimente aus-
geschlossen werden. Die Resultate (Tabelle 1) zeigten, dass die Aktivitat der
Lactatdehydrogenase (LDH), die mit der Toxizitat der Substanzen korreliert, unter
den fur die weiteren Experimente verwendeten Konzentrationen zwar leicht anstieg,
jedoch verglichen mit dem Effekt von TritonX-100 niedrig war. TritonX-100 diente als
Positivkontrolle, unter deren Einfluss die Aktivitat der LDH, die aus den geschadigten
Zellen freigesetzt wurde, sehr hoch war (1700 %). Die LDH-Aktivitat lag fur PDGF BB
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in Kombination mit 100 yM DETA-NONOate bei 179 % der unstimulierten Kontrolle,
wurde die DETA-NONOate-Konzentration auf 300 uM angehoben, so lag die LDH-
Aktivitat bei 115 %.

Tabelle 1 Bestimmung zytotoxischer Wirkungen der NO-Donoren auf kardiale
Fibroblasten
LDH-Aktivitat ohne PDGF BB | mit PDGF BB
[%] [%]
10 % TritonX- 1700
100
100 103
DETA-NONOate 3 uM 109 113
30 uM 127 143
100 pM 358 179
300 uM 191 115
PAPA-NONOate | 30 uM 73 78
100 pM 80 75
SNAP 100 pM 121 130

Kardiale Fibroblasten wurden mit DETA-NONOate, PAPA-NONOate oder SNAP in den angegebenen
Konzentrationen ohne Zusatz von PDGF BB oder in der Kombination mit PDGF BB (10 ng/ml) fir
24 Stunden behandelt. Als Positivkontrolle diente der Zusatz von 10 % TritonX-100 ftr 10 min vor
Beendigung der Inkubationen. Die Aktivitdt der Lactatdehydrogenase (LDH) wurde mittels Zyto-
toxizitats-Test bestimmt. Die Daten sind ausgedruckt als Prozent der unstimulierten Kontrolle (n=2,
Mittelwert + SEM).

3.1.2.2.3 Regulation der mRNA-Expression von Biglykan
Die Untersuchung der Expression der Biglykan-mRNA (2.3.3) als dem in den

kardialen Fibroblasten dominierenden PG sollte Aufschluss Uber den maoglichen
Einfluss der NO-Donoren auf die mRNA-Expression liefern. Zum Einsatz kam der
langwirksame NO-Donor DETA-NONOate und der kurzwirksame SNAP.

Die Biglykan-mRNA-Expression (Abbildung 17) stieg unter Kontrollbedingungen im
Zeitverlauf 6, 12 und 24 Stunden nur geringfigig an. Die Behandlung der
Fibroblasten mit PDGF BB bewirkte in den Fibroblasten eine Steigerung der
Biglykan-mRNA-Expression, die nach 12 Stunden ein Maximum erreichte. Nach
24 Stunden war die Erhohung nur noch leicht im Vergleich zum Kontrollniveau.

Wurden die NO-Donoren jeweils ohne den Wachstumsfaktor eingesetzt, so nahm
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die mRNA-Expression des Biglykans unter Einfluss von DETA-NONOate im
Zeitverlauf 6, 12 und 24 Stunden stetig ab. Unter der Behandlung mit SNAP, bei
dem nur nach 24 Stunden eine Untersuchung erfolgte, zeigte sich eine Reduktion
der Biglykan-mRNA-Expression im Vergleich zur entsprechenden Kontrollbedingung.
Die Experimente, bei denen PDGF BB in Kombination mit DETA-NONOate
eingesetzt wurde, ergaben eine Inhibition der PDGF BB-stimulierten Biglykan-
MRNA-Expression bereits nach 6 Stunden. Diese Abnahme setzte sich Uber
12 Stunden bis hin zum Zeitpunkt 24 Stunden fort. Nach 24 Stunden war die
Biglykan-mRNA kaum noch detektierbar. Vergleichbar mit DETA-NONOate konnte
nach 24-stundiger Behandlung der kardialen Fibroblasten mit SNAP die Expression

der PDGF BB-stimulierten Biglykan-mRNA-Expression kaum noch detektiert werden.

Kontrolle PDGF BE
Tl | S i G 12 2 G 12 F
Biglykan-mRMA | = & B B

2ES RNA

— PDGF BB —
+
DETA- DETA-
NONOate SNAP NONOate SNAP
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Abbildung 17 DETA-NONOate und SNAP reduzieren die Biglykan-mRNA-
Expression

Kardiale Fibroblasten wurden mit DETA-NONOate (100 uM), SNAP (100 uM) und PDGF BB (10 ng/ml)
fur 24 Stunden behandelt. 20 yg Gesamt-RNA wurden mittels Northern-Blot-Verfahren mit einer
spezifischen, an [32P]-gekoppelten cDNA-Sonde fir humanes Biglykan radioaktiv markiert. Die
Ethidiumbromidfarbung der 28S RNA diente als Kontrolle fiir die Gel-Beladung.

3.1.2.2.4 Beeinflussung der Sekretion des Biglykan-Proteoglykans durch NO

Nachdem der hemmende Effekt verschiedener NO-Donoren auf die Sekretion von
PG in das Kulturmedium (3.1.2.2.1) und die Inhibition der mRNA-Expression des
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Biglykan (3.1.2.2.3) gezeigt werden konnte, wurde im Weiteren untersucht, ob sich
auch eine Hemmung der Sekretion von endogen, mit [358]8042'-markiertem
Biglykan-PG nachweisen lies. Abbildung 18 stellt radioaktiv markiertes, mit Hilfe
eines SDS-PA-Gradienten-Gels (2.2.4.4) aufgetrenntes Protein dar, wobei Spur 1 die
PGs von kardialen Fibroblasten zeigt, die mit PDGF BB stimuliert wurden, und Spur
2 die PGs von kardialen Fibroblasten, die mit der Kombination von PDGF BB mit
DETA-NONOate stimuliert wurden. Das Signal konnte anhand eines in dieser
Abbildung nicht gezeigten Molekulargewichtsstandards als Biglykan identifiziert
werden. Da Proben, die gleichen Volumina konditionierten Mediums entsprachen,
auf das SDS-PA-Gradienten-Gel aufgetragen waren, konnte die Hemmung der
Sekretion des Biglykan-Proteoglykans mit dieser Methode gezeigt werden.

i 7 Kardiale Fibroblasten wurden mit 10 ng/ml
l |# l PDGF BB und 100 uM DETA-NONOate flr

24 Stunden behandelt und metabolisch mit
10 uCi/ml  [*°S]S0O,* markiert. Ins Medium
sezernierte, [*°S]SO,-markierte PG wurden
1: PDGF BB mittels DEAE-Anionenaustausch-Chromato-
2: PDGF BB + DETA-NOMNDate graphie aufgereinigt, gleiche Anteile ent-
sprechend dem urspringlichen konditionierten
Mediums auf einem SDS-PA-Gradienten-Gel
aufgetrennt und anschlieBend eine Auto-
radiographie durchgefihrt.

Abbildung 18 DETA-NONOate hemmt die Sekretion des Biglykan-Proteoglykans
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3.1.2.2.5 Veranderung des Molekulargewichts vom Biglykan-Proteoglykan

Im Rahmen der Auftrennung der mit Radiosulfat markierten PG mit Hilfe eines SDS-

PA-Gradienten-Gels (2.2.4.4) wurde eine VergroRerung des Molekulargewichts vom

Biglykan-PG sowohl unter dem Einfluss von DETA-NONOate als auch unter dem
Einfluss von SNAP erkennbar (Abbildung 19). Beide NO-Donoren wirkten in der
Kombination mit dem Wachstumsfaktor PDGF BB.

1 2 3 4

[ o m == e

Abbildung 19

1: Hontralle

2:POGFER

3. FOGF BB + DETA-MO MO ate
4: PDGF BE » SMAF

SDS-PA-Gradienten-Gel (Sammelgel: 3,5 %,
Trenngel: 4-12 %) gleicher Radioaktivitats-
mengen (20.000dpm) von ins Medium
sezernierten, [*°S]0,“-markierten PG kardialer
Fibroblasten, die mit 10 ng/ml PDGF BB, 100 uM
DETA-NONOate und 100 uM SNAP fir 24
Stunden behandelt wurden. Anschlielend wurde
eine Autoradiographie des Gels durchgefihrt.

DETA-NONOate und SNAP erhohen das Molekulargewicht des

Biglykan-Proteoglykans
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Um mit einer weiteren Methode den Einfluss von NO auf das Molekulargewicht des
Biglykan-PG zu untersuchen, wurde nach Aufreinigung von konditioniertem Medium
mittels DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie (2.2.4.2) eine Gel-Filtrations-
Chromatographie (2.2.4.5) Uber eine Sepharose-CL-2B-Saule durchgefihrt. Das
Maximum des Mess-Signals, das sich aus der Kontrollbedingung ergab (scheinbarer
Verteilungskoeffizient (Kp): 0,61), erfuhr eine Linksverschiebung (Kp: 0,56), die eine
Molekulargewichtsveranderung bedeutete, wenn die Fibroblastenkultur mit PDGF BB
behandelt wurde. Erfolgte eine Stimulation der Zellen mit einer Kombination aus
PDFG BB mit DETA-NONOate, so zeigte sich das neuerlich erhohte
Molekulargewicht in einer weiteren Verschiebung des Mess-Signals nach links zu
einem Kp-Wert von 0,54.
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Abbildung 20  Gel-Filtrations-Chromatographie von sezernierten Proteoglykanen

Gel-Filtrations-Chromatographie liber eine Sepharose-CL-2B-Saule von ins Medium sezernierten, mit
10 pCi/ml [358]8042'-markierten PG kardialer Fibroblasten nach Behandlung mit 10 ng/ml PDGF BB
und 100 uM DETA-NONOate fur 24 Stunden. Auf der x-Achse sind die Kp-Werte der drei Proben
markiert (Kontrolle: 0,61; PDGF BB: 0,56; PDGF BB + DETA-NONOate: 0,54).
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Der VergroRerung des Molekulargewichts vom Biglykan-PG konnten theoretisch
sowohl eine Vergrollerung des Kernproteins als auch eine Verlangerung der GAG-
Ketten zugrunde liegen. Im nachfolgenden Experiment wurden nach der Vereinigung
der biglykanhaltigen Fraktionen eine chemische Reaktion zur Abtrennung der GAG-
Ketten vom Kernprotein des Biglykan (2.2.4.6) mit anschlieliender Gel-Filtrations-
Chromatographie Uber eine mit Sepharose-CL-6B gepackten Chromatographiesaule
durchgefuhrt, die eine Analyse des Molekulargewichts der GAG-Ketten ermdglichte.
In Abbildung 21 zeigte sich eine Erhdhung des Molekulargewichts der GAG-Ketten
wiederum in einer Linksverschiebung des Maximums des Mess-Signals der mit
PDGF BB behandelten Fibroblasten (Kp: 0,33) im Vergleich zu der Kontroll-
bedingung (Kp: 0,38). Diese Linsksverschiebung verstarkte sich erneut durch die
Kombination von PDGF BB mit DETA-NONOate (Kp: 0,28).
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Abbildung 21 DETA-NONOate erhoht das Molekulargewicht der GAG-Ketten des
Biglykan-Proteoglykans

Gel-Filtrations-Chromatographie Uber eine Sepharose-CL-6B-Saule der mittels R-Elimination vom
Kernprotein abgetrennten GAG-Ketten der biglykanhaltigen Fraktionen der Sepharose-CL-2B-Gel-
Filtrations-Chromatographie. Auf der x-Achse sind die Kp-Werte der drei Proben markiert (Kontrolle:
0,38; PDGF BB: 0,33; PDGF BB + DETA-NONOate: 0,28).
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3.1.2.3 Angiotensin |l

3.1.2.3.1 Nachweis der Expression der AT1- und AT2-Rezeptorsubtypen in

kardialen Fibroblasten

Soweit bislang bekannt, werden alle biologisch relevanten Effekte von Angiotensin Il
(Ang Il) Uber AT1- und AT2-Rezeptoren vermittelt. Die Expression beider Rezeptor-
subtypen wurde in den kardialen Fibroblasten mit Hilfe der RT-PCR (2.3.4.2)

untersucht.

Abbildung 22 zeigt, dass sich in den kardialen Fibroblasten, die in dieser Arbeit

benutzten wurden, die mMRNA des AT1- und des AT2-Rezeptors nachweisen liel3.

AT1 AT 2
41270 bp
434 bp—» 1, 4: Standard
2 & kardiale Fibroblasten, 1. Passage
¥ & % & Ee 3: glatte Muskelzellen
6 FCI2 Zellen

Abbildung 22 Kardiale Fibroblasten aus Herzen neonataler Ratten exprimieren
sowohl den AT1-, als auch den AT2-Rezeptor

PCR wurde mit spezifischen Primern fir ein 434 bp langes Fragment des AT1-Rezeptors der Ratte
(Spur 2) und fir die gesamte codierende cDNA des AT2-Rezeptors der Ratte (Spur 5) durchgefihrt.
Glatte Muskelzellen dienten als Kontrolle der AT1-Rezeptorexpression (Spur 3), PC12-Zellen als
Kontrolle der AT2-Rezeptorexpression (Spur 6). Spur 1 und 4 zeigen die DNA-Leiter.

Die Abbildung wurde freundlicherweise von Frau Katrin Stoter zur Verfligung gestellit.

3.1.2.3.2 Steigerung der Proteoglykan-Sekretion durch Angiotensin |l

Da Ang Il ein wichtiger Stimulus im Verlaufe des Umbauprozesses des Myokards
nach Ischamie ist, folgte zunachst die Untersuchung des Einflusses von Ang Il auf
die Sekretion endogener, mit [*°S]SO,*-markierter PG in das Zellkulturmedium
(2.2.4.1).
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In einem Einzelexperiment (Abbildung 23A) wurde ein signifikanter Anstieg der
markierten PG von 546 + 16 dpm auf 647 + 28 dpm festgestellt, der sich als arith-
metisches Mittel aus 8 Einzelexperimenten (Abbildung 23B) so darstellt, dass der
stimulierende Effekt des Ang Il im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle bei

117,1 + 4,6 % lag.

Abb. 21A Abb. 21B
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Abbildung 23 A, B Angiotensin Il stimuliert die Sekretion von Proteoglykanen

Kardiale Fibroblasten wurden mit Ang Il (10-7 M) fir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit
10 pCi/ml [*°S]SO,* markiert. Ins Medium sezernierte, [*°S]SO,*-markierte PG wurden mittels der
CPC-Prazipitation quantifiziert. (A) zeigt Daten [dpm] eines Einzelexperiments (n=4, Mittelwert + SEM;
*:p<0,05 ermittelt mittels ungepaartem t-Test). In (B) sind die Daten von 8 verschiedenen
Experimenten auf die unstimulierte Kontrolle normiert (n=8, Mittelwert £+ SEM); diese Darstellung
wurde im Folgenden verwendet.

Um die Frage zu klaren, welcher der beiden Rezeptorsuybtypen des Ang ll-
Rezeptors die Sekretionsreize vermittelt, wurden sowohl der AT1-Rezeptor-
antagonisten Losartan, als auch der AT2-Rezeptorantagonisten PD123177 im
Hinblick auf die Sekretion markierter PG in das Zellkulturmedium (2.2.4.1)

untersucht.

