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1 Zusammenfassung

Die Hypertrophie des Herzens als Folge einer chronischen Druck- oder Volumenbe-
lastung, zum Beispiel bei hohem Blutdruck oder nach einem Herzinfarkt, reprasen-
tiert einen unabhéngigen Risikofaktor fir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz. Die
linksventrikulare (LV) Hypertrophie wird insbesondere durch eine neurohumorale Ak-
tivierung mediiert, insbesondere durch Stimulation von a-Adrenorezeptoren (AR)
durch erhdhte Adrenalin und Noradrenalin Plasma Konzentrationen. Sie zeichnet
sich durch die Kardiomyozyten-Hypertrophie, quantitative und qualitative Modulatio-
nen der Gen- und Proteinexpression und der Matrixproteine, sowie durch
apoptotische, fibrotische und inflammatorische Ereignisse aus und mindet im mal-
adaptiven LV Remodeling, welches sich in einer LV Dilatation und kardialer Dysfunk-
tion niederschlagt. Eine Reihe von experimentellen und klinischen Studien ergaben
widerspruchliche Ergebnisse zu den Effekten von Ausdauertraining auf die maladap-
tiven Umbauprozesse und die kardiale Funktion nach Myokardinfarkt. Die Ergebnisse
dieser Studien reichen von positiven Effekten tiber das Fehlen eines Effektes bis hin
zu schadigenden Einflissen von kontinuierlichem Training auf die Myokardhypertro-
phie und die Pumpfunktion. Erste in vitro und in vivo Studien suggerierten antihyper-
trophe und antiinflammatorische Effkte von Adenosin bei a;-adrenerg induzierter Hy-
pertrophie in vitro. Die genauen Mechanismen, und ob dies auch in vivo zutrifft, ist

derzeit unvollstandig geklart.

In der vorliegenden Arbeit konnte in in vitro und in vivo Systemen beobachtet wer-
den, dass der Adenosin-Al-Rezeptor ein effektiver Inhibitor der a;.adrenerg induzier-
ten Kardiomyozyten-Hypertrophie, der Fibrose, der Matrixmetalloproteinase 2 und
der Bildung oxidativen Stresses — allesamt Charakteristika des maladaptiven Remo-
delings — ist. Diese Effekte werden nicht durch eine Beeinflussung des adaptiven
Phosphoinositol-3-Kinase Signalwegs erklart. Da die Stimulation des aj-
Adrenorezeptors, nicht aber des Angiotensin Il - oder des Insulin-like growth factor-I
—Rezeptors von einer Heraufregulation des Rezeptors in vitro und in vivo begleitet ist,
kénnte dies einen negativen Rickkopplungsmechanismus widerspiegeln, Gber den
Adenosin spezifisch der a-adrenerg induzierten pathologischen Hypertrophie entge-
gen wirkt. Die vorliegende Arbeit identifiziert somit den Adenosin-Al-Rezeptor als
potentielles Ziel neuer Therapieansatze, um den Ubergang von der kompensierten
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Hypertrophie zur dekompensierten Herzinsuffizienz in Folge chronischer Druckbelas-

tung des Herzens zu verhindern.

Weiterhin zeigen die Daten dieser Arbeit, dass die Induktion eines Myokardinfarktes
die im physiologisch hypertrophierten Herzen gesteigerte Expression des Adenosin-
rezeptor-Systems, insbesondere des Adenosin-A2a-Rezeptors, inhibiert und unter-
stlitzen somit die Hypothese, dass das Adenosin-System an der Aufrechterhaltung
des kompensierten Zustandes des hypertrophierten Herzens beteiligt ist. Diese Ar-
beit liefert keine Hinweise auf schadigende Effekte von vor und nach anterolateralem
Myokardinfarkt durchgefuhrten Ausdauersports auf die kardiale Funktion oder die
adaptive Kardiomyozyten-Hypertrophie, sondern bestétigt vielmehr dessen kardio-
protektive Wirkung auf den maladaptiven Remodeling-Prozess. So fuhrt vor und frih
nach Infarkt durchgefiihrtes Lauftraining zur Abschwachung der infarktinduzierten LV
Fibrose, der Infarktexpansion und der Narbenausdiinnung, vermutlich durch Hem-
mung des inflammatorischen Zytokins Tumor necrosis factor a und Regulation der
Matrixmetalloproteinase 9, und wirkt der Reaktivierung fetaler Gene entgegen. Diese
positiven Effekte werden unabhangig vom Adenosin-System, des adaptiven
Phosphoinositol-3-Kinase Signalwegs und der extrazellular regulierten Kinase vermit-
telt. Diese Ergebnisse legen die kontinuierliche Durchfiihrung von Ausdauertraining,
als kostengunstige und effektive Therapieform, nahe, um den Progress in eine Herz-
insuffizienz durch Aufrechterhaltung der kardialen Kontraktilitaét und Architektur posi-

tiv zu beeinflussen.
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1  Summary

Myocardial pathological hypertrophy, as a consequence of chronic pressure- or vol-
ume-overload, such as subsequent to myocardial infarction or due to hypertension,
represents an independent risk factor for the development of heart failure. Left ven-
tricular hypertrophy is mediated especially by neurohumoral activation, due to a-
adrenoceptor stimulation by increased plasma concentrations of adrenaline and nor-
adrenaline. It is characterized by cardiomyocyte-hypertrophy, quantitative and quali-
tative modulations in gene- and protein-expression and in matrix proteins, as well as
by apoptotic, fibrotic and inflammatory events and leads to maladaptive left ventricu-
lar remodeling, including ventricular dilatation and cardiac dysfunction. Various stud-
ies in animal models and in human patients yielded conflicting results concerning the
effect of endurance training on left ventricular remodeling and function, including
beneficial, neutral and adverse effects. Previous in vitro studies revealed anti-
hypertrophic and anti-inflammatory effects of adenosine in response to a;-adrenergic
stimulation, however, the exact mechanisms and whether these effects occurs also in

vivo, are incompletely resolved.

Using a wide array of in vitro and in vivo experiments, the present study reveals that
stimulation of adenosine-Al-receptor efficiently counteracts a-adrenergic induced
cardiomyocyte-hypertrophy, fibrosis, activation of matrix metalloproteinase 2 and the
generation of oxidative stress — all hallmarks of pathological hypertrophy. These ben-
eficial effects are not mediated by an activation of the adaptive phosphoinositol-3-
kinase pathway. Since stimulation of the aj;-adrenoceptor is accompanied by an up-
regulation of the adenosine-Al-receptor in vitro and in vivo, while stimulation of the
angiotensin II- or the insulin-like growth factor I-receptor has no such effect, this may
resemble a specific negative feed-back mechanism, by which adenosine specifically
counteracts a-adrenergic induced pathological hypertrophy. Thus, the present study
identifies the adenosine-Al-receptor as a potential target for new therapeutic strate-
gies to prevent transition from compensated myocardial hypertrophy to decompen-

sated heart failure due to chronic cardiac pressure-overload.

Furthermore, the data of the present study indicate that induction of myocardial in-
farction inhibits increased expression of the adenosine-receptor-system, especially of

the adenosine-A2a-receptor, in the physiologically hypertrophied heart, supporting
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the concept that adenosine may maintain cardiac function and prevent the develop-
ment of heart failure. The results indicate that endurance training provides beneficial
(and not harmful) effects on cardiac remodeling. In particular, exercise, performed
prior to and early after myocardial infarction attenuates infarction-induced fibrosis,
expansion of the infarction area and scar thinning, presumably by inhibition of the
pro-inflammatory cytokine tumor necrosis factor (TNF) a and via regulation of matrix
metalloproteinase 9, and counteracts the reactivation of fetal genes. These beneficial
effects are mediated independently from the adenosine-system, the adaptive
phosphoinositol-3-kinase pathway and the extracellular regulated kinase. The pre-
sent study supports the concept that endurance training is an effective and cost-
efficient therapy to improve long-term outcome of patients after myocardial infarction

by maintaining cardiac contractility and architecture.
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2 Einleitung

2.1 Hypertrophie

Das Herz setzt sich hauptsachlich aus Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten,
Mastzellen, vaskularen glatten Muskelzellen und der umgebenden extrazellularen
Matrix zusammen. Man vermutet, dass Kardiomyozyten, welche zwischen 70 und
80% der myokardialen Masse ausmachen, bei oder unmittelbar nach der Geburt ihre
Féahigkeit zur Proliferation verlieren. Postnatal ist ein Wachstum der Herzmuskelzel-
len vorrangig Resultat einer Grol3enzunahme. Im adulten Saugetier ist die Herzmas-
se mit der funktionellen Belastung verknipft. An erhdhte systolische oder diastolische
Belastungen adaptiert sich der linke Ventrikel, indem eine GroéRenzunahme der
Kardiomyozyten und eine erhéhte Sarkomerorganisation induziert wird — die hyper-
trophe Antwort, um so Wandspannung und kardiale Pumpfunktion aufrecht zu erhal-
ten (Frey et al., 2004).

Man unterscheidet grundsatzlich zwei Arten der Hypertrophie. Die pathologische Hy-
pertrophie, meist Folge einer chronischen Druck- (z. B. Bluthochdruck, Aortensteno-
se) oder Volumenbelastung (z. B. in Folge einer Herzklappeninsuffizienz), reprasen-
tiert einen unabhangigen Pradiktor fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz inklusi-
ve kardialer Dysfunktion, aber auch fur maligne Herzrhythmusstérungen und zere-
brovaskulare Ereignisse und ist normalerweise nicht oder gering reversibel. Die phy-
siologische Hypertrophie findet wahrend der postnatalen Entwicklung statt und wird
in Athleten durch eine Ausdauersport-induzierte Volumenbelastung oder durch eine

Krafttraining-vermittelte Druckbelastung ausgelést und ist gewdhnlich reversibel.

2.2 Die physiologische Hypertrophie

Es ist bereits seit Jahrzehnten bekannt, dass Ausdauersport zur Ausbildung einer
adaptiven, exzentrischen Hypertrophie fuhrt. Signalwege, die diese Form der Hyper-
trophie des Herzens induzieren, fihren zu einer Zunahme der Kardiomyozytengrof3e,
der Sarkomere und der Myokardmasse. Die physiologische Hypertrophie ist im Ge-
gensatz zur pathologischen Hypertrophie in der Regel weder mit systolischer oder
diastolischer Dysfunktion noch mit kardialer Fibrose assoziiert (Morganroth et al.,
1975) und mindet insbesondere nicht in einer Herzinsuffizienz (McMullen und
Jennings, 2007). Ausdauertraining fuhrt viel eher zu erhdohter myokardialer Perfusi-
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onskapazitat und ist mit einer Aufrechterhaltung oder sogar einer Verbesserung der
kardialen Funktion assoziiert (Moore und Korzick, 1995). Aufgrund der dokumentier-
ten gunstigen Effekte, die Ausdauersport und folglich die Induktion einer physiolo-
gisch hypertrophen Antwort auslost, kann spekuliert werden, dass nicht die Hypertro-
phie per se, die durch Reduktion der Wandspannung pathophysiologisch eher glns-
tig ware, die ungunstige Prognose von Patienten mit pathologischer Hypertrophie
begriindet. Moglicherweise ware es sogar prognostisch erstrebenswert, adaptive Hy-

pertrophie-Mechanismen nicht zu inhibieren, sondern diese gezielt zu aktivieren.

2.2.1 Signaltransduktion zur Induktion der physiolo gischen Hypertro-
phie

Mittlerweile manifestiert sich die Hypothese, dass fur die Auspragung physiologischer
Hypertrophie ein Signalweg verantwortlich ist, der Igf-I (Insulin-like growth factor), die
PI3K (Phosphatidylinositol-3 Kinase) p110a, AKT (Proteinkinase B) und mTOR
(Mammalian target of Rapamycin) involviert (siehe Abb.1). Diese Vermutung wird
zum Einen dadurch gestitzt, dass Ausdauertraining zur vermehrten systemischen
und lokalen Sekretion von Wachstumshormonen wie Igf-l im Herzen fihrt (Dorn und
Force, 2005; McMullen et al., 2004b; Walsh, 2006). Zum Anderen wurde gezeigt,
dass eine Uberexpression des Igf-I-Rezeptors oder der aktivierten Form von AKT
und gesteigerte Igf-I/PI3Kp110a-Signaltransduktion eine myokardiale Hypertrophie
mit normaler oder verbesserter kardialer Funktion auslést (Latronico et al., 2004;
McMullen et al., 2004b; Shioi et al., 2000). Die Beobachtung, dass transgene Mause
mit einem unterdrickten Igf-I/PI3K/AKT-Signalweg in Folge von Ausdauertraining
keine Anzeichen einer Hypertrophie aufweisen (DeBosch et al., 2006; McMullen et
al., 2003), lasst den Schluss zu, dass eine Aktivierung dieses Signalwegs essentiell
fur die Induktion der adaptiven physiologischen Hypertrophie ist. Die AKT-abhangige
Zunahme der Proteinsyntheserate und die daraus resultierende hypertrophe Antwort
stellt eine Konsequenz der mTOR-Aktivierung dar. Allerdings wurde bereits auch ge-
zeigt, dass eine Hemmung von mTOR durch Rapamycin die durch maladaptive
Druckbelastung induzierte Zunahme der KardiomyozytengroRe abschwacht
(McMullen et al., 2004a; Wullschleger et al., 2006). Neben der Aktivierung von mTOR
ist weiterhin die AKT-vermittelte Inhibition der GSK3p (Glycogensynthasekinase 3 ),
die in ihrem aktiven Zustand als negativer Regulator der Hypertrophie agiert, flr die

Induktion der hypertrophen Antwort erforderlich (Haq et al., 2000).
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Physiologischer Stimulus
(Postnatale Entwicklung, chronisches Ausdauertraining)

mTOR

Nukleus

Erhohte N N

Translokation von TFs Proteinsynthese Physiologische

Hypertrophe Gen-Uberexpression Hypertrophie

Abb. 1: Signaltransduktion zur Induktion der physiologisch en Hypertrophie

Physiologische Stimulation, wie das postnatale Wachstum und chronisches Ausdauertraining, fuhrt zur vermehr-
ten Produktion von Wachstumsfaktoren wie Igf-l. Igf-l agiert Uber seinen Igf-I-Rezeptor, eine
Rezeptortyrosinkinase, welche Uber Ras die PI3Kp110a aktiviert. Die aktivierte Kinase phosphoryliert/aktiviert die
Proteinkinase AKT, welche die GSK3 inaktiviert und mTOR-abhangig die S6K phosphoryliert. Dies fuhrt zur
gesteigerten Proteinbiosyntheserate und zur Translokation von Transkriptionsfaktoren (TFs), die im Kern die
Transkription von Genen anschalten, die das Wachstum der Kardiomyozyten initiieren, was schlieZlich zur Induk-
tion des physiologisch hypertrophen Phéanotyps des Herzens fuhrt. Igf-I=Insulin-like growth factor,
PI3K=Phosphoinositol-3 Kinase, mTOR=Mammalian target of Rapamycin, S6K=Ribosomale S6 Kinase,

GSK3pB=Glycogensynthasekinase 33

2.3 Die pathologische Hypertrophie

Die pathologische Hypertrophie ist meist das Resultat anhaltender Druck- und Volu-
menbelastungen, biochemischen Stresses, inflammatorischer Signale und der Akti-
vierung endokriner Hormonsysteme, insbesondere des sympathischen Nervensys-

tems, des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Sytems (RAAS), sowie des Vasokonstrik-
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tors Endothelin-I (ET-1) oder kardialer Schaden, z. B. ausgeldst durch einen Myo-
kardinfarkt. Die genannten pathologischen Stimuli fuhren zu inadaquat erhoéhter
Wandspannung und induzieren eine Hypertrophie, die sich nicht nur durch Zunahme
der Myokardmasse und der Kardiomyozytengrof3e, sondern durch diverse strukturel-
le, biochemische und elektrophysiologische Umbauvorgdnge auszeichnet. Diese als
Remodeling bezeichneten Umbauprozesse stellen initial eine adaptive Antwort mit
dem Ziel der Aufrechterhaltung der normalen kardialen Funktion und der myokardia-
len Geometrie dar. Das Remodeling zielt also zunachst darauf ab, hamodynamische
Kompensation zu verschaffen, wird jedoch bei fortwdhrender chronischer Belastung
graduell maladaptiver und resultiert schlie3lich in ventrikuléarer Dilatation, Fibrose und
progressiver kontraktiler Dysfunktion, was sich klinisch durch das Syndrom der chro-
nischen Herzinsuffizienz manifestiert (Frey und Olson, 2003; McMullen und Jennings,
2007; Opie et al., 2006). Das kardiovaskulare Risiko korreliert hierbei mit der Zunah-
me der myokardialen Masse. Demzufolge ist es von immenser Bedeutung die mole-
kularen Mechanismen zu identifizieren, die dem Ubergang der adaptiven Hypertro-
phie zur dekompensierten Herzinsuffizienz entgegen wirken, um effiziente Therapie-

ansatze zu entwickeln.

2.3.1 Modulation der kardialen Geometrie im Zuge de s Remodelings

Erhohte systolische Wandspannung, als Konsequenz einer chronischen Druckbelas-
tung, resultiert in einer konzentrischen Hypertrophie, d. h. einer Zunahme von
Kardiomyozyten-Durchmesser und —Querschnittsflache. Dies wiederum mindet in
einer Verdickung linksventrikularer Wéande und der Durchmesserzunahme des linken
Ventrikels. Erhohte diastolische Wandspannung, als Folge chronischer Volumenbe-
lastung, induziert eine exzentrische Hypertrophie, die durch eine Streckung der
Kardiomyozyten, also eine Zunahme der Querschnittsflache, und die daraus resultie-
rende KavitatsvergréRerung des linken Ventrikels charakterisiert ist, der keine (oder
eine nur geringe) Wandverdickung gegenuber steht. Der linksventrikulare Remode-
ling-Prozess in Folge eines Myokardinfarktes stellt eine Kombination aus exzentri-
scher und konzentrischer Hypertrophie dar. Er setzt sich somit aus der Kardiomyozy-
ten-Hypertrophie, geometrischen Veranderungen linksventrikularer Wande, dem Ver-
lust von Kardiomyozyten, der Kollagen-Akkumulation, einer Ausdehnung des Infarkt-
areals und der linksventrikularen Dilatation zusammen. Nach einem Myokardinfarkt

durchlauft folglich nicht nur das infarzierte, sondern auch das nicht-infarzierte Areal
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komplexe architektonische Veranderungen. Das Ausmald des Remodelings bestimmt

Uber die verbleibende Leistungsfahigkeit und Funktion des linken Ventrikels.

Chronische Belastung » ~ & —7 Kollagen

Fibroblast

—
{

E e | 0 = §
| 4 § J
Linksventrikuldre

|y Hypertrophie

\ Kombinierte

— Belastung ——»
Post-MI
Remodeling

Abb. 2: Schematische Darstellung der Morphologie der pathologischen konzentrischen und exzentri-

Linksventrikuldre
Dilatation

schen Hypertrophie und des linksventrikuldren Remod elings nach Myokardinfarkt

Pathologische chronische Druckbelastung des Herzens (rot) fiihrt zur Verdickung der Kardiomyozyten und resul-
tiert in der konzentrischen Hypertrophie des linken Ventrikels, die durch relativ kleine Kavitdten und eine Verdi-
ckung der Wande gekennzeichnet ist. Chronische Volumenbelastung (blau) induziert eine Streckung der Herz-
muskelzellen und erzeugt so einen dilatierten linken Ventrikel mit relativ dinnen Wanden, was als linksventrikula-
re exzentrische Hypertrophie bezeichnet wird. Beide Hypertrophiearten sind durch Fibrose via Kollagensynthese
der Fibroblasten gekennzeichnet. Durch einen Myokardinfarkt entsteht eine Kombination aus Druck- und Volu-
menbelastung im Herzen, was eine linksventrikulare Hypertrophie mit einer Verdickung der Wande im nicht-
infarzierten Areal und eine Dilatation mit einer Ausdiinnung der infarzierten Wandbereiche zur Folge hat (Modifi-
ziert nach Opie et al., 2006). MI=Myokardinfarkt

2.3.1.1 Effektoren der geometrischen Modulation im Zuge des Remodelings

Beim progressiven Remodeling spielen Kardiomyozyten und Fibroblasten, sowie die
extrazellulare Matrix (EZM) bzw. quantitative und qualitative Veranderungen des Kol-
lagengehalts und des fibrillaren Kollagennetzwerks eine bedeutende Rolle. Unab-
hangig vom kausalen Faktor scheint der Remodeling-Prozess aus drei unterschiedli-
chen Phasen zu bestehen. In der initialen Phase wird das fibrillare Kollagen teilweise
degradiert, was unter Anderem auf erhdhte Aktivitat der Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) zuriickzufuhren ist (Gunasinghe et al., 2001; Mott und Werb, 2004; Spinale,
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2007). In der zweiten, kompensatorischen Phase gehen MMP-Aktivitat und Kolla-
gengehalt auf das Ausgangsniveau zurick, wahrend die Kardiomyozyten-
Hypertrophie progressiv fortschreitet. Die finale Phase ist erreicht, wenn die kompen-
satorischen Mechanismen erschopft sind und eine erhohte MMP-Aktivitat, eine deut-

liche ventrikulare Dilatation und ausgepragte Fibrose in Erscheinung treten.

2.3.1.1.1 Kollagene

Die EZM, die von den kardialen Fibroblasten synthetisiert wird, halt normalerweise
durch die hochorganisierte Struktur der Matrixproteine die myokardiale Architektur
aufrecht und tragt zur linksventrikularen Pumpfunktion durch Koordination der
Myozytenverkirzung bei. Die vorrangigen Strukturproteine der EZM sind die fibrilla-
ren Kollagene Typ | und lll, die als Pro-Kollagene gebildet und im extrazellularen Mi-
lieu posttranslational modifiziert werden, bevor sie in die EZM inkorporiert werden.
Der Grad der Steifigkeit im Myokard wird vorrangig durch Kollagene des Typs | de-
terminiert. Im gesunden Herzen liegt eine sehr niedrige Synthese- und Abbaurate der
Kollagene vor. Wahrend pathologischen Situationen werden jedoch Kollagensynthe-
se und -abbau beschleunigt. Die erhdhte Kollagensynthese der Fibroblasten, die z.B.
durch TGFB (Transforming growth factor), CTGF (Connective tissue growth factor),
RAAS-, MMP-2- und NOX (NADPH-Oxidase)-Aktivierung induziert wird, mundet in
der Verdickung (nicht-infarzierter) linksventrikularer Wande und der kardialen Fibrose
(Hein et al., 2003; Ikeuchi et al., 2004; Kuwahara et al., 2004; Wang et al., 2010). Die
Akkumulation fibrillarer Kollagene im extrazellularen Raum und/oder die gesteigerte
Vernetzung der Kollagene ist dann nicht nur fir den Verlust der Flexibilitat, sondern
auch fur die Zerstorung elektrischer und mechanischer Eigenschaften des Herzens

verantwortlich, was in der ventrikularen Dysfunktion mindet (Brower et al., 2006).

2.3.1.1.2 Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen, eine Familie Zink-abhangiger Endoproteinasen, kommt
eine Reihe biologischer Funktionen zu, wie die Beteiligung an der normalen embryo-
nalen Entwicklung, an der Wundheilung und an pathologischen Prozessen (Visse
und Nagase, 2003). MMPs werden von Fibroblasten, Endothelzellen und Myozyten,
sowie, unter inflammatorischer Stimulation, von Mastzellen, Makrophagen und
Neutrophilen im Herzen als inaktive Zymogene produziert und in den extrazellularen

Raum sezerniert (Cleutjens et al., 1995). Mechanischer Stress, bioaktive Molekiile,
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wie Angll, ET-1 und Noradrenalin, sowie Zytokine und reaktive Sauerstoffspezies
initiieren die Expression, Sekretion und Aktivierung der MMPs (Spinale, 2007). Unter
normalen Umstanden unterliegt die MMP-Aktivitat einer strengen Kontrolle durch die
endogenen ,Tissue Inhibitors of Metalloproteinases” (TIMPs; Creemers et al., 2003).
Bei der chronischen Herzinsuffizienz scheint ein Ungleichgewicht zwischen MMP-
und TIMP-Aktivitat fur die erhéhte MMP-Aktivitat und die Ruptur des myokardialen
Matrix-Kollagens verantwortlich zu sein (Jayasankar et al., 2004; Spinale et al.,
1998). Tierstudien zeigten, dass das Ausmald des Remodelings nach Myokardinfarkt
durch Inhibition der MMPs abgeschwacht werden kann und bestatigen somit eine
zentrale Bedeutung der MMPs bei den chronischen Umbauprozessen des Herzens
(Mukherjee et al., 2003; Rohde et al., 1999). In der frihen Wundheilungsphase in-
nerhalb der ersten sieben Tage nach Infarkt werden die MMPs vermehrt exprimiert
und aktiviert. Aktivierte MMPs vermitteln dann die EZM-Degeneration und die Ruptur
des fibrillaren Kollagennetzwerks. Dies wiederum ermdglicht, dass inflammatorische
Zellen in das Infarktareal einwandern, nekrotische Kardiomyozyten entfernen und
MMPs, Zytokine, Wachstumsinitiatoren und angiogene Faktoren freisetzen
(Vanhoutte et al., 2006). Die Framingham-Studie demonstrierte, dass nach Myokard-
infarkt vorrangig die Konzentration der MMP-9 deutlich erhoht ist (Sundstrom et al.,
2004), und Wagner und Kollegen identifizierten die MMP-9 als Risikomarker fur die
Entwicklung des linksventrikularen Remodelings und der Herzinsuffizienz nach aku-
tem Myokardinfarkt (Wagner et al., 2006). In der Maus exprimieren die infiltrierenden
Neutrophile und Makrophagen bereits innerhalb von 24 Stunden die aktive MMP-9 im
Infarktareal. Ab Tag 3 ist diese Aktivierung auch im nicht-infarzierten Bereich zu de-
tektieren und ist weiterhin von einer Aktivierung der MMP-2 begleitet. Charakteris-
tisch fur den frihen Umbauprozess nach Myokardinfarkt ist die Ausbreitung des in-
farzierten Areals, als Konsequenz der MMP-vermittelten EZM-Degradation
(Creemers et al., 2001). Die frihe Remodeling-Phase, etwa 7-21 Tage nach Myo-
kardinfarkt, ist durch die Phagozytose des nekrotischen Myokards, die Migration und
die Proliferation von (Myo)Fibroblasten und Endothelzellen gekennzeichnet. Infiltrie-
rende Fibroblasten synthetisieren eine desorganisierte EZM, um ein Narbengewebe
zu bilden, und Endothelzellen initieren die Neoangiogenese, wéahrend die Kardio-
myozyten-Hypertrophie im nicht-infarzierten Areal progressiv fortschreitet (Vanhoutte
et al., 2006). In der spaten Remodeling-Phase (ab dem 21. Tag nach Infarkt) resul-
tiert die MMP-vermittelte Degeneration der Kollagenvernetzung in der linksventrikula-
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ren Dilatation und zerstort somit die urspriingliche Rahmenstruktur des Ventrikels
(Bradham et al., 2002). Dies kdnnte wiederum zur weiteren Degeneration beitragen,
durch Mechanismen die Apoptose, oxidativen Stress und neurohumorale Aktivierung
involvieren (Cheng et al., 1995). Die Pravention exzessiver Gewebedegeneration
durch strenge Kontrolle der MMP-Aktivitat reprasentiert folglich einen molekularen
Mechanismus, der intensiver Forschung bedarf, um Therapieansatze aufzudecken,
die den ventrikularen Remodeling-Prozess in Folge pathologischer Stimulation ein-

dammen kénnten.

2.3.2 Modulation der Gen-Expression im Zuge des Rem  odelings

Die Hypertrophie ist auf zellularer Ebene von quantitativen und qualitativen Verande-
rungen der Expression von Genen gekennzeichnet, die an der Induktion der Hyper-
trophie beteiligt sind, bzw. durch Herabregulation von Genen, die dieser kardialen

Antwort entgegen wirken.