Die Stimulation mit Ang Il hatte im Mittel eine Sekretionssteigerung auf
110,0 £4,1 % im Vergleich zur Basalsekretion zur Folge (Abbildung 24). Kam
gleichzeitig der AT1-Rezeptorantagonisten Losartan zum Einsatz, so reduzierte sich
die Sekretion signifikant auf 94,1 £ 3,2 %. Bei der Kombination von Ang Il mit dem
AT2-Rezeptorantagonisten PD123177 erhdhte sich die Sekretion im Vergleich zur
Ang lI-Stimulation (121,0 £ 6,4 %). Wurden die kardialen Fibroblasten sowohl mit
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Ang Il, als auch mit beiden Antagonisten gemeinsam inkubiert, so blieb die Sekretion

markierter PG in das Kulturmedium auf Hohe der Basalsekretion (101,9 + 2,8 %).

Die Erhdhung der PG-Sekretion in das Kulturmedium wurde durch den AT1-

Rezeptor vermittelt.
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Abbildung 24 AT1-Rezeptorantagonist Losartan hemmt die Angiotensin Il-
vermittelte Induktion der Proteoglykan-Sekretion

Kardiale Fibroblasten wurden mit Losartan (10'5 M) und PD123177 (10'6 M) fir 30 min vorinkubiert,
Ang Il (107 M) zugesetzt und metabolisch mit 10 pCi/ml [*>S]SO,* markiert. Nach 24 Stunden wurden
ins Medium sezernierte, [358]8042'-markierte PG mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Daten sind
dargestellt als Prozent der unstimulierten Kontrolle (Mittelwert + SEM; *: p < 0,05 ermittelt mittels
ungepaartem t-Test).

3.1.2.3.3 Regulation der mRNA-Expression von Biglykan

Der sekretionssteigernde Einfluss des Ang Il auf die PG wurde im Folgenden dahin-
gehend untersucht, ob eine Regulation der mRNA von Biglykan, als dem
dominierende PG, unter dem Einfluss von Ang Il stand. Dabei wurden die kardialen
Fibroblasten mit Ang Il allein, bzw. mit Ang Il in Kombination mit dem AT1-Rezeptor-
antagonisten Losartan oder dem AT2-Rezeptorantagonisten PD123177 behandelt.
Die Gesamt-RNA wurde nach dem Northern-Blot-Verfahren (2.3.3) analysiert, mit
spezifischer, an [32P]-gekoppelter cDNA-Sonde markiert und anschlieend eine
Autoradiographie durchgefuhrt. Abbildung 25A zeigt die Autoradiographie eines
Einzelversuches der mit der cDNA-Sonde fir humanes Biglykan markierten

Membran. Die Beladung des Gels wurde anhand der 18S RNA-Bande dokumentiert.
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Das Signal der Biglykan-mRNA, das aus der Stimulation mit Ang Il hervorging, war
deutlich starker, als das der Kontrollbedingung. Bei der Kombination von Ang Il mit
dem AT1-Rezeptorantagonisten lie3 sich die Induktion der Biglykan-mRNA-
Expression hemmen, wohingegen die Kombination mit dem AT2-Rezeptor-
antagonisten die Stimulation der Biglykan-mRNA-Expression durch Ang Il nicht

beeinfluf3te.

Die graphische Darstellung der densitometrischen Auswertung (Abbildung 25B)
zeigt, dass die mRNA-Expression unter dem Einfluss von Ang Il im Vergleich zur
Kontrollbedingung auf 121 + 11 % anstieg. Der Einsatz von Losartan hatte eine
signifikante Verminderung der Expression auf 90 + 8 % zur Folge, die Kombination
mit PD123177 hingegen ergab eine vergleichbar zur Ang lI-Stimulation erhohte
Biglykan-mRNA-Expression (125 + 17 %).
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Abbildung 25 AT1-Rezeptorantagonist Losartan hemmt die Angiotensin Il-
vermittelte Induktion der Biglykan-mRNA-Expression

Kardiale Fibroblasten wurden mit Losartan (10'5 M) und PD123177 (10'6 M) fir 30 min vorinkubiert und
anschliefend Ang Il (10'7 M) flr 24 Stunden zugesetzt. 10-15 yg Gesamt-RNA wurden mittles
Northern-Blot-Verfahren mit den spezifischen, an [32P]-gekoppelten cDNA-Sonden fiir humanes
Biglykan und 18S RNA radioaktiv markiert. (A) zeigt die Autoradiographien eines Einzelexperiments
der markierten Membranen, (B) zeigt die quantitative Abnahme graphisch dargestellt, wobei die Daten
als Prozent der unstimulierten Kontrolle errechnet wurden (Mittelwert + SEM; *: p < 0,05 ermittelt

mittles gepaartem t-Test).
3.1.2.3.4 Autokrine/parakrine Vermittlung der Angiotensin ll-stimulierten
Proteoglykan-Sekretion durch den AT1-Rezeptor

In anderen Zellmodellen wurde bereits beschrieben, dass durch den AT1-Rezeptor
vermittelte Effekte Uber einen autokrinen/parakrinen Mechanismus durch
Wachstumsfaktoren zustande kommen kénnen (37).
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Um zu untersuchen, ob es AT1-vermittelt zu einer Freisetzung von Wachstums-
faktoren kommt, die ihrerseits die PG-Sekretion steigern, ob also Ang Il indirekt eine
Steigerung der PG-Sekretion verursacht, wurden die Ang ll-Effekte in Gegenwart von
Antikdrpern  durchgefuhrt, die = Wachstumsfaktoren  neutralisieren. Der
neutralisierenden Anti-TGF-R31, -2, -3-Antikorpers (Abbildung 26) senkte die durch
Ang Il ausgeléste Erhdhung der PG-Sekretion in das Kulturmedium (2.2.4.1)
signifikant von 111,8 +1,6 % auf 101,5+ 3,6 %. Die gleichzeitig durchgefuhrte
Kontrolle, die in der Applikation des entsprechenden IgG - einem Protein, das keine
Bindungseigenschaft zu Wachstumsfaktoren aufweist - zusammen mit Ang Il
bestand, zeigte keinen Effekt. In der gleichen Reihe von Experimenten sind Anti-
PDGF- und Anti-bFGF-Antikorper eingesetzt worden, wobei keiner der beiden
neutralisierenden Antikorper den Effekt des Ang Il unterbinden konnte (Abbildung
26).
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Abbildung 26  Neutralisierende  Anti-TGF-R1, -2, -3-Antikorper hemmen  die
Angiotensin ll-vermittelte Erhéhung der Proteoglykan-Sekretion

Kardiale Fibroblasten wurden mit Ang Il (10'7 M) in Kombination mit Anti-TGF-31, -2, -3-Antikdrpern
(0,5 ug/ml) fir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit 10 uCi/ml [*°S]SO.* markiert. Als Kontrolle
wurde 0,5 ug/ml des Immunglobulins verwendet. Ins Medium sezernierte, [*°S]SO,*-markierte PG
wurden mittels der CPC-Prazipitation quantifiziert. Daten sind dargestellt als Prozent der unstimulierten
Kontrolle (n=3, Mittelwert £+ SEM; **: p < 0,01 ermittelt mittels gepaartem t-Test).
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Abbildung 27 Neutralisierende Anti-PDGF- oder Anti-bFGF-Antikérper vermogen
die Angiotensin ll-vermittelte Erhohung der Proteoglykan-Sekretion
nicht zu hemmen

Kardiale Fibroblasten wurden mit Ang I (10'7 M) in Kombination mit Anti-bFGF-Antikérper (1 pg/ml)
und Anti-PDGF-Antikorper (10 ug/ml) fir 24 Stunden behandelt und metabolisch mit 10 uCi/ml
[*°S]S0,* markiert: Als Kontrolle wurde das Immunglobulin jeweils in der gleichen Konzentration
eingesetzt. Ins Medium sezernierte, [*°S]SO,*-markierte PG wurden mittels der CPC-Prazipitation
quantifiziert. Daten sind dargestellt als Prozent der unstimulierten Kontrolle (n=3, Mittelwert + SEM).

Der Befund, dass die Anti-TGF-[31, -2, -3-Antikorper den Effekt des Ang Il auf die
PG-Sekretion in das Kulturmedium unterbinden konnten, stellte die Voraussetzung
fur das folgende Experiment dar, bei dem nach Stimulation der Fibroblasten mit
Ang Il oder der Kombination von Angll mit dem AT1-Rezeptorantagonisten
Losartan, bzw. dem AT2-Rezeptorantagonisten PD123177 die TGF-R1-Konzen-
tration im Kulturmedium mittels eines ELISAs bestimmt wurde. Das Ergebnis zeigte
(Abbildung 28), dass nach Ang lI-Stimulation die Konzentration an TGF-R1 im
Kulturmedium signifikant auf 40 + 2 pg/ml im Vergleich zur Kontrolle (19 + 3 pg/ml)
anstieg. Bei der Kombination von Ang Il mit Losartan lag die im Medium messbare
TGF-R1-Konzentration bei 21 %7 pg/ml, was eine signifikante Reduktion im
Vergleich zur Ang lI-Stimulation darstellte. Der Einsatz von PD123177 hingegen
hatte keinen Einfluss auf die TGF-R1-Konzentration (42 + 4 pg/ml). Wurden beide
Rezeptorantagonisten dem Kulturmedium allein zugesetzt, so lagen die nach-
zuweisenden TGF-R1-Konzentrationen mit 15+ 3 pg/ml fir Losartan und
17 £ 2 pg/ml fur PD123177 auf Kontrollniveau.
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Abbildung 28 TGF-R1-Konzentration im Kulturmedium nach Angiotensin II-
Stimulation via AT 1-Rezeptor signifikant erhoht

Messung der TGF-R1-Konzentration im Kulturmedium kardialer Fibroblasten nach saurer Aktivierung
mittels TGF-R1-ELISA. Losartan (10'5 M) und PD123177 (10'6 M) wurden 30 min vor der Stimulation
mit Angiotensin Il (10'7 M) zugesetzt. (n=2-5, Mittelwert + SEM; ***: p < 0,001; **: p < 0,01. Signifikanz
wurde mit ANOVA und Bonferroni-Post-Test ermittelt).
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3.2 Analyse der EZM-Expression nach Myokardinfarkt der Ratten

Das Myokardgewebe unterliegt nach einem ischamischen Ereignis wie dem
Myokardinfarkt umfangreichen Umbauprozessen. Es kommt zur Ablagerung von
EZM-Molekulen sowohl in dem ischamisch geschadigten Bereich, als auch im
Verlaufe der Hypertrophie in den Ubrigen, nicht direkt von der Ischamie betroffenen

Arealen, wie dem Septum und dem rechten Ventrikel.

Da sich eine deutliche Regulation des PG Biglykan in kardialen Fibroblasten in vitro
zeigen liel3, sollte nachfolgend die Expression der kleinen leucin-reichen PG
Biglykan und Decorin nach experimentellem MI der Ratte untersucht werde. Zu
Vergleichszwecken wurde die Expression von Collagen-Typ | bestimmt, einem gut
untersuchten Marker fur fibrotische Veranderungen. Dabei wurden auf der einen
Seite Gewebe-Farbungen angefertigt, die eine Lokalisierung der EZM-Molekile im
infarzierten Gebiet zeigen, auf der anderen Seite Zeitverlaufe der mMRNA-Expression
im infarzierten Gebiet erstellt. Es schloss sich die Untersuchung der mRNA-
Expression im Infarktgebiet nach Durchfuhrung einer Behandlung der Tiere mit dem
ACE-Hemmer Ramipril oder dem AT1-Rezeptorantagonisten Olmesartan 7 Tage

nach Induzieren des MI (post MI) an.

3.2.1 Histologie und Immunhistologie

3.2.1.1 Histologie

Infarzierte Herzen der Ratte wurden 7 Tage post Ml entnommen und transversale
Schnitte durch den Ventrikel einerseits mittels Movats-Pentachrom-Farbung fur
verschiedene EZM-Komponenten und andererseits mit spezifischen Antikorpern
gegen Ratten-Decorin, den Makrophagen-Marker ED-1 und alpha-Glattmuskelaktin
(aSMA) gefarbt. Abbildung 29a-d zeigt einen Ausschnitt, der sowohl das Gebiet der
Ischamie als auch angrenzende Bereiche darstellt, wobei am oberen Bildrand die
AulRenseite des Ventrikels, am unteren linken Bildrand das Herzlumen zu sehen

sind. Die Bilder zeigen eine 50-fache Vergrof3erung.

Das Resultat der Movats-Pentachrom-Farbung (a) zeigte einen Bereich
gleichformiger, hellroter bis gelblicher Farbung in der Mitte der Aufnahme, der die

collagen-reiche Infarktnarbe darstellte. In den angrenzenden Gebieten deuteten die
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schwach schwarz gefarbten Zellkerne auf eine hohe Anzahl von Zellen hin.
Glycosaminoglykane (GAG) (blau) waren in diesem angrenzenden Bereich nur
schwach detektierbar. Am rechten und am linken unteren Bildrand, an das Lumen
angrenzend, farbten sich Areale in gleichférmigem, kraftigem Rot, die vitale Herz-

muskelzellen darstellten.

Des Weiteren ist in (b) die immunhistochemische Farbung mit spezifischen Anti-
korpern gegen Decorin (braun) zu sehen. Es war im Bereich der zahlreichen, kleinen
Zellen eine verstarkte braunliche Farbung zu erkennen, wohingegen in dem Areal

der hellroten bis gelblichen Farbung keine Anfarbung stattfand.

Mit Hilfe des spezifischen, gegen das Oberflachen-Antigen von Makrophagen (ED-1)
gerichteten Antikorpers wurde erkennbar, dass in dem zum Infarkt benachbarten
Gebiet zahlreiche Zellen ein positives Signal (c) gaben. Die Areale der Anfarbung
deckten sich mit den Bereichen der Movats-Pentachrom-Farbung, in denen zahl-

reiche Zellkerne zu sehen waren.

In Abbildung 29d ist die immunhistochemische Farbung mit dem spezifischen Anti-
korper gegen aSMA zu sehen. Es konnte festgestellt werden, dass im Infarktgebiet,
sowie in den angrenzenden Bereichen kaum ein Signal zu detektieren war. Im
Gegensatz dazu zeigte ein Gefall im linken oberen Bereich der Aufnahme die

positive Reaktion der Antikorper.
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Abbildung 29 Akkumulation von EZM-Molekulen nach Ml

Infarzierte Rattenherzen wurden 1 Woche post Ml entnommen und transversale Schnitte histo-
chemisch mittels Movats-Pentachrom-Farbung (a) und immunhistochemisch mit spezifischen Anti-

kérpern gegen Decorin (LF113, b), den Makrophagen-Marker ED-1 (c), sowie aSMA (d) gefarbt.
Vergroerung: 50x

Abbildung 30 Vergleich der Lokalisation von Decorin und Biglykan zu
Makrophagen und glatten Muskelzellen

Infarzierte Rattenherzen wurden 1 Woche post Ml entnommen und transversale Schnitte immun-

histochemisch mit spezifischen Antikérpern gegen Decorin (LF113, a), Biglykan (LF106, b), ED-1 (c)
und aSMA (d) gefarbt. VergréRerung: 200x
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3.2.1.2 Immunbhistologie

Nachdem die Ubersichtsaufnanmen der Movats-Pentachrom-Farbung die Anwesen-
heit zahlreicher kleiner Zellen und der immunhistochemischen Farbung ein positives
Signal fur Decorin zeigten, sind im Folgenden Aufnahmen immunhistochemischer
Farbungen gegen Decorin, Biglykan, ED-1 und aSMA in 200-facher VergroRerung
(Abbildung 30) angefertigt worden. Dabei war zudem eine mdgliche Co-Lokalisation
von Decorin und Biglykan mit den positiv fur ED-1, bzw. positiv fiur aSMA

reagierenden Zellen von Interesse.

Abbildung 30 a zeigt am oberen rechten Bildrand ringférmig ein Gefass, in dessen
direkter Umgebung (Adventitia) ein positives Signal fur den Anti-Decorin-Antikorper.
Neben dieser perivaskularen Anfarbung konnte Decorin auch in gréf3erer Entfernung

zum Gefald nachgewiesen werden, z.B. am linken Bildrand.

Im Gegensatz zum Nachweis des Decorin, war Biglykan (b) in direkter Umgebung
des GefalRes (oberer rechter Bildrand) nicht detektierbar. Zu erkennen war jedoch

eine diffuse Braunfarbung des Myokardgewebes.

Der Einsatz des spezifischen Antikorpers gegen ED-1 (c), mit Hilfe dessen
Makrophagen gefarbt worden sind, zeigte Areale, in denen ein sehr starkes Signal zu
erkennen war. Es traten aber auch Gebiete auf, in denen kaum ein Zelle gefarbt

werden konnte.

Die Abbildung 30 d stellt die Aufnahme der immunhistochemischen Farbung gegen
aSMA dar. Stark positiv reagierende Zellen waren erwartungsgemal die glatten
Muskelzellen der Media, wie in der rechten oberen Bildecke zu erkennen ist. Kardiale
Fibroblasten, die ebenfalls aSMA exprimieren, wurden unter diesen Bedingungen

nur schwach angefarbt.

3.2.2 Zeitverlaufe der mRNA-Expression nach Myokardinfarkt
Im Folgenden wurde RNA aus dem Infarktgebiet der Ratten zu den angegebenen
Zeitpunkten isoliert und bezuglich der mRNA-Expression von Decorin, Biglykan und

Collagen-Typ I-alpha mittels Northern-Blot-Verfahren analysiert.

In Abbildung 31 sind der Zeitverlauf der Biglykan-mRNA (a), der Decorin-mRNA (b)
und der Collagen-Typ I-alpha-mRNA (c) gezeigt. Die untersten Banden (d) stellen die
Ethidiumbromid-Farbung der 18S RNA dar. Linksstandig von der vertikalen
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Einteilung sind die Signale resultierend aus Kontrollherzen gezeigt, rechtsstandig die
Signale dargestellt, die von den infarzieten Herzen zu den angegebenen

Zeitpunkten erhalten wurden.

Die Expression der Biglykan-mRNA war unter Kontrollbedingungen nicht nach-
weisbar. Nach M| wurde sie aber sehr induziert, wobei das Maximum der Expression
nach 3 Tagen auftrat. Nachfolgend fiel die mRNA-Expression wieder auf das

Kontrollniveau ab.

Ein sehr ahnlicher Zeitverlauf stellte sich flr die Expression der Collagen-Typ I-
mRNA (c) dar, hier entwickelte sich ein Maximum der Expression an Tag 5, wohin-
gegen sowohl an Tag 1, als auch an Tag 42 kein Signal mehr nachzuweisen war.

Auch Collagen-Typ I-alpha war in nicht infarzierten Herzen kaum nachweisbar.

Der zeitliche Verlauf der Decorin-mRNA-Expression nach MI (c) zeigte mit zu-
nehmender Zeit ein starkeres Signal, jedoch war in dem Kontrollgewebe, wie auch
an Tag 1 und 3 eine Grundexpression festzustellen. Die mRNA-Expression war an
Tag 3 erhoht und stieg auf ein Maximum im Verlauf von 5 bis 7 Tagen post MI. Im
Gegensatz zum Zeitverlauf der Expression der mRNA von Biglykan, bzw. Collagen-

Typ l-alpha blieb die des Decorin auch noch nach 3 Wochene erhoht.

Hentrellem 1 3 & T 14 21 42 Tage post M

- ' & B & - =Biglykan
'.' - . .... ... b:Decarin

Illl.l llll 4:183 RNA

Abbildung 31 Zeitgang der mRNA-Expression von Decorin, Biglykan und Collagen-
Typ | nach Ml

Gesamt-RNA wurde aus dem Infarktgebiet von Rattenherzen isoliert, die zu den angegebenen Zeit-
punkten post Ml entnommen wurden. Als Kontrollen dienten nicht- |nfar2|erte linke Ventrikel. 20 pg
Gesamt-RNA wurden mittels Northern-Blot-Verfahren mit spezifischen, an [ P] gekoppelten cDNA-
Sonden fiir humanes Biglykan (a), Ratten-Decorin (b) und Ratten-Collagen-Typ Il-alpha (c) markiert.
18S RNA (d) diente als Kontrolle fir die Gel-Beladung.

Der Zeitverlauf der Decorin-mRNA-Expression ist flr das infarzierte Gebiet graphisch

in Abbildung 32 dargestellt. Die Zunahme der Signalstarke erreichte nach 5 Tagen
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Signifikanz im Vergleich zur Kontrollbedingung (Kontrolle: 100 +7 %; 5 Tage
post MI: 255 + 51 %) und verblieb nach 7 Tagen (7 Tage post Ml: 233 + 46 %) auf
einem signifikant erhohten Niveau. In den darauffolgenden Tagen sankt die
Expression zwar ab, blieb aber nach 21 Tagen post Ml mit 195 + 54 % im Vergleich

zum Kontrollgewebe deutlich erhoht.

s

g

Signal Decorin/ 285 RNA
[*% der Kontrolle]

a T
K.omtr. ] 10 1% 200
Zeit [Tagen]

Abbildung 32 Decorin-mRNA-Expression erreicht 5 bis 7 Tage nach MI ein
Maximum im Infarktgebiet des Rattenherzens

Gesamt-RNA wurde aus dem Infarktgebiet von Rattenherzen isoliert, die zu den angegebenen Zeit-
punkten post Ml entnommen wurden. Als Kontrollen dienten nicht-infarzierte linke Ventrikel. 20 pg
Gesamt-RNA wurden mittels Northern-Blot-Verfahren mit spezifischer, an [32P]-gekoppelter cDNA-
Sonde fur Ratten-Decorin radioaktiv markiert. Das Signal fur Ratten-Decorin wurde auf die Gel-
Beladung mit Hilfe der Ethidiumbromid-Farbung der 28S RNA normiert (n=3-5, Mittelwert + SEM;
*: p <0,05; **: p < 0,01 ermittelt mit ungepaartem t-Test).

Neben dem infarzierten Gebiet zeigten die Zeitverlaufe fur die Expression der
Decorin-mRNA in anderen Arealen der infarzierten Herzen gleichfalls eine Erhéhung,
wobei diese am deutlichsten im nicht-infarzierten Septum, am geringsten in dem
sogenannten Randgebiet ausgepragt war. Die Expressionssteigerung erreichte

3 Tage post Ml im nicht-infarzierten Septum Signifikanz.
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Abbildung 33 Zeitverlauf der Decorin-mRNA-Expression in rechtem Ventrikel,
Septum und Randgebiet des infarzierten Rattenherzens

Gesamt-RNA wurde aus dem Infarktgebiet von Rattenherzen isoliert, die zu den angegebenen Zeit-
punkten post Ml entnommen wurden. Als Kontrollen dienten nicht-infarzierte linke Ventrikel. 20 g
Gesamt-RNA wurden mittels Northern-Blot-Verfahren mit spezifischer, an [32P]-gekoppelter cDNA-
Sonde fir Ratten-Decorin radioaktiv markiert. Das Signal flr Ratten-Decorin wurde auf die Gel-
Beladung mit Hilfe der Ethidiumbromid-Farbung der 28S RNA normiert (n=3-5, Mittelwert £+ SEM;
*: p < 0,05 ermittelt mit ungepaartem t-Test).

In der folgenden Tabelle 2 sind die Einzelwerte der jeweiligen Herzareale zu den

angegebenen Zeitpunkten aufgefuhrt:

Tabelle 2 Zusammenfassung der Regulationen der Decorin-mRNA post Ml
Tage post Ml Kontr. 1 3 5 7 14 21

% % % % % % %
Infarktgebiet 100+7 | 137+37 | 133+33 | 255+51 | 233+46 | 196+43 | 195+ 54
Septum 100+8 | 182+49 | 243+41 | 219+76 | 314+77 | 30971 | 255+ 128
re. Ventrikel 100+18 | 185+44 | 145+27 | 114 +12 | 236+42 | 143+20 | 109 + 32
Randgebiet 100+12 | 87+20 | 130+12 | 135+42 | 108+22 | 172+45 | 95+30
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3.2.3 Einfluss von ACE-Inhibitoren und AT1-Antagonisten auf die

Proteoglykan-Expression nach Ml an Ratten

In den im ersten Teil dieser Arbeit (3.1) durchgefuhrten Experimenten an kardialen
Fibroblasten wurde ein Anstieg der mRNA-Expression von Biglykan unter dem
Einfluss von Ang Il festgestellt. Die Daten aus der Untersuchung der Expression der
mRNA von Biglykan, Decorin und Collagen-Typ l-alpha an Gewebeproben aus
infarzierten Rattenherzen zeigten eine vermehrte Expression dieser EZM-Molekile
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induzieren des MI. Es ist bekannt, dass der
Einsatz von ACE-Inhibitoren oder AT1-Rezeptorantagonisten einen positiven
Einfluss auf die fibrotischen Umbauprozesse eines Herzen nach MI haben. Darauf-
hin sind Experimente durchgefuhrt worden, bei denen die Ratten 1 Woche vor der
Ligatur der linken Koronararterie, sowie 1 Woche nach Ml mit einem Vertreter der
ACE-Hemmer (Ramipril) oder der AT1-Rezeptorantagonisten (Olmesartan)

behandelt wurden.

Nach Isolation der Gesamt-RNA aus den infarzierten Gebieten der Herzen, bzw. aus
den nicht-infarzierten linken Ventrikeln der scheinoperierten Tiere wurde eine RT-
PCR mit nachfolgender Amplifizierung der Ziel-cDNA, Decorin, Biglykan oder
Collagen-Typ l-alpha, (RT-PCR, PCR, 2.3.4) mit den entsprechenden spezifischen
Primern durchgefuhrt. Im gleichen Ansatz ist eine PCR des housekeeping-Gen, der
GAPDH, als internem Standard angefertigt worden, um eine Quantifizierung durch-

fuhren zu konnen.
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Abbildung 34 Decorin-mRNA-Expression 7 Tage post Ml nach Behandlung mit
dem ACE-Hemmer Ramiprii oder dem AT1-Antagonisten
Olmesartan

Ratten wurden wahrend 1 Woche vor Ml und wahrend 1 Woche nach MI Ramipril (1 mg/kg
Kdrpergewicht) oder Olmesartan (1 mg/kg Korpergewicht) behandelt. Gesamt-RNA wurde aus dem
Infarktgebiet und aus linken Ventrikeln operierter, nicht-infarzierter (scheinoperierter) Tiere 1 Woche
post Ml isoliert. 100 ng/ul RNA wurden mit dem Qiagen® OneStep RT-PCR-Kit bearbeitet und
Decorin-cDNA, sowie GAPDH-cDNA unter Verwendung spezifischer Primer ampilifiziert. Es erfolgte
eine elektrophoretische Auftrennung der Produkte in einem 2 %igen Agarosegel (unterer Teil der
Abbildung). Der obere Teil der Abbildung zeigt die densitometrische Auswertung (n=5-6,
Mittelwert + SEM; ***: p < 0,001; *: p < 0,05).
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Abbildung 35 Biglykan-mRNA-Expression 7 Tage post Ml nach Behandlung mit

dem ACE-Hemmer
Olmesartan

Ramipril

oder

dem AT1-Antagonisten

Ratten wurden wahrend 1 Woche vor Ml und wahrend 1 Woche nach MI mit Ramipril (1 mg/kg
Kérpergewicht) oder Olmesartan (1 mg/kg Koérpergewicht) behandelt. Gesamt-RNA wurde aus dem
Infarktgebiet und aus linken Ventrikeln operierter, nicht-infarzierter (scheinoperierter) Tiere 1 Woche
post Ml isoliert. 100 ng/ul RNA wurden mit dem Qiagen® OneStep RT-PCR-Kit bearbeitet und
Biglykan-cDNA, sowie GAPDH-cDNA unter Verwendung spezifischer Primer ampilifiziert. Es erfolgte
eine elektrophoretische Auftrennung der Produkte in einem 2 %igen Agarosegel (unterer Teil der
Abbildung). Der obere Teil der Abbildung zeigt die densitometrische Auswertung (n=5-6,

Mittelwert + SEM; ***: p < 0,001; **: p < 0,01).



Ergebnisse Seite 71

scheinoperierte Ratten n=ﬁ:|<

Placebo-behandelte Ratten n=6 S—p }

Ramipril-behandelte Ratten n=6 |—<m
Olmesartan-behandelte Ratten n=5 |—<xm J

0 " a0 1000
Collagen-mRNA / GAPDH-mRHNA
[%, normiert auf scheinoperiert]

scheinoperiert Placebho Standard
Collagen =
(F98 bhp) » - « 600 bp

GAPDH"™
(239 bp)

Abbildung 36  Collagen-Typ l-alpha-mRNA-Expression 7 Tage post MI nach
Behandlung mit dem ACE-Hemmer Ramiprii oder dem AT1-
Antagonisten Olmesartan

Ratten wurden wahrend 1 Woche vor Ml und wahrend 1 Woche nach MI mit Ramipril (1 mg/kg
Kérpergewicht) oder Olmesartan (1 mg/kg Koérpergewicht) behandelt. Gesamt-RNA wurde aus dem
Infarktgebiet und aus linken Ventrikeln operierter, nicht-infarzierter (scheinoperierter) Tiere 1 Woche
post Ml isoliert. 100 ng/ul RNA wurden mit dem Qiagen® OneStep RT-PCR-Kit bearbeitet und
Collagen-Typ I-alpha-cDNA, sowie GAPDH-cDNA unter Verwendung spezifischer Primer ampilifiziert.
Es erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der Produkte in einem 2 %igen Agarosegel (unterer
Teil der Abbildung). Der obere Teil der Abbildung zeigt die densitometrische Auswertung (n=5-6,
Mittelwert + SEM; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05).

Die Resultate der semiquantitativen PCR fur Collagen-Typ I-alpha-mRNA zeigten
eine deutliche Heraufregulation von 100 + 11 % in der Gruppe der operierten, nicht-
infarzierte (scheinoperierten) Tiere auf 404 £ 104 % in der Gruppe der placebo-
behandelten Tiere. Ein ahnlich stark ausgepragter Effekt konnte bei der semi-
quantitativen PCR fur Decorin-mRNA beobachtet werden (scheinoperierte Tiere:
100 £ 24 %; placebo-behandelte Tiere: 366 + 88 %), wohingegen bei dem Nachweis
der Expression der Biglykan-mRNA der starkste Anstieg sichtbar wurde (schein-
operierte Tiere: 100 + 13 %; Placebo-behandelte Tiere: 614 £ 134 %). Die
Erhohungen der mRNA-Expression aller drei EZM-Molekule waren signifikant im

Vergleich zu den scheinoperierten Tieren.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse, die aus der semiquantitativen PCR der

Gewebeproben aus dem Infarktgebiet der Herzen behandelter Tiere hervorgingen,
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zeigte sich, dass es keinen signifikanten Unterschied in der Expression der mRNA
von Biglykan, Decorin oder Collagen-Typ l-alpha in den mit Arzneistoffen
behandelten Tieren zu den placebo-behandelten Tieren gab. Weder der Einsatz des
ACE-Hemmers Ramipril, noch des AT1-Rezeptorantagonisten Olmesartan

veranderten die Expression eines der EZM-Molekdle.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der semiquantitativen PCR wurde das Northern-
Blot-Verfahren angewendet und die Gesamt-RNA von scheinoperierten Tieren,
placebo-behandelten Tieren sowie ramipril-behandelten Tieren analysiert. Wie in
Abbildung 37 dargestellt, konnte mit diesem Verfahren die erhohte Expression der
Decorin-mRNA 7 Tage post MI bestatigt werden. Eine Verminderung der Expression
unter der Behandlung mit Ramipril war, vergleichbar mit der semiquantitativen PCR,

auch mit diesem Verfahren nicht zu erkennen.
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Abbildung 37 Decorin-mRNA-Expression 7 Tage post Ml nach Behandlung mit
dem ACE-Inhibitor Ramipril

Ratten wurden wahrend 1 Woche vor und nach MI mit Ramipril (3 mg/kg Kdrpergewicht) behandelt.
Gesamt-RNA wurde aus dem Infarkigebiet von Rattenherzen 1 Woche post MI und aus nicht-
infarzierten linken Ventrikeln von Kontrolltieren isoliert. 20 ug Gesamt-RNA wurden mittels Northern-
Blot-Verfahren mit spezifischer, an [32P]-gekoppelter cDNA-Sonde fiir Ratten-Decorin radioaktiv
markiert. Das Signal flr Ratten-Decorin wurde auf die Gel-Beladung mit Hilfe der Ethidiumbromid-
Farbung der 28S RNA normiert. Daten sind dargestellt als Prozent der nicht-infarzierten Kontrollen
(Mittelwert + SEM; *: p < 0,05 errechnet mittels ungepaartem t-Test).
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4 Diskussion

4.1 Betrachtungen der verwendeten Methoden: zur Homogenitat
der Zellkultur und zum Sulfateinbau

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Charakterisierung der Expression
des Proteoglykans Biglykan in kultivierten kardialen Fibroblasten in vitro und der
Untersuchung der Expression der Proteoglykane Decorin und Biglykan in vivo nach

experimentell induziertem Ml in der Ratte.