2.3.2.1 ,Early response” Gene

In Folge mechanischer und humoraler Stimuli wird als erste zellulare Antwort eine
Gruppe von Genen, die als ,early response” oder ,immediate early* Gene bezeichnet
werden, angeschaltet (Ruwhof und van der Laarse, 2000). Zu diesen Genen zadhlen
die Proto-Onkogene c-fos, c-myc und c-jun und die ,Heat shock protein“ Gene, die
bereits innerhalb von 30 Minuten nach Eingang des maladaptiven Stimulus eine
transkriptionelle Heraufregulation erfahren, nach einer Stunde ihr Expressionsmaxi-
mum erreichen und schliel3lich als Transkriptionsfaktoren die Expression von

Effektorproteinen initiieren (Usui et al., 2006).

2.3.2.2 Fetale Gene

Ein weiteres molekulares Merkmal der pathologischen Myokardhypertrophie ist die
Re-Expression fetaler, im Laufe der Entwicklung des Herzens herab regulierter Ge-
ne, deren Produkte die kardiale Kontraktilitdt und das Calcium-Handling regulieren
(Beisvag et al., 2009). So erfolgt bei haAmodynamischer Belastung die Reaktivierung
von BNP (Natriuretisches Peptid Typ B) und ANF/ANP (Atrialer/s natriuretischer/s
Faktor/Peptid), dessen Expression kurz nach der Geburt auf die Vorhofe beschrankt
ist und im Zuge der hypertrophen Antwort im Ventrikel reaktiviert wird, die Expressi-

onsinduktion des sarkomerischen Gens MLC2V (Ventricular Myosin Light Chain iso-
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form 2), eine Verschiebung des kardialen a-Aktins zum fetalen skeletalen a-Aktin und
von der adulten MHC-Isoform a-MHC (Myosin Heavy Chain isoform a) zum fetalen 8-
MHC (Myosin Heavy Chain isoform ). Die adulte MHC-Isoform weist eine dreifach
hohere ATPase-Aktivitat als die fetale Isoform auf. Die Kapazitat der ATP-Hydrolyse
des Myosinmolekiils korreliert mit der Verkirzungsgeschwindigkeit des Herzmuskels.
Die Verschiebung der MHC-Expression in Richtung des fetalen Gens tragt somit zur
verringerten Kontraktilitdt und folglich zur ventrikularen Dysfunktion bei (Carreno et
al., 2006). Eine gezielte Umkehrung des Expressions-Shifts zu Gunsten der adulten
MHC-Isoform bzw. eine Hemmung der Reaktivierung fetaler Gene in Folge maladap-
tiver Stimulation kdnnte folglich prognostisch gunstige Effekte auf das Fortschreiten

der Herzinsuffizienz ausiiben.

2.3.3 Induktoren der pathologischen Hypertrophie

Die Pathologie der kardialen Hypertrophie ist neben den beschriebenen morphologi-
schen Umbauprozessen des Ventrikels, der Fibrose und den qualitativen und quanti-
tativen Veranderungen in Gen- und Proteinexpression weiterhin durch die neurohu-
morale Hyperaktivierung des sympathischen Nervensystems und des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems, sowie durch erhdhten oxidativen Stress und in-
flammatorische Signalwege im Herzen gekennzeichnet. Eine grundlegende Hypothe-
se ist, dass die Art des hypertrophen Stimulus, das Ausmald der Stimulation und die
durch diese angeschalteten Signalwege dartber entscheiden, ob eine adaptive oder
maladaptive Hypertrophie ausgeldst wird. Das heil3t, dass Kardiomyozyten, abhangig
vom eingehenden Stimulus, Uberleben und eine adaptive Hypertrophie durchlaufen
(Sugden, 2001) oder apoptotisch werden, was wiederum zur linksventrikularen Dila-

tation und zum Herzversagen fihrt (Baines und Molkentin, 2005).

2.3.3.1 Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) kdnnen adaptive Antworten auslésen, sofern eine
moderate Bildungsrate vorliegt, filhren jedoch zum ventrikularen Remodeling inklusi-
ve kontraktiler Dysfunktion, Fibrose und Apoptose, wenn sie in hohem Mal} gebildet
werden (Bradham et al., 2002; Sawyer et al., 2002). Eine Behandlung mit Antioxidan-
tien resultiert in der Eindammung kardialer Hypertrophie durch Inhibition der Fibrose
(Olson et al., 2005; Sutra et al., 2008), inflammatorischer Antworten und ROS-
abhangiger pro-hypertropher Signaltransduktion im Hochdruckmodell (Cai et al.,
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2009; Shen et al., 2010). Bei chronischer Volumenbelastung bewirken Antioxidantien
eine Reduktion des oxidativen Stresses und zirkulierender ET-1-Level, unterbinden
die MMP-2- und -9-Aktivierung und den Zusammenbruch des ventrikularen Kollagens
(Cingolani et al., 2006) in der frihen Remodeling-Phase (Gardner et al., 2010). Klini-
sche Studien demonstrierten bereits vor einigen Jahren, dass Patienten mit chroni-
scher systolischer Dysfunktion erhdhte Biomarker flr oxidativen Stress aufweisen
und, dass der Gehalt dieser Marker mit dem Schweregrad des Krankheitsbildes kor-
reliert (Keith et al., 1998; Mallat et al., 1998). Induktoren der ROS-Bildung sind z. B.
mechanische Spannung, Wachstumsinitiatoren, wie Angll, Aldosteron, ET-1 und a-
adrenerge Agonisten, sowie das inflammatorische Zytokin TNFa (Tumor necrosis
factor a; Cingolani et al., 2006; Kimura et al., 2005a; Kuster et al., 2005; Maack et al.,
2003). Die Stimulation Gag/-gekoppelter Rezeptoren (ET-1-, AT1-, o-
Adrenorezeptor) aktiviert die PKC (Proteinkinase C), die wiederum NADPH-Oxidase-
abhéangige (Ide et al., 1999; Maack et al., 2003) und mitochondriale ROS-Produktion
ausléosen kann, was im Remodeling-Prozess muindet. Die beschriebenen Effekte
weisen letztlich darauf hin, dass eine Hemmung oxidativen Stresses zur Aufrechter-
haltung der kompensierten Hypertrophie in Folge maladaptiver Stimulation beitragen
und somit dem Ubergang in die dekompensierte Herzinsuffizienz entgegen wirken

konnte.

2.3.3.2 Inflammatorische Signale

Inflammatorische Zytokine wie TNFa und die Interleukine 1, 6 und 18 erfahren im
Zuge der hypertrophen Antwort eine Heraufregulation (Anker und von Haehling,
2004; Balakumar und Singh, 2006). TNFa wird von Kardiomyozyten in Folge einer
Vielzahl von Stimuli, wie Lipopolysacchariden, Druckbelastung und oxidativem
Stress, NFkB-abhangig exprimiert und kann autokrin seinen Rezeptor aktivieren, was
in der hypertrophen Antwort miindet (Henriksen und Newby, 2003). So scheint TNFa
auch bei der Angll-vermittelten chronischen Kardiomyozyten-Hypertrophie eine me-
chanistische Rolle zu spielen (Sriramula et al., 2008). Dem pro-apoptotischen Zytokin
kommt eine wesentliche Bedeutung beim progressiven myokardialen Remodeling zu
(Ono et al., 1998). So resultierten Behandlungen mit TNFa in vitro und in vivo bzw.
Uberexpressionen des Zytokins in der Expressionszunahme der MMP-2 und -9
(Bozkurt et al., 1998; Siwik et al.,, 2000) und in der Entwicklung einer dilatativen
Kardiomyopathie und einer Herzinsuffizienz (Bryant et al., 1998; Kubota et al., 1997).
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Zytokine wie TNFa scheinen jedoch in niedrigen Konzentrationen protektiv und nur in

hohen Konzentrationen maladaptiv zu wirken (Mann, 2003).

2.3.3.3 Neurohumorale Aktivierung

Die durch Druckbelastung induzierte frihe adrenerge Aktivierung des RAAS und des
Vasokonstriktors ET-1, gefolgt von einer enorm gesteigerten allgemeinen sympathi-
schen Aktivierung, resultiert in der kardialen Hypertrophie, den strukturellen Scha-
den, der Fibrose und weiterhin in permanent erhéhten Konzentrationen an
Katecholaminen, Renin, Angll und Aldosteron (Molkentin und Dorn, 2001) und kénn-
te den Ubergang von der kompensierten Hypertrophie zur dekompensierten Herzin-
suffizienz initiieren. So konnte z. B. gezeigt werden, dass die Induktion der adrener-
gen Signaltransduktion die Aktivierung der MMP-2 nach sich zieht (Banfi et al.,
2005). Die chronische Aktivierung kardialer (3;-Adrenozeptoren fuhrt zum maladapti-
ven kardialen Remodeling durch Induktion von Hypertrophie, Apoptose und Fibrose
(Engelhardt et al.,, 1999). Die Apoptose-Induktion erfolgt hierbei durch PKA-
abhangige (Communal et al., 1998) und PKA-unabhangige Signalwege (Zhu et al.,
2003). Die Heraufregulation der G-Protein gekoppelten Rezeptor Kinase 2 (GRK2;
Synonym BARKZ1) spielt eine wichtige Rolle zum Einen bei der Entkopplung kardialer
B-Adrenorezeptoren, zum Andern bei der Dysregulation der kardiomyozytaren Ca**-
Homdbostase (Maack, 2012; Raake et al., 2012). Die Herabregulation kardialer 3-
Adrenorezeptoren ist jedoch wahrscheinlich nicht der eigentliche Ausléser des kar-
dialen Remodelings, sondern eher Ausdruck der chronischen sympathischen Aktivie-
rung (Maack, 2012). Zusatzlich vermittelt Angll die Expression des pro-fibrotischen
Faktors TGFB (Peng et al., 2005; Wenzel et al., 2001) und die Freisetzung von Al-
dosteron, was wiederum die Induktion kardialer Fibrose unterstutzt. Die Kombination
aus Apoptose und Fibrose resultiert letztendlich in der Desorganisation und der ver-

ringerten Kontraktilitdt des linken Ventrikels.

2.3.4 Signaltransduktion zur Induktion der patholog ischen Hypertrophie

Die myokardiale Hypertrophie wird Uber Aktivierung von Mechanorezeptoren bzw.
neuroendokrin durch systemisch und/oder lokal freigesetzte Neurotransmitter,
vasoaktive Peptide und inflammatorische Zytokine induziert. Diese binden an spezifi-
sche, membranstandige Rezeptoren (G-Protein gekoppelte Rezeptoren,

Rezeptortyrosinkinasen und Zytokinrezeptoren), Uber die sie ein komplexes
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Signaltransduktionsnetzwerk aktivieren. Mittlerweile wurde einer grof3en Anzahl in-
trazellularer Signaltransduktionswege eine wesentliche Bedeutung bei der Regulation
hypertropher Antworten zugeschrieben. Diese Signalwege umfassen z. B. solche, die
spezifische G-Proteine, kleine GTPasen (Ras, Rho, Rac), Mitogen-aktivierte Protein-
kinasen (MAPK), die Proteinkinasen B (AKT) und C, Januskinasen, Calcineurin,
HDACs (Histondeacetylasen) der Klasse I, TRPCs (Transient receptor potential
channels), Integrine, Caspase-3, TNFa, Fibroblasten-Wachstumsfaktoren, TGFf3
und Igf-1 involvieren. Die Signalwege Ubertragen die extrazellularen Signale an den
Nukleus, um ein Kollektiv verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z. B. GATA-4,
NFkB, MEF-2, ATF-2 und STAT zu aktivieren, welche schlie3lich die Genexpression
regulieren (Balakumar und Jagadeesh, 2010; Molkentin und Dorn, 2001). Die ver-
schiedenen Signalwege sind kaskadenartig angeordnet und unterliegen einer wech-
selseitigen Beeinflussung. Der netzartige Aufbau ermoglicht eine komplexe Regulati-

on und gegebenenfalls eine Potenzierung der eingehenden Signale.

2.3.4.1 Endokrine Signaltransduktion tber G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Aktivierung der endokrinen Hormonsysteme fuhrt Gber Stimulation G-Protein ge-
koppelter Rezeptoren die kardiomyozytdren Umbauprozesse herbei. Heterotrimere
GTP-bindende Proteine Ubertragen stimulatorische oder inhibitorische Signale
ligandengebundener 7-Transmembran-Rezeptoren. Alle heterotrimeren G-Proteine
bestehen aus separaten Ga- und Gpy-Untereinheiten. Der Agonismus des
membrangebundenen Rezeptors katalysiert den Austausch von GDP durch GTP und
initiiert so die Dissoziation der Ga-Untereinheit von GBy. Beide Untereinheiten kon-
nen nachfolgend die Aktivitat von down-stream Effektoren des angeschalteten Sig-
nalwegs modulieren. Die Ga-Proteine unterteilt man im kardiovaskularen System,
abhangig von ihren hamodynamischen und chronisch myotropen Effekten, in 3 Klas-
sen: Gas, Gai und Gag. Gas ist z. B. an B-Adrenorezeptoren gekoppelt, wird durch
Adrenalin und Noradrenalin aktiviert, stimuliert die Adenylat-Cyclase (AC) und vermit-
telt eine akute Steigerung der Herzfrequenz und der Kontraktilitat. Gai ist an
Cholinrezeptoren gekoppelt, wird durch Acetylcholin aktiviert und inhibiert die
Adenylat-Cyclase. Angiotensin-Rezeptoren (AT1, AT2), der ET-1-Rezeptor und a-

adrenerge Rezeptoren sind vorrangig an Gaq gekoppelt.
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2.3.4.1.1 Pro-hypertrophe Signaltransduktion tber G aq

Mittlerweile demonstrierten zahlreiche Studien eine bedeutende Rolle der Gag-
induzierten Signalwege bei der Entwicklung der pathologischen Hypertrophie. So
zeigten schon vor einigen Jahren in vitro Studien an isolierten neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten, dass parakrine und/oder autokrine Stimulation Gaqg-gekoppelter
Rezeptoren mit ET-1, Angll und den a-Adrenorezeptor-Agonisten Noradrenalin und
Phenylephrin zur Kardiomyozyten-Hypertrophie fihrten (Knowlton et al., 1993;
Sadoshima et al., 1993; Shubeita et al., 1990). Uberexpression von Gaq im Maus-
modell resultierte in der Auspragung eines hypertrophen Phéanotyps, der im Ausmalf3
der kardialen Hypertrophie, der Zunahme der Kardiomyozyten-Querschnittsflache
und des Expressionsmusters fetaler Gene dem Phé&notyp, der durch chronische
Druckbelastung induziert wird, gleichkommt (D'Angelo et al., 1997; Sakata et al.,
1998). Dem gegeniber entwickelten transgene Mause, denen die G-Proteine Gaq
und Gag/11 fehlten oder bei denen die Gag-vermittelte Signalkaskade inhibiert wur-
de, in Folge einer Druckbelastung keine Hypertrophie (Wettschureck et al., 2001).
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Gag-induzierte Signalkaskade

notwendig und ausreichend zur Induktion der pathologisch hypertrophen Antwort ist.

2.3.4.1.2 Signaltransduktion down-stream von Gq

Als down-stream Mediatoren Gg-induzierter Signalwege zur Vermittlung hypertropher
Antworten werden unter Anderem einigen Isoformen der Proteinkinase C (Hahn et
al., 2003; Inagaki et al., 2002) und den MAP (Mitogen-aktivierte Protein)-Kinasen we-
sentliche regulatorische  Bedeutungen zugeschrieben. In  Folge einer
Ligandenbindung an G(q)-Protein gekoppelte Rezeptoren vermag die freie By-
Untereinheit des G-Proteins die MAP-Kinase (MAPK) Kaskade und den PI3Kp110y-
Pathway Uber den Ras-Raf-Signalweg direkt zu initiieren (Crespo et al., 1994). Die a-
Untereinheit vermittelt die Phosphorylierung der MAPK Uber Aktivierung der Protein-
kinase C (PKC). Auch erhéhte intrazellulare Calcium-Konzentrationen induzieren die
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK42/44 (ERK1/2) und JNK. Des Weiteren fihrt das
Auftreten mechanischen Stresses zur Aktivierung der beiden genannten Kinasen und
zur Phoshorylierung der dritten Klasse der MAP-Kinasen, der p38. JNK und p38 in-
duzieren pro-apoptotische maladaptive Antworten, die ERK42/44 fihrt zur Induktion
einer adaptiven Hypertrophie (Baines und Molkentin, 2005). Vor einiger Zeit wurde

gezeigt, dass eine Aktivierung der ERK42/44 fur die charakteristische Zunahme der
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Sarkomerorganisation in Folge hypertropher Stimulation notwendig ist, zur erhéhten
Promotoraktivitéat des fetalen Gens ANF und zur Transaktivierung des ,immediate
early" Gens c-fos fihrte, typischen Merkmalen pathologisch hypertrophierter Myozy-
ten (Gillespie-Brown et al., 1995; Thorburn et al., 1994a; Thorburn et al., 1994b). Da-
ruber hinaus konnte die durch den a;-adrenergen Agonisten Phenylephrin induzierte
maladaptive Hypertrophie durch Inhibition der ERK42/44 verhindert werden (Glennon
et al., 1996). Diese Studien weisen darauf hin, dass ERK-vermittelte Signalwege an
der Kardiomyzyten-Hypertrophie beteiligt sind, identifizierten die Kinase aber nicht
als potenten Mediator, dessen Aktivierung fir die Auspragung des hypertrophen
Phanotyps ausreicht. Dies weist darauf hin, dass die ERK an der Induktion der kom-
pensierten Hypertrophie und nicht am Ubergang zur dekompensierten Herzinsuffizi-
enz beteiligt ist. Mittlerweile legen sogar einige Arbeiten die Vermutung nahe, dass
die ERK42/44 an der Entwicklung der physiologischen Hypertrophie inklusive einer

Verbesserung der kardialen Funktion beteiligt ist (Bueno et al., 2000).
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Abb. 3: Neurochumoral/ aj-adrenerg induzierte Signaltransduktion down-stream von Gag/11l
Biomechanischer Stress/neurohumorale Uberaktivierung des RAAS induziert unter Anderem die Hypertrophie
Uiber Gag-gekoppelte AT1-, ET-1- und a;-Adrenorezeptor-Aktivierung. Die Ga-Untereinheit dissoziiert nach GTP-
Hydrolyse von der By-Untereinheit und aktiviert die PI3Kp110a/AKT/mMTOR/S6K Kaskade. Weiterhin aktiviert
Gag/11 uber PLC die Bildung der ,Second messenger” DAG und IP3. DAG aktiviert die PKD und vermittelt Gber
PKC die MAPK-Aktivierung. IP3 ruft eine erhéhte Ca'*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum her-
vor, was zur Aktivierung der MAPK und von Calcineurin fiihrt. Die By-Untereinheit vermag tiber Ras/Raf die PLC,
PI3Kp110y und die MAPK direkt zu aktivieren. Die Effektoren der Kaskaden (S6K, PKD, MAPK, Calcineurin)
initiieren schlieBlich die Translokation von Transkriptionsfaktoren (TFs) in den Nukleus und die von diesen vermit-
telte hypertrophe Gen-Uberexpression, sowie die Reaktivierung fetaler Gene. Die resultierende anormal gestei-
gerte Proteinsynthese fuhrt zur Hypertrophie, die bei fortwéhrender maladaptiver Belastung in die dekompensier-
te Herzinsuffizienz mit kardialer Dysfunktion Gibergeht. alAR=al-Adrenorezeptor, ATIR=Angiotensin 1 Rezeptor,
ET-1=Endothelin-1-Rezeptor, PI3K=Phosphatidylinositol-3 Kinase, mTOR=mammalian target of Rapamycin,
S6K=Ribosomale S6 Kinase, GSK3p=Glycogensynthasekinase 3 3, PLC=Phospholipase C, DAG=Diacylglycerol,
IP3=Inositol-1,4,5-triphosphat, PKC/D=Proteinkinase C/D, MAPK=Mitogen-aktivierte Proteinkinase
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2.4 Pravention des maladaptiven Remodelings

Bisher wurden zahlreiche Induktoren und Effektoren der prognostisch ungiinstigen
kardialen Umbauprozesse im Zuge der pathologischen Hypertrophie beschrieben.
Die Zahl identifizierter Faktoren, welche kardioprotektive Wirkungen in Folge eines
maladaptiven Ereignisses ausiben, ist jedoch begrenzt. Es wird mittlerweile speku-
liert, dass Kardioprotektion mit einer erhbhten Adenosinkonzentration im Zusammen-
hang steht. Dariberhinaus werden immer haufiger prognostisch giinstige Effekte von

Ausdauersport auf den Remodeling-Prozess diskutiert.

2.4.1 Adenosin, der Kardioprotektor

Adenosin ist ein ubiquitdres Produkt des Adenin-Nukleotid-Katabolismus und repra-
sentiert einen bedeutenden lokalen parakrinen und autokrinen Regulator der Gewe-
befunktion. Dem Nukleosid kommt unter Normalbedingungen, vor allem aber unter
Stresseinwirkung, eine grofRe modulatorische Bedeutung im kardiovaskularen Sys-
tem zu. In Folge von metabolischem Stress und Zellschaden, wie Inflammation,
Hypoxie, Ischamie und Verletzungen wird Adenosin vom Myokard produziert (Linden,
2001). Hierbei steigt der intrazellulare Adenosinlevel drastisch an, was eine Freiset-
zung des Nukleosids zur Folge hat. Das aktive Autakoid agiert dann direkt tGber Bin-
dung seiner Gai-gekoppelten Rezeptoren A1 und A3 bzw. seiner Gas-gekoppelten
Rezeptoren A2a und A2b und Induktion nachgeschalteter Signalkaskaden in Kardio-
myozyten, vaskularen glatten Muskelzellen und Endothelzellen oder indirekt tber
Wirkungen an synaptischer Transmission im autonomen Nervensystem oder an in-
flammatorischen Zellen. Es existieren funf grundséatzliche zellulare Antworten, Gber
deren Auslosung aktivierte Adenosinrezeptoren das myokardiale Gewebe schitzen
und die Gewebereparatur untersttitzen: (1) die Erhéhung der Sauerstoffversorgung,
vor allem unter hypoxischen Bedingungen, durch Regulation des vaskularen Wider-
standes, einhergehend mit der Erniedrigung des Sauerstoffbedarfs erregbarer Ge-
webe, (2) die anti-inflammatorische Wirkung, (3) die Induktion der Neoangiogenese,
(4) der Schutz vor Ischamie- und Reperfusionsschaden, der teilweise auf Inhibition
der schadigenden Effekte oxidativen Stresses zurtick zu fuhren ist und (5) die Adap-
tation bei chronischen Stressstimuli (Headrick et al., 2011; Mcintosh und Lasley,
2012).
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Abb. 4: Auswahl Adenosin-vermittelter Effekte unter physiologischen und pathologischen Bedingungen

und Rezeptor-Subtypen, die an den jeweiligen Wirkung  en vorrangig beteiligt sind

Adenosin  steigert die Energieversorgung des Herzens durch Vasodilatation, Induktion der
Angiogenese/Vaskulogenese, Erhdhung der Insulinsensitivitdt und durch vermehrte Glykolyse. Gleichzeitig senkt
Adenosin den Energiebedarf durch Abnahme der Herzfrequenz, und Verringerung neuronaler und sympathischer
Aktivitat. In pathologischen Situationen ist das Adenosin-System an der akuten Protektion beteiligt, indem es vor
Ischamie- und Reperfusionsschaden schitzt, inflammatorische Prozesse inhibiert, die Glukose-Oxidation initiiert
und die Katecholamin-Freisetzung/Aktivierung hemmt. Adaptive Mechanismen 16st Adenosin Uber anti-
hypertrophe und anti-fibrotische Effekte, sowie lber Induktion der Angiogenese aus (Headrick et al., 2011; Lin-
den, 2001).

2.4.1.1 Adenosin und kardiovaskulare Erkrankungen

Mittlerweile wurden in Bluthochdruck-Modellen, wahrend und nach Myokardinfarkt,
sowie bei chronischer Herzinsuffizienz erhthte Plasma-Adenosinspiegel dokumen-
tiert (Funaya et al., 1997), wobei der Grad der Plasmakonzentration mit der New
York Heart Association (NYHA) Klassifizierung fir den Schweregrad der Krankheit
korreliert. Die Beobachtungen, dass kardiovaskuldre Erkrankungen mit erhdhten
Adenosinkonzentrationen assoziiert sind, kbnnten auf einen kompensatorischen Me-
chanismus hinweisen und legen die Vermutung nahe, dass das Adenosinsystem ei-

nen bedeutenden endogenen Regulator des myokardialen Remodeling-Prozesses
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reprasentiert. So wurde bereits demonstriert, dass erhdhte Adenosinlevel, provoziert
durch Inhibition des Nukleosidtransports mittels Dipyridamol und Dilazep, unter Ver-
besserung der Ejektionsfraktion und des maximalen Sauerstoffverbrauchs, den
Schweregrad der Herzinsuffizienz reduzieren (Asakura et al., 2007; Kitakaze et al.,
1998). Konsistent mit dieser Beobachtung schwéacht eine erhdhte endogene
Adenosinkonzentration im chronischen Hochdruckmodell die Entwicklung einer pa-
thologisch erhéhten linksventrikularen enddiastolischen Fillung und die adrenerge
Dysfunktion im Rattenherz ab (Chung et al., 1998). Im Gegensatz dazu resultierte in
diesem Schadensmodell eine Deletion der 5’Ectonukleotidase, einem der Hauptregu-
latoren des Adenosin-Metabolismus, und die daraus resultierende Abnahme der
Adenosinkonzentration in einer verstarkten Auspragung kardialer Fibrose und Hyper-
trophie, die von einer erhéhten mTOR-Signaltransduktion und einer ANF-
Heraufregulation begleitet ist (Xu et al., 2008). Liao und Kollegen demonstrierten zu-
dem, dass eine unselektive Stimulation der Adenosinrezeptoren im Bluthochdruck-
Modell in Ratten von einer Reduktion der Kardiomyozyten-Querschnittsflache, des
Herzgewicht/Kdrpergewichts-Verhéltnisses, der BNP-Expression, des inhibitorischen
Faktors der Hypertrophie RGS-4 (,Regulator of G-protein signaling 4“), der
Hinterwandverdickung, sowie der myokardialen und perivaskularen Fibrose gekenn-
zeichnet war (Liao et al., 2003). Der Einfluss von Adenosin auf die Kardiomyozyten-
Hypertrophie, die Fibroblasten-Proliferation, die Kollagensynthese, die extrazellulare
Matrix, die Apoptose und die kardiale Architektur konnte eine bedeutende adaptive
strukturelle Antwort auf hamodynamischen, ischamischen und oxidativen Stress und
andere maladaptive Stimuli darstellen und folglich einen Praventivmechanismus im

Zuge des Remodelings in vivo reprasentieren.

2.4.1.1.1 Adenosin-vermittelte anti-fibrotische Eff  ekte

Adenosin-vermittelte anti-fibrotische Effekte wurden bereits fir den A2b-Rezeptor in
Ratten in vitro (Chen et al., 2004; Dubey et al., 1999; Dubey et al., 2001; Epperson et
al., 2009) und in vivo (Wakeno et al., 2006) dokumentiert. Villarreal und Kollegen
zeigten, dass eine Kombination aus A2a- und A2b-Rezeptor cAMP-abhangig die kar-
diale Fibroblasten-Proliferation und die Fibrose uber Aktivierung des PI3K-
Signalwegs hemmt (Epperson et al., 2009; Villarreal et al., 2009). Dem A2b-Subtyp

konnte weiterhin eine anti-apoptotische Wirkung im nicht-infarzierten Areal zuge-
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schrieben werden, die anscheinend tber Modulation der pro-apoptotischen PKC-
6/p38- und Bad-Signalwege vermittelt wird (Simonis et al., 2009).

2.4.1.1.2 Adenosin-vermittelte anti-inflammatorisch e Effekte

Es ist mittlerweile bekannt, dass Adenosin und seine Analoga die Bildung
inflammatorischer Zytokine in inflammatorischen Zellen, Myozyten und Fibroblasten
inhibieren (Blackburn et al., 2009). Vor einigen Jahren wurde bereits belegt, dass das
Autakoid, agierend Uber den A2a-Rezeptor, die Expression des Zytokins TNFa in
Herzmuskelzellen des insuffizienten menschlichen Herzens und in isolierten Ratten-
Kardiomyozyten inhibiert (Wagner et al., 1998; Wagner et al., 1999).