Das Myokard besteht im Wesentlichen aus 2 Zellpopulationen: Myozyten, die vor
allem die Kontraktilitat des Myokards vermitteln und den gréfdten Beitrag zur Masse
des Myokards leisten, und den sogenannten Nicht-Myozyten, die einen Anteil von
zwei Dritteln an der Zahl aller Zellen des Myokards ausmachen. Die kardialen
Fibroblasten wiederum stellen 90% dieser Fraktion und sind somit die haufigsten
Zellen des Herzens (51). Sie sind verantwortlich fir die Synthese und Ablagerung
der EZM im Interstitum des Herzens. Die EZM bildet ein komplexes drei-
dimensionales Netzwerk aus Collagenfasern, in das kardiale Myofibrillen und
KapillargefalRe eingelagert sind. Zusatzlich zur Synthese von Collagen-Typ | und —
Typ lll produzieren kardiale Fibroblasten weitere EZM-Proteine wie Fibronektin,
Thrombospondin und Proteoglykane. Eine weitere sekretorische Funktion der
Fibroblasten im Gewebeverband des Herzens stellt die autokrine und parakrine

Freisetzung von Wachstumsfaktoren dar (46).

4.1.1 Reinheit der Kultur

Die Primarkultur der kardialen Fibroblasten wurde durch schrittweise enzymatische
Freisetzung der das Myokard bildenden Zellen aus zerkleinerten Myokardsticken
angelegt. Die Fibroblasten wurden aus dem Zellgemisch durch eine fraktionierte
Zentrifugation mit anschlieBenden Sedimentationsschritten isoliert. Trotz dieser
Verfahrensweise enthielt die Primarkultur noch einen geringen Anteil an Myozyten.
Das Ausmal® der Kontamination wurde mittels Immunfarbung von fur Myozyten
spezifischem sarkomeren Aktin auf ca. 10 % geschatzt. Da die Fibroblasten die

Hauptproduzenten der EZM-Molekule darstellen (18), kann davon ausgegangen
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werden, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proteoglykane zum weit

uberwiegenden Teil von den Fibroblasten gebildet wurden.

4.1.2 Radioaktive Markierung der Proteoglykane

Die Markierung der sezernierten PG durch Zusatz von [358]—haltigem anorganischem
Sulfat zu dem Kulturmedium ermoglichte den Nachweis von quantitativen Ver-
anderungen der Proteoglykan-Synthese. Das anorganische Sulfat wird metabolisch
in die N-Acetylglucosamin- und N-Acetylgalactosamin-Molekile der GAG-Ketten der
PG eingebaut. In den meisten Fallen ist ein Anstieg der Menge des neu
inkorporierten Radiosulfats auf eine Steigerung der Synthese von PG
zurlckzufuhren. Alternativ dazu kann aber auch eine Verlangerung der GAG-Ketten
oder ein erhdhter Sulfatierungsgrad der GAG-Ketten bei gleicher Anzahl an Kern-
proteinen hinter einem Anstieg der in die PG eingebauten Menge an Radiosulfat
verborgen sein. Veranderungen des Sulfatierungsgrades sind relativ selten, dagegen
kommen Verlangerungen oder Verkurzungen der GAG-Ketten haufiger vor. Ein
Beispiel ist die durch oxidiertes low density lipoprotein (oxLDL) induzierte Ver-
langerung der CS-Ketten von Biglykan in glatten Muskelzellen (13) oder die in dieser
Arbeit beschriebene Verlangerung der GAG-Ketten von Biglykan durch NO. In erster
Naherung hat sich allerdings die Bestimmung der Gesamt-PG-Sekretion als guter
Indikator fur Veranderungen der Expression erwiesen. Beispielsweise korrelierten in
dieser Arbeit die Stimulation des Radiosulfat-Einbaus durch Ang Il mit der Induktion
der mRNA-Expression von Biglykan und die Hemmung des [*°S]SO4*-Einbaus durch

NO mit einer Repression der mRNA von Biglykan.

4.2 Regulation der Proteoglykan-Sekretion und -Expression durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine

Die Bildung einer Infarktnarbe in vivo ist notwendig, um den Ersatz nekrotischen
Gewebes nach MI durch ein Gewebe zu gewahrleisten, welches der mechanischen
Beanspruchung wahrend der Kontraktion des Myokards gewachsen ist. Lange galt
der infarzierte Bereich als inertes Gebiet. Heute steht fest, dass auf alle Falle von
den Infarktrandbezirken biochemische Reize ausgehen, die regulieren, ob Zellen
repariert und umgewandelt oder aber zerstort werden, und dies beginnt bereits

wahrend der Ischamiephase. Nach wenigen Tagen werden Makrophagen in das
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Infarktgebiet gelockt, bestimmte Peptide aktiviert und freigesetzt, neue Blutgefalle
sprossen ein, Fibroblasten werden angelockt und proliferieren. In dieser frihen
entzundlichen Phase der Wundheilung wird unter dem Einfluss einer Vielzahl
regulierender Mediatorsubstanzen Granulationsgewebe gebildet. Bestandteil dieses
Granulationsgewebes sind Uber einen langen Zeitraum auch kardiale Fibroblasten,
die damit Faktoren ausgesetzt sind, die u.a. das sekretorische Verhalten beein-

flussen.

In der vorliegenden Arbeit wurden biochemische Reize verwendet, die relevant flr
die Umbauprozesse nach MI sein konnten und die grob in 4 Gruppen unterteilt

werden konnen:

(1) Wachstumsfaktoren (PDGF BB, TGF-R31), die ihre Signale Uber Wachs-
tumsfaktor-Rezeptoren vermitteln, deren Signalkaskade durch eine
Autophosphorylierung des Rezeptors mit anschlieBender Aktivierung einer

Vielzahl von Effektorproteinen ablauft;

(2) Liganden an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Es wurde sowohl
Ang Il untersucht, ein Ligand an AT1- und AT2-Rezeptoren, als auch
Thrombin, das proteolytisch Protease-aktivierte Rezeptoren vom Subtyp 1-4
aktiviert. Nach Bindung des Agonisten dissoziieren die G-Proteine von dem
eigentlichen Rezeptorprotein ab und aktivieren fur den Rezeptor, das G-
Protein oder die jeweilige Zelle spezifische Effektorproteine. Die GPCR
werden anschliellend durch die Bindung von Arrestin abgeschaltet und evt.

internalisiert;

(3) Zytokine (TNF-alpha, IL-1B), die an Zytokinrezeptoren binden. Nach der
Bindung an die Rezeptoren aktivieren diese uber I6sliche Protein-Tyrosin-
Kinasen den weiteren Signalweg. Dieser kann von Zellpopulation zu Zell-

population unterschiedlich sein;

(4) NO, das die meisten seiner Wirkungen Uber eine direkte Aktivierung der
Guanylatzyclase (GC) und zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)

vermittelt.
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Abbildung 38 Schematische Darstellung der verschiedenen Signalwege der
verwendeten Reize

Im Hinblick auf die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse und deren Diskussion sind die unter-
schiedlichen Signalwege nicht im Detail von Bedeutung, sie sind daher in grau gehalten. Wichtige
Aspekte erscheinen in schwarz.
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Legende zu Abbildung 38: Ubersicht Gber die verschiedenen Signaltransduktionwege
der verwendeten Reize

TGF-R Rez. I/ll: TGF-R-Rezeptorsubtyp l/ll; GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor; PDGF Rez.a/f:
PDGF-Rezeptorsubtyp a/B; TNF-Rez.1: TNF-Rezeptor Typ 1; PLC, bzw. PLCy: Phospholipase C,
TRADD: TNF receptor-associated death domain; TRAF2: TNF receptor-associated factor 2; FADD:

Fas-associated death domain; MAPK: mitogen activated protein kinase;, MAPKK: mitogen activated
protein kinase kinase

Die Wahl fiel auf diese vier Typen von Reizstoffe, weil so der Einfluss unter-
schiedlicher Rezeptorsysteme und Signaltransduktionswege auf die Regulation der
Synthese von Proteoglykanen untersucht werden konnten. Im Folgenden wird die
Signaltransduktion der Stimuli und ihre Relevanz fur Umbauprozesse des Myokards

kurz zusammengefasst.

4.2.1 PDGF BB, TGF-R1
(siehe Abbildung 38)

Im zeitlichen Ablauf der Umbauprozesse sind die in das Infarktgebiet einwandernden
Fibroblasten einem Gemisch von Wachstumsfaktoren und Zytokinen ausgesetzt.
Das vermehrte Vorkommen von PDGF im Myokard nach Infarkt ist in der Literatur
nicht beschrieben, jedoch ist bekannt, dass PDGF sowohl in Blutproben von MI-
Patienten (52) als auch in transplantierten menschlichen Herzen verstarkt exprimiert
wird. Bei der Autopsie von 20 transplantierten Herzen war PDGF in allen Herzen
nachweisbar, wobei die Starke der Expression in den Herzen ausgepragter war, die
zuvor einer globalen Ischamie ausgesetzt waren. Es konnte bei der Untersuchung
festgestellt werden, dass PDGF vor allem im Interstitium und haufig mit Makro-

phagen assoziiert vorlag (53).

PDGF ist eine Familie von Wachstumsfaktoren, die aus zwei verschiedenen
Proteinketten (A und B) bestehen. Die Proteinketten kbnnen in den drei moglichen
Kombinationen (AA, AB, BB) uber Disulfid-Bricken miteinander verbunden sein. Sie
binden sich je nach Zusammensetzung an unterschiedliche PDGF-Rezeptoren. Die
PDGF-Rezeptoren stellen homo-, bzw. heterodimere Rezeptorproteine aus den
Untereinheiten a und B dar. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Isoform des
PDGF besteht aus zwei B-Ketten (PDGF BB) und bindet mit gleicher Affinitat an alle

drei moglichen Rezeptorsubtypen aa, af und .
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Die Regulation von TGF-31 im infarzierten Myokard ist besser untersucht. So ist die
Expression der TGF-R1-mRNA 10 Tage (54) wie auch 4 Wochen nach MI bei der
Ratte deutlich erhdht, ebenso wie die Dichte des TGF-R1-Rezeptors (55). Der
Anstieg der TGF-R1-mRNA geht zeitlich einem Anstieg der mRNA von Collagen-
Typ | voraus, so dass vermutet wird, dass TGF-B1 eine wichtige Rolle in den

fibrotischen Umbauprozessen nach Ml spielt.

Die TGFs sind eine Familie von Polypeptiden, die ihren Namen der Tatsache
verdanken, dass sie den Phanotyp von Zellen transformieren kénnen. Es wurden
zwei strukturell verschiedene TGFs identifiziert, TGF-a und TGF-B, wobei TGF-a in
biologischer und struktureller Hinsicht einer anderen Klasse von Wachstumsfaktoren
zuzuordnen ist. Bei TGF- handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, der an
Umbauprozessen von Geweben (z.B. MI) und an Wundheilungsprozessen beteiligt
ist. Wahrend er fur einige Zelltypen einen Wachstumsinhibitor darstellt, kann TGF-R
in Zellen mesenchymaler Herkunft auch eine proliferationsfordernde Wirkung
entfalten (24). Eine wichtige Funktion liegt in der Regulation der EZM-Akkumulation
durch Induktion der Expression einer Vielzahl von EZM-Molekilen sowie der
Hemmung des proteolytischen EZM-Abbaus. Es sind drei Isoformen des TGF-R3
bekannt: TGF-B1, -R2 und -R3. Die biologisch aktiven Peptide binden am TGF-R-
Rezeptor-Typ Il. Der Komplex aus Rezeptor-TypIl und TGF-B rekrutiert
anschlieend den TGF-R-Rezeptor-Typ I. Die Aktivierung des TGF-[3-Rezeptor-Typ |
durch den Rezeptor-Typ Il ermdglicht weiterfUhrend eine Phosphorylierung von
Smad, das in den Zellkern wandert und die Transkription einer Vielzahl von Genen
steuert. Alternativ werden noch weitere unterschiedliche Kinasen aktiviert (zur Uber-
sicht: (56)).

In der Zellkultur sind die eingesetzten Wachstumsfaktoren wie TGF-31 und
PDGF BB wichtige Faktoren. PDGF ist ein bekanntes Mitogen in kardialen
Fibroblasten, TGF-R1 konnte als Induktor der Collagen-Typ I-Expression ermittelt
werden (46).
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Kardiale Fibroblasten, gewonnen aus neonatalen Ratten, besitzen auf ihrer Zell-
oberflache sowohl Rezeptoren fir PDGF BB (46) als auch fur TGF-R1 (57). Fur
beide Wachstumsfaktoren ist in der Literatur belegt, dass sie neben der Steigerung
der Proliferation (58) auch eine Erhdhung der Collagen-Synthese in kardialen
Fibroblasten verursachen (59). Es ist bislang wenig bekannt Uber den Einfluss dieser
Wachstumsfaktoren auf die Regulation der PG-Synthese in kardialen Fibroblasten.
In anderen Zellen jedoch, wie z.B. glatten Gefallimuskelzellen (VSMC), konnte
gezeigt werden, dass sowohl PDGF als auch TGF-31 die Proliferation sowie die
EZM-Synthese erhdhen konnen (47), (48). Zusatzlich ist TGF-R1 ein potenter
Stimulator der Biglykan-Expression in humanen Osteosarkoma-Zellen (MG63) (60).
Es blieb bislang aber im Dunkeln, wie TGF-31 die Biglykan-Expression steigert, denn
es konnte weder eine Zunahme der Aktivitat des humanen Biglykan-Promotors noch
eine Verlangerung Lebensdauer der mRNA von Biglykan im Zytoplasma festgestellt

werden.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass TGF-R1 und PDGF BB beide zu einer
ausgepragten Induktion der PG-Sekretion in kardialen Fibroblasten flhren. Die
konzentrationsabhangige Steigerung der Sekretion von PG konnte ein Hinweis
darauf sein, dass beiden Wachstumsfaktoren auch in vivo eine Bedeutung fur die
Regulation der PG-Expression z.B. im Rahmen von Umbauprozessen nach Ml

zukommt.