2.4.1.1.3 Adenosin-vermittelte anti-hypertrophe Eff  ekte

In vitro Studien ergaben, dass eine selektive Adenosin-Al-Rezeptoraktivierung mit-
tels CPA (N6-Cyclopentyladenosin) die TNFa-induzierte hypertrophe Antwort (Liao et
al., 2011) und die durch den aj-adrenergen Stimulus Phenylephrin (PE) induzierte
Zunahme der Proteinbiosyntheserate (Liao et al.,, 2003), der Kardiomyozyten-
Querschnittsflache und der ANF-Expression (Gan et al., 2005) vollstandig hemmte.
Pang und Kollegen zeigten zudem, dass die PE-induzierte Kardiomyozyten-
Hypertrophie von einer transkriptionellen und translationalen Heraufregulation der
Adenosinrezeptor-Subtypen Al, A2a und A3 begleitet war (Pang et al., 2010a). Diese
Beobachtung konnte auf einen Adenosin-vermittelten Kompensationsmechanismus
in Folge maladaptiver a-adrenerger Stimulation hinweisen, bedarf jedoch einer Verifi-
zierung in vivo. Es wird spekuliert, dass die Heraufregulation des Adenosinrezeptor-
Systems zumindest teilweise durch die PE-bedingte Expressionszunahme der
5’Ectonukleotidase (CD73) wund die durch deren Aktivitat gesteigerte
Adenosinproduktion hervorgerufen wird (Pang et al., 2010a). Da TNFa und Pheny-
lephrin eine zentrale Bedeutung bei der Entwicklung der maladaptiven Hypertrophie
und deren Progression in die manifeste Herzinsuffizienz haben (Force et al., 2002),
konnten diese Beobachtungen auf eine bedeutende protektive Funktion von Adeno-
sin, vorrangig vermittelt durch den Al-Rezeptor, bei chronischer Druckbelastung des
Herzens hinweisen. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt, dass die kompensierte
Myokardhypertrophie nach Aorten-Konstriktion im Rattenmodell von einer Expressi-
onszunahme des Al-Rezeptors auf mRNA- und Proteinebene begleitet war, wohin-
gegen der Ubergang in die dekompensierte Herzinsuffizienz mit einer Herabregulati-
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on des Rezeptors einherging (Perlini et al., 2007). Weiterhin demonstrierten Liao und
Kollegen, dass ein selektiver Al-Rezeptor-Agonismus in diesem Schadensmodell in
der Maus von einer Reduktion der Kardiomyozyten-Querschnittsflaiche und des

Herzgewicht/Korpergewichts-Verhéltnisses gekennzeichnet war (Liao et al., 2003).

2.4.1.1.3.1 Effektoren der Adenosin-vermittelten an ti-hypertrophen Effekte in Folge a-
adrenerger Stimulation

Es gibt mittlerweile Hinweise darauf, dass die Adenosin-vermittelte Inhibition der PE-

induzierten Kardiomyozyten-Hypertrophie zumindest teilweise durch differentielle

Phosphorylierung der AMP-Kinase (AMPK) vermittelt werden kénnte. So konnte ge-

zeigt werden, dass die a;-adrenerge Stimulation eine zeitabhangige Aktivierung der

Phosphorylierungsstelle Ser*®#%! hingegen die Stimulation von Adenosinrezeptoren

eine schnelle Phosphorylierung von Thr"

in der katalytischen a-Untereinheit der
AMPK initiiert (Pang et al., 2010b). Erstgenannte posttranslationale Modifikation in-
duziert pro-hypertrophe, letztere anti-hypertrophe Effekte. Fassett und Kollegen iden-
tifizierten die Adenosin-Kinase (AK) als einen bedeutenden Vermittler der Adenosin-
bedingten Hemmung PE-induzierter Kardiomyozyten-Hypertrophie, wobei die Kinase
zumindest teilweise Uber Inhibition der Raf-Signaltransduktion zu mMTOR/P70S6K
agiert (Fassett et al., 2011; Xu et al., 2008). Des Weiteren wurde NHE1 (Na'/H"
exchanger isoform 1), welches als potenter Mediator der Hypertrophie gilt (Karmazyn
et al., 2001; Mraiche et al., 2011), eine Schlisselrolle bei der Adenosin-vermittelten
Antagonisierung PE-induzierter Hypertrophie zugeschrieben (Avkiran und Yokoyama,
2000; Gan et al., 2005). Auch der erhdhten Expression des ,immediate early* Gens
c-fos wird eine Bedeutung bei der Entwicklung der Kardiomyozyten-Hypertrophie zu-
teil. So bewirkt eine PE-Stimulation innerhalb von 15-30 min eine Transkriptionsstei-
gerung des Gens, welche durch gleichzeitige Al-Rezeptor Aktivierung unterbunden
werden kann (Gan et al., 2005). Studien an isolierten ventrikularen Myozyten lieferten
zudem Hinweise darauf, dass die A2a- und A3-Subtypen ihre anti-hypertrophe Wir-
kung in Folge einer Phenylephrin-Behandlung uber die Offnung mitochondrialer Katp-
Kanéale vermitteln (Xia et al., 2004; Xia et al., 2007), wohingegen eine Al-Stimulation
der PE-bedingten Zunahme der intrazellularen Calcium-Konzentration und der Zell-
verkiirzung vermutlich tber Offnung sarkolemmaler Karp-Kanadle entgegenwirkt
(Hoque et al., 2000; Xia et al., 2007). Der Effekt einer selektiven Al-Aktivierung auf
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die a-adrenerg induzierte Hypertrophie und auf die down-stream Effektoren dieser

pro-hypertrophen Signaltransduktion wurde jedoch bisher nicht in vivo untersucht.

2.4.1.1.4 Adenosin-vermittelte Effekte auf die kard  iale Geometrie

Adenosin hemmt die TNFa-Produktion, die Noradrenalin-Ausschittung aus préa-
synaptischen Vesikeln (Rongen et al., 1996), vermutlich Uber Aktivierung des Al-
Rezeptors (Snyder et al.,, 1998), was zur Verringerung des Herzzeitvolumens und
des peripheren vaskuldren Widerstandes fuhrt, inhibiert die Produktion des Vaso-
konstriktors ET-1 (Stowe et al.,, 1997) und wirkt der RAAS-Aktivierung entgegen
(Taddei et al., 1992). Die genannten Mediatoren des linksventrikularen Remodelings,
Angll, ET-1, Noradrenalin, TNFa, sowie die durch einige dieser Faktoren vermittelte
ROS-Produktion, aktivieren neben Anderen den Transkriptionsfaktor NFKB und initi-
ieren Uber diesen die Transkription der MMP-9. Diese ist maligeblich am
Kollagenabbau im Zuge des Remodelings beteiligt. Es wurde bereits eine A2b-
Rezeptor-induzierte Hemmung der MMP-9-Expression in Makrophagen dokumen-
tiert, die Uber die Reduktion der TNFa-Produktion in der Folge vaskularer Schaden
auftrat (Chen et al., 2011). Hierbei scheint ein Mechanismus von Bedeutung zu sein,
der die Aktivierung des cAMP/PKA (Proteinkinase A)-Signalwegs einschliel3t (Zhao
et al.,, 2008). Desweiteren erfahren MMPs (ber diesen Signalweg eine Adenosin-
A2a-Rezeptor-bedingte Sekretionsinhibition aus Neutrophilen (Ernens et al., 2006),
welche als erste Gruppe inflammatorischer Zellen eine Rekrutierung zum Infarktareal
erfahren. Die beschriebenen Beobachtungen legen nun die Vermutung nahe, dass
Adenosin-vermittelte Signaltransduktionswege der Degradation der extrazellularen
Matrix und folglich der linksventrikularen Dilatation und der Ausbreitung des infarzier-

ten Areals nach Myokardinfarkt entgegenwirken kénnten.

2.4.2 Kardioprotektion durch Ausdauersport

Mittlerweile wird Patienten mit kompensierter Herzinsuffizienz kérperliche Aktivitat
angeraten, was lange Zeit als kontraindiziert galt. Die ,Exercise in Left Ventricular
Dysfunction (ELVD)* Studie demonstrierte z. B. eine sportbedingte Verbesserung der
kardialen Funktion (Giannuzzi et al., 1997). In den letzten Jahren wurden diverse
gunstige klinische und funktionelle Effekte kdrperlicher Aktivitat auf das Ausmal der
Herzinsuffizienz dokumentiert, wie z. B. die Erhéhung der Kapillardichte, des Blut-

flusses, der mitochondrialen Volumendichte und der Fasergrof3e, die Verringerung
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des vaskuldren Widerstands (Dubach et al.,, 1997; Hambrecht et al.,, 1997,
Hambrecht et al., 2000), die Zunahme der Baroreflex-Sensitivitat und des
Vagaltonus (Kiilavuori et al., 1995; Liu et al., 2000; Pliquett et al., 2003), die Abnah-
me zirkulierender NT-proBNP (Aminoterminaler Abschnitt des BNP-Peptids)-Level
(Delagardelle et al., 2002) und der GRK2 (G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase 2)-
Aktivitat (Lymperopoulos et al., 2007), sowie die Aufrechterhaltung der

Katecholaminkonzentrationen und der a,-Adrenorezeptordichte (Rengo et al., 2010).

2.4.2.1 Einfluss von Ausdauersport auf den Remodeli  ng-Prozess

Neben Anderen demonstrierte die INTERHEART-Studie, dass physische Aktivitat
das Infarktrisiko senkt (Held et al., 2012). Vom klinischen Standpunkt betrachtet gibt
es zahlreiche Hinweise darauf, dass kérperliches Training auch nach Myokardinfarkt
einen glnstigen Effekt auf das Fortschreiten der Krankheit und die Uberlebensrate
ausubt (Coats, 2000; You Fang und Marwick, 2003). Studien zu den Effekten von
Ausdauersport nach abgelaufenem Myokardinfarkt weisen auf eine Abschwachung
der LV-Dilatation und eine verbesserte systolische Funktion in Patienten mit ausge-
pragten Vorderwandinfarkten hin (Shephard und Balady, 1999). Dennoch dokumen-
tieren zahlreiche Studien widersprichliche Wirkungen des Ausdauertrainings auf das
linksventrikulare Remodeling nach Myokardinfarkt, in Abhéngigkeit von der vorlie-
genden Infarktgrof3e und dem Startzeitpunkt der kérperlichen Aktivitat. So demons-
trierten einige Untersuchungen, dass Sport nach einem moderaten Infarkt die links-
ventrikulare Geometrie und Funktion positiv beeinflusst, unabhéngig davon, ob die
korperliche Aktivitat frih nach dem kardialen Ereignis (Giannuzzi et al., 1993;
Koizumi et al., 2003; Otsuka et al., 2003) oder spat, d. h. nach einem Jahr, einsetzte
(Giannuzzi et al., 2003). Untersuchungen im Ratten-Modell zeigten, dass spates
Training nach vollstandigem Abheilen, d.h. mehr als 3 Wochen nach einem modera-
ten, etwa 35% der linksventrikularen Masse umfassenden Myokardinfarktes keinen
Effekt auf die LV-Dilatation und —Hypertrophie austbte (Gaudron et al., 1994,
Libonati, 2003), oder eine solche abschwéchte (Orenstein et al., 1995; Wisloff et al.,
2002; Zhang et al., 2000). Dennoch wiesen auch einige klinische Studien auf aus-
bleibende (Giannuzzi et al., 1993; Otsuka et al., 2003) oder sogar schadigende Aus-
wirkungen korperlicher Aktivitat auf die EF und das ventrikulare Volumen hin (Kubo
et al., 2004). Dies zeigte sich, sofern der Sport nach einem ausgepragten Infarkt zu

einem Zeitpunkt begonnen wurde, als der maladaptive Remodeling-Prozess noch in
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Gang war, d.h. etwa 3-4 Monate nach Infarkt. Eine im Jahr 2011 durchgefuhrte Meta-
Analyse ergab jedoch, dass eine maximale kardioprotektive Wirkung des Ausdauer-
trainings dann erreicht wird, wenn das Training eine Woche nach Myokardinfarkt ge-
startet und Gber 6 Monate fortgesetzt wurde (Haykowsky et al., 2011). Im Tierversuch
wurde wiederum gezeigt, dass Ausdauertraining, das weniger als eine 1 Woche nach
moderatem oder grofiem Myokardinfarkt initiiert wurde, keine (Alhaddad et al., 1998)
oder nachteilige Effekte (Gaudron et al., 1994; Kloner und Kloner, 1983) auf das
linksventrikulare Remodeling austbte. De Waard und Kollegen zeigten im Gegensatz
dazu, dass frihes Lauftraining in Mausen nach einem akuten ausgepragten Myo-
kardinfarkt eine verbesserte linksventrikulare Funktion nach sich zog, vermutlich
durch verbesserte B;-adrenerge Signaltransduktion und Myofilament-Funktion (De
Waard et al., 2007). Neben den beschriebenen Effekten physischer Aktivitdt nach
abgelaufenem Herzinfarkt, konnte mittlerweile auch gezeigt werden, dass vor dem
kardialen Event tGber langere Zeit kontinuierlich durchgefiihrtes Schwimmtraining das
Ausmald der chronischen Umbauprozesse im Myokard eindammt (Dayan et al.,
2005). Dies weist auf einen eventuellen Praventivmechanismus hin. Aufgrund der
zahlreichen divergierenden Beobachtungen ist es unerlasslich, die kardioprotektive
Wirkung des Ausdauersports im Vorfeld und nach Myokardinfarkt auf das ventrikulé-
re Remodeling eingehender zu untersuchen, um die positiven Effekte dieser gtinsti-
gen Therapieform bestmaoglich nutzen zu kdnnen. Die bisherigen Studien zu den pro-
tektiven Effekten des Ausdauersports fokussierten sich - im Patienten nicht anders
maoglich - hauptsachlich auf dessen Einfluss auf die Auswurffraktion, als Mal3 der
kardialen Funktion und auf die linksventrikularen KavitatsgroRen, als Mal3 fur die kar-
dialen Umbauprozesse. Tierstudien demonstrierten mittlerweile auch, dass 8-
wochiges Lauftraining zu einer geringeren Auspragung kardialer Fibrose im nicht-
infarzierten linken Ventrikel fuhrte (De Waard et al., 2007; Xu et al., 2008), vermutlich
Uber Herabregulation des AT1-Rezeptors und der ACE (Angiotensin Converting En-
zyme)-Transkription (Xu et al., 2008). Eine aktuelle Studie zeigte zudem positive Ef-
fekte des Lauftrainings auf die Kollagenvernetzung (Yengo et al., 2012). Die Auswir-
kungen kontinuierlicher physischer Aktivitat vor und nach Myokardinfarkt auf die
strukturellen kardialen Veranderungen, insbesondere auf die Aktivitat der MMPs 2
und 9 als Risikomarker fir den Remodeling-Prozess wurden bisher nicht untersucht.

Zudem sind die molekularen Mechanismen bzw. die intrazellularen Effektoren, tUber
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die Ausdauertraining gunstige Wirkungen auf das ventrikulare Remodeling und die

kardiale Funktion austbt, noch weitestgehend unklar.

2.4.2.2 Ausdauersport und Adenosin: Teamplayer?

Es ist mittlerweile bekannt, dass die Adenosinkonzentration nicht nur im insuffizien-
ten Herzen, sondern auch nach Ausdauertraining im Herzen erhéht ist (Funaya et al.,
1997). So wurde z. B. gezeigt, dass eine gesteigerte Aktivitat der 5'-Nukleotidase,
dem Hauptregulator des Adenosin-Metabolismus, nach 6-wdchigem Ausdauertrai-
ning im linken Ratten-Ventrikel vorlag (Langfort et al., 1996). Diese Beobachtung
konnte auf eine Beteiligung des Adenosin-Systems an der Induktion der physiologi-
schen Hypertrophie hinweisen. Die Tatsache, dass die Adenosinrezeptoren Al und
A3 Uber die By-Untereinheit ihrer Gai-gekoppelten Rezeptoren den PI3K-Signalweg,
welcher als Mediator der physiologischen Hypertrophie impliziert wird, zu aktivieren
vermogen, konnte eine Verbindung zwischen dieser Signalkaskade und Adenosin-
induzierter Signaltransduktion darstellen. Weiterhin kann spekuliert werden, dass die
vermehrte Substratbildung der Adenosinrezeptoren auf eine regulatorische Funktion
des Adenosin-Systems im Zuge der Sport-bedingten Kardioprotektion hindeutet. So
wurde Adenosin z. B. bereits als Sekretions- bzw. Produktionsinhibitor von
Katecholaminen und TNFa identifiziert (Rongen et al., 1996; Stowe et al., 1997,
Taddei et al., 1992; Wagner et al., 1998; Wagner et al., 1999) und die Ausdauer-
sport-vermittelte  Kardioprotektion scheint mit einer Aufrechterhaltung der
Katecholaminkonzentration und der Konzentrationsabnahme inflammatorischer Mar-
ker wie TNF a assoziiert zu sein (Larsen et al., 2001; Rengo et al., 2010). Weiterhin
demonstrierten Brown und Kollegen, dass die Ausdauertraining-induzierte Protektion
vor Ischamie-/Reperfusionsschaden eine erhdhte Expression sarkolemmaler Katp-
Kanale involviert (Brown et al., 2005), deren Aktivierung bei der anti-hypertrophen
Wirkung des Adenosin-Al-Rezeptors beobachtet wurde (Xia et al., 2007). Somit
kénnte der kardioprotektiven Wirkung des Ausdauersports ein Mechanismus zu
Grunde liegen, der eine gesteigerte Aktivierung der Adenosin-Signaltransduktion in-
volviert. Eine Bestatigung dieser Hypothese kbénnte folglich zumindest teilweise die
positiven Effekte von Ausdauersport auf den Remodeling-Prozess und das Fort-
schreiten der Herzinsuffizienz erklaren und weiterhin den Einsatz dieser gunstigen

und effektiven Therapieform nahe legen.
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2.5 Zielsetzung

2.5.1 Teilprojekt 1. Charakterisierung der Funktion und Expression des
Adenosin-Al-Rezeptors in Folge hypertropher Stimula  tion in vitro

und in vivo

Die chronische Herzinsuffizienz stellt eine der h&aufigsten chronischen Erkrankungen
der westlichen Industrienationen dar und ist mit einer unginstigen Prognose und ei-
ner hohen Letalitat assoziiert. Ein vorrangiger Mechanismus der Herzinsuffizienz ist
die pathologische Hypertrophie, als Folge chronischer mechanischer Belastungen
und der Aktivierung neurohumoraler und a-adrenerger Signaltransduktion. Der patho-
logisch hypertrophe Phanotyp zeichnet sich durch die Kardiomyozyten-Hypertrophie,
guantitative und qualitative Verédnderungen der Gen- und Proteinexpression, sowie
durch apoptotische, fibrotische und inflammatorische Ereignisse aus. Dies mindet in
diversen strukturellen und elektrophysiologischen Umbauvorgéngen des linken Vent-
rikels - dem Remodeling.

Die Hypothese des ersten Teilprojekts lautet, dass Adenosin, dem die Vermittlung
zahlreicher kardioprotektiver Effekte zugeschrieben wird, auch eine regulatorische
Funktion beim kardialen Remodeling zukommt. Diese Hypothese wird z. B. dadurch
gestutzt, dass eine selektive Adenosin-Al-Rezeptor-Aktivierung in vitro die Pheny-
lephrin (PE)- und die TNFa-vermittelte hypertrophe Antwort (Liao et al., 2011) und
die Expression inflammatorischer Faktoren in Kardiomyozyten des insuffizienten
Herzens inhibiert (Wagner et al., 1998; Wagner et al., 1999). Dartber hinaus wurden
bereits anti-fibrotische Effekte des Adenosin-A2b-Rezeptors in vitro (Epperson et al.,
2009) und in vivo (Wakeno et al., 2006) dokumentiert. Adenosin wurde auch als be-
deutender negativer Regulator der Matrixmetalloproteinasen (MMPSs), insbesondere
der MMP-9 identifiziert (Ernens et al., 2006). Die MMP-9 wurde bereits als Risiko-
marker fur die Entwicklung des linksventrikularen Remodelings und einer Herzinsuffi-
zienz nach Myokardinfarkt beschrieben (Wagner et al., 2006) und ist zusammen mit
der MMP 2 mal3geblich an der Ruptur des fibrillaren Kollagen-Netzwerks und der

Gefuge-Dilatation des linken Ventrikels beteiligt.
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Um die Hypothese zu priifen, dass Adenosin-induzierte Signalwege vor dem mal-

adaptiven Remodeling schitzen, sollte

a)

b)

d)

2.5.2

zunachst Funktion und Expression des Adenosin-Al-Rezeptors, dem die
Vermittlung Adenosin-induzierter anti-hypertropher Effekte zugeschrieben
wird, in Folge hypertropher Stimulation in isolierten neonatalen Kardiomyozy-
ten charakterisiert werden. Hierfur sollte der Effekt des selektiven Adenosin-
Al-Rezeptor-Agonisten CPA (N6-Cyclopentyladenosin) auf die hypertrophe
Antwort, initiiert durch den a;-adrenergen Stimulus Phenylephrin, das endoge-
ne Hormon Angiotensin Il oder den physiologischen Stimulus Igf-l anhand
charakteristischer Marker einer kardiomyozytaren Hypertrophie determiniert

werden.

der Effekt einer kontinuierlichen CPA-Infusion auf die pro-hypertrophe und
pro-fibrotische Antwort, sowie auf die Expression der MMPs 2 und 9 im Zuge

der PE-induzierten maladaptiven Antwort im Mausmodell untersucht werden.

eine PE-bedingte Modulation des Adenosinrezeptor-Systems im Mausmodell

in vivo geprift werden.

geklart werden, ob ein Al-Rezeptor-vermittelter Schutz vor dem Ubergang der
kompensierten Hypertrophie zum maladaptiven Remodeling die Regulation
der MAP-Kinase ERK1/2, der anti-hypertrophen GSK33 und/oder der kardio-
protektiven Kinasen AKT und der p70S6K als Komponenten des PI3K-

Signalwegs involviert.

Teilprojekt 2: Untersuchungen zum Effekt korp  erlicher Aktivitat
vor und nach Myokardinfarkt auf den ventrikularen R emodeling-
Prozess im Mausmodell mit besonderer Betrachtung de r Adeno-

sinrezeptoren und der extrazellularen Matrix

Kardiale Adenosinkonzentrationen sind sowohl bei Patienten mit Herzinsuffizienz,

wahrend und nach Myokardinfarkt, als auch nach Ausdauertraining deutlich erhdht

(Funaya et al., 1997; Newman et al., 1984). Es kristallisiert sich heraus, dass Aus-

dauertraining Uber Induktion des Igf-1/PI3K-Signalwegs die Auspragung der physiolo-



Einleitung 31

gischen Form der Hypertrophie initiiert, die mit einer normalen oder gesteigerten kar-
dialen Funktion assoziiert ist. Ausdauersport bei Patienten mit ventrikularer Dysfunk-
tion zieht eine Verbesserung der kardialen Funktion nach sich und wirkt sich guinstig
auf das Remodeling in Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz aus (Delagardelle
et al., 2002; Giannuzzi et al., 1997). Die Effekte von korperlicher Aktivitat vor und
nach Auftreten eines Myokardinfarktes auf die Auspragung der pathologischen Hy-
pertrophie, die strukturellen Verdnderungen und insbesondere auf die extrazellulare
Matrix und das Adenosin-System wurden bisher weder im Patienten noch im Tiermo-
dell untersucht.

Die Hypothese dieses Teilprojekts lautet, dass korperliche Aktivitat vor und nach
Myokardinfarkt das AusmalR des Remodelings abschwécht und somit der Entwick-
lung einer Herzinsuffizienz entgegen wirkt, und zwar durch Aktivierung des Igf-1/PI3K-
Signalwegs und Stimulation des Adenosinrezeptor-Systems bzw. eventuell Uber ein
Zusammenspiel der beiden Mechanismen. Um diese Hypothese zu testen, sollten
Wildtyp-Mause fur 6 Wochen unter Standardbedingungen bzw. mit der Méglichkeit
zum freiwilligen Lauftraining gehalten und anschlie3end einer permanenten Koronar-
arterien-Ligatur zur Induktion eines Myokardinfarktes bzw. einer Sham-Operation
unterzogen werden. Nach weiteren 4 Wochen freiwilliger korperlicher Aktivitat bzw.

standardisierter Haltung sollte

a) der kardiale Phanotyp anhand charakteristischer pro-hypertropher und pro-
fibrotischer Marker, sowie funktionell charakterisiert werden.

b) eine durch Ausdauertraining modulierte Expression der Remodeling-

Effektoren MMP 2 und 9 und des Kollagens | geprift werden.

c) der Einfluss von Ausdauertraining per se und im Schadensmodell auf das

Adenosinrezeptor-System untersucht werden.

d) der Effekt physischer Aktivitdt auf die Expression der Kinasen AKT, p70S6K
und GSK3[3, als Komponenten des Igf-lI-induzierten PI3K-Signalwegs, und der
MAP-Kinase ERK1/2 in diesem Modell untersucht werden, um die molekula-
ren Mechanismen zu beleuchten, die den kardioprotektiven Wirkungen des

Trainings zu Grunde liegen.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Fragestellung

Das neurohumorale Agens Angll und der a-adrenerge Stimulus PE induzieren die pathologische Hypertrophie
Uber Gag-vermittelte Aktivierung der MAPK-Kaskade, Calcineurin und der PKD, sowie Uber By-abhangige Induk-
tion der PI3Kp110y-Kaskade. Igf-I aktiviert iber Bindung seiner Rezeptortyrosinkinase den PI3Kp110a-Signalweg
und induziert Uber diesen die Auspragung der physiologischen Hypertrophie. Mittlerweile wurde demonstriert,
dass die Aktivierung des Adenosinrezeptor-Systems der PE-vermittelten hypertrophen Antwort in isolierten
Kardiomyozyten entgegen wirkt, und dass die Aktivierung des a-Adrenorezeptors zur Heraufregulation des Ade-
nosinrezeptor-Systems in vitro fihrt. In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des Adenosin-Al-Rezeptors in
diesem regulatorischen Prozess in vitro charakterisiert werden und geprift werden, ob die funktionelle und
expressionelle Regulation dieses Subtyps auch bei der Angll- oder Igf-l-induzierten hypertrophen Antwort verifi-
ziert werden kann. Weiterhin sollte eine PE-bedingte Expressionsregulation der Adenosinrezeptoren und der
Effekt einer kontinuierlichen Al-Aktivierung auf die PE-induzierte Hypertrophie, die Expression pro-fibrotischer
Faktoren, sowie der MMPs 2 und 9 in vivo untersucht werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Frage geklart
werden, ob Ausdauersport im Vorfeld und nach Myokardinfarkt kardioprotektive Effekte auf das Remodeling und
die Entwicklung der Herzinsuffizienz ausibt und, ob diese Wirkung mit einer Aktivierung des Adenosinrezeptor-
Systems assoziiert ist. Letztendlich sollte geprift werden, ob kardioprotektive Mechanismen eine Interaktion des
Igf-l-induzierten PI3K-Signalwegs und Adenosin-vermittelter Signaltransduktion involvieren.
Ado(R)=Adenosin(Rezeptor), PE=Phenylephrin, alAR=al-Adrenorezeptor, Angll=Angiotensin I,
AT1R=Angiotensin 1 Rezeptor, Igf-I=Insulin-like growth factor [, PI3K=Phosphatidylinositol-3 Kinase,
GSK3pB=Glycogensynthasekinase 3 3, mTOR=mammalian target of Rapamycin, S6K=Ribosomale S6 Kinase,
PKD=Proteinkinase D, MAPK=Mitogen-aktivierte Proteinkinase, TFs=Transkriptionsfaktoren,
MMP=Matrixmetalloproteinase
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Puffer und Lésungen

Blocking-Puffer:

DNA-Ladepuffer (5x):

PBS-Puffer (10x):

PBS-Tween-Puffer:

Protein-Ladepuffer (5x):

SDS-Elektrophoresepuffer:

5% Magermilchpulver (w/v) in TBS-Tween-Puffer

0,25% Bromphenolblau (w/v)
50% Glycerol (v/v)
50 mM EDTA

140 mM NaCl

25 mM KCI

0,5 mM MgCl,

1 mM CacCl,

10 mM Na/K-Phosphat (pH 7,5)

1x TBS-Puffer
0,5% Tween20 (v/v)

62,5 mM Tris/HCL (pH 7,6)
2% SDS (w/v)

5% B-Mercaptoethanol (v/v)
50% Glycerol (v/v)

0,001% Bromphenolblau (w/v)

25 mM Tris
0,1% SDS (w/v)
200 mM Glycin (pH 8,2-8,4)
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Standard-Lysispuffer 20 mM HEPES (pH 7,4)
1 mMDTT
1 mM NazVO, (pH 7,4)
1% Triton X-100 (v/v)
10% Glycerol (v/v)
0,4 mM PMSF
2 UM Leupeptin
1% Aprotinin (v/v)
0,5% E64 (v/v)
2 UM Microcystin
50 mM B-Glycerophosphat

TAE-Puffer (50x): 2 M Tris/[HCL
250 mM NaAc
500 mM EDTA (pH 7,8)

TBS-Puffer (10x): 500 mM Tris
1,5 M NaCl, (pH 7,5)

TBS-Tween-Puffer: 1x TBS-Puffer
0,5% Tween20 (v/v)

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCL
1 mM EDTA (pH 7,6)

Western-Transfer-Puffer: 25 mM Tris/HCL
192 mM Glycin
20% Methanol (v/v)

Weitere in dieser Arbeit verwendete Puffer und Lésungen sind in Kapitel 3.2 im Zu-

sammenhang mit der jeweiligen Methode aufgefihrt.
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3.1.2 Nahrmedien fur die Zellkultur

= Nahrmedium zur Kultivierung neonataler Kardiomyozyten
F-10 (Ham + Glutamin)
Zuzuglich 10% Horse Serum (v/v)

Zuzuglich 5% Fotales Kalberserum (v/v)

= Hungermedium zur Stimulation neonataler Kardiomyozyten
F-10 (Ham + Glutamin)

Um bakterielle Kontaminationen der Kultur zu vermeiden, wurde den Medien 1%
Streptomycin/Penicillin (v/v) zugegeben. Medium, die Seren und Penicilline wurden

von der Firma Invitrogen (Basel, CH) bezogen.

3.1.3 ,Kits"
= RNA High Pure Isolation Kit Roche (Mannheim)
» RNeasy® Mini Kit Qiagen (Hilden)
=  Omniscript® RT Kit Qiagen (Hilden)
= Tag-DNA-Polymerase PegLab (Erlangen)
3.1.4 Enzyme
= Kollagenase Typ Il Cell Systems (Troisdorf)
=  Pankreatin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
= RNasin Promega (Mannheim)

3.1.5 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

3.1.5.1 Primer flr semiquantitative PCR-Analysen

Die Primer fur semiquantitative PCR-Analysen wurden von der Firma Eurofins MWG

GmbH (Ebersberg) bezogen und sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.
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Zu amplifizierende Gene, NCBI-Zugriffsschliissel, Se

Tabelle 1: Primer flir semiquantitative PCR-Analysen

mer, sowie FragmentgroRen (bp) der Amplifikate

quenzen der verwendeten forward und reverse Pri-

Gen Primersequenz Amplifikat (bp)
Al-Rezeptor 5 TCATTGCCTTGGTCTCTGTG 3 304
NM_017155.2 5  AGGTTGTTCCAGCCAAACAT 3

A2a-Rezeptor 5" GCCGTGTGGATCAACAGTAA 3° 905
NM_053294.3 5° AAATTGCAATGATGCCCTTC 3°

A2b-Rezeptor 5" TTCTTTGGGTGTGTCCTTCC 3° 208
NM_017161.1 5° TGACAACTGAATTGGCGTGT 3°

A3-Rezeptor 5" TTCTTGTTTGCCTTGTGCTG 3 299
NM_012896.2 5° CGATGCGAACTGTGAAGGTA 3

c-fos 5° TCCGAAGGGAAAGGAATAAGA 3°

NM_022197.2 5  TCCGAAGGGAAAGGAATAAGA 3° 402
Gapdh 5" CCCTGCATCCACTGGTGCTGC 3° 303
NM_017008.3 5° CATTGAGAGCAATGCCAGCCC 3°

3.1.5.2 Primer fur quantitative Real-Time PCR-Analy

sen

Die Primer fur quantitative RT-PCR-Analysen wurden von der Firma TIB MOLBIOL

(Berlin) bezogen und sind in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrt.

Zu amplifizierende Gene, NCBI-Zugriffsschliissel, Se

Tabelle 2: Primer fiir quantitative PCR-Analysen aus R

reverse Primer, sowie Fragmentgré3en (bp) der Amplif

ikate

atten-cDNA

quenzen und Effizienz der verwendeten forward und

Gen Primer Amplifikat (bp) | Primer-Effizienz
Al-Rezeptor 5" GCTCTGCTCGCCATTG 3°

184 95,3%
NM_017155.2 5" CTCTCCAGTCTTGCTCTAC 3°
Gapdh 5" GCAAGTTCAACGGCACAG 3

135 100,2%
NM_017008.3 5° TAGACTCCACGACATACTCAG 3°

Tabelle 3: Primer fir quantitative PCR-Analysen aus M aus-cDNA

Zu amplifizierende Gene, NCBI-Zugriffsschlissel, Se

reverse Primer, sowie Fragmentgréen (bp) der Amplif

ikate

quenzen und Effizienz der verwendeten forward und

Gen

Primer

Amplifikat (bp)

Primer-Effizienz

Al-Rezeptor
NM_001008533.2

5 ATCCCTCTCCGGTACAAGACAGT 3°
5 ACTCAGGTTGTTCCAGCCAAAC 3°

119

96,0%

A2a-Rezeptor
NM_009630.2

5 CCGAATTCCACTCCGGTACA 3°
5 CAGTTGTTCCAGCCCAGCAT 3°

120

104,3%
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A2b-Rezeptor 5 TCTTCCTCGCCTGCTTCGT 3 o1 o1 0
,0%

NM_007413.4 5° CCAGTGACCAAACCTTTATACCTG 3°
A3-Rezeptor 5 ACTTCTATGCCTGCCTTTTCATGT 3'

126 100,5%
NM_009631.3 5° AACCGTTCTATATCTGACTGTCAGC 3°
a-MHC 5  AACTACCACATCTTCTACC 3°

85 98,5%
NM_010856.4 5 TAGTCGTATGGGTTGTTG 3
B-MHC 5 GCTGTTATTGCCGCCATTG 3'

135 97,7%
NM_080728.2 5 GTTGTCATTCCGAACTGTCTTG 3°
ANF 5 GGCTCCTTCTCCATCACC 3'

150 101,6%
NM_008725.2 5 CGGCATCTTCTCCTCCAG 3
MLC2V 5 AGATGCTGACCACACAAG 3'

142 93,9%
NM_010861.3 5° GCTCAGTCCTTCTCTTCTC 3
Gapdh 5 CACCCACTCCTCCACCTTTG 3

i i 108 95,9%

NM_017008.3 5° CCACCACCCTGTTGCTGTAG 3

3.1.5.3 Sonden fiir quantitative TagMan ® PCR-Analysen aus Maus-cDNA

Die Sonden wurden von der Firma Applied Biosystems (Darmstadt) bezogen und

sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4: Sonden fur quantitative TagMan ® PCR-Analysen aus Maus-cDNA
Zu amplifizierende Gene, NCBI-Zugriffsschllissel un  d verwendete TagMan ®.Sonden

Gen Sonde
CTGF

Mm01192931 g1
NM_010217.2
Kollagenlo2

Mm01165187_m1l
NM_007743.2
TGFB

MmO03024053_m1
NM_011577.1
TNFa

MmO00443258 m1l
NM_013693.2
Gapdh

Mm99999915 g1
NM_008084.2
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3.1.6 GroflRen- und Molekulargewichtsmarker

3.1.6.1 DNA-GroRRenStandard

Zur GroRRenbestimmung doppelstrangiger DNA-Fragmente wurde der DNA-Marker
pegGOLD 100 bp DNA-Leiter der Firma PeqgLab (Erlangen) verwendet. Dieser Gro-
Renstandard eignet sich, um Fragmente einer Grof3e zwischen 0,1 und 1 kb zu be-
stimmen. Der Marker enthalt DNA-Fragmente folgender GroRen (kb): 1/ 0,9/ 0,8/ 0,7/
0,6/ 0,5/ 0,4/ 0,3/ 0,2/ 0,1.

0.08-1.0kb Ing,/0.5 pg)
1000 )
P00 |45}
Bl |3}
FO0 |45)
&0 |43}
500 [115)
400 |47
300 |y
204 a4y

100 404

Abb. 6: DNA-GroRenStandard 100 bp DNA Leiter der Fir  ma PeqlLab

3.1.6.2 Molekulargewichtsmarker

Zur Molekulargewichtsbestimmung der Proteine wurde der RPNS8OOE Full-Range
Rainbow Molecular Weight Marker der Firma GE Healthcare (Freiburg) eingesetzt.
Dieser Marker enthalt Proteine folgender Molekulargewichte (kDa): 225 / 150 / 102 /
76/52/38/31/24/17112.

225~ Blue

150- Red

102- Green
76~ Yellow
5¢- Purple
38- Blue
31- Oronge
24- Green
17- Blue
12~ Red

Abb. 7: RPN8O0OE Full-Range Rainbow Molecular Weight M arker, vorgefarbte Proteinleiter der Firma GE
Healthcare



(54 kDa)

Kaninchen (Dianova, Hamburg)
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3.1.7 Antikorper
3.1.7.1 Primarantikérper zur Immundetektion
Tabelle 5: Primarantikbrper zur Immundetektion
Zu detektierende Proteine, deren Molekulargewicht (k  Da), verwendete Antikérper und deren Verdiinnung
Protein Antikérper Verdinnung
Al-Rezeptor Polyklonaler-anti-A1R IgG, 1:1000
(39 kDa) Kaninchen (Alpha Diagnostics, Brussel, BE)
A2a-Rezeptor Polyklonaler-anti-A2aR IgG, 1:1000
(45 kDa) Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg)
A2b-Rezeptor Polyklonaler-anti-A2bR IgG, 1:1000
(50 kDa) Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg)
A3-Rezeptor Polyklonaler-anti-A3R IgG,
(43 kDa) Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg) 11000
pAKT Polyklonaler-anti-pAkt (S473) 1gG, 1:1000
(60 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt am Main)
AKT Polyklonaler-anti-Akt 1gG,
(60 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt am Main) 1:1000
pERK42/44 Polyklonaler-anti-pERK42/44 (T202/Y204) IgG, 1:1000
(42/44 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt am Main)
ERK42/44 Polyklonaler-anti-ERK42/44 IgG, 1:1000
(42/44 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt am Main)
pGSK3p Polykonaler-anti- pGSK3-B (S9) IgG, 1:1000
(46 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt am Main)
GSK3B Monoklonaler-anti-GSK3-8 19G, 1:1000
(46 kDa) Maus (Cell signaling, Frankfurt am Main)
pp70S6K Polykonaler-anti-pp70S6K (T389) IgG, 1:1000
(70 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt am Main)
p70S6K Polykonaler-anti-p70S6K IgG, 1:1000
(70 kDa) Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg)
MMP-2 Polykonaler-anti-MMP-2 1gG, 1500
(76/66 kDa) Ziege (R&D Systems,Wiesbaden)
MMP-9 Polykonaler-anti-MMP-9 1gG, 1500
(92/86 kDa) Ziege (R&D Systems, Wiesbaden)
Calsequestrin Polykonaler-anti-Calsequestrin IgG,
1:2500
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3.1.7.2 Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper zu  r Immundetektion

Tabelle 6: Sekundarantikérper zur Immundetektion

Spezies, verwendete Antikdrper und deren Verdiinnung

Spezies Antikérper Verdinnung
. Peroxidase-gekoppelter anti-Kaninchen-Antikorper
Kaninchen 1:5000

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

) Peroxidase-gekoppelter anti-Ziege-Antikrper
Ziege ) ) ) 1:5000
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Peroxidase-gekoppelter anti-Maus-Antikorper
Maus ) ) ) 1:5000
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

3.1.7.3 Primarantikérper zur Immunhistochemie

Tabelle 7: Primarantikbrper zur Immunhistochemie

Antigen, verwendete Antikdrper und deren Verdiinnung

Antigen Antikérper Verdinnung
a-sarkomerisches Monoklonaler anti-a-sarcomerisches Actinin IgG, Maus

1:50
Actinin (Dianova, Hamburg)

Polyklonaler anti-8-Hydroxyguanosin 1gG,
8-Hydroxy-guanosin 1:300
Ziege (Abcam, Cambridge, UK)

3.1.7.4 Fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikérper zu  r Immunhistochemie

Tabelle 8: Fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikbrper zur Immunhistochemie

Spezies, verwendete Antikdrper und deren Verdiinnung

Spezies Fluoreszenzgekoppelter-Antikdrper Verdinnung

FITC-konjugierter anti-Maus 1gG
Maus ) 1:50
(Dianova, Hamburg)

) TRITC-konjugierter anti-Ziege 1gG
Ziege ) 1:300
(Dianova, Hamburg)

3.1.8 Chemikalien und andere Materialien

Allgemeine Laboreinrichtungen, verwendete Maschinen und Arbeitsgerate entspra-
chen den in der Molekularbiologie tblichen Anforderungen und sind hier nicht geson-
dert aufgefuhrt bzw. im Zusammenhang mit der jeweiligen Methode erwahnt. Die Ma-
terialien, welche fir die Durchfiihrung der Arbeit im Speziellen wesentlich waren, sind
in folgender Tabelle aufgelistet oder im Zusammenhang mit der jeweiligen Methode
erwahnt. Chemikalien, die nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden von den Firmen
Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und VWR (Darmstadt) bezogen.
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Acrylamid/Bisacrylamid

Bio-Rad (Minchen)

Agarose

Lonza (Rocklund, USA)

Angiotensin Il Acetate Human

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Aprotinin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
APS Serva (Heidelberg)
BSA Serva (Heidelberg)

Bromphenolblau

Merck (Darmstadt)

N6-Cyclopentyladensosin

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

DMSO Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
DTT Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
EDTA Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Eosin Merck (Darmstadt)

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

E64 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Gelatine Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Glucose Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Glycerin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Hamatoxylin Merck (Darmstadt)

HEPES Serva (Heidelberg)

Igepal Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Igf-I Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

L-[4,5-3H]Leucine

Perkin Elmer (Rodgau-Rudesheim)

Laminin

Roche (Mannheim)

Leupeptin

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Phenylephrin-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Pikrinsaure

Merck (Darmstadt)

PMSF

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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Prazosin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
SDS Roth (Karlsruhe)

Sirius Red Polyscience Inc. (Cham, CH)
Szintillationsflissigkeit Roth (Karlsruhe)

TEMED Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Trypanblau Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Tween20 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

3.1.9 Computersoftware

Zur Erstellung dieser Arbeit wurden die Programme MS Word Office 2007, MS Power
Point 2007, GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Prism Inc., CA, USA), Labworks 3.0
(Labworks Software Inc., CA, USA), Visualsonics Vevo®770 Software (Visualsonics
Inc.,Toronto, CAN), Segment Software (Segment Medviso AB, S), BP 2000 Blood
Pressure Analysis System™ (Visitech Systems, Apex, NC, USA) und Lucia (Nikon,

Dusseldorf) verwendet.

3.1.10 Statistik

Die experimentellen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit sind als Mittelwerte +
SEM (,Standard error of the mean®) dargestellt. Zur statistischen Auswertung der
durchgefiihrten Experimente wurden One-Way-Anova Analysen mit Bonferroni Post-
Tests zum Vergleich mehrerer Behandlungsgruppen bzw. ungepaarte T-Tests zum
statistischen Vergleich zweier Gruppen verwendet. Die p-Werte sind 2-seitig mit
p<0,05; p<0,01; p<0,005; p<0,001.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturtechniken

3.2.1.1 Isolation neonataler Kardiomyozyten aus Rat  tenherzen

Die Isolation neonataler Kardiomyozyten dient der Herstellung einer Primarkultur, d.
h., einer nicht-immortalisierten Zellkultur, die direkt aus dem explantierten Herzen

gewonnen wird und nur eine begrenzte Zeit in Kultur gehalten werden kann. Um die
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Zellen eines Gewebes fur die Zellkultivierung vorzubereiten, missen diese aus dem
Gewebeverband geldst und vereinzelt werden. Dieser, als Verdau bezeichnete Vor-
gang wird durch ein Zusammenspiel von Pankreatin, welches sich unter Anderem
aus Amylasen, Lipasen und verschiedenen Proteasen zusammensetzt, und der
Protease Kollagenase, welche das Separieren der kardialen Zellen aus der extrazel-
lularen Matrix bewirkt, katalysiert.

Zur Isolation neonataler Kardiomyozyten wurden 3-5 Tage alte Sprague Dawley Rat-
ten der Firma Charles River GmbH Deutschland verwendet. Um eine fur die in der
vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche ausreichende Kardiomyozyten-Dichte
zu erzielen, wurden mindestens 10 Herzen pro Isolation verwendet. Die Tétung der
Ratten erfolgte durch Dekapitieren mittels einer grof3en Schere. Der Korper wurde
unmittelbar nach der Dekapitation kurz in 70% Ethanol gespult. Zur Enthahme des
Herzens wurde ein parasternaler Schnitt in Richtung Diaphragma angelegt und das
Herz durch leichten Druck des Daumens auf den Thorax seitlich des Einschnitts her-
ausgedrtckt und mit einer kleinen Schere explantiert. Die Herzen wurden zunachst in
einer 10-cm®Schale in eiskaltem ADS-Puffer gesammelt und nach Entfernung der
Atrien und der gro3en Gefal3e in eine weitere ADS-Puffer geflllte Schale auf Eis
Uberfiihrt. Nachdem die Herzen durch jeweils etwa 25 Schnitte mit einer Feinschere
zerkleinert wurden, wurde der ADS-Puffer abgesaugt. Nach Zugabe von 10 ml En-
zym-Mix, welcher die den Verdau induzierenden Enzyme Pankreatin und
Kollagenase enthéalt, wurden die Gewebestlicke in eine sterile Flasche tberfuhrt und
5 min im Schittel-Wasserbad bei 90 U/min und 37°C inkubiert. Nach Ablauf der In-
kubationszeit wurde der Uberstand verworfen. Nach einer weiteren Zugabe von 10
ml Enzym-Mix wurden die Gewebestlicke fir 20 min erneut unter den oben genann-
ten Bedingungen inkubiert. Der Uberstand wurde in ein steriles 50 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt und der durch die Enzyme katalysierte Verdau durch Zugabe von 2 ml NCS
(Neonatales Kélberserum) abgestoppt. Diese Zellsuspension wurde dann fir 5 min
bei 700 rpm und RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpel-
let durch vorsichtiges Schitteln in weiteren 4 ml NCS gel6st. Die Suspension wurde
bis zur weiteren Verarbeitung bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die beschriebene Pro-
zedur des Gewebeverdaus wurde mit folgenden Inkubationszeiten im Schuttel-
Wasserbad wiederholt: 25 min, 25 min, 15 min, 10 min, 10 min. Nach dem letzten 10-
mindtigen Verdau wurden alle 6 Verdaususpensionen in einem 50 ml Reaktionsgefald
gesammelt und 5 min bei 700 rpm und RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-



Methoden 44

worfen, das Zellpellet in 4 ml Medium durch vorsichtiges Schutteln geldst und filtriert.
Der Filter wurde vor und nach der Filtration der Suspension mit jeweils 1 ml Nahrme-
dium (siehe 3.1.2) gesplilt, somit ergab sich ein Suspensionsvolumen von 6 ml. Um
einen erht6hten Reinheitsgrad der Kardiomyozyten-Kultur zu erlangen, missen die
Herzmuskelzellen von den ebenfalls in der Suspension enthaltenen Fibroblasten,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen separiert werden. Hierzu macht man sich
die Adhasionseigenschaften dieser Zelltypen zu Nutze, welche im Gegensatz zu
Kardiomyozyten auf unbehandelten Plastikoberflachen innerhalb kurzer Zeit adhéarie-
ren. Je 3 ml der Suspension wurden auf eine 6-cm?-Schale pipettiert und fiir 60 min
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium
mit den darin enthaltenen Kardiomyozyten in ein 50 ml Reaktionsgefald tberfuhrt.
Mehrmaliges Spulen der Platten mit je 2 ml frischem Medium diente der Aufnahme
der grol3tmaglichen Kardiomyozyten-Anzahl in die Zellsuspension. Nach jedem Spul-
vorgang wurde der Anteil nicht-adharenter Zellen auf den beiden Platten mikrosko-
pisch kontrolliert. Alle Arbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank unter sterilen

Bedingungen durchgefuhrt.

ADS-Puffer: 116 mM NaCl
20 nM HEPES
0,8 mM Nay;HPO,
5,6 mM Glucose
5,4 mM KCI
0,8 MM MgSO, (x7H20)

Nach dem Ldsen der Substanzen in H,Og4est Wurde der pH-Wert mit 1 M NaOH auf
7,35 eingestellt, die Losung steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Enzym-Mix: 90 ml ADS-Puffer
48 mg Pankreatin

40 mg Kollagenase Typ Il

Nach dem Ldsen der Enzyme im ADS-Puffer wurde die Losung filtriert und auf Eis

gehalten.
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Chirurgische Instrumente: Feinschere (Wecker Spring Scissors, F.S.T., Hei-

delberg)

Hautschere (Extra Thin Fine Scissors, F.S.T.)
Grol3e Schere (Surgical Scissors Sharp, F.S.T.)
Pinzette (Taylor Forceps, F.S.T.)

3.2.1.1.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzahlbestimmung wurden 10 pl der erhaltenen Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau vermischt. Der Farbstoff Trypanblau wird von Zellen aufgenommen, die
keine intakte Membran mehr aufweisen. Somit lassen sich tote Zellen anhand ihrer
Blaufarbung mikroskopisch erkennen. Nach einer einminttigen Inkubation wurden 10
pl dieser 1:1 Verdinnung auf eines der eingezeichneten Kreuze einer Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Zur Ermittlung der Lebendzellzahl wurden jeweils die unge-
farbten Zellen der vier Quadranten eines Kreuzes ausgezahlt und der Mittelwert be-
rechnet. Unter Bertcksichtigung der verwendeten Verdinnung ergab sich aus nach-

folgender Formel die Gesamtzellzahl der Suspension.

Gesamtzellzahl = Mittelwert x 2 x 10° x Volumen der Zellsuspension

3.2.1.2 Kultivierung und Stimulation neonataler Kar  diomyozyten fur Protein-
und RNA-Analysen

Um neonatale Kardiomyozyten zu stimulieren und nachfolgend RNA- und Protein-
analysen durchzufithren, wurden diese zunachst in beschichteten 6-cm®Schalen
(Primaria™, Becton Dickinson, Heidelberg) als Monolayerkultur in 3 ml streptomycin-
/penicillinhaltigem F10-N&hrmedium (siehe 3.1.2) ausgesat. Die Zellzahl, welche mit-
tels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde, betrug pro Platte 1,6x10° Zellen.
Das Ausséen der angegebenen Zellzahl gewahrleistete, dass die Zellen nach einer
Adharenzphase von 48 h bei 37°C und 5% CO, eine Dichte von etwa 80% erreicht
hatten. Waren ausreichende Adharenz und Kontraktilitat der Herzmuskelzellen durch
mikroskopische Beurteilung gewéahrleistet, wurde das Nahrmedium durch serumfrei-
es Hungermedium &aquivalenten Volumens ersetzt, um eine ausreichende Kompe-
tenz der Zellen fur die anschlieRende Stimulation zu erreichen. Nach 14-18 h Serum-

entzug wurden die Kardiomyozyten mit PE (Phenylephrin; 1-100 uM), Angll (Angio-
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tensin II; 0,1-10 pM), Igf-l (Insulin-like growth factor; 0,2-20 ng/ml), CPA (N6-
Cyclopentyladenosin; 1 uM) bzw. Prazosin (1 uM) behandelt. Je nach Experiment
betrug die Stimulationszeit 30 min bis 24 h. Alle Arbeiten wurden unter einer Sicher-

heitswerkbank unter sterilen Bedingungen durchgefihrt

3.2.1.3 Kultivierung neonataler Kardiomyozyten flr Radioaktivitatsmethoden

Um neonatale Kardiomyozyten zu stimulieren und nachfolgend die Inkorporation der
radioaktiv-markierten Aminoséure Leucin zu messen, wurden diese in beschichteten
12-Loch-Platten (Primaria™, Becton Dickinson, Heidelberg) als Monolayerkultur in 1
ml Streptomycin-/Penicillin-haltigem F10-Nahrmedium ausgesét. Die Zellzahl, welche
mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde, betrug pro Loch 2,5x10° Zellen.
Die Kardiomyozyten wurden, wie unter 3.2.1.2 beschrieben, kultiviert und zur nach-

folgenden Stimulation vorbereitet.

3.2.1.4 Kultivierung und Stimulation neonataler Kar  diomyozyten fur Immunfar-

bungen

Um neonatale Kardiomyozyten Zu stimulieren und nachfolgend
immunhistochemische Untersuchungen durchzufiihren, wurden diese in sogenannten
~.Chamber Slides" (Lab Tek™ Chamber Slide™ System nunc, Thermo Fisher Scienti-
fic, Karlsruhe) als Monolayerkultur in 300 pl Streptomycin-/Penicillin-haltigem F10-
Nahrmedium ausgesat. Unter Berlcksichtigung der Adhérenzeigenschaften der
Kardiomyozyten mussten die ,Chamber Slides” zunéchst beschichtet werden.

Jede Kammer der ,Chamber Slides” wurde fir eine Minute mit 200 ul warmer 1%iger
Gelatine in PBS Uberschichtet. Nach vollstandigem Absaugen der Gelatine, erfolgte
eine dreistiindige Inkubation der Kammern mit je 180 pl Laminin [Img/ml] bei Raum-
temperatur. Je 2,5x10* isolierte neonatale Kardiomyozyten wurden in 300 pl Medium
pro Kammer ausgesat. Nach einer 48-stindigen Inkubationszeit bei 37°C und 5%
CO; wurde das Nahrmedium durch serumfreies Hungermedium ersetzt. Nach 16 h
erfolgte die 48-stiindige Stimulation der Zellen mit PE (10 uM), Angll (1 uM), lgf-1 (20
ng/ml) bzw. CPA (1 puM). Nach Ablauf der Stimulationsdauer wurden die Zellen durch
eine 10-mindtige Inkubation mit 3,7% Paraformaldehyd fixiert, mit PBS gewaschen
und nach Uberschichtung mit frischem PBS bei 4°C gelagert. Alle Arbeiten wurden
unter einer Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt
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3.2.2 Tiermodelle

3.2.2.1 Mauslinie und Tierhaltung

Im Versuch wurden ausschlieBlich mannliche C57/BI6N M&ause der Firma Charles
River GmbH Deutschland eingesetzt. Alle Untersuchungen wurden unter Beachtung
des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt (Genehmigung gemald 88 Tier-
schutzgesetz, Versuch-Nr. 18/2009). Die Tiere wurden je nach Tiermodell in Gruppen
von 3-10 Tieren in normierten Makrolonkafigen oder einzeln in Kéfigen mit Hochde-
ckeln gehalten. Die Stallungen unterlagen einem Lichtregime mit einem 12-Stunden-
Tag-Nacht-Rhythmus. Die Raumtemperatur betrug 20°C bei einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 50%. Futter und Wasser wurden ad libitum zur Verfigung gestellt
und deren Aufnahme regelmaRig kontrolliert. Bei dem pelletierten Futter handelte es
sich um ein standardisiertes Alleinfuttermittel zur Haltung von Méausen. Die beschrie-
bene Art der Tierhaltung wird im nachfolgenden als Haltung unter Standardbe-

dingungen bezeichnet.