PDGF BB ist in seiner Effektivitat und der Zuverlassigkeit, mit der ein Wachstumsreiz
ausgelost werden kann, mit FKS vergleichbar. Da Letzteres aber chemisch nicht
definiert ist, wurde in den nachfolgenden Experimenten PDGF BB als Standardreiz

eingesetzt und die Effekte anderer Faktoren auf den PDGF BB-Effekt bezogen.

4.2.2 TNF-alpha, IL-1B
(siehe Abbildung 38)

Kardiale Fibroblasten konnten als Quelle von IL-13 und TNF-alpha sowohl in vitro

(61), als auch in vivo nach Ischamie im Myokard identifiziert werden (62).

TNF-alpha ist ein wichtiger Mediator im Hinblick auf Apoptose, Entzindungs-
geschehen und Antwort des Immunsytems. Die Beteiligung des Zytokins an der

Pathogenese einer Reihe von Krankheitsbildern wie z.B. rheumatoider Arthritis,
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Krebs und Ml ist gesichert. Das TNF-Peptid liegt als Homotrimer vor und kann seine
Effekte durch Bindung an zwei verschiedenen Rezeptoren, dem TNF-Rezeptor-Typ |
(TNF-RI) oder —Typ Il, vermitteln. Dabei werden die meisten der bekannten bio-
logischen Funktionen durch den TNF-RI initiert, dessen Signalkaskade im
Wesentlichen in der Aktivierung zweier Transkriptionsfaktoren mindet: nuclear factor
kB (NF-kB) und c-Jun NHa-terminal kinase (JNK). Die dorthin fuhrenden Stufen der
Signalkaskade sind sehr komplex. Es sei nur erwahnt, dass nach der Bindung des
TNF-Trimers an den Rezeptor dieser auch trimerisiert und inhibierende Proteine von
dem Rezeptor dissoziieren. Dadurch wird die Bindung von Adapterproteinen (TNF
receptor-associated death domain (TRADD)) an den zytosolischen Anteil des
Rezeptors moglich. Diese Domanen bieten Bindungsstellen fur weitere Proteine, die

fur die Initiation von Signalen verantwortlich sind.

IL-113 gehort wie TNF-alpha zu den proinflammatorischen Zytokinen. IL-1R vermittelt
seine Effekte Uber einen spezifischen IL-1-Rezeptor. Der IL-1-Rezeptor ist mit den
TNF-Rezeptoren insofern verwandt, als er selbst keine Enzymaktivitat hat, jedoch
nach seiner Aktivierung am zytoplasmatischen Anteil Assoziationsstellen fur

zytoplasmatische Tyrosinkinasen bietet.

Fir beide vorgestellten Zytokine wird vermutet, dass sie in vivo das Uberleben von
Zellen im Myokard wahrend der Ischamiephase gulnstig beeinflussen (63). So lag es
nahe, in dieser Untersuchung die Zytokine TNF-alpha und IL-1R einzusetzen und
ihren Effekt auf die Proteoglykan-Synthese zu messen. Auf diese Weise sollten
Anhaltspunkte dafir gewonnen werden, ob mdglicherweise Zytokine an der
veranderten Synthese-Leistung von PG und EZM in vivo nach Infarkt beteiligt sind.
Das Resultat der Untersuchung zeigt, dass TNF-alpha nur einen schwach

steigernden, IL-113 keinen Effekt auf die Sekretion der PG hervorrief.
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Drei Erklarungsmaglichkeiten sollen erwahnt werden:

1-Der Befund bedeutet nicht, dass TNF-alpha und IL-13 die Synthese nicht oder nur
schwach stimulierten, da in vivo die Gesamtmenge von PG nicht nur von der
Synthese sondern auch von deren Abbau bestimmt wird (64). Mit den in vitro-
Untersuchungen dieser Arbeit kann lediglich eine Aussage zur Syntheseleistung
getroffen werden. Es kdnnte also durchaus sein, dass Zytokine Uber eine Abbau-

hemmung die PG-Gesamtmenge erhdhen.

2-Es muss darauf hingewiesen werden, dass in dieser Untersuchung keine
spezifizierende Analyse der Einzelkomponenten der EZM erfolgt. Es kann nicht aus-
geschlossen werden, dass an kardialen Fibroblasten ahnlich wie an humanen Brust-
karzinomzellen (T47D) (60) und Endothelzellen (65) die Synthese von Biglykan
vermindert ist, daflir aber die Synthese von z.B. Collagen kompensatorisch erhéht

ist.

3-Die Aussagekraft der hier vorgestellten Ergebnisse ist durch die Tatsache
beschrankt, dass in vivo zahlreiche Faktoren anwesend sind, die im Einzelnen nicht
spezifiziert sind, die den Effekt von Zytokinen mal3geblich mitbestimmen konnten.
Einen ersten Schritt auf dem Weg, die in vivo-Situation adaquat abzubilden, stellt die
Kombination von PDGF BB mit TNF-alpha, bzw. TGF-31 mit TNF-alpha dar.

Interessanterweise steigerte TNF-alpha in der Kombination mit PDGF BB
synergistisch die Sekretion von PG. Dieses Phanomen trat allerdings in der
vorliegenden Starke nur auf, wenn die kardialen Fibroblasten eine 24-stundige
Vorinkubation mit TNF-alpha erfuhren. Ein mdglicher Erklarungsansatz ware, dass
TNF-alpha, als erster Stimulus nach 48 Stunden Serumentzug zur Zellkultur
gegeben, einen genomischen Effekt verursacht haben kdnnte, der die Wirkung von
PDGF BB verstarkte. Dieser Effekt war spezifisch fur PDGF BB, da das gleiche
Experiment mit der Kombination von TGF-R1 mit TNF-alpha keinen Synergismus

zeigte.

PDGF BB und TGF-R1 Iésen Uber vollig unterschiedliche Signaltransduktionswege
Effekte auf Zellen aus. TGF-31 verandert die Transkription Uber Smad, wahrend
PDGF BB typische Tyrosinkinase-Rezeptoren aktiviert und nachfolgend u.a. Uber
Proteine wie Ras, Raf und MAPKK Veranderungen der Transkription induzieren.

Welche spezifischen Signalwege fur die Induktion der Biglykan-Expression durch
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PDGF BB in anderen Zellen wie z.B. VSMC verantwortlich sind, ist noch nicht
ausreichend untersucht worden. Daher kann bei dem derzeitigen Wissensstand
auch noch nicht daruber spekuliert werden, auf welcher Stufe der PDGF-Rezeptor-
Signaltransduktion der Synergismus mit den durch TNF-alpha initiierten Signalwegen
ausgelost wird. In zukunftigen Untersuchungen soll diesen Fragen aber
nachgegangen werden, da ahnliche Interferenzen zwischen verschiedenen Wachs-
tumsfaktoren, Hormonen und Zytokinen fur die Pathophysiologie des MI und der
anschlieBenden Vernarbung und Hypertrophie des Herzens eine grol3e Rolle spielen

konnten.

4.2.3 Thrombin
(siehe Abbildung 38)

Thrombin, bekannt als Faktor lla der Blutgerinnungskaskade, wurde bislang im
zellularen Geschehen nach MI wenig Bedeutung beigemessen. Interessanterweise
zeigte eine aktuelle Studie an humanen Plasmaproben, die MI-Patienten 5 Jahre
nach MI entnommen wurden, dass nach diesem Zeitraum eine erhdhte Thrombin-
bildung vorlag, was einen Hinweis auf eine Aktivierung des Gerinnungssystems
darstellt (66). Dem Befund, dass Thrombin in kultivierten kardialen Fibroblasten die
PG-Sekretion induziert, konnte daher moglicherweise auch eine klinische Bedeutung
zukommen. Die Untersuchung von Thrombineffekten in kardialen Zellen ist
interessant, da akut wahrend des MI und in der Zeit danach eine Vielzahl von
Proteasen aktiviert werden. Unter diesen Proteasen finden sich lysosomale Enzyme,
die aus nekrotischen oder apoptotischen Zellen freigesetzt werden, z.B. Serin-
proteasen wie Cathepsin G und Proteinase 3, die aus Leukozyten freigesetzt werden
konnen, und Elastase, Matrix-Metalloproteasen (MMP), membranstandige MMPs
(MT-MMP) sowie Gerinnungsfaktoren, die neben Thrombin zu einer Aktivierung von

Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR) fihren konnten.

Thrombin selbst vermittelt seine zellularen Effekte durch Protease-aktivierte, G-
Protein-gekoppelte (GPCR) Rezeptoren (PAR). PAR-1 ist bislang der einzige
Rezeptor der PAR-Familie, der in kardialen Fibroblasten funktionell nachgewiesen
werden konnte. In diesen Zellen fuhrte seine Aktivierung durch Thrombin zu einer
erhdhten DNA-Synthese. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die PAR-1-

Aktivierung zu einer Transaktivierung des epidermal growth factor receptor (EGF-
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Rezeptor) (67) fuhrte. Der Einfluss von Thrombin auf die Collagen-Synthese ist in
Fibroblasten unterschiedlicher Herkunft mehrfach untersucht (68), (69), (70), der
Einfluss auf PG bislang nicht. Thrombin erhdht die mRNA-Expression von Pro-

collagen-Typ l-alpha. Damit hat es einen ahnlichen Effekt wie PDGF.

In der vorliegenden Arbeit steigert Thrombin die Sekretion von PG in das Kultur-
medium. Diese vermehrte PG-Sekretion kann nicht bedingt sein durch die (fur
Thrombin nachgewiesene) Steigerung der Collagen-Synthese, da Collagen bei der
Aufreinigung der PG-Fraktion entfernt wird. Bei dem jetzigen Stand der Unter-
suchung kann nichts zur Natur des zusatzlich gebildeten PG ausgesagt werden.
Maglicherweise eroffnet sich hier ein Weg, durch PAR-1-Antagonisten eine patho-

logisch gesteigerte Expression von EZM zu korrigieren.

Der Einsatz des selektiven PAR-1-Agonisten (SFLLRNP) verursachte einen
vergleichbaren Effekt, so dass vermutet werden kann, dass der Thrombineffekt auf
die PG-Sekretion durch den PAR-1-Rezeptor vermittelt wird. Da Collagen-Typ I-
alpha und PG in fibrotischen Geweben vermehrt vorliegen, ware es interessant zu
untersuchen, ob eine Inaktivierung von Thrombin die Fibrosierung des Myokards

gegebenenfalls vermindern kann.

4.2.4 Stickstoffmonoxid
(siehe Abbildung 38)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein frei diffundierendes, kurzlebiges Gas, welches durch
die Familie der NO-Synthasen (NOS) generiert wird. Zu dieser gehdren die
konstitutiv exprimierte neuronale NOS (nNOS), die endotheliale NOS (eNOS) sowie
die unter anderem durch Zytokine induzierbare NOS (iNOS). NO wird durch die
enzymatische Aktivitat der NOS aus L-Arginin freigesetzt und kann durch Zell-
membranen diffundieren. Die meisten physiologischen Vorgange werden durch eine
Aktivierung der Guanylatcyclase (GC) hervorgerufen, die ihrerseits durch die Bildung
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) als second messenger
verschiedene Zielproteine aktivieren kann. Neben dieser Mdoglichkeit der

Signaltransduktion durch NO werden weitere diskutiert:

(1) NO soll indirekt oder direkt Ras, ein G-Protein des MAP-Kinase-Signalweges,

aktivieren (71).
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(2) NO soll die Proteinkinase-C-Aktivitat hemmen (72) oder steigern (73).

(3) NO soll die Janus-Kinasen (JAK), eine weitere Klasse von Proteinkinasen,

beeinflussen (74).

(4) NO soll die Proliferation von glatten Muskelzellen aus der Aorta von Ratten
durch die Hemmung des Arginin-Polyamin-Weges hemmen (75), der ein von

cGMP unabhangiger Signalweg ist.

Den vielfaltigen Signalwegen, die von NO beeinflusst werden, entspricht eine Vielfalt
von Funktionen. NO verhindert die Freisetzung von Prostanoiden im infarzierten
Myokard (76), die Plattchenaggregation und die Leukozytenadhasion (77), erhalt die
Undurchlassigkeit von Gefallen (78) und hemmt die Proliferation von glatten
Gefallmuskelzellen (50). Wichtig fur diese Arbeit waren Hinweise auf eine Reduktion
der GroRRe des Ischamiegebiet nach MI durch NO (79). Untersuchungen an eNOS-
knockout-Mausen bestatigten diese klinische Beobachtung. Bei eNOS-knockout
Tieren war ein groRerer Bereich des Herzmuskels vom Infarkt betroffen (80) und die
kompensatorische Heraufregulation der iINOS war ausgepragter (81) als bei den
Wildtypen. Nach experimentell induziertem MI sollen aktivierte Makrophagen die

Hauptquelle von NO darstellen (82).

Die Beeinflulung der Synthese von EZM-Molekule durch NO wurde bereits
untersucht. Zum Beispiel verminderte sich die Collagenproduktion von Fibroblasten
aus der Haut Uber einen cGMP-abhangigen Weg durch NO (49) oder es erhdhte sich
die Biglykan-Expression bei Einsatz des NOS-Inhibitors L-NAME in der Cyclosporin-
geschadigten Niere von Ratten (83).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss von NO auf die PDGF-
stimulierte Sekretion von PG und auf die PDGF-stimulierte mRNA-Expression von
Biglykan in kardialen Fibroblasten. Es konnte gezeigt werden, dass NO freigesetzt
von NO-Donoren (unabhangig von der substanzspezifischen Freisetzungs-
geschwindigkeit) die Sekretion von PG konzentrationsabhangig senkt. Dabei konnte
ausgeschlossen werden, dass bei der Verwendung von nicht-maximal wirksamen
Konzentrationen der NO-Donoren zell-toxische oder proliferationshemmende
Wirkungen die PG-Sekretion beeinflussten. Die mRNA-Expression von Biglykan,
welches das vorherrschende PG der neonatalen, kardialen Fibroblasten darstellt,

wurde im Verlauf von 24 Stunden nach Zugabe des NO-Donors deutlich gehemmit.
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Diese Befunde stehen im Einklang mit einer Untersuchung, derzufolge NO, ebenfalls
unabhangig von der Freisetzungshalbwertzeit des NO-Donors, in Chondrozyten aus
dem Gelenkknorpel von Kaninchen konzentrationsabhangig die durch insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) stimulierte PG-Sekretion in das Kulturmedium senkte (84).

In kardialen Fibroblasten vermindert NO nicht nur die mRNA-Expression von
Biglykan, sondern erhéht das Molekulargewicht dieses PGs durch eine Verlangerung
der GAG-Ketten. Die Verlangerung der GAG-Ketten konnte von erheblicher
pathophysiologischer Bedeutung sein. Zumindest konnte an VSMC aus Aorten von
Affen gezeigt werden (13), dass ein wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung
atherosklerotischer Veranderungen, namlich oxidiertes low density lipoprotein
(oxLDL), das Muster der GAG-Ketten der an der EZM beteiligten PG verandert.
Moglicherweise liegt also den pathologischen GefalBwandveranderungen nicht oder
nicht nur eine Verschiebung der verschiedenen an der EZM beteiligten PG zugrunde
sondern moglicherweise auch eine Veranderung der GAG-Ketten, die die
Eigenschaften des betroffenen PG modulieren. Eine solche Eigenschaft kdnnte die
Affinitat der PG fur natives LDL sein. Eine andere ware das Bindungsvermogen fur
Wachstumsfaktoren. Fur Biglykan und Decorin ist bekannt, dass sie Wachs-
tumsfaktoren (TGF-R1) binden und damit inaktivieren kdnnen (85). Moglicherweise
andert sich das Bindungsvermégen von Decorin und Biglykan durch die Anderung

der GAG-Ketten. Hierfur liegen im Augenblick keine experimentellen Belege vor.