3.2.2.2 Tiermodell zur Induktion pathologischer Hyp  ertrophie in Folge eines

Myokardinfarktes in kérperlich aktiven und inaktive n Mausen

Méannliche C57/BI6 Mause im Alter von 6-8 Wochen wurden unter Standardbedin-
gungen in Gruppen von 10 Mausen (Kontrollen) oder einzeln mit der Moglichkeit zum
freiwilligen Lauftraining (Laufer) gehalten. Zum Zweck des Ausdauertrainings zur In-
duktion einer physiologischen Hypertrophie wurden die Kafige mit Nager-Laufradern
ausgestattet. Die absolvierte Laufleistung wurde Uber das Ablesen der taglichen und
der insgesamt zurtick gelegten Distanzen auf Tachometern, welche an den Laufra-
dern angebracht worden waren, kontrolliert und belief sich auf 4,8+0,3 km pro Tag.
Nach sechswdchigem freiwilligen Lauftraining bzw. sechswdchiger Haltung unter
Standardbedingungen wurde in den korperlich aktiven und kérperlich inaktiven Mau-
sen zum Zwecke der Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie ein anterolate-
raler Myokardinfarkt mittels permanenter LAD (,Left anterior descending coronary
artery*)-Ligatur induziert. Eigene Vorversuche und frihere Arbeiten zeigten, dass die
Uberlebensrate der Mause nach einer solchen Ligatur bei etwa 80% liegt. Nach In-
duktion des Myokardinfarktes wurde nach einer kurzen Ruhephase von 5 Tagen das
freiwillige Lauftraining der aktiven Mause fir weitere 4 Wochen fortgesetzt. Die Mau-
se erzielten in dieser Phase eine tagliche Laufleistung von 4,3£0,2 km pro Tag Die

Kontrollgruppe wurde in dieser Zeit weiterhin unter Standardbedingungen gehalten.
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Nach Ablauf dieser Zeit wurde der kardiale Phanotyp funktionell, morphologisch, his-
tologisch und biochemisch charakterisiert und mit ,sham“-operierten, kérperlich akti-
ven und inaktiven Mausen, welche die fur die Infarktgruppen beschriebene Behand-

lung durchliefen, verglichen.

3.2.2.2.1 Induktion des Myokardinfarktes

Narkoseeinleitung und OP-Vorbereitung der Versuchstiere:

Um die jeweils bendétigte Dosis des Narkose- und Schmerzmittels zu bestimmen,
wurden die Tiere zunachst gewogen. Zur Anasthesie wurde eine 2:1 Mischung aus
Ketavet® (100 mg/kg Ketaminhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe) zur Sedation und Anal-
gesie und Rompun® (10 mg/kg Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Berlin) zur
Muskelrelaxation in einer 1:10 Verdinnung mit 0,9% NacCl eingesetzt. Pro 20 g Kor-
pergewicht wurden 0,3 ml des beschriebenen Narkoseansatzes intraperitoneal appli-
ziert. Dosis und Zusammensetzung der Narkose wurden so gewahlt, dass das Tier
fur eine Dauer von etwa 50 Minuten in tiefer Narkose lag. Dieser Zustand war Ubli-
cherweise 15 min nach Narkoseinjektion erreicht. Um ein Austrocknen der Augen
wahrend des Eingriffes zu vermeiden, wurden diese mit Augensalbe (Bepanthen®,
Roche, Mannheim) versehen. Zur Vorbereitung der OP wurde nachfolgend das OP-
Feld links des Sternums rasiert. Als Operationstisch diente eine Glasplatte, welche
auf einem Heizkissen lag, um eine Hypothermie der Tiere zu vermeiden und deren
Korpertemperatur wahrend des Eingriffs konstant zu halten. Glasplatte und Heizkis-
sen wurden unterhalb eines OP-Mikroskops (Nikon SMZ645, Nikon, Disseldorf) po-
sitioniert.

Intubation:

Zur Intubation wurde die Maus in Schniffelposition mittels Fadenschlinge um die
Schneidezahne fixiert. Nach seitlicher Positionierung der Zunge mit Hilfe einer gebo-
genen Pinzette erfolgte, unter direkter Beleuchtung des Larynx durch die Lichtquelle
des OP-Mikroskops, die Intubation bei gedffneter Stimmritze. Der Tubus, (eigene
Herstellung aus einer 22 gauge Venenverweilkanile (Venflon™Pro Safety, Becton
Dickinson, Heidelberg) und einer 18 gauge Kaniile (100 Sterican®, Braun, Berlin)
wurde mit grél3ter Sorgfalt in die gedffnete Trachea geschoben, um Verletzungen der
Luftréhre und der Lunge zu vermeiden. Nach Intubation wurde die Maus in Ricken-
lage flach auf der Glasplatte positioniert und der Tubus mit dem Y-Stiick des tot-

raumoptimierten Beatmungsgerats (Mouse Ventilator MiniVent Typ 845, Hugo Sachs
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Elektronik, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten) verbunden. Die Beatmung
erfolgte mit Raumluft mit einem Tidalvolumen von 200 pl und einer Atemfrequenz
von 120/min. Um wahrend der OP eine stabile Position der Maus und des Tubus zu
gewahrleisten, wurde das Y-Stick des Ventilators, sowie die 4 Ful3e der Maus flach
auf der Glasplatte aufliegend mit Leukoplaststreifen (Beiersdorf AG, Hamburg) fixiert.
LAD-Ligatur:

Vor dem Eingriff wurde das bereits rasierte OP-Feld desinfiziert (Softasept® N,
Braun, Berlin). Die Haut wurde von subxiphoidal nach axillar mit einer Hautschere im
Bereich von etwa 7 mm erdffnet und von der darunter liegenden Faszie und Muskula-
tur mithilfe zweier Knipfpinzetten befreit. Es erfolgte die stumpfe Praparation des
Musculus pektoralis major und des Musculus pektoralis minor, um ein OP-Fenster
Uber dem dritten Intercostalraum (ICR) zu bilden. Durch vorsichtigen Druck einer OP-
Pinzette auf die ICR-Muskulatur und abwechselndes Offnen und SchlieBen der Pin-
zette wurden der Musculus intercostalis externus und der Musculus intercostalis
internus zwischen der zweiten und dritten Rippe in einer Ldnge von etwa 3 mm
stumpf prapariert. Hierbei ist unbedingt zu beachten, dass keine Irritation von Herz
oder Lunge erfolgt und die parallel zum Sternum verlaufende Arteria thoracica interna
unbeschadigt bleibt. Die entstandene Offnung in der ICR-Muskulatur wurde zun&chst
mithilfe einer Knupfpinzette auf gespreizt und das Perikard durch vorsichtiges Anhe-
ben und Zupfen ertffnet. Das entstandene OP-Feld mit freiem Blick auf das linke
Herzohr wurde mit Hilfe dreier Fixierfaden offen gehalten und gegebenenfalls durch
stumpfes Zupfen der ICR-Muskultur vergroRert. Da die zu ligierende linke vordere
absteigende Koronararterie (LAD) nicht oberflachlich verlauft, musste ein Gewebe-
umschluss mittels Fadenschlinge ,blind“ an der Position in der Vorderwand erfolgen,
wo die Verzweigung der LAD zu vermuten ist, d. h. etwa 1 mm unterhalb des linken
Herzohres. Durch die Biegung der Rundkdrpernadel des verwendeten Nahtmaterials
war der Radius des umschlungenen Gewebes bereits vordefiniert. Nachdem sich die
Herzfrequenz wieder normalisiert hatte, wurde das umschlossene Gewebe mit Hilfe
zweier Knoten permanent ligiert. Der Erfolg der Ligatur konnte unmittelbar durch
Verblassen des apikal des Knotens gelegenen, von der LAD-versorgten Areals, d. h.
durch Induktion der Ischamie, tUberprift werden. Nun wurde der ICR mithilfe der Fi-
xierfaden geschlossen. Die Muskulatur wurde mit einer fortlaufenden Naht, der Haut-
schnitt mit Einzelknopfnéhten verschlossen. Anschlieend wurden 5 mg*kg des
Analgetikums Rimadyl® (Pfizer, Karlsruhe) intraperitoneal appliziert, um einen
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Schmerzmittelspiegel vor dem Ausschleichen der Narkose aufzubauen. Etwa 10 min
nach Extubation setzten die Zwischenzehenreflexe und die Schnurrhaarbewegungen
ein und 30-40 min nach Eingriff waren die operierten Tiere bewegungsfahig. Zur pos-
toperativen Beobachtung und Nachsorge wurden die Tiere erst am Folgetag in die
Quarantane der Tierhaltung zuriick gebracht und erhielten 22 h nach Eingriff eine

weitere Analgetikainjektion.

Analgetikum Rimadyl® (Pfizer) 15fach verdiinnt mit 0,9% NaCl
OP-Besteck Hautschere (Extra Thin Fine Scissors, F.S.T., Heidelberg)

2 gebogene Pinzetten (Graefe Forceps, F.S.T.)

2 gebogene Knupfpinzetten (Braun Aesculap, Tuttlingen)
Mikro-Nadelhalter (Braun Aesculap)

Nadelhalter (BM 365, Braun Aesculap)

Nahtmaterial Normal6hr, ¥2 gebogen, Rundkorper (Feuerstein Suprama,
Berlin)
Federohr, 3/8 gebogen, Dreikant (Feuerstein Suprama)

Seide 6-0, geflochten (Feuerstein Suprama)

Ligatur-Faden Perma-Hand Seide, 6-0, 3/8 ¢ (Ethicon, Norderstedt)

3.2.2.2.2 Sham-Operation

Die sogenannte Sham-Operation verlief bis auf das Ausbleiben der Ligatur wie unter
3.2.2.2.1 beschrieben, d. h. nach Durchfiihren des Ligatur-Fadens durch die links-
ventrikulare Vorderwand wurde der Faden wieder entfernt und der Thorax ohne wei-

tere Manipulation verschlossen.

3.2.2.3 Tiermodell zur Induktion pathologischer Hyp  ertrophie in Folge eines

kontinuierlichen maladaptiven Stimulus

Méannliche C57/BI6 Mause im Alter von 14 Wochen wurden, wie unter 3.2.2.1 be-
schrieben, unter Standardbedingungen in Gruppen von 3 Mausen gehalten. Die Ver-
suchstiere wurden einer kontinuierlichen Infusion mit dem a-Adrenorezeptor

Agonisten PE (Phenylephrin; 120 mg*kg*Tag), mit dem Adenosin-Al-Rezeptor



Methoden 51

Agonisten CPA (N6-Cyclopentyladenosin; 2 mg*kg*Tag) bzw. einer Kombination aus
PE und CPA uber subkutan implantierte, osmotische Mini-Pumpen (Alzet® Micro-
Osmotic Pump, Model 1004, Cupertino, CAN) Uber einen Zeitraum von 21 Tagen
unterzogen. Die verwendeten Pumpen gewadhrleisten eine Freisetzung von 0,25 pl
der eingeflllten Lésung pro Stunde Uber einen Zeitraum von 28 Tagen. Die Kontroll-
gruppe erhielt eine physiologische NaCl-Lésung. Die osmotischen Mini-Pumpen wur-
den nach Angaben des Herstellers unter sterilen Bedingungen befillt und anschlie-
Bend in 0,9%iger NaCl-L6ésung Uuber Nacht bei 37°C inkubiert, um den
Osmosevorgang vor Implantation zu aktivieren. Durch diesen Schritt wurde gewéhr-
leistet, dass unmittelbar nach Einbau der Pumpe in die Maus die Substanzabgabe
definierter Konzentration einsetzte. Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurde
der kardiale Phanotyp funktionell, morphologisch, histologisch und biochemisch de-

terminiert.

3.2.2.3.1 Subkutane Implantation osmotischer Mini-P  umpen

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einer Plastikkammer mit 3% Isofluran gemischt mit
100% O, bei einer Flussrate von 1,0 I/min. Nach Induktion der Narkose wurde die
Maus in Bauchlage auf einer Glasplatte, die auf einer Warmematte platziert worden
war, mittels Leukoplast-Streifen fixiert. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte
Uber Inhalation von 1,5 % Isofluran gemischt mit 100% O, bei einer Flussrate von 1,0
I/min Uber eine mit dem Anasthesie-System verbundene Nasenmaske. Somit war
eine stabile Sedierung im Verlauf der Prozedur gewahrleistet. Zum subkutanen Ein-
bau der Medikamentenpumpe erfolgte ein etwa 1 cm breiter, transversaler Haut-
schnitt in Ruckenmitte, linksseitig der Wirbelsaule. Danach wurde stumpf und unblu-
tig eine subkutane Tasche bis in die linke Flanke prapariert und zur Sputlung 0,5 ml
0,9% NaCl in die Tasche injiziert. AnschlieBend wurde die Mini-Pumpe mit der per-
meablen Membran voran in die Hauttasche eingeschoben und der Hautschnitt unter
Verwendung nicht resorbierbarer Seide, mit 4-5 Einzelknopfnahten verschlossen. Die
Dauer dieses Eingriffs betrug etwa 10 min. Die Tiere waren nach Abnahme der Na-
senmaske wach und unmittelbar bewegungsfahig. Zur postoperativen Beobachtung
und Nachsorge wurden die Tiere erst 12-18 h nach Eingriff in die Quarantane der

Tierhaltung zurlick gebracht.
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OP-Besteck Hautschere (Extra Thin Fine Scissors, F.S.T., Heidelberg)
2 gebogene Pinzetten (Graefe Forceps, F.S.T.)
Nadelhalter (BM 365, Braun Aesculap, Tuttlingen)

Nahtmaterial Federdhr, 3/8 gebogen, Dreikant (Feuerstein Suprama)

Seide 6-0, schwarz, geflochten (Feuerstein Suprama)

3.2.2.3.2 Explantation osmotischer Mini-Pumpen

Zur Explantation der Mini-Pumpen wurden die Mause, wie unter 3.2.2.3.1 beschrie-
ben, narkotisiert und fur den Eingriff vorbereitet. Die urspriingliche Operationsnaht
wurde mittels Einmalskalpell (Surgical Disposable Scalpels, Braun) ertffnet und die
Mini-Pumpe durch Druckausibung auf das zur Flanke hin gerichtete Ende aus der
Hauttasche entfernt. Die Operationsnaht wurde erneut, wie unter 3.2.2.3.1 beschrie-

ben, verschlossen.

3.2.3 In vivo Analysen

3.2.3.1 Echokardiographie

Die echokardiographische Analyse diente der zweidimensionalen Determination
morphologischer Aspekte und der Ermittlung funktioneller Parameter.
Narkoseeinleitung und Versuchsvorbereitung:

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einer Induktionskammer mit 3% Isofluran, gemischt
mit 100% O, bei einer Durchflussrate von 1,0 I/min. Die Aufrechterhaltung der Anés-
thesie erfolgte nach Positionierung der Maus in Rickenlage auf einer Plattform mit
eingebetteten EKG-Elektroden via Inhalation von 1,0 - 1,5% Isofluran gemischt mit
100% O (1,0 I/min) Gber eine mit dem Anasthesie-System verbundene Nasenmas-
ke. Somit war eine konstante Sedierung im Verlauf der Prozedur gewéhrleistet und
die Herzfrequenz konnte kontrolliert auf etwa 400 Schldage/min gehalten werden.
Nach Fixierung der Maus mit allen vier FuRen auf den mit Elektrodengel (Signa
Creme, Parker Laboratories Inc., Fairfield, USA) versehenen EKG-Elektroden, erfolg-
te unter Verwendung einer Enthaarungscreme (Nair®, Church und Dwight, Missis-
sauga, CAN) die Enthaarung im Brustbereich. Die Kérpertemperatur wurde wéahrend
der gesamten Prozedur Uber eine rektale Temperatursonde tUberwacht, mit Hilfe der
Heizfunktion der Plattform und einer Warmelampe adjustiert und innerhalb eines Be-

reichs von 37,0°C£1,5°C konstant gehalten.
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Bildgebung, Messung und Kalkulation morphologischer und funktioneller Parameter:

Die Bildgebung erfolgte mit dem Visualsonics Vevo®770 High-Resolution in vivo
Micro-Imaging System (Visualsonics Inc.,Toronto, CAN) unter Verwendung des
Schallkopfs RMV707B (Real-Time Micro Visualization mouse cardiac, 15-45 MHz).
Zu Beginn der Untersuchung wurde auf 37°C vorgewarmtes Ultraschallgel
(Aquasonic 100 Ultrasound Transmission Gel, Parker Laboratories Inc., Fairfield,
USA) auf die Brust des Tieres aufgebracht. Zweidimensionale (B-Mode) Bilder wur-
den in parasternaler Langsachsenprojektion nach Erfassen des Apex und der
Aortenwurzel in einer Linie aufgenommen (siehe Abb. 8). In dieser Einstellung erfolg-
ten eindimensionale M-Mode Aufzeichnungen apikal des Papillarmuskels, um in
Enddiastole und Endsystole Standardmessungen des interventrikularen Septums
(IVS;d/s [mm], diastolisch/systolisch), der linksventrikularen internen Durchmesser in
Enddiastole (LVID;d/LVEDD [mm]) und Endsystole (LVID;s/LVESD [mm]) und der
linksventrikularen posterioren Wand (LVPW;d/s [mm]; diastolisch/systolisch) durchzu-
fuhren (siehe Abb. 8). Linksventrikulare KavitatsgroRen und Wanddicken wurden in
dieser Projektion bei drei Herzzyklen gemessen und gemittelt. Durch Drehung des
Schallkopfs um 90° erhielt man eine Kurzachsenprojektion, um anschlieBend anné-
hernd mittventrikulare M-Mode Aufzeichnungen zu erfassen (siehe Abb. 9). In dieser
Einstellung erfolgte die Standardmessung der linksventrikularen anterioren Wand
(LVAW;d/s [mm]; diastolisch/systolisch) bei drei Herzzyklen. Alle Messungen erfolg-
ten in der Expirationsphase, um Bildartefakte aufgrund der Atembewegung zu mini-
mieren. Die linksventrikulare Masse (LV Masse [g]) und das linksventrikulére enddi-
astolische Volumen (LVED vol [ul]), sowie die linksventrikuldre Verkirzungsfraktion
(,Fractional shortening®, FS [%]) wurden von der Visualsonics Vevo®770 Software als
funktionelle Parameter automatisch unter Verwendung nachfolgender Gleichungen
ausgehend von den M-Mode Messungen kalkuliert, wobei die Gewebedichte bei der

Maus als 1,05 mg/ml gesetzt wird.
LV Masse [g] = [1,05 mg/mI*[(IVS;d + LVID;d + LVPW;d)*~LVID;d’]]
FS [%] = ((LVED vol-LVES vol)/LVED vol)*100

LVED vol [ul] = ((7,0/2,4+LVID;d))*LVID;d’
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Abb. 8: Echokardiographische B- Mode Aufzeichnung in parasternaler Langsachse  nprojektion und zuge-
horige M-Mode Aufzeichnung einer 14 -wdchigen C57/BL6 Wildtyp-Maus

Echokardiographische B-Mode Aufzeichnung (links) in parasternaler Langsachsenprojektion einer 14 Wochen
alten, mannlichen C57/BI6N Maus und zugehodrige M-Mode Aufzeichnung (rechts) apikal des Papillarmuskels mit
Standardmessungen des IVS, des LVID und der LVPW in Enddiastole und Endsystole. IVS [mm] = Interventriku-
lares Septum, LVID [mm] = Linksventrikul&rer interner Durchmesser, LVPW [mm] = Linksventrikulére posteriore

Wand, d/s = diastolisch/systolisch

EVAVER () = | e
D u.ﬂiﬁ{n-zn'r v Il?ﬂ-ﬂg (3) =

D065 mm

Abb. 9: Echokardiographische B- Mode Aufzeichnung in mittventrikularer Kurzachsenprojektion und zu-
gehdrige M-Mode Aufzeichnung einer 14-wdchigen C57/BI6 Wildtyp-Maus

Echokardiographische B-Mode Aufzeichnung (links) in parasternaler Kurzachsenprojektion einer 14 Wochen
alten, mannlichen C57/BI6N Maus und zugehdrige mittventrikulare M-Mode Aufzeichnung (rechts) mit Standard-
messung der LVAW in Enddiastole (d) und Endsystole (s). LVAW [mm] = Linksventrikulare anteriore Wand, d/s =
diastolisch/systolisch, RV=rechter Ventrikel.

3.2.3.2 Magnet Resonanz Tomographie (MRT)

Zweck des Kleintier-MRTs war die funktionelle und morphologische Charakterisie-
rung des kardialen Phénotyps nach Induktion einer physiologischen bzw. pathologi-
schen Hypertrophie in Mausen. Das MRT ermdglichte eine konsekutive Charakteri-

sierung der Tiere im Verlauf des jeweiligen Versuchs. Die nicht-invasive kardiale
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Bildgebung mittels Kleintier-MRT erlaubt - Uber die echokardiographische
Untersuchung hinaus — auch die Beurteilung der rechtsventrikularen Funktion des
Herzens. Weiterhin erfolgte aufgrund der Dreidimensionalitat der Aufnahmen die
Kalkulation der linksventrikularen Volumina mit Hilfe dieses Bildgebungsverfahrens.
Narkoseeinleitung und Versuchsvorbereitung:

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einer Induktionskammer mit 2-3% Isofluran ge-
mischt mit 100% O, bei einer Flussrate von 1,0 I/min. Nach Induktion der Narkose
und Aufbringen der Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Roche,
Mannheim) auf die Cornea wurde die Maus in Bauchlage auf der aus 4 Elementen
(2x2) bestehenden, sattelformigen Oberflachenspule (Bruker BioSpin, Ettlingen) des
Tomographen platziert und mit Klebestreifen (Leukoplast, Beiersdorf AG, Hamburg)
fixiert. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte Uber Inhalation von 1,0 - 1,5%
Isofluran, gemischt mit 100% O, (1,0 I/min) Gber eine mit dem Anasthesie-System
verbundene Nasenmaske. Somit war ein konstanter Sedierungslevel im Verlauf der
Prozedur gewahrleistet, und die Herzfrequenz konnte auf etwa 400 bpm gehalten
werden. EKG-Pads (NY3M Red Dot neonatal monitoring electrodes, 3M Health Care,
St. Paul, MN, USA) wurden an den Vorderfil3en des Versuchstieres angebracht und
mit einem externen EKG (SA Instruments Inc., Stony Brook) verbunden. Ein pneuma-
tischer Sensor (Graseby infant respiration sensor, Smith Medical Germany, Gras-
brunn) wurde auf den Thorax aufgelegt, um die Respirationsrate zu kontrollieren. Die
physiologischen Daten wurden mit Hilfe eines externen Computers (PC-SAM32, Sa
Instruments Inc., Stony Brook, NY, USA) kontrolliert. Um eine Hypothermie der Maus
zu vermeiden, wurde eine mit einem externen Wasserbad verbundene Warmespule
auf dem Rucken der Maus platziert und ebenfalls mit Klebestreifen fixiert. Die Korper-
temperatur wurde Uber eine rektale Sonde tberwacht.

Bildgebung und Kalkulation morphologischer, sowie funktioneller Parameter:

Alle Messungen erfolgten mit einem horizontalen 9,4 Tesla Scanner (Biospec
advanced Il 94/20, Bruker BioSpin, Ettlingen) unter Verwendung eines wassergekuhl-
ten Hochleistungs-Gradientensystems (Gradientenstarke: 675 mT/m). Zur kardialen
Bildgebung wurden prospektiv getriggerte, cinematographische (Cine) - FLASH (Fast
Low Angle Shot)-MRT-Sequenzen verwendet, mit und ohne Unterdrickung des Blut-
signals (“Bright blood”-, “Black blood”-Modus). Hierbei hatte das Gesichtsfeld eine
GrofRe von 2x2 cm und die Matrixgro3e belief sich auf 192x192 Pixel (1 Pixel =
0,0104 pl). Als TR (,Repitition time*)/TE (,Echo time“)-Kombination wurde fur die
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Loright blood“-Darstellung eine Kombination aus 5,9 und 2,0 ms gewahlt, fir die
.black blood“-Darstellung eine Kombination aus 15,0 und 2,0 ms. Ausgehend von
einer R-R-Intervalllange im EKG von etwa 100-200 ms entschied sich, wie viele
Movieframes, deren Aufnahmedauer im ,bright blood“—Modus jeweils 5,9 ms, im
.black blood“-Modus jeweils 15 ms betrugen, notwendig waren, um einen gesamten
Herzzyklus darzustellen. Pro Tier wurden 7 Projektionen (Ubersichtsaufnahme, Refe-
renzscan in 3 Ebenen, 4-Kammer-Blick (siehe Abb. 10), Kurzachsenschnitt, 2-
Kammer-Blick) jeweils bei einer Atemfrequenz von 35-50 Zigen/min erfasst. Um die
gesamten Ventrikel von der Herzspitze bis zur Klappenebene zu erfassen, waren 5-7
konsekutive Sequenzen im Kurzachsenblick erforderlich. Um die kardiale Funktion
beurteilen zu kénnen, wurden die bendtigten Bilddateien auf einen externen Compu-
ter Ubertragen. Unter Verwendung der Segment Software (Segment Medviso AB, S)
wurden nach Definition von Enddiastole und Endsystole die Konturen von Endokard
und Epikard in jeder der 5-7 Sequenzaufnahmen (Schichtdicke: 1 mm) in Kurzach-
senprojektion manuell umfahren und das LV Querschnitts-Lumen als die vom Endo-
kard umschlossene Pixelzahl bestimmt (siehe Abb. 11 und Abb. 12). AnschlieRend
wurde auf Basis der daraus erhaltenen Messwerte enddiastolisches (LVED vol [pl])
und endsystolisches Volumen (LVES vol [ul]), Herzzeitvolumen (HZV [ul]), Schlagvo-
lumen (SV [ul]), LV Masse ([mg], [ml]) und EF ([%]) kalkuliert. Weiterhin erfolgte die
Messung der linksventrikularen Wande in allen konsekutiven Sequenzaufnahmen,
jeweils wahrend eines gesamten Herzzyklus (R-R-Intervall im EKG), zur Beurteilung
der Wanddicken (siehe Abb. 13).
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Abb. 10: Langsachsenprojektion (4-Kammer-Blick) im Lbright blood“—Modus einer 14-wdchigen C57/BI6
Wildtyp-Maus in der Enddiastole (links) und der Endsy  stole (rechts)

Slice:01 Time:059 mm Slice:01 Timy

Abb. 11: Kurzachsenprojektion (2-Kammer-Blick) von 6 konsekutiven Sequenzen zur Darstellung des
gesamten linken Ventrikels im ,bright blood* —Modus einer 14 Wochen alten, mannlichen C57/BI6 Wild-
typ-Maus in der Enddiastole

Die Ausmessung des Epikards (griin) und des Endokards (rot) in der Enddiastole diente der Ermittlung des Quer-
schnitts-Lumens (LVED Querschnitts-Lumen) der 6 Sequenzen, um nachfolgend das linksventrikulére enddiasto-

lische Volumen, das Schlagvolumen, das Herzzeitvolumen und die Auswurffraktion zu kalkulieren.
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Abb. 12: Kurzachsenprojektion (2-Kammer-Blick) von 6 konsekutiven Sequenzen zur Darstellung des
gesamten linken Ventrikels im ,bright blood“ —Modus einer 14 Wochen alten, mannlichen C57/BI6 Wild-
typ-Maus in der Endsystole

Die Ausmessung des Epikards (griin) und des Endokards (rot) in der Endsystole diente der Ermittlung des Quer-
schnitts-Lumens (LVES Querschnitts-Lumen) der 6 Sequenzen, um nachfolgend das linksventrikuldre endsystoli-

sche Volumen, das Schlagvolumen, das Herzzeitvolumen und die Auswurffraktion zu kalkulieren.