Die vorliegende Untersuchung wirft die Frage auf, ob auch kardiale Fibroblasten
unter dem Einfluss von NO PG mit einem hdheren Molekulargewicht und dadurch
veranderten funktionellen Eigenschaften synthetisieren. Da nach MI sowohl die
Expression der iNOS als auch von Biglykan erhoht ist, konnte die Regulation der

Expression und des Molekulargewichtes des Biglykan auch in vivo relevant sein.

4.2.5 Angiotensin Il
(siehe Abbildung 38)

Nach MI kommt es neben einem ausgepragten fibrotischen Umbau der Infarktnarbe
zu einer Hypertrophie und interstitiellen Fibrose des nicht-infarzierten Myokards (86).
Aus zahlreichen Studien geht hervor, dass das Renin-Angiotensin-System (RAS) in

diese Prozesse involviert ist. Der Einsatz von ACE-Hemmern fihrte zu einer
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deutlichen Reduktion der Bildung fibrotischen Gewebes, wobei zudem gezeigt
werden konnte, dass sowohl ACE-Hemmer als auch AT1-Rezeptorantagonisten die

Infiltration von Makrophagen und Fibroblasten reduzieren konnten (87).

Ang Il vermittelt seine Effekte durch den AT1- und den AT2-Rezeptor, wobei es sich
bei beiden um GPCR handelt. Sowohl die Funktion als auch die Signaltransduktion
des AT1-Rezeptors ist in der Literatur ausflhrlich beschrieben. Im adulten
Organismus ist der AT1-Rezeptor weit verbreitet exprimiert, wohingegen sich die
Expression des AT2-Rezeptors im adulten Organismus auf einem sehr niedrigen
Niveau im Wesentlichen auf die Nebenniere und das Gehirn beschrankt. Nach
einem ischamischen Ereignis im menschlichen Herzen aber steigt die Rezeptor-
dichte des AT2-Rezeptors deutlich an (88), was fur eine Rolle des AT2-Rezeptors
bei der Reaktion des Myokards auf eine ischamische Schadigung und die nach-
folgenden Prozesse hinweist. Der AT2-Rezeptor wird vor allem mit Regenerations-

und Wundheilungsprozessen in Verbindung gebracht (89).

Die Zellkultur der kardialen Fibroblasten, isoliert aus den Ventrikeln neonataler
Ratten, stellt ein anerkanntes Modell zur Untersuchung des Einflusses des RAS auf
die Expression von EZM-Molekulen (90), (91) in vitro dar. Wie zuvor schon anhand
von Studien an Patienten ausgefuhrt, ist nach ischamischen Ereignissen des
Myokards in vivo die Expression des sonst hauptsachlich in der embryonalen
Entwicklungsphase exprimierten AT2-Rezeptors (92) erhdht (93). Die Bedingungen
zur Kultivierung und Gewinnung der Zellen wurde mit Bedacht so gewahlt, dass die
in dieser Arbeit verwendeten Zellen sowohl den AT1- als auch den AT2-Rezeptor
exprimierten. Daher konnte das oben genannte Zellmodell fur Untersuchungen von
Ang ll-vermittelten Effekten verwendet werden, bei denen das Zusammenspiel von
AT1- und AT2-Rezeptoren von Interesse war. Um die Existenz beider Ang lI-
Rezeptorsubtypen in der Zellkultur zu gewahrleisten, wurden Herzen neonataler
Ratten verwendet, die ein Alter zwischen 2 und 3 Tagen hatten, da beide Rezeptor-
subtypen in diesem Alter am starksten exprimiert werden (94), (95). Somit handelt es
sich bei dem beschriebenen Effekt von Ang Il um Wirkungen, die sich aus der
gleichzeitigen Stimulation beider Rezeptorsubtypen ergeben koénnten. Interessan-
terweise wurde in vielen experimentellen Ansatzen gezeigt, dass der AT2-Rezeptor

ein Gegenspieler des AT1-Rezeptors sein kann. Zuerst wurde dieser funktionelle
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Antagonismus beider Rezeptorsubtypen in Bezug auf die Proliferation von mikro-

vaskularen Endothelzellen beschrieben (45).

Die Regulation der EZM durch das RAS ist sowohl in VSMC als auch in kardialen
Fibroblasten aus adulten und neonatalen Ratten untersucht worden. In in vitro und in
vivo Studien wurde beschrieben, dass Ang Il, vermittelt durch den AT1-Rezeptor, die
Collagen-Expression durch VSMC und die Collagen-Akkumulation in der GefalRwand
der Ratte erhoht (96), (97). Angll vermag ebenso die Produktion von PG in
kultivierten VSMC der Ratte zu stimulieren (98).

Die Untersuchungen zur Regulation der EZM in kardialen Fibroblasten durch Ang II
beschrankten sich bislang vor allem auf die Synthese und mRNA-Expression von
Collagen-Typ | und -Typ lll sowie Fibronektin. Zur Regulation von PG in diesem
Zelltyp durch Ang Il ist bislang nichts bekannt. In der vorliegenden Arbeit konnte
durch metabolischen Einbau von Radiosulfat in die GAG-Ketten der PG gezeigt
werden, dass Ang |l die Sekretion der PG durch den AT1-Rezeptor vermittelt
induzierte. Da Biglykan nachweislich das dominierende PG ist, das von kardialen
Fibroblasten aus neonatalen Rattenherzen synthetisiert wird, wurde anschliel3end
der Einfluss von Ang Il auf die mRNA-Expression von Biglykan untersucht. Auch die
Induktion der mRNA-Expression wird durch den AT1-Rezeptor vermittelt. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit jenen an VSMC (99) und werfen die Frage auf,
welcher der bekannten Signaltransduktionswege des AT1-Rezeptors diesen Effekt in

kardialen Fibroblasten hervorrufen kbnnte.

In der Literatur sind zahlreiche Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung von Wachs-

tumsfaktor-Rezeptoren an AT1-Rezeptor-vermittelten Effekten zu finden.

Bekannt ist fir humane VSMC, dass eine AT1-Rezeptor-Stimulation zur Freisetzung
von TGF-B1 fuhrt (siehe Abbildung 38), welche parakrin/autokrin die Collagen-
Expression und -Synthese erhoht (37). Daneben wird dartber berichtet, dass Ang Il
in VSMC Wachstumsfaktoren (PDGF, bFGF) freisetzen kann und diese dann

parakrine Effekte verursachen (100).

Neben einer durch Ang lI-Stimulation erfolgten Freisetzung von TGF-31, PDGF oder
bFGF wird eine Transaktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren durch den AT1-

Rezeptor diskutiert. Eguchi et al. (101) zeigten, dass in VSMC nach Ang ll-
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Stimulation die Phosphorylierung des epidermal growth factor (EGF)-Rezeptors

induziert wurde, ohne dass EGF im extrazellularen Medium vermehrt vorhanden war.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob die erhdhte PG-Sekretion und
Biglykan-mRNA-Expression in kardialen Fibroblasten durch eine autokrine Frei-
setzung von Wachstumsfaktoren als Reaktion auf die AT1-Rezeptor-Aktivierung
ausgelost wird. Der Einsatz von neutralisierenden Antikorpern gegen PDGF, bFGF
und TGF-R1 zeigt nur bei Neutralisierung von TGF-R31 eine Hemmung der Ang ll-
induzierten PG-Sekretion. Dies ist ein Hinweis darauf, dass TGF-31 in die Ang ll-
induzierte Biglykan-Expression involviert ist. Im Folgenden wurde mit Hilfe eines
ELISAs fur TGF-B1 eine erhohte TGF-B1-Konzentration im Kulturmedium nach
Ang lI-Stimulation festgestellt, die durch Verwendung des AT1-Rezeptor-Ant-
agonisten Losartan zu hemmen war. Da der AT2-Rezeptor-Antagonist PD123177
keinen Effekt auf die gesteigerte TGF-R1-Konzentration hatte, liegt der Schluss
nahe, dass Ang Il die PG-Sekretion und die Biglykan-mRNA-Expression durch eine

AT1-Rezeptor-vermittelte autokrine Freisetzung von TGF-31 erhoht.
Zusammenfassend ist festzuhalten,
» dass Ang Il vermittelt Uber TGF-31 eine Anderung der EZM bewirkt,

» dass dieser Effekt von Ang Il auf TGF-R1 beschrankt ist, d.h. es kommt nicht zu

einer vermehrten Freisetzung von PDGF oder bFGF

» dass dieser Effekt ausschlieRlich Uber den AT1-Rezeptor ausgeldst wird.

4.3 Analyse der EZM-Expression nach Myokardinfarkt der Ratten

Im gesunden, nicht-infarzierten Herzen ist ein Gerust aus interstitieller extrazellularer
Matrix (EZM) vorhanden, das sowohl der Verankerung der kardialen Myozyten im
Gewebeverband dient, als auch ein dreidimensionales Netzwerk darstellt, in das

Kapillargefal3e eingelagert sind.

Nach MI kommt es neben einem ausgepragten fibrotischen Umbau der Infarktnarbe
zu einer reaktiven Hypertrophie des nicht-infarzierten linken Ventrikels mit
verminderter koronarer Durchblutung, mit verminderter kapillarer Durchlassigkeit und
einer interstitiellen Fibrose (86), (102). Diese fibrotischen Umbauprozesse kénnen

u.a. zu einer eingeschrankten Dehnbarkeit des Myokards fuhren und so die
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diastolische Herzfunktion und Kontraktilitdt beeintrachtigen (103). Die Synthese und
der Umbau der EZM wird malRgeblich von interstitiellen Myofibroblasten ausgefuhrt

(104), die zudem Quelle verschiedener Wachstumsfaktoren sind.

4.3.1 Charakterisierung von EZM-Molekiilen nach Myokardinfarkt

Zu den in der Literatur gut beschriebenen Bestandteilen der EZM, die nach MI einer
veranderten Expression unterliegen, gehoren v.a. Collagen-Typ | und -Typ Il (105).
Belegt ist ebenso die Tatsache, dass Angll und TGF-R1 malgeblich an der
Induktion der Collagene beteiligt sind (106). So konnte in einer Studie an infarzierten
Rattenherzen, die 8 Wochen nach dem Setzen des Infarktes enthommen wurden,
festgestellt werden, dass die erhdhte mRNA-Expression und die erhohte Protein-
Expression von TGF-B31 mit der vermehrten Collagen-Typ I-Expression korrelierten
(107). Eine weitere Untersuchung an infarzierten Rattenherzen zeigte, dass 7 Tage
nach MI im infarzierten Gebiet sowohl eine vermehrte Expression der mRNA von
Decorin (108), als auch der mRNA von Biglykan vorlag (7). PG wie Decorin und
Biglykan koénnen bekanntermalien die Fibrillogenese von Collagen (109) und
Fibronektin modulieren, sowie die TGF-R1-Aktivitat beeinflussen, womit sie von

Interesse fur die Umbauprozesse nach Ml sind.

Die Befunde der Literatur zu einer erhohten Collagen-Expression im infarzierten
Gewebe konnen in der vorliegenden Arbeit durch den histochemischen Nachweis
von Collagen in der Infarktnarbe sowie der erhohten Collagen-Typ I-mRNA-
Expression bestatigt werden. Da Yamamoto et al. (7) eine Co-Lokalisation von
Biglykan mit Collagen-Typ | im Myokard nach MI vermuten und in anderen Systemen
eine Co-Lokalisation von Decorin mit Collagen zeigten, wurden immun-
histochemische Farbungen durchgefiihrt. Dabei kann in der Ubersichtsaufnahme
gezeigt werden, dass in direkter Nachbarschaft der Infarktnarbe deutliche Signale fur
das PG Decorin zu sehen sind. Dieses Resultat steht im Einklang mit eigenen
Befunden und mit Befunden aus der Literatur, die zeigen, dass die mRNA von

Decorin 7 Tage post Ml deutlich induziert ist (108).

Als Quelle fur die Proteoglykane kommen prinzipiell Fibroblasten, die in ihrem
aktivierten Zustand in der Infarktnarbe des menschlichen Myokards
alpha Glattmuskelaktin (aSMA)-positiv sind (110), (104), Myozyten und Makro-
phagen in Frage. Myozyten kdonnen anhand ihrer Morphologie leicht von Makro-



Diskussion Seite 90

phagen und Fibroblasten unterschieden werden. In Ubereinstimmung mit den
Angaben der Literatur kdnnen zahlreiche Makrophagen, die mittels ED-1-Antikorpern
identifiziert wurden, im Bereich des Granulationsgewebes angefarbt werden. Ein
Vergleich der Farbungen flr Decorin/Biglykan und aSMA zeigt eine Expression der
Proteoglykane sowohl in aSMA-positiven Bereichen als auch in der Nahe und in dem
stark von Makrophagen infiltrierten Gewebe. Biglykan wird aulRerdem auch diffus
verteilt in dem nicht-infarzierten Myokard des Septums und des Ventrikels angefarbt.
Obwonhl die haufig beobachtete raumliche Nahe von Decorin und Makrophagen daftr
spricht, dass entweder die Makrophagen selbst Decorin sezernieren oder aber
umliegende Fibroblasten zur Decorin-Abgabe stimulieren, kann anhand der
vorliegenden Farbungen noch keine Aussage daruber getroffen werden, welcher
Zelltyp Decorin und Biglykan sezerniert. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit in

vitro gezeigt, dass zumindest kultivierte kardiale Fibroblasten kein Decorin bilden.

Mit Hilfe von Doppelfarbungen, in denen gleichzeitig die Farbung eines PG und der
Makrophagen bzw. Fibroblasten erfolgt, sollte in zuklinftigen Arbeiten eine Aussage

zur Herkunft der PG nach MI mdglich sein.

Des Weiteren war von Interesse, nach welchem Zeitverlauf die mRNA von Decorin,
Biglykan und Collagen-Typ | nach MI induziert wurden. Die ermittelten Zeitverlaufe
mit einem Maximum der mRNA von Biglykan und Collagen-Typ | 5 Tage nach Mi
und einem Maximum der mRNA von Decorin 5-7 Tage nach Ml stimmten mit
Angaben aus der Literatur Uberein. Doi et al. (108) zeigten einen deutlichen Anstieg
der Decorin-mRNA-Expression zwischen Tag 7 und 14 nach Setzen des MI. In der
vorliegenden Arbeit konnte im Einklang mit diesen Daten ein Verbleib der erhdhten
MRNA-Expression von Decorin Uber den Tag 14 nach MI hinaus bis zum Zeitpunkt
21 Tage post Ml nachgewiesen werden. Es konnte aber nur eine schwach erhohte
MRNA-Expression von Collagen-Typ | 3 Wochen nach MI gezeigt werden, wohin-
gegen Hao et al. (107) neben der Decorin-mRNA auch die Collagen-Typ I-mRNA 8

Wochen post MI stark erhoht exprimiert fanden.

In den nicht-infarzierten Arealen des Myokards war sowohl die Collagen-Typ I- und -
Typ lll-, als auch die Decorin-mRNA-Expression erhdht (111). Der Befund von
Zimmermann et al. fand sich in der vorliegenden Untersuchung in einer erhdhten

Expression der mRNA von Decorin im nicht-infarzierten rechten Ventrikel und im
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nicht-infarzierten Septum bestatigt. Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit eine

moderate Erhéhung der Decorin-Expression im Randgebiet des Infarktes festgestellt.

4.3.2 Arzneistoff-Behandlung

Das RAS ist nachweislich in die Umbauprozesse des Myokards nach MI involviert.

Die Rezeptordichte der AT1-Rezeptoren ist nach Ml in dem Zeitraum von 8 Wochen
post Ml deutlich erhdht (112). Der AT1-Rezeptor wird vor allem von kardialen
Fibroblasten exprimiert, die zudem in der spaten Granulationsphase fur die Synthese
von TGF-R1 verantwortlich sind (113). Sowohl die TGF-R1-mRNA-Expression, die
bereits kurz nach dem Infarkt induziert ist, als auch die Expression des
Wachstumsfaktors war im Infarktgebiet von Ratten 4 Wochen post Ml deutlich erhoht
(112). Es sei daran erinnert, dass Ang Il zu einer vermehrten Freisetzung von TGF-
R1 in kultivierten kardialen Fibroblasten fuhrte und so indirekt ein mitogenes Signal
ausloésen konnte. Da die Erhéhung der TGF-R31-Protein-Expression in vivo bestatigt
werden konnte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass Ang Il die Entstehung von
fibrotischem Gewebe indirekt durch TGF-31 férdert (113), (114), (115).
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Abbildung 39  Ubersicht (iber die pharmakologischen Angriffspunkte im RAS

Um kardiale Fibrose post MI einzudammen, sind die in der Abbildung 39 dar-
gestellten pharmakologischen Angriffspunkte denkbar. Die Effekte von ACE-
Inhibitoren auf der einen Seite und AT 1-Rezeptorantagonisten auf der anderen Seite
zeigen sich in einer verkleinerten InfarktgrofRe und einer verringerten Konzentration
von Hydroxyprolin, einem Bestandteil von Collagen, was die Bedeutung des RAS fiur
das Infarktgeschehen erkennen lasst (102), (116), (117), (118), (119).

Da der Einfluss von Ang Il auf die Expression von PG nach Ml im infarzierten Gebiet
bislang wenig untersucht ist und in der vorliegenden Arbeit eine Stimulation der
Biglykan-Expression durch Ang Il gezeigt wurde, wurde im Tiermodell an Ratten
untersucht, ob der ACE-Inhibitor Ramipril oder der AT1-Rezeptorantagonist
Olmesartan die Expression der mRNA von Decorin, Biglykan oder Collagen-Typ I-
alpha hemmen kann. Fir jedes der EZM-Molekule wurde die erhohte mRNA-
Expression nach Ml im infarzierten Gebiet bestatigt, jedoch konnte weder mit Hilfe

der semiquantitativen PCR noch mit Hilfe des Northern-Blot-Verfahrens eine
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Veranderung der Expression durch die Behandlung der Tiere mit einem der Arznei-

stoffe nachgewiesen werden.

Ein naheliegender Erklarungsansatz flir das Fehlen von Effekten einer Ang ll-
Hemmung ware die Wahl des Zeitpunktes der Bestimmung der mRNA-Expression.
Da die verwendeten Herzen 7 Tage post Ml enthommen wurden, es sich bei den
fibrotischen Umbauprozessen jedoch um einen langanhaltenden Vorgang handelt,
ist nicht auszuschlieen, dass sich ein Einfluss der Arzneistoffbehandlung erst zu
einem spateren Zeitpunkt bemerkbar gemacht haben wirde. Bezuglich des
Zeitgangs einer PG-Expression im Myokard nach Infarkt ist wenig bekannt. Dagegen
wurde fur fibrillares Collagen gezeigt, dass seine Akkumulation progressiv Uber einen
Zeitraum von 8 Wochen post Ml verlauft (120) und sich der Einsatz von ACE-
Hemmern oder AT1-Rezeptorantagonisten hemmend auf diese Akkumulation
auswirkt. Es ware sinnvoll, Effekte einer Langzeitbehandlung mit diesen Arzneistoffe

auf die PG-Expression zu untersuchen.

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur den nicht nachweisbaren EinfluR der
Arzneistoffbehandlung auf die Regulation der mRNA von Decorin, Biglykan und
Collagen-Typ l-alpha ware, dass die nach MI nachgewiesene erhdohte Expression
von TGF-B1 von Angll unabhangig erfolgt und damit Hemmstoffe des RAS

wirkungslos bleiben mussen.

Diese Stimulation der TGF-R1-Bildung kdnnte beispielsweise von Endothelin-1
(ET-1), einem weiteren Peptid, das neben Ang Il zur kardialen Fibrose beitragt,
vermittelt werden. In einer Myokardinfarkt-Studie an Ratten zeigten Tzanidis et al.
(121), dass die Behandlung der Tiere entweder mit einem ET-1-
Rezeptorantagonisten oder mit einem AT1-Rezeptorantagonisten keinen Effekt auf
die Collagen-Ablagerung im Myokard hatte, beide zusammen jedoch die Collagen-
Expression reduzierten. Bei der Untersuchung der TGF-R1-Expression stellten
Tzanidis et al. bei der Kombinationsbehandlung aus ET-1- und AT1-
Rezeptorantagonisten eine Reduktion sowohl des TGF-31-Peptids als auch der
TGF-R1-Gen-Expression fest. Dieser Befund stellt einen Hinweis auf die Beteiligung

von ET-1 an den Vorgangen nach Ml dar.
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4.4 Ausblick

Der durch zahlreiche Studien belegte positive Effekt der ACE-Hemmer bzw. der AT1-
Rezeptorantagonisten auf die Umbauprozesse des Myokards nach MI spiegelt sich
nicht in einer Veranderung der Synthese der Proteoglykane Decorin und Biglykan
wieder. Allerdings ist die Funktion von Decorin und Biglykan in dieser speziellen
pathologischen Situation noch vollig unbekannt. Sowohl herzprotektive als auch

schadigende Wirkungen sind beim derzeitigen Wissensstand denkbar.

In zukunftigen Untersuchungen soll daher die Funktion der Proteoglykane nach Ml
mit Hilfe von knockout-Tiermodellen untersucht werden. Sowohl fir Decorin als auch
fur Biglykan wurden bereits Deletionsmutanten in Mausen (knockouts) hergestellt
(14), (122). Da Tiere beider Modelle veranderte Collagen-Fibrillen aufweisen, ware
es zunachst interessant zu erfahren, ob die veranderten Collagen-Fibrillen eine

ausreichende Stabilitat der Infarktnarbe nach MI gewahrleisten kdnnten.

Die Studien uber NO an den kardialen Fibroblasten zeigen, dass NO die GAG-
Ketten des Biglykanmolekils verlangern kann. Durch die GAG-Ketten sind funk-
tionelle Eigenschaften des PG determiniert wie z.B. das Wasserbindevermogen und
die Affinitdten zu anderen Molekillen. Eine Untersuchung im Zellkulturmodell, bei
dem die Zellen mit dem unter NO-Bedingungen veranderten Biglykan behandelt
wulrden, kdnnte Aufschlul® dariber geben, welche funktionellen Konsequenzen diese
spezifische ,hochmolekulare® Form des Biglykan auf den Phanotyp kardialer

Fibroblasten hat.

Als Weiteres ware interessant, den Expressionsverlauf der PG nach MI in iNOS-
knockout-Mausen zu untersuchen, um festzustellen, welchen Einfluss NO auf die

Expression der PG in vivo hat.



Zusammenfassung Seite 95

5 Zusammenfassung

Nach Myokardinfarkt (MI) beginnen umfangreiche Umbauprozesse. Neu gebildetes
fibrotisches Gewebe sowohl im infarzierten, als auch in den nicht-infarzierten
Gebieten beeintrachtigt die Funktion des Muskels. Die myokardiale Fibrosierung wird
mafgeblich von Fibroblasten verursacht und ist gekennzeichnet durch eine
Vermehrung der EZM, die von Fibroblasten sezerniert wird, akkumuliert und ein
dreidimensionales Netzwerk bildet, das zu der Funktionsbeeintrachtigung des
Muskels fuhrt.

Medizinisch waren Ansatze von Bedeutung, die diese funktionsbeeintrachtigenden
Fibrosierungsreaktionen hemmen, setzen aber Kenntnisse der Prozesse und

Faktoren voraus, die diese pathologischen Vorgange hemmen.

Anliegen der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung verschiedener Reize fur
Wachstum und Proliferation auf die Synthese von EZM-Bausteinen von kardialen
Fibroblasten und inwieweit sich Parallelen zur Situation im Herzen von Ratten nach

Infarkt ergeben.

Kardiale Fibroblasten wurden aus den Herzen neonataler Ratten gewonnen und
immunhistochemisch charakterisiert (Immunfluoreszenz-Mikroskopie). Die PG-
Synthese wurde mit Hilfe des Einbaus radioaktiven Sulfats gemessen. Mit dem
Verfahren des Northern-Blot wurden Veranderungen auf mRNA-Ebene, mit dem
Verfahren der Gel-Filtrations-Chromatographie die Kettenlange der den PG-

angehefteten GAG ermittelt.

An den Herzen adulter Ratten nach Infarkt wurde im Infarktbereich selbst, im nicht-
infarzierten Septum und rechten Ventrikel die Expression der mRNA fir Biglykan
(BG) und Decorin (Dec) mit Hilfe der RT-PCR gemessen.

Kardiale Fibroblasten synthetisieren hauptsachlich das kleine, leucin-reiche PG BG.
PDGF BB, TGF-B1 sowie Thrombin erhdohten die PG-Sekretion deutlich. Ang Il
stimulierte, vermittelt durch den Ang II-Rezeptorsubtyp 1 (AT1-Rezeptor), sowohl die
Sekretion von PG in das Zellkulturmedium als auch die Expression der BG-mRNA.
Weiterhin stimulierte Ang Il die TGF-R1-Freisetzung aus den Fibroblasten. Als
Mechanismus fur die AT-1-vermittelte BG-Induktion konnte die autokrine Freisetzung

von TGF-31 wahrscheinlich gemacht werden, da die Stimulation der BG-Expression
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durch Ang Il in Gegenwart neutralisierender Anti-TGF-3-Antikdrpern ausblieb. NO
unterdrickte in den kardialen Fibroblasten sowohl die PDGF BB-stimulierte
Sekretion der PG als auch spezifisch die mRNA-Expression von BG. Zudem erhohte
NO das Molekulargewicht der GAG-Ketten von BG in Kombination mit PDGF BB.

Die Untersuchungen zur PG-Synthese fordernden Wirkung des Ang Il und ihrer
Hemmbarkeit durch Inhibitoren des RAS an kardialen Fibroblasten wurden erganzt
durch Untersuchungen zur Expression der PG Dec und BG im Herzmuskelgewebe
adulter Ratten nach Infarkt. Unter dieser Bedingung war die Expression der PG BG
und Dec gesteigert, das Maximum der Expression wurde am 5.-7., bzw. 3.-5. Tag
nach Ml erreicht. Obgleich Ang Il nachweisbar die BG-Synthese erhdhte, erwies sich

die Behandlung der Tiere mit Hemmstoffen des RAS als wirkungslos.

Die Wirkungslosigkeit von Hemmstoffen des RAS stellt nicht unbedingt eine
Widerspruch zu den in vitro Befunden dar, mag sich vielmehr aus der Anwesenheit
anderer die PG-Synthese malgeblich beeinflussender Faktoren unter den in vivo

Bedingungen erklaren.
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6 Summary

After myocardial infarction (Ml), extensive myocardial remodelling of both infarcted
and noninfarcted myocardium occurs leading to cardiac fibrosis and hypertrophy.
Myocardial fibrosis is mainly caused by cardiac fibroblasts which produce large
amounts of extracellular matrix (ECM) components. The ECM becomes secreted into

the interstitial space where it accumulates and forms a threedimensional network.

Medical approaches would be important to inhibit fibrosis but it would be essential to

learn more about these pathological processes.

In this study different factors influencing cellular growth and proliferation were
examined with regard to the synthesis of ECM components in cardiac fibroblasts as

well as in infarcted hearts from adult rats.

Rat neonatal cardiac fibroblasts were characterized using immunohistochemical
staining. Proteoglycan (PG) synthesis was measured by incorporation of radiosulfat.
Changes in mRNA expression were determined using Northern Blot analysis. Size

exclusion chromatography could reveal changes in the length of GAG-chains.

The mRNA expression for biglycan (BG) and decorin (Dec) in the adult rat hearts
was measured in the infarct scar as well as in non-infarcted areas like right ventricle

and septum.

Rat neonatal fibroblasts mainly expressed the small leucin-rich PG BG. PDGF BB,
TGF-BR1 and thrombin markedly induced PG secretion. Ang Il enhanced the PG
secretion as well as the mRNA levels of BG through the Ang lI-receptorsubtype 1
(AT1-receptor). Furthermore, extracellular TGF-1-concentration following Ang Il
treatment was increased. Therefore the underlying mechanism of BG induction by
Ang Il is probably the autocrine release of TGF-1 in response to stimulation of the
AT1-receptor. NO was found to be an inhibitor of PDGF BB stimulated PG-secretion
and BG-mRNA expression. Furthermore the molecular weight of GAG-chains of BG

was increased after treatment with NO.

In addition to the increased PG-secretion induced by Ang Il experiments were
performed to examine whether the inhibition of the RAS might influence the
expression of Dec and BG in infarcted adult rat hearts. Dec-mRNA levels reached a

maximum 5-7 days post MI whereas BG peaked 3-5 days post MI. Although Ang Il
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increased BG synthesis in vitro no effect could be observed using RAS-inhibitors in

Vivo.

Ineffectiveness of RAS inhibitors displays no contradiction to the findings in vitro
because there might be a lot of different factors influencing PG-synthesis under in

vivo condition.
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8 Anhang

8.1 Bezugsnachweis der verwendeten Materialien

8.1.1 Zellkultur

Material

Hersteller / Lieferant

DMEM,
Katalognummer: 41966-029

Fetales Kalberserum (FKS),
Ch.Nr. 148659-02

L-Glutamin (200mM)

Medium 199,
Katalognummer: M7528

Penicillin (10 000 IE)/
Streptomycin (10 000 pg/ml)-Lésung

PBS,
Katalognummer: 14190-094
Trypsin

Wistar-Kyoto Ratten

Neugeborene Wistar-Kyoto Ratten

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Boehringer,
Mannheim

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Sigma,
Deisenhof

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

SERO-Med,
Wien, Osterreich

Charles-River,
Sulzfeld

Institutseigene Zucht
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8.1.2 Antikorper

Material

Hersteller / Lieferant

Anti-murine biglycan-Antikérper
(LF-106)

Anti-human collagen al-Antikorper
(LF-67)

Anti-murine decorin-Antikorper
(LF-113)

Anti-maus ED-1
monoklonale Antikérper

Anti-FGF basic
polyklonale Antikdrper

Anti-human PDGF
polyklonale Antikdrper

Anti-TGF-B1, - 32, - R3
monoklonale Antikérper

Goat-anti rabbit IgG,
Peroxidase-gekoppelt

Goat-anti rabbit I1gG,
Peroxidase-gekoppelt

Goat-anti mouse IgG,
Peroxidase-gekoppelt

Normal goat IgG

Normal mouse 1gG;

Anti-maus a-SMAcy3
monoklonale Antikérper
Anregungswellenlange: 546 nM

Anti-maus sarkomeres Aktin
monoklonale Antikdrper

Donkey-anti mouse 1gG,
Anregungswellenlange: 488 nM

Larry W. Fisher,
National Institutes of Health/NIDCR,
Bethesda, USA

Larry W. Fisher,
National Institutes of Health/NIDCR,
Bethesda, USA

Larry W. Fisher,
National Institutes of Health/NIDCR,
Bethesda, USA

Bioproducts for Science,
Indianapolis, USA

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

Jackson Immuno Research Laboratories,
West Grove, USA

Vector Laboratories,
Burlingham, USA

Vector Laboratories,
Burlingham, USA

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

Sigma,
Deisenhof
Sigma,

Deisenhof

Sigma,
Deisenhof
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8.1.3 Feinchemikalien

Material Hersteller / Lieferant

Acrylamid/Bisarcylamid-Ldsung (40%) Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Ammoniumpersulfat Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Amplify® Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Angiotensin | Bachem Biochemica GmbH,
Heidelberg

Chondroitinase ABC ICN Biomedicals GmbH,
Eschwege

Collagenase Type CL S Il Biochrom AG,
Berlin

(Aktivitat >250u/ml)