LVED Querschnitts-Lumen pro Sequenz [ul] = (Pixelgréfie (0,0104 ul)* Schichtdicke (1 mm)* Pi-

xelzahl des LV-Lumens der Sequenz in der Enddiastole)

LVES Querschnitts-Lumen pro Sequenz [ul] = (Pixelgréfie (0,0104 ul)* Schichtdicke (1 mm)* Pi-

xelzahl des LV-Lumens der Sequenz in der Endsystole)

LVED vol [ul] = Summe der LVED Querschnitts - Lumen aller Sequenzen

LVES vol [ul] = Summe der LVES Querschnitts - Lumen aller Sequenzen

SV[ul] = 5 (LVED Querschnitts-Lumen aller Sequenzen - LVES Querschnitts-Lumen aller Sequen-

zen)

HZV [ul] = SV* Herzfrequenz
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EF [%] = (Mittelwert des SV/Mittelwert der LVED vol)* 100
EF [%]

Myokardiale Masse [mq] = (vom Epikard umschlossene Pixelzahl — Pixelzahl des LV-Volumens
fiir ein gesamtes R-R-Intervall) * Schichtdicke (1 mm)* 1,05 mg/ml

Myokardiale Masse [ul] = (vom Epikard umschlossene Pixelzahl — Pixelzahl des LV-Volumens fiir

ein gesamtes R-R-Intervall)* Schichtdicke (1Imm)

Abb. 13: Einteilung der linksventrikularen Wande in 4 Sektoren

Die linksventrikularen Wande wurden in 4 Sektoren: Interventrikulares Septum (1, IVS), linksventrikulare Hinter-
wand (2, LVPW), linksventrikulére Lateralwand (3, LVLW) und linksventrikulare Vorderwand (4, LVAW) eingeteilt,
um Ausdinnung bzw. Verdickung der jeweiligen Wéande im Versuch in Folge eines induzierten anterolateralen
Myokardinfarktes beurteilen zu kdnnen. Die Abgrenzung der Wande ist durch Markierung des Epikards (grtin) und
des Endokards (rot) dargestellt.

3.2.3.3 Blutdruckmessung mittels , Tail-Cuff-Methode “

Die ,Tail-Cuff-Methode" beschreibt eine Art der nicht-invasiven Blutdruckmessung an
der Schwanzarterie, die unter Verwendung einer Druckmanschette und eines piezoe-
lektrischen Pulsaufnehmers die Messung des systolischen, diastolischen Blutdrucks
und der Herzfrequenz, sowie eine Kalkulation des mittleren Blutdrucks ermdglicht.
Das zur Blutdruckmessung eingesetzte Gerat (BP 2000 Blood Pressure Analysis
System™, Visitech Systems, Apex, NC, USA) erlaubte die simultane Messung von 4
Tieren. Die Mause befanden sich wahrend der Prozedur im Wachzustand und wur-
den durch Positionierung in einer der Korpergrol3e angepassten Vorrichtung auf der
Plattform des Gerats immobilisiert. Um eine Hypothermie der Tiere zu vermeiden und
einen optimalen Blutfluss durch den Schwanz der Tiere zu gewahrleisten, wurde die

Plattform wahrend der Messung konstant auf 36°C geheizt. Der Schwanz des jewei-
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ligen Versuchstieres wurde proximal in einer hydraulischen Manschette positioniert,
welche mit einem Manometer und einer Aufpumpvorrichtung verbunden war. Jeder
Messvorgang mit dem verwendeten Gerat setzt sich aus 2 Phasen zusammen. In der
ersten Phase registriert der optosensorische Druckfuhler distal der Manschette die
Pulsamplitude der Schwanzarterie und Ubertragt das sinusahnliche Pulssignal auf
einen Computerbildschirm. In der zweiten Phase erfolgt die kontinuierliche Drucker-
héhung um 5 mmHg/s durch eine mit der Manschette verbundene Pumpe bis zur
vollstadndigen arteriellen Okklusion (Ausbleiben des Pulssignals). Anschliel3end wird
der Manschettendruck allmahlich wieder reduziert und in dem Moment, in dem die
Pulswelle erstmalig wieder einsetzt, wird der aktuelle Druck auf der Manschette als
systolischer Blutdruck gemessen. Bleibt das Pulssignal wahrend der kontinuierlichen
Druckabnahme der Manschette erneut aus, ist das Gefald vollstandig relaxiert und
der aktuelle Blutdruck wird als diastolischer Druck registriert.

Um die Tiere an die Prozedur zu gewdhnen und stressvermittelte Anstiege von Blut-
druck und Puls auszuschlie3en, wurden jeder Aufzeichnung jeweils 5 Messungen
vorangestellt, deren Ergebnisse verworfen wurden. Der Blutdruck wurde durch 2
Messvorgange bestehend aus jeweils 20 Einzelmessungen ermittelt.

3.2.3.4 Totung der Versuchstiere und Organentnahme

Die Versuchstiere wurden zunachst gewogen und erhielten zur Euthanasie pro 20 g
Korpergewicht eine intraperitoneale Injektion von 0,3 ml eines unverdinnten
Ketavet®-Rompun®-Narkosegemischs im Verhéltnis 2:1 (siehe 3.2.2.2.1). Unmittelbar
nach Eintritt des Todes wurde der Thorax durch einen parasternalen Schnitt eréffnet.
Mit Hilfe einer 24-gauge-Kaniile (100 Sterican®, Braun) erfolgte der Blutentzug aus
dem linken Ventrikel. Das Herz wurde explantiert und nach Entfernung der Atrien in
eiskaltem PBS-Puffer gespilt und gewogen. Aus dem blutleeren Myokard wurde
mittventrikular eine Gewebescheibe der Dicke 1 mm herausgeschnitten und diese,
zum Zwecke spaterer histologischer Analysen, in 4% Paraformaldehyd Uberfuhrt. Der
Ubrige Teil des Myokards wurde in ein Reaktionsgefald Gberfiihrt, im Flussigstickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Aufbereitung fir molekularbiologische Methoden
bei -80°C gelagert. Des Weiteren wurden Lunge, Leber, Milz und die linke Niere ex-
plantiert, im Feuchtzustand gewogen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert, um am Fol-
getag die Trockengewichte dieser Organe zu bestimmen. Das Abwiegen der Organe

im Feucht- und Trockenzustand diente dazu, eventuell im Behandlungsverlauf ent-
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standene Odeme zu identifizieren und gegebenenfalls Gewichtszunahmen der Orga-
ne als Resultat dieser Flussigkeitseinlagerungen und nicht als Folge der jeweiligen
Behandlung zu verifizieren. Die Tibialange wurde nach Amputation des linken Hinter-
beins mit einem Lineal ausgemessen. Anschliel3end wurde das Herzgewicht in Rela-

tion zum Kaorpergewicht und zur Tibialange ermittelt.

3.2.4 Proteintechniken

3.2.4.1 Proteinextraktion aus isolierten Kardiomyoz  yten

Zur lIsolation von Proteinen zu analytischen Zwecken muss der Gesamtzellextrakt
gewonnen werden. Hierfir mussten zunéchst die in 6-cm?-Schalen ausgeséten
Kardiomyozyten (siehe 3.2.1.2) geerntet werden. Die Zellen wurden nach Abnahme
des Mediums zweimal mit sterilem PBS gewaschen. Nachfolgend wurden die
Kardiomyozyten nach Zugabe von 160 pl Standard-Lysispuffer (siehe 3.1.1) pro
Schale mithilfe eines Zellschabers vollstandig von den Platten abgekratzt und in ein
Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Nach 15-mindtiger Inkubation auf Eis und mehrmaligem
Vortexen folgte eine Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C Uber 15 min. Das im
Uberstand befindliche Lysat wurde in ein neues, kaltes ReaktionsgefaR uberfihrt und
bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

3.2.4.2 Proteinextraktion aus dem Myokard

Zur Proteinisolation aus tierischem Gewebe muss zunéchst ein Aufschluss des Ge-
webes erfolgen. Hierzu wurden die bei -80°C aufbewahrten Herzen zunéchst in einen
Behalter mit Flussigstickstoff Uberfuhrt. Der Gewebeaufschluss erfolgte mechanisch
durch Pulverisierung des Gewebes mit Hilfe eines Morsers. Es ist hierbei unbedingt
darauf zu achten, dass durch standige Zugabe von Flussigstickstoff eine durchge-
hende Kuhlung von Mérser und Pistill gewéhrleistet wird und das Herzgewebe nicht
auftaut. Zweidrittel des pulverisierten Gewebes wurden in ein kaltes Reaktionsgefaf}
Uberfiihrt und nachfolgend zur Proteinextraktion verwendet. Ein Drittel des Gewebe-
pulvers wurde zur RNA-Isolation eingesetzt (siehe 3.2.5.3).

Zur Gesamtproteinextraktion wurde das gefrorene Pulver auf Eis aufgetaut und je
nach Pulvermenge mit 300-400 pl Standard-Lysispuffer versetzt. Es folgte eine 30-
minttige Inkubation auf Eis. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde das Gemisch im
Abstand von je 5 min gevortext, um eine ausreichende Lyse des Gewebes zu ge-

wabhrleisten. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit schloss sich eine 15-mintige
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Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C an. Das im Uberstand befindliche
Gesamtzelllysat wurde in ein neues, kaltes Reaktionsgefafld tberfihrt und bis zur wei-

teren Verarbeitung bei -80°C aufbewabhrt.

3.2.4.3 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzen  tration

Proteine besitzen aufgrund der aromatischen Aminosauren ein Absorptionsmaximum
bei 280 nm. Zur Messung der Proteinkonzentration wurden je 2 pul des
Gesamtzelllysats im Verhaltnis 1:20 mit H,Ogest Verdiinnt, mit den Reagenzien A und
B (DC™ Protein Assay Reagent) der Firma Bio-Rad (Miinchen) laut Herstelleranga-
ben versetzt und die OD,gp nach 15-mindtiger Inkubation bei RT photometrisch nach

Lowry bestimmt. Als Referenzwert diente mit den Reagenzien versetztes H,Ogest.

3.2.4.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PA  GE)

Unter Gelelektrophorese versteht man generell die Wanderung von positiv oder ne-
gativ geladenen Molekilen im elektrischen Feld, in einer Tragermatrix aus Gel, die
der Analyse von Makromolekiilen dient und eine schnelle Molekulargewichtsbestim-
mung ermoglicht. Polyacrylamidgele entstehen durch die Polymerisation von Acryl-
amid und der Vernetzung der linearen Polymere durch N,N’-Methylenbisacrylamid.
Die Konzentrationen von Acrylamid und Bisacrylamid bestimmen die Porengréf3e des
Gels und ihre Polymerisation wird durch APS initiiert. Als Katalysator dient dabei
TEMED. Bei der SDS-Gelelektrophorese werden die Proteine durch SDS denaturiert
und verbinden sich mit SDS zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen mit kon-
stantem Masse zu Ladungsverhaltnis, welche wahrend ihrer Wanderung im elektri-
schen Feld durch den Molekularsiebeffekt der Polyacrylmatrix nach ihrem Stokes-
Radius und somit nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Hierbei ergibt
sich eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichts und
der Mobilitat des Polypeptids.

In der vorliegenden Arbeit wurde das diskontinuierliche Laemmli-SDS-
Gelelektrophorese-System mit Tris-Glycin-Puffern (siehe 3.1.1) zur elektrophoreti-
schen Auftrennung der Proteine verwendet. Die zu untersuchenden Proteine wiesen
alle ein Molekulargewicht auf, das eine geeignete Auftrennung in einem 10%igen
Trenngel (siehe Tabelle 9) erwarten lief3. Im Versuch wurden jeweils 50 pug Protein
mit 5x Protein-Ladepuffer (siehe 3.1.1) versetzt, 3 min bei 95°C gekocht und in der
SDS-PAGE aufgetrennt. Durch Anlegen einer Spannung von 40 V erfolgte die Wan-
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derung der Proben durchs Sammelgel von der Anode zur Kathode. Bei Erreichen des
Trenngels wurde die Spannung auf 100 V erhoht, und die Auftrennung erfolgte bis
die erste Bande des Groéf3enstandards (siehe 3.1.6.2) das Ende des Trenngels er-

reicht hatte.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

Gelkomponenten Trenngel 10% | Sammelgel 5%

1 M Tris-HCL (pH 6,8) 250 pl

1 M Tris-HCL (pH 8,8) 2 mi

30% Acrylamid/Bis Solution 29:1 (3,3% C) Bio-Rad 2,6 ml 330 pul
10% SDS 75 pl 20 pl
H2Odest 3ml 1,4 ml
10% APS 75 ul 20 ul
TEMED 10 pl 5ul

3.2.4.5 Western-Blot (Immuno-Blot)

Der Western-Blot stellt eine sehr sensitive und spezifische Methode zum Protein-
nachweis dar. Diese verbindet die hohe Trennscharfe der Gelelektrophorese mit der
Spezifitat der Antikorpererkennung und der Empfindlichkeit von Enzymtests.

Die in der SDS-PAGE der Gr63e nach aufgetrennten Proteine wurden tber 75 min
im Wet-Blot-Verfahren durch ein senkrecht zum SDS-Gel gerichtetes elektrisches
Feld (300 mA) auf eine PVDF-Tragermembran transferiert. Hierbei gehen die Protei-
ne hydrophobe Wechselwirkungen mit der beschichteten Membran ein und werden
so unter Erhaltung des elektrophoretischen Auftrennungsmusters und ihrer Aktivitat,
sowie Reaktivitat auf dieser immobilisiert, wodurch sie sowohl quantitativ, als auch

qualitativ mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden kénnen.

3.2.4.6 Immundetektion

Die PVDF-Membran wurde nach dem Blotting fir 30 min in 5 % Magermilch in TBS-
Tween (TBS-T) geblockt, um unspezifische Bindungen der nachfolgend eingesetzten
Antikdrper zu unterbinden. Die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikérper erfolg-
te in 5 ml 5%iger Magermilch-Lésung in TBS-T fur 2 h bei RT auf einem Schiittler.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Membran 3 mal 10 min mit TBS-T gewaschen, um
unspezifisch gebundene Antikérper zu entfernen. Die Inkubation mit dem Sekundar-
antikorper, der in 5 ml 5%iger Magermilch in TBS-T gelost wurde, erfolgte fir 1 h bei
RT auf dem Schiittler. Danach wurde die Membran erneut 3 mal 10 min mit TBS-T

gewaschen. Die verwendeten Sekundarantikbrper sind mit Meerrettich-Peroxidase
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gekoppelt und ermdglichten so eine auf Chemilumineszenz basierende Antikorper-
Detektion mithilfe des ECL™-Kits der Firma GE Healthcare (Freiburg). Die
Peroxidase katalysiert die Reduktion von H,O,, sowie die Umsetzung von Luminol in
seine oxidierte Form, woraus eine Lichtemission der Wellenlange A = 428 nm resul-

LTM

tiert. Diese Emission konnte nun mit Hilfe eines blaulichtempfindlichen ECL ™"-Films

dokumentiert werden. Hierzu wurde die Membran 1 min in den im Verhaltnis 1:1 ge-

mischten ECL™

-Detektions-Reagenzien 1 und 2 geschwenkt, um anschlieRend den
Film flr die jeweils indizierte Zeit zu exponieren und schliel3lich maschinell zu entwi-

ckeln und zu fixieren.

3.2.4.7 Densitrometrische Quantifizierung

Zur Quantifizierung immunologisch detektierter Proteine wurden die ECL™-Filme
eingescannt. Die Ermittlung des Proteinlevels, d. h. der optischen Dichte der jeweili-
gen Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der Computersoftware Labworks 3.0. Zur Quan-
tifizierung der Proteine wurde die gemessene optische Dichte des untersuchten Pro-
teins einer bestimmten Probe jeweils durch die optische Dichte des, als Referenz
gewahlten Proteins Calsequestrin der betreffenden Probe dividiert und gegen die

relative Expression des Proteins in der Kontrollgruppe normalisiert.

3.2.5 RNA-Techniken

3.2.5.1 RNA-Extraktion aus isolierten Kardiomyozyte n

Zur RNA-Isolation wurden die in 6-cm? Schalen ausgeséten Zellen nach der jeweili-
gen Stimulationszeit mit kaltem PBS gewaschen, nach Zugabe von 1 ml PBS mit ei-
nem Zellschaber von der Platte gelost, in ein Reaktionsgefald tberfihrt und bei 3000
rom fur 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
200 pl PBS resuspendiert. Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des High Pure RNA Iso-
lation Kits der Firma Roche (Mannheim), welches einen DNA-Verdau einschliel3t,
nach Herstellerangaben extrahiert, mittels Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA,

USA) auf Degradation getestet und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

3.2.5.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA

Zur Messung der Nukleinsaurekonzentration wurde die RNA im Verhéaltnis 1:50 mit
H2Ogest Verdinnt und die ODgo, sowie die OD,gg photometrisch bestimmt. Als Refe-

renzwert diente HyOgest.
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3.2.5.3 RNA-Extraktion aus dem Myokard

Zur RNA-Extraktion aus tierischem Gewebe muss zunéchst ein Gewebeaufschluss,
wie unter 3.2.4.1 beschrieben, erfolgen. Das bereits durch Morsern pulverisierte
Herzgewebe wurde nach Zugabe von 1 ml TRI-Reagent® (Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen) zusatzlich mit Hilfe eines Potter-Homogenisators homogenisiert, 15 min auf Eis
inkubiert und mehrmals gevortext. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform pro ml TRI-
Reagent® erfolgte die RNA-Extraktion mit Hilfe des RNeasy Mini Kits der Firma
Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die RNA wurde mittels Bioanalyzer
auf Degradation untersucht. Die photometrische Konzentrationsbestimmung der ex-

trahierten RNA erfolgte mittels Nanodrop (Thermo Scientific, Nidderau)-Messung.

3.2.5.4 cDNA-Synthese aus Kardiomyozyten-mRNA

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des Omniscript® RT Kits der Firma
Qiagen (Reaktionsansatz siehe Tabelle 10) gemald dem in Tabelle 11 aufgefiihrten
Protokoll. Die Random-Primer wurden von der Firma Roche, der RNAse-Inhibitor
RNAsin von der Firma Promega (Mannheim) bezogen. Es wurde jeweils 1 ug RNA

zur reversen Transkription eingesetzt.

Tabelle 10: Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes zu  r reversen Transkription von Kardiomyozyten-

MRNA
Komponente Volumen
10x RT-Puffer 2,0 ul
10 pM Random-Primer 2,0 ul
10 U/ul RNAsiIn 1,0 ul
Omniscript® RT 1,0 ul
5 mM dNTPs 2,0 ul
RNAse-free H,O 2,0 ul
1 ug RNA Ad 10 pl mit RNAse-free H,O

Tabelle 11: Protokoll zur reversen Transkription von Kardiomyozyten-mRNA

Temperatur Zeit
37°C 1h
95°C 5 min
Inkubation auf Eis 5 min




Methoden 66

3.2.5.5 cDNA-Synthese aus Gewebe-mRNA

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des SuperScript® Double-Stranded
cDNA Synthesis Kits der Firma Invitrogen (Reaktionsansatz siehe Tabelle 12) gemaf3
dem in Tabelle 13 aufgefuhrten Protokoll. Die Random-Primer wurden von der Firma
Roche bezogen. Es wurde jeweils 1 pg RNA zur reversen Transkription eingesetzt.

Tabelle 12: Zusammensetzung eines 20 pl RT-Ansatzes zur reverse  n Transkription von Gewebe-mRNA

Komponente Volumen
5x RT-Puffer 4,0 pl
10 uM Random-Primer 1,0 ul
0,1 MDTT 2,0 ul
2,5 mM dNTPs 4,0 pl
1 pug RNA ad 9 pl mit RNAse-freiem H,O

Tabelle 13: Protokoll zur reversen Transkription vo n Gewebe-mRNA

Temperatur Zeit
42°C 2 min

Zugabe von 1 pl SuperScript®II RT pro Ansatz

42°C 50 min
70°C 15 min
4°C 0

3.2.6 DNA-Techniken

3.2.6.1 Semiquantitative Polymerase-Ketten-Reaktion  (PCR)

Das Prinzip dieses in vitro-Verfahrens ist die enzymatische Vermehrung bestimmter
DNA-Abschnitte aus einem Gemisch von Nukleinsduren, welche dem Reaktionsab-
lauf der natirlichen Replikation ahnelt. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase,
ausgehend von Startermolekilen (Primern), einen neuen DNA-Strang an einer
einzelstrangigen Nukleinsdurematrize, der Template-DNA. Ein PCR-Zyklus beginnt
mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Doppelstranges bei
90-94°C. Im nachsten Schritt, dem Annealing, folgt die Hybridisierung der Primer an
die einzelstrangige DNA. Dann wird in Gegenwart der zur Synthese bendtigten
dNTPs die Extension der Primer und somit die Amplifikation des dazwischen liegen-
den Sequenzabschnitts eingeleitet, die bei 72°C durch die Taqg-Polymerase erfolgt.
Das entscheidende Prinzip der PCR besteht in der zyklischen Wiederholung dieser

drei Reaktionsschritte, wodurch die Matrize exponentiell vervielfaltigt wird.
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Zur Herstellung des PCR-Ansatzes (Tabelle 14) wurde das Tag-DNA-Polymerase Kit
der Firma PegLab verwendet. Die PCR-Primer stammten von der Firma Eurofins
MWG (siehe 3.1.5.1), die dNTPs von der Firma Roche. Die cDNA wurde in einer

Konzentration von 250 ng/ul eingesetzt.

Tabelle 14: Zusammensetzung eines 25 pl Ansatzes fiir semiquanti  tative PCR-Analysen

Komponente Volumen
RNAse-free H,O 18,7 ul
10x PCR-Puffer 2,5 ul
1% DMSO 0,25 pl
10 pM dNTPs 0,5 ul
25 uM 5'-Primer 0,2 ul
25 uM 3'-Primer 0,2 ul
Tag-Polymerase 0,15 ul
250 ng/ul cDNA 2,5 ul

Um Kontaminationen der PCR-Ansatze und somit den Erhalt falscher Amplifikate zu
kontrollieren, wurde pro PCR-Reaktion jeweils eine H,O-Kontrolle angesetzt, welche
alle in obiger Tabelle genannten Komponenten enthielt, mit Ausnahme der cDNA,

stattdessen wurden 2,5 pl H2Ogest hinzu pipettiert.

3.2.6.1.1 PCR-Programme fur semiquantitative PCR-An  alysen

Tabelle 15: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation der A1-Reze  ptor-, A2a-Rezeptor-, A2b-Rezeptor-,

A3-Rezeptor-, c-myc- und Gapdh-codierenden Sequenzen

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 50s
Annealing 60°C 50s px32
Extension 72°C Imin
AbschlieRende Extension 72°C 10 min

Tabelle 16: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation der B-MHC-codierenden Sequenz

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 40 s
Annealing 64°C 40s px26
Extension 72°C 40s

AbschlieRende Extension 72°C 7 min
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Tabelle 17: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation der a-MHC-codierenden Sequenz

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 40 s
Annealing 54°C 40 s }x 26
Extension 72°C 40 s
Abschliel3ende Extension 72°C 7 min

Tabelle 18: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation der c-fos-c odierenden Sequenz

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 50s
Annealing 60°C 50s }x 32
Extension 72°C 1 min
AbschlieRende Extension 72°C 10 min

3.2.6.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die in der PCR amplifizierten Fragmente wiesen alle eine Gréf3e auf, die eine optima-
le elektrophoretische Auftrennung in 2%igen Gelen erwarten liel3. Zur Herstellung der
bendtigten Gele wurden jeweils 4 g Agarose in 200 ml 1XTAE-Puffer (siehe 3.1.1)
eingewogen und durch Aufkochen geldst. Nach Abkihlen des Ansatzes auf ca. 50°C
wurden 10 pl Ethidiumbromid (0,5 puM) hinzu pipettiert und das Gel in eine Flachbett-
apparatur gegossen. Zur Analyse der Expressionsmuster der amplifizierten Gene
wurden je 20 pl des Amplifikats mit 5x DNA-Probenpuffer (siehe 3.1.1) versetzt und
bei einer Spannung von 60 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Als Grél3enstandard
wurde die peqGOLD 100 bp DNA-Leiter der Firma PegLab verwendet (siehe 3.1.6.1).
Das im Gel enthaltene, unter UV-Licht fluoreszierende Ethidiumbromid interkaliert mit
dem DNA-Doppelstrang und ermdglicht so die Detektion der DNA-Fragmente.

3.2.6.2 Quantitative Real-Time-PCR
Die quantitative Real-Time-PCR (RT-PCR) beruht auf dem Prinzip des herkémmli-

chen PCR-Verfahrens, erlaubt aber zusatzlich die Quantifizierung der resultierenden
Amplifikate. Die Quantifizierung erfolgt hierbei durch die Messung von Fluoreszenz-
emissionen (z. B. durch interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe oder fluoreszenzmar-
kierte Hybridisierungssonden), die wahrend eines PCR-Zyklus in Echtzeit (,Real-
Time") detektiert werden konnen. Die Fluoreszenz korreliert mit der Menge des

Amplifikats. Der PCR-Verlauf setzt sich aus der linearen, der exponentiellen und der
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Plateau-Phase zusammen. Wahrend der linearen Phase ist die Probenmenge be-
grenzt, wodurch kein Enzym-Substrat-Komplex aus Polymerase, cDNA und Primern
gebildet wird, wohingegen in der Plateau-Phase die Menge an DNA, Pyrophosphat
und Monophosphatnukleotiden in einem Mal3e ansteigt, dass eine Hemmung durch
diese stattfindet, Produktfragmente haufiger hybridisieren, die Substrate verbraucht
werden und Polymerase, sowie Nukleotide denaturieren. Lediglich in der exponentiel-
len Phase herrschen optimale Reaktionsbedingungen, die eine quantifizierbare Amp-
lifikation der DNA erlauben. Um die Fluoreszenzemission zu Beginn der exponentiel-
len Phase messen zu kdnnen, wird ein Schwellenwert (,Threshold Cycle®, CT-Wert)
gesetzt, der die Zyklenzahl beschreibt, bei welcher die emittierte Fluoreszenz erst-
mals signifikant die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Hierbei korreliert der erste
signifikante Anstieg des PCR-Produkts mit der initialen Menge der Target-DNA. Die
Anzahl der Templatekopien verhalt sich umgekehrt proportional zur Hohe des CT-
Werts. Im Versuch wurde jede untersuchte Probe als Triplikat aufgetragen und der
CT-Wert durch Mittelwertberechnung der CT-Werte der Triplikate ermittelt. Um eine
guantitative Aussage Uber die Target-Gen-Expression treffen zu kdnnen, muss diese
gegen die Expression eines Referenzgenes (,Housekeeping gene*), in der vorliegen-
den Arbeit Gapdh (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), normiert werden.
Zur Ermittlung von Genexpressionsunterschieden zwischen unterschiedlich behan-
delten Proben bzw. unterschiedlichen Behandlungsgruppen erfolgte die relative
Quantifizierung der Genexpression mit der AACT-Methode (siehe 3.2.6.2.3).

3.2.6.2.1 Quantitative Real-Time-PCR unter Verwendu ng interkalierender Farbstoffe

Bei diesem RT-PCR-Verfahnren kommt es zum Einsatz von nicht-
sequenzspezifischen, interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen anhand derer die
Amplifikation der zu untersuchenden cDNA verfolgt werden kann. Die Fluoreszenzin-
tensitat nimmt hierbei proportional zur Menge der Amplifikate zu. Durch Lichteinstrah-
lung definierter Wellenlange wird der an die dsDNA gebundene Farbstoff, in der vor-
liegenden Arbeit SYBR® Green, angeregt. Die Detektion der Fluoreszenzintensitat
erfolgt zum Abschluss der Elongation in jedem Zyklus. Nachteil dieses RT-PCR-
Verfahrens ist die geringe Spezifitat, die jedoch mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse
nach abgelaufener PCR-Reaktion gesteigert werden kann. Hierbei bewirkt eine kon-
tinuierliche Temperaturerhéhung (50°C - 95°C) das Aufschmelzen der dsDNA, dem-

zufolge eine Freisetzung des Farbstoffs und somit eine Abnahme des Fluoreszenz-
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signals. Die Doppelstrang-DNA spezifischer Amplifikate zeichnet sich durch einen
hoheren Schmelzpunkt verglichen mit unspezifischen PCR-Produkten oder

Primerdimeren aus, wodurch eine Identifikation des PCR-Produkts erméglicht wird.

3.2.6.2.1.1 Ansatz fir quantitative Real-Time-PCR-A nalysen

Der RT-PCR-Ansatz wurde unter Verwendung des SYBR®Green Mastermixes der
Firma Bio-Rad, wie in Tabelle 19 beschrieben, pipettiert. Die PCR-Primer stammten
von der Firma TIB MOLBIOL (siehe 3.1.5.2). Die cDNA wurde in einer Konzentration
von 100 ng/ul eingesetzt.

Tabelle 19: Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes fi  r quantitative PCR-Analysen

Komponente Volumen
RNAse-freies H,0O 4,8 ul
10x SYBR®Green Master Mix 10,0 pl
10 uM 5'-Primer 0,6 pl
10 uM 3*-Primer 0,6 pl
100 ng/ul cDNA 4,0 pl

Um Kontaminationen der PCR-Ansatze und somit den Erhalt falscher Amplifikate zu
kontrollieren, wurde pro PCR-Reaktion jeweils eine H,O-Kontrolle angesetzt, welche
alle in obiger Tabelle genannten Komponenten enthielt, mit Ausnahme der cDNA.

Stattdessen wurden 4 pl H,Ogest hinzu pipettiert.

3.2.6.2.1.2 PCR-Programme fiir quantitative Real-Tim e-PCR-Analysen

Tabelle 20: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation der Al-Rezeptor-, A2b-Rezeptor-, a-MHC-,
MLC2V- und ANF-codierenden Sequenzen

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30s

. ) } x 40
Annealing/Extension 58°C 30s

Tabelle 21: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation

der A3-Rezeptor-codierenden Sequenz

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30s } % 40
Annealing/Extension 54°C 30s
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Tabelle 22: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikation der A2a-Rezeptor-codierenden Sequenz

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30s } « 40
Annealing/Extension 56°C 30s

Tabelle 23: Etabliertes PCR-Programm zur Amplifikatio  n der B-MHC- und Gapdh-codierenden Sequenzen

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing/Extension 60°C 30s } x40

3.2.6.2.2 Quantitative Real-Time-PCR unter Verwendu ng von TagMan ®-Sonden

Das TagMan®-PCR-Verfahren beschreibt ein quantitatives RT-PCR-Verfahren unter
Ausnutzung des ,Fluorescence Resonance Energy Transfer* (FRET). Hierbei wird
eine sequenzspezifische Sonde verwendet, die an ihrem 5-Ende mit einem
Quencher, d. h. dem Akzeptor-Fluorochrom und an ihrem 3-Ende mit einem Repor-
ter, d. h. dem Rezeptor-Fluorochrom markiert wird. Bei Bestrahlung Ubertragt das
angeregte Rezeptor-Fluorophor der intakten TagMan®-Sonde die Energie auf den
nahegelegenen Quencher, anstatt Fluoreszenz zu emittieren. Wahrend eines PCR-
Zyklus hybridisiert die Sonde mit dem komplementaren DNA-Strang und die Repor-
ter-Fluoreszenz bleibt weiterhin unterdriickt. Repliziert die Polymerase nun ein Temp-
late mit der gebundenen Sonde, spaltet ihre 5'-3‘'-Exonuclease-Aktivitdt das 5-Ende
der Sonde und somit das Rezeptor-Fluorochrom ab. Dessen Fluoreszenz wird nun
nicht mehr durch den Quencher unterdriickt und die Emission kann am Ende der
Elongation jedes Zyklus detektiert werden. Da das Abspalten des Quenchers nur
nach Hybridisierung der Sonde an die Target-Sequenz erfolgt, zeichnet sich diese

Methode durch eine hohe Spezifitat aus.

3.2.6.2.2.1 Ansatz fiir quantitative TagMan ®-Analysen

Der TagMan®-PCR-Ansatz wurde, wie in Tabelle 24 beschrieben, pipettiert. Reagen-
zien und verwendete Sonden wurden von der Firma Applied Biosystems bezogen
(siehe 3.1.5.3). Die cDNA wurde in einer Konzentration von 200 ng/ul eingesetzt.
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Tabelle 24: Zusammensetzung eines 20 ul Ansatzes fii  r TagMan ®-Analysen

Komponente Volumen
RNAse-free H,O 12,4 ul
20x TagMan® Gene Expression Assay 0,6 pl
2x TagMan® Gene Expression Master Mix 6,0 pl
200 ng/ ul cDNA 1,0 ul

Um Kontaminationen der PCR-Ansatze und somit den Erhalt falscher Amplifikate zu
kontrollieren, wurde pro PCR-Reaktion jeweils eine H,O-Kontrolle angesetzt, welche
alle in obiger Tabelle genannten Komponenten enthielt, mit Ausnahme der cDNA.

Stattdessen wurde 1 pl HyOgest hinzu pipettiert.

3.2.6.2.2.2 PCR-Programm fiir quantitative TagMan ®-Analysen

Tabelle 25: TagMan®-Programm zur quantitativen Ampli  fikation der TNF- a-, TGF-B-, CTGF-, Kollagen | a2-
und Gapdh-codierenden Sequenzen

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Aktivierung der Polymerase 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 2s
Annealing/Extension 60°C 1 min} x40

3.2.6.2.3 Relative Quantifizierung der Genexpressio n nach der AAC;-Methode

Der Cr-Wert ist als die Zyklenzahl definiert, bei welcher die emittierte Fluoreszenz
der Amplifikats erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz ubersteigt. Bei An-
wendung der AACt-Methode zur Quantifizierung der PCR-Amplifikate wird zunachst
unter Verwendung nachstehender Gleichung der ACt-Wert kalkuliert, d. h. die Ex-

pression des Target-Gens gegen die Expression des Referenzgens normiert.
ACr = Cr(Target-Gen) — Cr (Referenzgen)

Der AC+-Wert wird fur jede zu quantifizierende Probe berechnet. Um relative Expres-
sionsunterschiede des Target-Gens zwischen unterschiedlichen Behandlungsgrup-
pen zu ermitteln, muss die relative Genexpression, d. h. der ACt-Wert einer der un-
tersuchten Gruppen als ,Baseline” bzw. als Kontrolle gewahlt werden und die Gen-
expression, d. h. der ACt-Wert in den lbrigen Gruppen mittels nachfolgender Glei-

chung relativ zu dieser berechnet werden:

AAC; = AC; (Behandlungsgruppe) - AC; (Kontrolle)
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Um nun die n-fache Expression des Target-Gens in den Behandlungsgruppen in Re-
lation zur Genexpression in der Kontrolle zu kalkulieren, werden im letzten Schritt der
relativen Quantifizierung die errechneten AACt-Werte mit Hilfe nachstehender Glei-

chung in absolute Werte umgerechnet:

n-fache Genexpression = 2 %"

3.2.7 Histologische Techniken

3.2.7.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Wie unter 3.2.3.4 beschrieben, wurden mittventrikulare Gewebeschnitte zur Fixierung
in 4%igem Paraformaldehyd bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Nach
der Fixierung wurden die Gewebe aus dem Paraformaldehyd entnommen, jeweils in
eine Einbettkassette (Tissue-Tek®, Sakura) tiberfithrt und iber Nacht unter flieRen-
dem Wasser gesplilt. Als nachster Arbeitsschritt schloss sich die Dehydration an, um
das Wasser aus dem Gewebe unter Verwendung des in Tabelle 26 aufgefiihrten Pro-
tokolls durch Alkohol und letztendlich durch Paraffin zu ersetzen. Die Entwasserung

erfolgte tGber Nacht in einer automatischen Histokinette.

Tabelle 26: Protokoll zur Dehydration von Paraformald  ehyd-fixiertem Gewebe

Zeit
Substanz

70% Ethanol 1h
80% Ethanol 1lh
96% Ethanol 1lh
96% Ethanol 1lh
100% Ethanol 3x1lh
Xylol 2x4h
Paraffinbad (56°C) 1lh
Paraffinbad (56°C) 2h

Am Folgetag wurden die Gewebe dem Paraffinbad entnommen, in Metallférmchen
gelegt, mit flissigem Paraffin Gbergossen und mit dem Unterteil der Einbettkassette
zusammen ausgeblockt. Nach Erkalten der Paraffinblocke wurden mithilfe eines
Microtoms (Leica, Wetzlar) 5 um dicke Schnitte im Nassschneideverfahren gefertigt,
diese wurden im Wasserbad auf Objekttrager (Microscope Slides, VWR;
Polysine®Slides, Thermo Scientific) gezogen und tiber 48 h im Inkubator bei 60 °C

getrocknet.
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3.2.7.1.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung von Paraffinsch  nitten

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung setzt sich aus zwei Einzelfarbungen zusammen und
dient der mikroskopischen Differenzierung unterschiedlicher Strukturen eines Gewe-
beschnittes. Hamatoxylin farbt alle basophilen Strukturen blau, insbesondere die
Nuklei mit der darin enthaltenen DNA und das mit Ribosomen angereicherte raue
endoplasmatische Retikulum. Eosin farbt alle acidophilen bzw. basischen
(eosinophilen) Strukturen rot, welche vor allem die Zytoplasmaproteine umfassen.
Das Anfarben des Zytoplasmas ermdglicht es Zellgrenzen mikroskopisch zu erken-
nen und somit nachfolgend die Querschnittsflache bzw. den Durchmesser der ange-
farbten Zellen, in der vorliegenden Arbeit, der Kardiomyozyten, mit einer geeigneten
Computersoftware zu ermitteln. Querschnittsflaiche und Durchmesser wurden pro
Versuchstier an 50-100 quer-geschnittenen Zellen mit angeschnittenem, anndhernd
zentral gelegenem Nukleus bei 40-facher VergréRerung bestimmt (LUCIA G® Soft-
ware, Nikon, Diusseldorf). Hierbei wurde der Zelldurchmesser durch Ausmessen der
kurzesten Strecke zwischen zwei sich gegentberliegenden Zellgrenzen durch den
Kern gemessen, die Querschnittsflache durch Umfahren der Membran und Berech-

nung der umfahrenen Flache.

Tabelle 27: Farbeprotokoll der Hamatoxylin-Eosin-Far  bung von Paraffinschnitten

Substanz Zeit
Xylol 3 x 10 min
100% Isopropanol 2 min
90% Isopropanol 2 min
70% Isopropnanol 2 min
H2Ogest 5 min
Hamatoxylin nach Ehrlich 20 min
H2Ogest spulen
HCL-Alkohol 1ls
H5O0gest spulen
FlieBend blauen 15 min
H2Odest spiilen
Eosin 15s
H2Ogest spulen
90% Isopropanol 2 min
100% Isopropanol 2 min

Xylol 3 x 3 min
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Nach Ablauf des obigen Farbeprotokolls wurden die Schnitte mit Entellan® (Merck,

Darmstadt) luftblasenfrei eingedeckt.

Hamatoxylin nach Ehrlich 5% Hamatoxylin (w/v)

100 ml 96% Isopropanol

100 ml HzOgest

100 ml reinstes Glycerin

7,5% Kalium-Aluminium-Sulfat (w/v)
100 ml 96% Isopropanol

2,5% Eisessig (v/Vv)

Die Losung muss nachfolgend lichtgeschutzt gelagert werden und 2-4 Wochen bei

Raumtemperatur reifen.

Eosin gelblich 0,2% Eosin (w/v)
100 ml Hzodest
0,02% Eisessig (v/v)

HCI-Alkohol 70% Isopropanol (v/v)
0,1% konzentrierte HCL (v/v)

3.2.7.1.2 Sirius Red Farbung von Paraffinschnitten

Bei Sirius Red handelt es sich um einen anionischen Farbstoff, der aufgrund seiner
Sulfonsduregruppen basische Gruppen im Bindegewebe anfarbt. Im polarisierten
Licht stellt diese Farbung eine sehr sensitive Nachweismethode fur Kollagen dar,
wobei sich grof3e Fibrillen orange-rot, kleine Fibrillen hingegen grun farben. Das Zy-
toplasma des Gewebes erscheint gelb. Im Versuch wurde aufgrund dieser Farbun-
terscheidung der linksventrikulare Kollagengehalt nach Aufnahme von ca. 7 Ge-
sichtsfeldern pro Préparat in 10-facher VergréBerung mit Hilfe der LUCIA G® Soft-
ware (Nikon) bestimmt. Der prozentuale Kollagenanteil der ventrikularen Gesamtge-

webeflache wurde unter Verwendung nachstehender Gleichung berechnet.

Kollagenanteil [%] = Kardiomyozyten - Kollagen/Gesamtgewebefldche*100
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Tabelle 28: Farbeprotokoll der Sirius Red-Farbung vo  n Paraffinschnitten

Substanz Zeit
70% Xylol 3 x 10 min
100% Isopropanol 2 min
90% Isopropanol 2 min
70% Isopropnanol 2 min
H5O0gest 5 min
H2Ogest 10 min
0,1% Sirius Red-Ldsung 60 min
H>Ogest spulen
H2Odest spulen
90% Isopropanol 2 min
100% Isopropanol 2 min
70% Xylol 3 x 10 min

Nach Ablauf des obigen Farbeprotokolls wurden die Schnitte mit Entellan® (Merck,

Darmstadt) luftblasenfrei eingedeckt.

0,1% Sirius Red-Ldsung: 0,1% Sirius Red-L6sung (v/v)
500 ml 1,2% Pikrinséure (pH 2,0)

Die angesetzte Losung musste nachfolgend 1 Woche bei Raumtemperatur reifen.

3.2.7.1.3 Immunfarbungen von Paraffinschnitten gege  n 8-Hydroxy-Diguanosin

8-Hydroxy-Diguanosin (80OHDG), ein oxidiertes Derivat des Nukleosids Guanosin,
entsteht in Folge der Generierung DNA-schadigender reaktiver Sauerstoffspezies.
Der prozentuale Gehalt der modifizierten Base in den angefarbten Zellen gilt somit
als Biomarker fur den Starkegrad oxidativer Schaden von Nukleinsauren.

Die zu farbenden Paraffinschnitte wurden zun&chst durch 30-minitiges Erwdrmen
auf einer Heizplatte bei 70°C und dreimalige zehnminutige Inkubation in 70%igem
Xylol entparaffiniert. Nach zweimaligem Waschen der Schnitte in PBS-Tween fiir je 5
min wurden diese 1 h in 0,05% Citraconsaure-Anhydrid-Puffer im Wasserbad bei
98°C inkubiert. Nach Abkuhlen der Praparate bei RT fur 30 min und einem zehnmi-
natigen Waschschritt mit 4xSSC-Tween erfolgte die 48-stiindige Inkubation mit dem
1:300 in 4xSSC-Tween verdinnten Primarantikbrper gegen 8-Hydroxy-Diguanosin

(BOHDG, Abcam, Cambridge, UK) in einer feuchten Kammer bei 4°C. Daran schloss
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sich eine 6-stindige Inkubation der feuchten Kammer im Wasserbad bei 37°C. Im
Anschluss an ein dreimaliges Waschen mit 4xSSC fir je 5 min wurden die Praparate
mit dem 1:30 in 4xSSC verdinnten Sekundarantikdrper (anti-goat-lgG-TRITC,
Dianova) fur 40 min in einer feuchten Kammer bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt wurde tropfenweise DAPI-mounting Medium
(Vectashield, Peterborough, UK) auf den Objekttrager gegeben und dieser mit einem
Deckglas bedeckt. Die Praparate wurden dann bis zur weiteren Verwendung lichtge-
schitzt bei 4°C gelagert. Zur prozentualen Ermittlung des 8OHDG-Gehalts in
Kardiomyozyten und in nicht-kardiomyozytaren Herzzellen eines mittventrikul&aren
Paraffinschnittes wurden pro Préaparat 15 Gesichtsfelder in 100-facher Vergré3erung
mit Olimmersion aufgenommen, wobei ein Gesichtsfeld eine Flache von 0,00153664
mm? umfasste. Nach Auszahlung der Zellkerne und der Kardiomyozyten in den Ge-
sichtsfeldern erfolgte die Ermittlung der 8OHDG-Fluoreszenzsignale in den Herz-
muskelzellen und den tbrigen Zelltypen. Die Unterscheidung zwischen Kardiomyozy-
ten und nicht-Kardiomyozyten erfolgte anhand der Eigenfluoreszenz der Sarkomere
erstgenannter Zelltypen. Anschliel3end wurde anhand der erhaltenen Werte die Zahl
der Nuklei und der Myozyten pro 1 mm? kalkuliert. Unter Verwendung nachstehender
Gleichungen ergab sich dann die Anzahl an Fluoreszenssignalen flr Kardiomyozyten

bzw. fur die Gbrigen Zelltypen:

Anzahl der 8OHDG-Signale in Kardiomyozyten pro mm’ = Anzahl der 8OHDG-Signale in Kardiomyo-
zyten in 15 Gesichtsfeldern/(0,00153664 mm®**15)

Anzahl der 80HDG-Signale in Nicht-Kardiomyozyten pro mm? = Anzahl der 8OHDG-Signale in Nicht-
Kardiomyozyten in 15 Gesichtsfeldern/(0,00153664 mm?**15)

80HDG-Gehalt in Kardiomyozyten in % = (80OHDG-Signale in Kardiomyozyten pro

mm?/Kardiomyozyten pro mm?)*100

80HDG-Gehalt in Nicht- Kardiomyozyten in % = (80HDG-Signale in Kardiomyozyten pro

mm?/Kardiomyozyten pro mm?)*100
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Citraconsdure-Anhydrid-Puffer (pH 7.4): 0,05% Citraconsaure Anhydrid (v/v)
11 HZOdest

SSC-Puffer (20x; pH 7,0): 3 M NacCl
0,3 M tri-Na-Citrat
11 HZOdest

SSC-Tween-Puffer (4x): 4x SSC-Puffer

0,5% Tween20 (v/v)

3.2.7.2 Immunfarbung isolierter Kardiomyozyten gege n a-sarkomerisches
Actinin

Die Immunfarbung gegen a-sarkomerisches Actinin mittels Fluoreszenz-markiertem
Antikdrper dient zum Einen der Darstellung der Z-Linien des Sarkomers der Kardio-
myozyten, was eine optische Beurteilung der Organisation des kontraktilen Apparats
erlaubt, zum Anderen ermdglicht die Farbung die mikroskopische Ausmessung der
Kardiomyozyten-Querschnittsflache, da die Eigenfluoreszenz der Zellen verstarkt
wird und somit Zellgrenzen erkennbar werden.

Die in ,chamber slides” fixierten Kardiomyozyten (siehe 3.2.1.4) wurden durch Zuga-
be von 0,001% Triton in PBS fur 1 min permeabilisiert. Anschlie3end wurden die Zel-
len mit PBS gewaschen und mit 1,5% BSA in PBS fir 30 min geblockt. Die Inkubati-
on mit dem 1:50 in 1,5% BSA in PBS verdinnten Primarantikbrper gegen a-
sarkomerisches Actinin (Dianova, Hamburg) erfolgte fur 2 h bei 37°C in einer feuch-
ten Kammer. An ein dreimaliges Waschen mit 0,1% Igepal (Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen) in PBS schloss sich die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (FITC-
konjugierter anti-Maus 1gG, Dianova) fur 1 h bei 37°C in einer feuchten, lichtge-
schitzten Kammer an. Der Sekundarantikdper wurde in einer 1:50 Verdinnung in
0,5% BSA und 0,1% Igepal in PBS eingesetzt. Nach einem weiteren Waschschritt
wurde die “Chamber” nach Angaben des Herstellers auseinandergebaut und Uber-
reste der Waschlosung mit Hilfe einer Vakuumpumpe entfernt. Nachfolgend wurde
DAPI-mounting Medium (Vectashield, Peterborough, UK), mit dessen Hilfe die Nuklei
blau angefarbt wurden, tropfenweise zwischen die Kammern gegeben und der Ob-
jekttrager mit einem Deckglas bedeckt. Die Objekttrager wurden dann bis zur weite-

ren Verwendung lichtgeschutzt bei 4°C gelagert. Die fluoreszenzmikroskopische Be-
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urteilung der Organisation der durch Anregung des FITC-markierten Antikbrpers grin
erscheinenden Z-Linien erfolgte in 100-facher VergroRerung mit Olimmersion bei je
50-100 Zellen dreier unabhangiger Experimente. Zur Bestimmung der Kardiomyozy-
ten-Querschnittsflache wurden 50-100 Zellen je zweier Stimulationsansatze pro Pro-
be in 2 unabhangigen Experimenten in 40-facher Vergrol3erung aufgenommen und

mit Hilfe der LUCIA G® Software (Nikon) ausgemessen.

3.2.8 Radioaktivitatsmethoden

3.2.8.1 [*H]-Leucin-Inkorporation

Die Verwendung radioaktiv markierter Substanzen ermdglicht es die zellulare Auf-
nahme der jeweiligen Substanz unter definierten Bedingungen zu bestimmen. Der
durch ein Isotop markierte Stoff wird von den Zellen entweder durch zellulare Trans-
porter oder durch Diffusion in das Zytoplasma aufgenommen und dort nachfolgend
metabolisiert oder gespeichert. Die von den kompetenten Zellen abgegebene Strah-
lung ist detektierbar und ermdglicht eine Aussage Uber die Quantitat der aufgenom-
men Substanz. Bei der Aminosaure Leucin handelt es sich um eine proteinogene
Aminosaure. Die Inkorporation von Tritium-markiertem Leucin gilt als Mal3 fur die
Proteinbiosyntheserate, welche schlie3lich durch Zerféalle des Isotops pro Minute
guantifiziert werden kann.

Zur Durchfihrung des Versuchs wurden die in 12-Loch-Platten ausgesaten Kardio-
myozyten (siehe 3.2.1.3) fur 14-16 h in serumfreiem Hungermedium gehalten. Nach
Zugabe von 1 pCi [*H]-Leucin pro ml Medium pro Loch wurden die Zellen fiir 24 h mit
PE (10 uM), Angll (1 uM), Igf-1 (20 ng/ml) bzw. CPA (1 uM) stimuliert. Nach der an-
gegebenen Behandlungsdauer wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und
zur Fixierung mit 10% Trichloracetat tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wur-
den die Zellen erneut gewaschen und mit SDS-NaOH (1 N) udber 1 h im Inkubator
lysiert. AnschlieBend wurden jeweils 500 pl des Lysats in ein Szintillationsréhrchen
Uberfihrt und mit jeweils 1 ml Szintillationsflissigkeit (Roth, Karlsruhe) versetzt. Die
Zerfalle pro Minute (,counts per minute®, cpm), als Mal3 fur die Menge des inkorpo-
rierten Tritium-markierten Leucins, wurden nachfolgend im B-Counter (Wallac Model
1409 Scintillation Counter, Wallac) gemessen. Alle Arbeiten wurden im Uberwa-

chungsbereich unter Berlicksichtigung des Strahlenschutzgesetztes durchgefinhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Funktion und Expression d es Adeno-

sin-Al-Rezeptors im Zuge der Hypertrophie-Induktion in vitro

Dem Autakoid Adenosin werden unter Anderem anti-inflammatorische und anti-
hypertrophe Wirkungen zugeschrieben. Bisher ist das Zusammenspiel der zahlrei-
chen Komponenten des Adenosin-Systems zur Auslosung der protektiven Mecha-
nismen noch weitestgehend unklar. Die Hemmung der Hypertrophie scheint Adeno-
sin jedoch hauptsachlich tber die Stimulation von Al-Rezeptoren zu vermitteln. Dies
wurde unter anderem von Liao und Kollegen beobachtet, die den Al-Rezeptor als
potenten Mediator Adenosin-induzierter anti-hypertropher Effekte im Mausmodell
identifizierten (Liao et al., 2003). Um die Rolle des Adenosin-Al-Rezeptors bei der
Entwicklung des maladaptiven Phanotyps bzw. des Remodeling-Prozesses zu unter-
suchen, sollte zunachst Funktion und Expression des Rezeptors im Zuge der hyper-

trophen Antwort in isolierten neonatalen Kardiomyozyten charakterisiert werden.

4.1.1 Das experimentelle System

Isolierte Kardiomyozyten neonataler Sprague Dawley Ratten (3-5 Tage alt) wurden
mit Phenylephrin (PE), einem a;-adrenergen Agonisten als Mediator der Hypertro-
phie in vitro, mit Angiotensin Il (Angll) als nicht-adrenergem pro-hypertrophen Stimu-
lus oder mit Igf-1 (Insulin-like growth factor 1), als Mediator der physiologischen Hy-
pertrophie, behandelt. Diese Experimente erfolgten in der Abwesenheit oder Gegen-
wart des selektiven Adensosin-Al-Rezeptor-Agonisten N6-Cyclopentyladenosin
(CPA; im Folgenden auch als Al-Agonist bezeichnet). Wie in Abb. 14 dargestellt,
wurde der durch die Behandlungen induzierte Phanotyp anhand Charakteristika hy-
pertropher Myozyten determiniert. Der Expressionsstatus des Adenosin-Al-
Rezeptors (im Folgenden als Al-Rezeptor bezeichnet) wurde auf RNA- und Protein-

ebene bestimmt.
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Abb. 14: Methodisches Vorgehen zur Analyse des Einflu  sses einer Al-Rezeptor-Aktivierung auf den
kardiomyozytaren Phanotyp infolge pro-hypertropher St imulation

Neonatale Ratten-Kardiomyozyten wurden isoliert, in 6cm2-SchaIen, 12-Lochplatten oder ,chamber slides" aus-
gesat und kultiviert. Nach einer Adh&arenzphase von 48 h erfolgte die Stimulation der Zellen mit Standardkonzen-
trationen von PE (10 uM), Angll (1 uM) oder Igf-l (20 ng/ml) in An— und Abwesenheit des selektiven Al-Rezeptor-
Agonisten CPA (1 uM). Die Stimulationsdauer betrug, abh&ngig vom zu untersuchenden Hypertrophie-Marker, 30
min (Expressionsstatus von c-fos), 24 h (Proteinbiosyntheserate) oder 48 h (Sarkomerorganisation, Kardiomyozy-
ten-Querschnittsflache). Der Expressionsstatus von c-fos wurde in einer semiquantitativen RT-PCR detektiert. Die
Bestimmung der Zerfélle pro Minute, als MaR fiir die Proteinbiosyntheserate, nach [3H]-Leucin-BehandIung erfolg-
te in einem B-Counter. Sarkomerorganisation und Querschnittsflache wurden nach Immunférbung gegen a-
sarkomerisches Actinin im Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Expressionsstatus des Al-Rezeptors wurde auf
mRNA- und Proteinebene unter 24-stiindiger Behandlung mit steigenden Konzentrationen der pro-hypertrophen
Stimuli (PE: 1; 10; 100 uM/ Angll: 0,1; 1; 10 pM/ Igf-I: 0,2; 2; 20 ng/ml) determiniert. CPA=6-Cyclopentyladenosin;
PE=Phenylephrin; Angll=Angiotensin II; Igf-I=Insulin-like growth factor |

4.1.2 Funktionsanalyse des Adenosin-Al-Rezeptors im Zuge der hyper-

trophen Antwort in neonatalen Kardiomyozyten

Ziel der Analyse war es, den Einfluss einer selektiven Al1-Rezeptor-Aktivierung durch
CPA auf den PE-, Angll- und Igf-1 —induzierten zellularen Phanotyp anhand von Cha-

rakteristika hypertropher Kardiomyozyten zu untersuchen.
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In Folge hypertropher Stimulation wird charakteristischerweise bereits 30 Minuten
nach Applikation des Stimulus als erste zellulare Antwort die Transkription des mole-

kularen Hypertrophie-Markers c-fos herauf reguliert.

A - + - + CPA
- - + + PE

| Gapdh

- + CPA
+ + Angll

| — — — c-fOS

Gapdh

+ 2 + CPA
+ +  Igh

c-fos

e Gapdh

30 min

Abb. 15: Al-Rezeptor-Aktivierung hemmt die PE-induzi  erte Transkriptionssteigerung des immediate early
Gens c-fos

Nach 30-minltiger Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit (A) PE (10 uM), (B) Angll (1 uM) oder (C) Igf-1 (20
ng/ml) in An- und Abwesenheit des Al-Agonisten CPA (1 uM) bzw. mit CPA alleine (1 uM) wurde c-fos in einer
semiquantitativen PCR amplifiziert. Als PCR-Kontrolle diente Gapdh. Die elektrophoretische Auftrennung der
Amplifikate erfolgte in 2%igen Agarosegelen (n=3). CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin;
Angll=Angiotensin II; Igf-I=Insulin-like growth factor-I

Die in Abb. 15 dargestellten Expressionsmuster von c-fos zeigen, dass eine Stimula-
tion des a-Adrenorezeptors mit PE zu einer deutlichen Transkriptionssteigerung des
molekularen Hypertrophie-Markers fuhrte, wohingegen Behandlungen mit Angll und
Igf-1 keine solche Modulation der Expression bewirkten. Die durch PE ausgeldste c-
fos Stimulierung schien durch simultane Al-Aktivierung mit CPA partiell inhibiert zu
werden. Der Al-Agonist alleine schien eine leichte Reduktion des Transkriptionssta-

tus von c-fos zu bewirken. Eine Al-Aktivierung kdnnte also protektiv wirken.