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

[alpha-**P]dCTP Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

DEAE Trisacryl M Sepracor,
Villeneuve la Garenne, Frankreich

DETA-NONOate Alexis,

(2)-1-[2-(2-Aminoethyl)- Grilinberg

N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-
1-ium-1,2-diolate

100 bp DNA-Ladder Invitrogen GmbH,

Karlsruhe
ECL-Plus Western Blotting Detection Amersham Pharmacia Biotech,
Reagents Buckinghamshire, England
Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) Invitrogen GmbH,

Karlsruhe
B-Mercaptoethanol Bio-Rad Laboratories GmbH,

Minchen
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Material Hersteller / Lieferant
Olmesartan Sankyo Pharma AG,
Fallanden, Schweiz
PAPA-NONOate Alexis,
(Z2)-1-[N-(3-Ammoniopropyl)- Grilinberg

N-(n-propyl)amino]diazen-
1-ium-1,2-diolate

[alpha-**P]dCTP Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

Quantikine® TGF-B-ELISA R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

Qiagen® OneStep RT-PCR Qiagen GmbH,
Hilden

Ramipril Aventis Pharma Deutschland GmbH,
Bad Soden

Rapid Hyb Buffer Amersham Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire, England

Rediprime DNA Labeling System Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

[*2S]Schwefelsaure Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

SFLLRNP Bachem Biochemica GmbH,
Heidelberg
S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP) Alexis,
Grilinberg
Safran Ostsee-Apotheke,
Schoénberg
Slow Fade® Light Antifade Kit Molecular Probes,
Leiden, Niederlande
Temed Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen
[3H]MethyI-Thymidin Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England
Trizol Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Alle weiteren Chemikalien waren vom Reinheitsgrad ,p.A.“ und wurden von den Firmen E.
Merck, Darmstadt, und Sigma, Deisenhof, bezogen.
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8.1.4 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller / Lieferant

BioMax Folie Kodak GmbH,
Stuttgart

Rontgenfilm, Biomax MR Kodak GmbH,
Stuttgart

Rontgenfilm, Biomax MS Kodak GmbH,
Stuttgart

Econo-Column

Filtropur S 0,45 pym

Hybond-N+

Hyperfilm ECL

Immobilon™ P

24-Loch-Platten

Poly-Prep Columns

Whatman Chromatographiepapier (3mm)
Roti®-Histokit

Zellkulturschalen (56,2 cm?)

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Sarstedt AG&Co,
Nimbrecht

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Millipore Corporation,
Bedford, USA

Sarstedt AG&Co,
NUmbrecht

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Biometra GmbH,
Gottingen

Roth,
Karlsruhe

Nunc,
Karlsruhe
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8.2 Losungen

Natriumchlorid 90g
Tris-Base 1219
TBS (10x):

Die Salze wurden in dest. Wasser gel6st, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die Losung nach
Erganzen des Volumens auf 1 | autoklaviert.

TBS-T: TBS (10x) 50 ml
Tween 20 0,5 ml
dest. Wasser 449,5 ml

Nach dem Vereinigen der FlUssigkeiten war die Lésung gebrauchsfertig.
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8.2.1 Farbungen
8.2.1.1 Gewebe-Farbungen
Alkalischer Alkohol: 95 % Ethanol 180 ml
konz. Ammoniak 20 mi
Bouins Ldsung: Pikrinsaure 150 mi
37 % Formaldehyd 50 mi
konz. Essigsaure 10 mi
Eisen-lll-chlorid-Lésung: Eisen-lll-chlorid Hexahydrat 124 g
dest. Wasser 500 mi
konz. Salzsaure 5ml
Jod-Losung: Jod 59
Kaliumjodid 1049
dest. Wasser 250 mi
Weigerts Losung: 2 % Hematoxylin in 95 %igem Ethanol 30 ml
Eisenchlorid-Lésung 20 ml
Jod-Lésung 10 ml
Crocein Scarlet: Crocein Scarlet MO0 3B 29
dest. Wasser 200 mi
konz. Essigsaure 1T mi
Fuchsinsdure-Lsung: Fuchsinsaure 0,29
dest. Wasser 200 ml
konz. Essigsaure 1ml
Crocein Scarlet / Fuchsinsaure-  Crocein Scarlet 160 ml
Lésung: Fuchsinsaure-Ldsung 40 ml
Alkoholische Safran-Lésung: Safran 6g
100 %iger Ethanol 100 ml
Chondroitinase-ABC-Lésung Chondroitinase ABC (10 u/ml) 20 ul
(ICC) Tris-Puffer fir ICC 196 ul
dest. Wasser 784 ul
BSA 1 mg
Tris-Puffer fur ICC: Tris-Base 39
Natriumacetat 2449
Natriumchlorid 146¢

Die Salze wurden in dest. Wasser geldst, der pH-Wert auf 8,0 eingestellt und das Volumen auf
100 ml aufgefillt. Vor der Verwendung ist der Puffer 1 : 5 mit dest. Wasser verdiinnt worden.
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8.2.1.2 Zell-Farbungen

IF-Blockierungslosung: 0,1 % Bovines Serumalbumin (BSA)
0,2 % Glycin

Die Blockierungslésung-IF wurde mit TBS (1x) hergestellt.

8.2.2 Zellkultur

ADS-Puffer: 116,4 mM NaCl 6,89
20 mM HEPES
(1 M Stammlésung) 20 mi
1 mM NaH,PO, x H,O 0,138 g
5,5 mM Glucose 19
5,4 mM KCI 0,403 g
0,8 mM MgSO, x 7 H,O 0,197 g

Der Puffer wurde mit bidestilliertem Wasser auf 1000 ml ergénzt und sterilfiltriert.

Collagenase/Pankreatin- 100 U/ml Collagenase Type
Lésung: CL S II (Aktivitat >250u/ml)
0,6 mg/ml Pankreatin

Die Enzymldsung ist in dem entsprechenden Volumen ADS-Puffer angesetzt und fur 10 Minuten
vorsichtig gerthrt worden. Vor dem Gebrauch wurde die Losung sterilfiltriert (Filtropur S 0,45 um,
Sarstedt) und auf 15 yM Calciumchlorid eingestellt.

DMEM komplett: HEPES (1 M Stammldsung) 12,5 ml
Penicillin/Streptomycin-Lésung 5ml

Das Medium wurde mit DMEM auf 500 ml erganzt.

Medium M 199 komplett: L-Glutamin 340 pl
Penicillin/Streptomycin-Lésung 1ml

Das Medium wurde mit Medium M 199 auf 100 ml erganzt.

Myozyten-Kulturmedium: Medium M 199 komplett 85 ml
Pferdeserum 50 ml
FKS 25 ml

Das Medium wurde mit DMEM komplett-Medium auf 500 ml erganzt.

Preplating-Medium: FKS 25 ml
Myozyten-Kulturmedium 25 ml
Kulturmedium: FKS 100 ml
DMEM komplett 400 ml

Das FKS wurde mit DMEM komplett-Medium auf 500 ml erganzt.

Passage-EDTA: 136 mM NaCl 3,97 ¢
2 mM KCI 149,1 mg
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6 mM Na,HPO, 851,9 mg
1,4 mM KH,PO,4 190,5 mg
0,5 mM Na,EDTA 168,1 mg

Die Lésung wurde mit bidestilliertem Wasser auf 500 ml erganzt und sterilfiltriert.

TBS fir Zellkultur: 137 mM NaCl 8¢
2,7 mM KCI 0,29
25 mM Trisbase 29

Die Salze wurden in bidestiliertem Wasser gelést, pH 7,4 eingestellt, auf 1000 ml erganzt und
sterilfiltriert.

Holleys-Fixierungs-Ldsung Formaldehyd (37 %) 100 ml
Natriumchlorid 5¢
Natriumsulfat 15¢g
dest. Wasser 900 ml

Die Substanzen wurden in dem dest. Wasser geldst, anschliefiend Formaldehyd zugesetzt.
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8.2.3 Proteoglykan-Analyse

8.2.3.1 Cetylpyridiniumchlorid-Prazipitation

1 %ige Cetylpyridiniumchlorid-Lésung: 0,05 M NacCl 526¢
180 g
1 % Cetylpyridiniumchlorid

Die Chemikalien wurden in ca. 21 Wasser gelost und die Lésung erhitzt. Nach dem Lésen der
Substanzen wurde das Volumen auf 18 | erganzt.

8.2.3.2 DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie

Urea-Puffer: 8 M Harnstoff 480,48 g
2 mM EDTA 0,585 ¢
50 mM Tris-Base 6,055 g
0,5 % Triton X 100 5¢

Der Puffer wurde in 1 | destilliertem Wasser angesetzt und pH 7,5 eingestellt.

Urea-Puffer/0,25 M NaCl: 0,25 M NaCl 14,619

Der Puffer ist in 1 | Urea-Puffer hergestellt worden.

Urea-Puffer/3 M NaCl: 3 M NaCl 17,53 g

Der Puffer wurde in 100 ml Urea-Puffer hergestellt.
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8.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

SDS-Probenpuffer (3x): SDS 39
Glycerol 30 mi
Bromphenolblau 30 mg
0,5 M Tris-Lésung, pH 6,7 30 ml
dest. Wasser 35 mi

Der SDS-Probenpuffer ist in kleine Volumina aliquotiert und bei -20°C eingefroren worden. Vor
Gebrauch wurden 50 pl/ml B-Mercaptoethanol hinzugefigt.

SDS-Laufpuffer (10x): Tris-Base 30g
Glycin 144 g

Das Volumen wurde mit destilliertem Wasser auf 1 | erganzt.

SDS-Laufpuffer (1x): SDS-Laufpuffer (10x) 100 ml
10 %ige wassrige SDS-Loésung 10 ml
dest. Wasser 890 mi
Entfarbeldsung: Eisessig 75 ml
Methanol 50 mi

Zur Herstellung dieser Losung wurde etwas dest. Wasser in einem Gefaly vorgelegt, dann
Eisessig und Methanol hinzugefligt und das Volumen auf 1 | erganzt.

Chondoitinase-Puffer (6x): Tris-Puffer (3 M) 1,82 ml
BSA 30 mg
Natriumacetat 124,3 mg

Die Bestandteile sind in dest. Wasser gelost und der pH-Wert auf 8,0 eingestellt worden, bevor
das Volumen auf 50 ml ergénzt wurde.

Proteinase-Inhibitor-Losung: 6-Aminohexansaure 131,18 mg
Benzamidin 16 mg
Phenylmethylsulfonylfluorid
einer 100nM Stammldsung 10 pl

Die Bestandteile wurden in 1 ml destillierten Wassers gelost.

Chondroitinase-ABC-L6sung: Chondoitinase-ABC (10 U/ml) 30 ul
Chondoitinase-Puffer 20 ul
Proteinase-Inhibitor-Lésung 10 pl
dest. Wasser 60 pl
Transfer-Puffer (Western Blot): SDS-Laufpuffer (10x) 50 ml
Methanol 100 ml

dest. Wasser 350 ml
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8.2.3.4 Gel-Filtrations-Chromatographie

Tris-Puffer flir Sepharose-CL-6B: 0,2 M Tris-HCI 24,23 g
0,2 M NaCl 11,69 g

Der Puffer wurde mit destilliertem Wasser hergestellt, der pH auf 7,0 eingestellt, bevor das Volumen
auf 1 | ergénzt wurde.
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8.2.4 RNA-Analyse

8.2.4.1 Extraktion der Gesamt-RNA

DEPC-Wasser:

11 destilliertes Wasser wurde mit 1 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat) versetzt und Gber Nacht
unter dem Abzug stehengelassen. Am folgenden Tag wurde die Lésung autoklaviert.

Natriumcitrat-Losung: 0,75 M Natriumcitrat 551g
DEPC-Wasser 25 ml

Das Volumen wurde auf 25 ml aufgefillt und der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.

Guanidinthiocyanat-Lésung: 4 M Guanidinthiocyanat 100 g
0,75 M Natriumcitrat-Losung 7,04 ml
1ige Sarcosyl-Lésung 10,6 ml
DEPC-Wasser 117,2 ml

Die Bestandteile wurden zum Lésen vorsichtig bei 65°C im Wasserbad erwarmt. Vor Gebrauch
wurden 50 pl/ml R-Mercaptoethanol hinzugefigt.
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8.2.4.2 Gel-Elektrophorese der Gesamt-RNA

10x MOPS: 200 mM MOPS 41,86 g
80 mM Natriumacetat 6,89
10 mM Natrium-EDTA 37,22 g

Der Puffer wurde mit DEPC-Wasser hergestellt und der pH-Wert mit Natriumhydroxid auf 7,0
eingestellt. Nach Erganzen des Volumens auf 11 wurde der Puffer autoklaviert und
anschlieend dunkel und bei 4°C gelagert.

1 %iges Agarose-Gel: 1 % Agarose 1,09
1x MOPS 83,3 ml

Die Agarose musste, um in Losung gebracht zu werden, in dem Puffer zum Sieden erhitzt
werden. Die Lésung wurde bis auf ca. 65°C abgekulhlt, das verdunstete Volumen erganzt und
16,7 ml 37 %-iges Formaldehyd zugesetzt. Nach Umschwenken wurde die LOsung in einen
Geltrager gegossen, die Gelkdmme eingesetzt und das Gel zum Ausharten unter dem Abzug
belassen.

RNA-Probenpuffer, Formamid 20 pl
exemplarisch fir 20 yl RNA- 37 %iges Formaldehyd 8 pl
Lésung: 10x MOPS 6 ul
Orange G-Marker (10x): 20 % Ficoll 400 2049
10 mM ETDA
(0,05 M Stammldsung, pH 7,0) 2ml
0,1 % Orange G 0,01¢

Die Bestandteile wurden in DEPC-Wasser gel6st und die Lésung anschlieBend in Portionen bei
—20°C gelagert.

Ethidiumbromid-Lésung: 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
(10 mg/ml-Stammlésung) 10
DEPC-Wasser 200 ml
10x SSPE-Puffer: Natriumchlorid 175,3 g
Natriumdihydrogenphosphat x 2 H,O 27,6 g
ETDA (freie Saure) 744

Die Bestandteile wurden in DEPC-Wasser geldst, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt, das Volumen
auf 1 | ergénzt und anschlieRend autoklaviert.

Tris-HCI, 0,1 M, pH 7,4 Tris-HCI 15,76

Das Salz wurde in DEPC-Wasser geldst und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Anschlie3end
wurde die Losung auf 1 | erganzt und autoklaviert.
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8.2.4.3 RT-PCR

TAE-Puffer (50x): Tris Base 2428¢
Eisessig 57,1 ml
0,5 M EDTA-L6sung, pH 8,0 100 ml

Die Lésung wurde mit dest. Wasser hergestellt und autoklaviert.

2 %iges Agarosegel: TAE (1x) 50 ml
Agarose 19

Die Agarose wurde, um in Lésung gebracht zu werden, in dem Puffer zum Sieden erhitzt
worden. AnschlieRend wurde 1 pl einer Ethidiumbromid-Lésung (10 pg/ml) zugesetzt, die
Lésung umgeschwenkt und in einen Geltrager gegossen. Nach dem Ausharten erfolgte die
Beladung des Gels.

Auftragspuffer Glycerol 50 % (VIV)
RT-PCR: SDS 0,2 % (M/V)
Bromphenolblau 0,05 % (M/V)

Der Auftragspuffer RT-PCR wurde in TAE-Puffer (1x) hergestellt.

PCR-Puffer: PCR-Puffer (10x) 5yl
Magnesiumchlorid (50 mM) 1,5 ul
sense Primer (1 ug/ul) 1ul
Anti-sense Primer (1 ug/ul) 1ul
dNTP-Mix 6

Tag-Polymerase 0,5 ul
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