Im weiteren Verlauf wurden die vorrangigen Merkmale hypertropher Myozyten - die
Zunahme ihrer Querschnittsflache und die gesteigerte Proteinsyntheserate - im Mo-
dell untersucht.
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Abb. 16: Al-Rezeptor-Aktivierung hemmt die PE-, nich  t aber die Angll- oder Igf-l-induzierte Zunahme der
Kardiomyozyten-Querschnittsflache und der Proteinbio syntheserate

(A) Die Kardiomyozyten-Querschnittsflache in um2 wurde nach 48-stiindiger Stimulation mit (i) PE (10 uM), (ii)
Angll (1 uM) oder (iii) Igf-l (20 ng/ml) in An- und Abwesenheit von CPA (1 uM) bzw. mit CPA alleine ausgemes-
sen (n=2, mit 50-100 ausgemessenen Zellen je zweier Anséatze pro Agens und Experiment). (B) Die Proteinsyn-
theserate, gemessen durch Zerfélle pro Minute des inkorporierten [3H]-markierten Leucins im B-Counter, wurde
nach 24-stiindiger Stimulation mit (i) PE (10 uM), (ii) Angll (1 uM) oder (iii) Igf-1 (20 ng/ml) in An- und Abwesenheit
von CPA (1 uM) bzw. mit CPA alleine (1 uM) in isolierten Kardiomyozyten bestimmt (die Anzahl der untersuchten
Stimulationsansatze pro Agens ist in den jeweiligen Balken angegeben). Unstimulierte Kardiomyozyten dienten
jeweils als Kontrolle (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005;
***xn<(0,001; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test). CPA=Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin;

Angll=Angiotensin II; Igf-I=Insulin-like growth factor I; [3H]:Tritium; cpm="“counts per minute“, Zerfélle pro Minute
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Wie in Abb. 16 gezeigt, konnte die PE-, nicht aber die Angll- oder Igf-l-vermittelte
Vergrolierung der Kardiomyozyten-Querschnittsflache nach 48-stiindiger Stimulation
durch gleichzeitige Aktivierung des Al-Rezeptors gehemmt werden. Der Al-
Agonismus per se besald keinen Einfluss auf die Kardiomyozyten-Querschnittsflache.
Weiterhin fuhrten, verglichen mit unbehandelten oder CPA-behandelten Zellen, 24-
stundige Stimulationen mit PE und Angll zu einer deutlichen Zunahme der Protein-
synthese. Eine simultane Al-Aktivierung resultierte in der Inhibierung des PE-, nicht
aber des Angll-induzierten pro-hypertrophen Effekts. Der adaptive Stimulus Igf-I
zeigte keinen Einfluss auf die Proteinsyntheserate.

Charakteristisch fir die gesteigerte Proteinsynthese hypertropher Kardiomyozyten
sind die anormale Modulation im Gehalt sarkomerischer Proteine und die daraus re-

sultierende Zunahme der Sarkomerorganisation.

Kontrolle

1

-

PE + CPA Angll+ CPA Igf-1+ CPA

Abb. 17: Al-Rezeptor-Aktivierung hemmt die PE-, nich  t aber die Angll- oder Igf-l-vermittelte Zunahme de r
kardiomyozytdren Sarkomerorganisation

Nach 48-stiindiger Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit PE (10 pM), Angll (1 uM) oder Igf-l (20 ng/ml) in Ab-
(oberer Bildreihe, reprasentative Beispiele) und Anwesenheit (untere Bildreihe, repréasentative Beispiele) von CPA
(1 pM) bzw. mit CPA alleine (1 uM) wurden die Zellen einer FITC-gekoppelten Immunfarbung gegen o-
sarkomerisches Actinin unterzogen und die Sarkomerorganisation mikroskopisch in 100-facher Vergrof3erung
beurteilt. Die Nuklei der Zellen wurden mit DAPI blau angeféarbt. Unstimulierte Kardiomyozyten dienten als Kon-
trolle (n=2, mit je 50-100 Zellen je zweier Stimulationsansatze pro Agens). CPA=NG6-Cyclopentyladenosin;
PE=Phenylephrin; AngliI=Angiotensin II; Igf-I=Insulin-like growth factor |

Der durch die Zunahme der Sarkomerorganisation verifizierte hypertrophe Phanotyp
war unter Stimulation mit allen verwendeten hypertrophen Substanzen nach 48 h
evident. Ein simultaner Al-Rezeptor-Agonismus resultierte in einer sichtbaren Ab-
schwachung des PE-vermittelten Effekts, wohingegen der Angll- und der Igf-I-
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induzierte hypertrophe Phanotyp weitestgehend unbeeinflusst von einer Al-
Aktivierung blieben. CPA alleine zeigte keinen Effekt auf die Sarkomerorganisation.

Zusammengefasst zeigen die unter 4.1.2 dargestellten Ergebnisse, dass eine selek-
tive Al-Rezeptor-Aktivierung die PE-induzierte Zunahme der c-fos Transkription, des
Kardiomyozyten-Durchmessers, der Proteinbiosyntheserate und der Sarkomer-
organisation inhibierte. Die durch Angll und Igf-l herauf regulierten Hypertrophie-
Marker unterlagen keiner Modulation durch den Al-Agonisten. Somit scheint eine
Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors spezifisch der aj;-adrenergen Signaltrans-

duktion zur Induktion der Kardiomyozyten-Hypertrophie entgegenzuwirken.

4.1.3 Expressionsanalyse des Adenosin-Al-Rezeptors in Folge hyper-

tropher Stimulation in neonatalen Kardiomyozyten

Als nachstes sollte die Frage geklart werden, ob die PE-induzierte Kardiomyozyten-
Hypertrophie von einer Modulation der Adenosin-Al-Rezeptor-Expression begleitet
wird. Um dies zu prufen, wurde die mRNA-Expression des Rezeptors unter PE-

Behandlung steigender Konzentration untersucht.
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Abb. 18: Die mRNA-Expression des Al-Rezeptors unterl  iegt einer Heraufregulation durch  ai-adrenerge

Stimulation

Nach 24-stiindiger Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit steigenden PE-Konzentrationen (1; 10; 100 uM)
wurde der Al-Rezeptor in (A) quantitativen RT- und (B) semiquantitativen PCR-Analysen amplifiziert. Die Expres-
sion des Rezeptors wurde in der quantitativen Analyse gegen die Expression des Refernezgens Gapdh normali-
siert und in Relation zur normalisierten Expression unstimulierter Zellen (Kontrolle) gesetzt (Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Stimulationsansétze dargestellt, *p<0,05;
**p<0,01; Ungepaarter T-Test). (B) Reprasentative Amplifikate der semiquantitativen PCR, elektrophoretisch in

2%igen Agarosegelen aufgetrennt. Als Expressionskontrolle diente Gapdh (n=3).
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Abb. 18 zeigt, dass eine Behandlung isolierter Kardiomyozyten mit 10 uM PE, ent-
sprechend der ublich eingesetzten Standardkonzentration des pro-hypertrophen
Agens, und eine PE-Stimulation mit 100 pM in einer deutlichen mMRNA-
Expressionszunahme des Al-Rezeptors resultierte. Aber auch sehr niedrige Dosen

des Stimulus (1 pM) bewirkten bereits eine tendenzielle Transkriptionssteigerung.

Zur Klarung der Frage, ob die beobachtete PE-abhangige Al-Expressionssteigerung
von einer transkriptionellen Heraufregulation des gesamten Adenosinrezeptor-
Systems begleitet wird, wurden nachfolgend die mMRNA-Expressionsmuster der tbri-
gen Adenosinrezeptor-Subtypen A2a, A2b und A3 unter Behandlung steigender PE-

Konzentrationen untersucht.

0 1 10 100 MM Phenylephrin

= — A1-Rezeptor

— . — AZ2a-Rezeptor

T— — — A2b-Rezeptor

e A3-Rezeptor

Gapdh

24 h
Abb. 19: Die mRNA-Expression der Adenosinrezeptor-Sub  typen A2a, A2b und A3 unterliegt keiner Regu-
lation durch aj-adrenerge Stimulation
Nach 24-stundiger Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit steigenden PE-Konzentrationen (1; 10; 100 uM),
wurde die Expression der Adenosinrezeptor-Subtypen Al, A2a, A2b und A3 in semiquantitativen PCR-Analysen
untersucht. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Amplifikate wurden elektrophoretisch in 2%igen Agaro-

segelen aufgetrennt. Als Expressionskontrolle diente Gapdh (n=3).

Die in Abb. 19 dargestellten reprasentativen Agarosegele semiquantitativer PCR-
Analysen zeigen, dass die Adenosinrezeptoren A2a, A2b und A3, unabhangig von
der Hohe der eingesetzten PE-Konzentration, im Gegensatz zum Al-Subtyp, keiner
PE-abhangigen Regulation unterlagen. Diese Beobachtung weist somit auf eine Al-

spezifische PE-vermittelte transkriptionelle Regulation hin.

Um nun zu verifizieren, dass bei der beobachteten Expressions-Regulation des Al-
Rezeptors ein Effekt vorliegt, der tatsachlich auf a-adrenerge Stimulation zuriickzu-
fuhren ist, wurde die mRNA-Expression des Rezeptors unter 24-stiindiger Behand-
lung mit PE in An- und Abwesenheit des a-Adrenorezeptor-Antagonisten Prazosin,
sowie mit steigenden Konzentrationen der hypertrophen Stimuli Angll und Igf-I unter-

sucht.
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Abb. 20: Die mRNA-Expressionszunahme des Al-Rezeptor s ist spezifisch fir aj-adrenerge Stimulation
Nach 24-stiindiger Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit (A) PE (10 uM), Prazosin (1 uM) bzw. einer Kombi-
nation der beiden Agentien und mit steigenden Konzentration von (B) Angll (0,1; 1; 10 uM) bzw. (C) Igf-I (0,2; 2;
20 ng/ml) wurde der Al-Rezeptor in semiquantitativen PCR-Analysen amplifiziert. Unstimulierte Zellen dienten als
Kontrolle. Die Amplifikate wurden elektrophoretisch in 2%igen Agarosegelen aufgetrennt. Als Expressionskontrol-
le diente Gapdh (n=3). PE=Phenylephrin; Angll=Angiotensin Il; Igf-I=Insulin-like growth factor |

Abb. 20 indiziert, dass eine Co-Stimulation PE-behandelter Herzmuskelzellen mit
dem a-Adrenorezeptor-Blocker Prazosin die Abschwachung der PE-induzierten Al-
Expressionszunahme bewirkte. Des Weiteren gaben Behandlungen mit steigenden
Konzentrationen von Angll und Igf-1 keinen Hinweis auf eine transkriptionelle Regula-
tion des Rezeptors. Diese Beobachtungen legen nun die Vermutung nahe, dass es
sich bei der demonstrierten Expressionssteigerung des Al-Rezeptor-codierenden
Gens um einen fur a-adrenerge Stimulation spezifischen Effekt handelt.

Nachfolgend sollte nun gepruft werden, ob die spezifische PE-abhéngige Expressi-
onsregulation des Al-Rezeptors auf mMRNA-Ebene auch auf Proteinebene nachge-

wiesen werden kann.
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Abb. 21: Die Protein-Expression des Al1-Rezeptors unte  rliegt einer Dosis-abhangigen Heraufregulation

durch den aj-adrenergen Stimulus PE

Nach 24-stiindiger Stimulation neonataler Kardiomyozyten mit steigenden PE-Konzentrationen (1; 10; 100 puM)
wurde die Expression des Al-Rezeptors im Western-Blot detektiert. Pro Probe wurden 50 pg Protein in 10%igen
SDS-Gelen aufgetrennt. Als Expressionskontrolle diente Calsequestrin. Die Proteinbanden dreier Western-Blots
wurden densitrometriert, die Al-Rezeptor-Expression gegen die Expression des Referenzproteins Calsequestrin
normalisiert und in Relation zur normalisierten Expression unstimulierter Zellen (Kontrolle) gesetzt (Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM aus n Stimulationsansatzen(siehe Zahlen in den Balken); *p<0,05; *p<0,01;

Ungepaarter T-Test).

Abb. 21 demonstriert, dass die Protein-Expression des Al-Rezeptors durch 24 h Be-

handlung mit dem hypertrophen Stimulus PE stimuliert wurde.

Zusammengefasst zeigen die unter 4.1 dargestellten Ergebnisse, dass a-adrenerge
Rezeptor-Stimulation durch PE zur spezifischen transkriptionellen und translationalen
Heraufregulation des Adenosin-Al-Rezeptor-Subtyps fuhrte, wohingegen Stimulation
der Angll- und Igf-I-Rezeptoren keinen vergleichbaren Effekt bewirkte. Da eine selek-
tive Al-Aktivierung der PE-vermittelten pro-hypertrophen Antwort entgegenwirkte,
konnte dies auf einen Rickkopplungs-Mechanismus hinweisen, Gber den Adenosin

die kardiale Hypertrophie in Folge a-adrenerger Stimulation antagonisiert.
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4.2 Untersuchungen zur Funktion und Expression des Adenosin-

Al-Rezeptors in Folge a-adrenerger Stimulation in vivo

Die Al-Aktivierung konnte der PE-vermittelten Kardiomyozyten-Hypertrophie in vitro
entgegenwirken. Um dies nun auch in vivo zu verifizieren, wurde der Effekt einer
kontinuierlichen Al-Aktivierung auf den PE-induzierten hypertrophen Phanotyp in
M&ausen untersucht. Dartber hinaus sollte in diesem Modell die Hypothese gepruft
werden, ob Uber den Al-Rezeptor ausgeldste kardioprotektive Effekte mit einer Inhi-
bition der Fibrose und der Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9 assoziiert sind.
Hierbei sollte weiterhin untersucht werden, ob der Rezeptor die maladaptive Antwort
durch Aktivierung adaptiver Kinasen, wie AKT und P70S6K, als Komponenten des
PI13K-Signalwegs, und/oder Regulation von ERK vermittelt. Aul3erdem sollte der Ein-
fluss des Rezeptors auf den negativen Regulator der Hypertrophie, GSK3[3, determi-
niert werden. Weiterhin sollte die Frage nach einer PE-abhangigen Modulation des

Adenosinrezeptor-Systems in diesem Mausmodell geklart werden (Abb. 22).
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C57/BI6 " Ex vivo
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14Wochen | | g fnahEE
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Abb. 22: Studiendesign zur funktionellen und express ionellen Analyse des Al-Rezeptors im Zuge  ai-
adrenerg induzierter Hypertrophie im Mausmodell

Mannliche C57/BI6N Méause im Alter von 14 Wochen wurden unter standardisierten Bedingungen gehalten und
erhielten entweder eine 0,9%ige NaCl-Infusion (Kontrolle), eine kontinuierliche CPA-Behandlung (CPA; 2
mg*kg*Tag) oder eine PE-Infusion (PE; 120 mg*kg*Tag) in Ab- und Anwesenheit von CPA (PE+CPA) lber sub-
kutan implantierte, osmotische Minipumpen uber eine Dauer von 3 Wochen. Nach Ablauf der Behandlungszeit
wurden die Pumpen explantiert und die Tiere mit MRT und Echokardiographie untersucht. Am darauffolgenden
Tag wurden die Tiere getdtet. Nach Organentnahme erfolgte die biochemische und histologische Determinierung

des kardialen Phanotyps, sowie die Expressionsanalyse der MMP-2 und -9 und der Adenosinrezeptoren.
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4.2.1 Expressionsanalyse des Adenosin -Al-Rezeptors in Folge hype r-

tropher Stimulation in vivo

Zunachst sollte die Expression des Adenosinrezeptor-Systems in Abhangigkeit einer
kontinuierlichen PE-Behandlung im oben beschriebenen Mausmodell untersucht
werden. Hierzu wurde die Expression der Adenosinrezeptor-Subtypen Al, A2a, A2b
und A3 nach 3-woéchiger NaCl-Infusion (Kontrolle) bzw. PE-Behandlung (PE) auf
MRNA- und Proteinebene determiniert.
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Abb. 23: Kontinuierliche ai-adrenerge Stimulation im Mausmodell fuhrt zur Expressi onszunahme des

gesamten Adenosinrezeptor- Systems auf Proteinebene

Méannliche C57/BI6N M&use im Alter von 14 Wochen erhielten Gber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit
NaCl (Kontrolle) bzw. mit PE (120 mg*kg*Tag). Nach Behandlung wurde die Expression der Adenosinrezeptor-
Subtypen Al, A2a, A2b und A3 mittels (A) quantitativer RT-PCR und (B) Western-Blot untersucht. (A) Die mMRNA-
Expression der Rezeptoren unter PE-Behandlung wurde gegen die Gapdh-Expression normalisiert und in Relati-
on zur normalisierten Expression der Kontrollgruppe gesetzt. (B) Die Proteinbanden (reprasentative Beispiele
unterhalb des Diagramms) zweier Western-Blots wurden densitrometrisch quantifiziert, die jeweilige Rezeptor-
Expression unter PE-Behandlung gegen die Calsequestrin-Expression normalisiert und in Relation zur Expressi-
on in der Kontrollgruppe gesetzt (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus der Untersuchung an n Versuchstie-

ren (siehe Zahlen in den Balken); *p<0,05; **p<0,01; Ungepaarter T-Test). PE=Phenylephrin

Wie aus Abb. 23 ersichtlich, tbte eine Langzeit-Behandlung mit dem a-adrenergen
Stimulus PE in vivo einen regulatorischen Effekt auf die Transkription des A3-
Rezeptor-Subtyps aus, wohingegen die tbrigen Subtypen auf mMRNA-Ebene weitge-
hend unbeeinflusst blieben. Auf Proteinebene hingegen konnte sowohl die bereits in
vitro beobachtete PE-abhéangige Heraufregulation des Al-Rezeptors, als auch eine
Expressionszunahme der tbrigen Rezeptor-Subtypen detektiert werden. Hierbei lag

etwa eine um 50% gesteigerte Expression aller Rezeptoren vor.
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4.2.2 Funktionsanalyse des Adenosin-Al-Rezeptors im Zuge der Induk-

tion hypertropher Antworten im Mausmodell

Ziel der Analyse war, den Einfluss einer permanenten Al-Rezeptor-Aktivierung auf
die Auspragung PE-induzierter Hypertrophie im Mausmodell zu untersuchen. Nach
3-wochiger Behandlung der Versuchstiere mit NaCl (Kontrolle), PE, CPA bzw. einer
Kombination dieser beiden Substanzen und Explantation der osmotischen Pumpen
wurde der aus den Behandlungen resultierende kardiale Phanotyp anhand morpho-
logischer Hypertrophie-Marker determiniert. Auf makroskopischer Ebene zahlen hier-
zu die Zunahme des Herzgewichtes, des Herzgewicht/Kdrpergewicht-Verhaltnisses

und der Herzgewicht/Tibialangen-Ratio.
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Abb. 24: Kontinuierliche Al-Rezeptor-Aktivierung wi rkt der PE-vermittelten Zunahme des Herzge-
wicht/Kérpergewicht-Verhaltnisses entgegen

Mannliche C57/BI6N Mause erhielten Uber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA,
bzw. mit PE in Ab- und Anwesenheit von CPA (PE+CPA). Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurde (A)
das Kdorpergewicht in g, (B) das Herzgewicht in mg und die Tibialdnge in cm bestimmt, um nachfolgend (C) das
Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhaltnis, sowie (D) die Herzgewicht/Tibialdnge-Ratio zu ermitteln (Die Daten sind
als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05;
**p<0,01; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test). CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin
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Wie in Abb. 24 gezeigt, fuhrte, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine kontinuierliche
PE-Behandlung in vivo lediglich zu einer tendenziellen Zunahme des Herzgewichtes.
Die gleichzeitige aus der Behandlung resultierende Abnahme des Kdrpergewichtes
ergab eine fir den hypertrophen Phénotyp charakteristische Zunahme des Herzge-
wicht/Kérpergewicht-Verhaltnisses. Eine simultane Aktivierung des Al-Rezeptors
bewirkte die Inhibition dieses PE-vermittelten Effekts. Das Herzgewicht/Tibialange-
Verhéltnis blieb unbeeinflusst von den unterschiedlichen Behandlungen. CPA-
behandelte Tiere wiesen keine morphologischen Veranderungen auf. Bestimmung
der Feucht- und Trockengewichte von Lunge, Leber, Milz und Niere lieferten keine
Hinweise auf eine Odembildung, resultierend aus den verschiedenen Langzeitbe-

handlungen.

Ein erhdhtes Herzgewicht im hypertrophen Phanotyp ist vorrangig darauf zurtick zu
fuhren, dass im Zuge der Auspragung (mal)adaptiver Antworten eine Kardiomyozy-
ten-Hypertrophie, d. h. eine Ausdehnung der Herzmuskelzellen von statten genht.
Demzufolge z&ahlt, wie bereits erwahnt, die VergroRerung der Kardiomyozyten zu den
Hypertrophie-Markern auf zellularer Ebene. Ein Ausbleiben der Herzgewichtszunah-
me schliel3t eine Hypertrophie der Herzmuskelzellen nicht aus, da Faktoren wie die
Induktion der Apoptose und/oder der kardialen Fibrose, sowie kompensatorische
Umbauprozesse der Herzwénde wiederum trotz Grél3enzunahme der Myozyten, der
Massenzunahme entgegen wirken kénnen. In der Folge sollte also eine mdégliche

GrolRenzunahme der Kardiomyozyten histologisch untersucht werden.
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Abb. 25: Kontinuierliche Al-Aktivierung inhibiert d ie PE-induzierte GréRenzunahme der Kardiomyozyten
C57/BI6N Méuse erhielten tiber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion von NaCl (Kontrolle), CPA bzw. von PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurden (A) Durchmesser in um und (B)
Querschnittsflache in um2 HE-gefarbter Kardiomyozyten in 40-facher VergréBerung mikroskopisch ausgemessen
(Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere darge-
stellt, *p<0,05; **p<0,01; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test). (C) Exemplarische Bilder HE-
gefarbter Kardiomyozyten der 4 Behandlungsgruppen. CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin

Auf mikroskopischer Ebene konnte, wie aus Abb. 25 ersichtlich, der PE-induzierte
hypertrophe Phé&notyp durch Zunahme des Kardiomyozyten-Durchmessers und der -
Querschnittsflache verifiziert werden. Ein simultaner Agonismus des Al-Rezeptors
durch CPA fihrte zur Abschwachung der PE-induzierten Kardiomyozyten-
VergroRerung. Eine CPA-Behandlung per se lieferte keinen Hinweis auf eine Beein-
flussung der untersuchten Hypertrophie-Marker.

Ein molekulares Merkmal der pathologischen Hypertrophie ist, wie bereits unter 4.1.2
beschrieben, die anormale Modulation im Gehalt kontraktiler Proteine und der Myofi-
lament-Organisation als Konsequenz der Reaktivierung fetaler Gene, deren Produkte
die kardiale Kontraktilitdt und das Calcium-Handling regulieren. Die Analyse der
MRNA-Expression der fetalen Gene ANF (Atrialer Natriuretischer Faktor), p-MHC
(Myosin Heavy Chain Isoform B) und MLC2V (Ventricular Myosin Light Chain Isoform
2), sowie des adulten kontraktilen Gens a-MHC (Myosin Heavy Chain Isoform a) er-

folgte nach Ablauf der Behandlungsdauer mittels quantitativer RT-PCR-Analysen.
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Abb. 26: Kontinuierliche Al-Aktivierung antagonisie rt die ai-adrenerg induzierte Re-Expression der feta-

len Gene ANF und B-MHC und den aj-adrenerg vermittelten MHC-Expressions-Shift

Nach 3-wochiger Infusion von NaCl (Kontrolle), CPA bzw. von PE in Ab- und Anwesenheit von CPA, wurden die
Gene (A) ANF, (B) B-MHC, (C) MLC2V und (D) a-MHC mittels quantitativer RT-PCR amplifiziert und (E) das B-
MHC/a-MHC-Expressionsverhaltnis kalkuliert. Die Expression der einzelnen Gene wurde pro Behandlungsgruppe
gegen die Expression des Referenzgens Gapdh normalisiert und in Relation zur normalisierten Expression in der
Kontrollgruppe gesetzt (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuch-
ter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test).
CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; ANF=Atrialer Natriuretischer Faktor; B-MHC=Myosin Heavy
Chain Isoform B; a-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform a; MLC2V=Ventricular Myosin Light Chain Isoform 2
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Abb. 26 zeigt, dass eine selektive Al-Aktivierung die PE-vermittelte dreifach erhohte
Expression der fetalen Gene ANF und B-MHC vollstandig unterbinden konnte und
weiterhin die PE-induzierte MHC-Expressionsverschiebung zu Gunsten der adulten
Isoform a-MHC umkehrte. Dartberhinaus resultierte eine CPA-Behandlung per se
sogar in der transkriptionellen Herabregulation des fetalen Gens 3-MHC und folglich
in der Verschiebung des MHC-Expressions-Shifts unter Kontrollniveau. MLC2V und
die adulte MHC-Isoform a-MHC unterlagen keiner Expressionsmodulation durch die

verschiedenen Behandlungen.

Der aus den Behandlungen resultierende kardiale Ph&notyp wurde nicht nur durch
die beschriebenen Charakteristika hypertropher Myozyten, sondern weiterhin mor-

phologisch und funktionell mittels Echokardiographie und kardialem MRT untersucht.

Tabelle 29: Kontinuierliche Aktivierung des Al- und /oder des a-Adrenorezeptors bewirkt keine Modulati-

on funktioneller und morphologischer, echokardiogra phisch determinierter Parameter
Kontrolle (n=7) CPA (n=5) PE (n=13) PE+CPA (n=11)
LVPW; d [um] £ SEM 0,63 +0,03 0,64 £ 0,04 0,62 +0,03 0,65 +0,02
IVS; d [um] + SEM 0,55 +0,03 0,42 +0,03 0,53 +0,02 0,44 £0,21
LVEDD [um] £ SEM 4,52 +0,06 4,95 +0,16 4,60 + 0,06 4,68 +0,08
LVESD [um] £ SEM 3,61 £0,09 4,14 + 0,66 + 3,54 £0,07 3,80 £0,13
FS [%] £ SEM 20,12 + 1,56 16,48 £1,14 22,98 £1,32 18,96 +1,89

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; +p<0,05 CPA vs. PE; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni
Post-Test; LV=Linksventrikular; PW=Hinterwand; IVS=Interventrikulares Septum;
EDD/ESD=Enddiastolischer/Endsystolischer Durchmesser; FS=Verkiirzungsfraktion; d=enddiastolisch

Die in Tabelle 29 dargestellten Ergebnisse echokardiographischer Untersuchungen
zeigen, dass weder eine Al-Rezeptor-, noch eine a-Adrenorezeptor-Aktivierung eine
evidente Modulation der ventrikularen Dilatation oder Funktion bewirkte. Bezuglich
der ermittelten Kavitatsgrof3en resultierte die CPA-Behandlung in einer Zunahme des
linksventrikularen endsystolischen Durchmessers gegeniber einer kontinuierlichen
PE-Stimulation. Das Ausbleiben einer signifikanten systolischen Durchmesser-
Zunahme gegenuber den Kontrolltieren und die grof3e Streuung der Einzelwerte des
betrachteten Parameters in der CPA-Gruppe lassen jedoch keinen Rickschluss auf

einen eindeutigen Effekt zu.

Neben der Echokardiographie, wurde ebenfalls das kardiale MRT zur funktionellen

und morphologischen Beurteilung der Versuchstiere herangezogen. Dieses Bildge-
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bungsverfahren ermdglicht neben der Determinierung der linksventrikularen Kavi-
tatsgroflen (LVED/ES vol, Linksventrikulares enddiastolisches/endsystolisches Vo-
lumen [ul]) und der Masse (LV-Masse [mg]) die Beurteilung der systolischen Funktion
durch Kalkulation des Schlagvolumens (SV [pl]), des Herzzeitvolumens (HZV

[mI/mim]) und der prozentualen Auswurffraktion (,,Ejection Fraction“, EF [%]).
Tabelle 30: Kontinuierliche Aktivierung des Al- und /oder des a-Adrenorezeptors bewirkt keine Modulati-

on funktioneller und morphologischer, im MRT determ inierbarer Parameter

Kontrolle (n=5 ) CPA (n=5) PE (n=9) PE+CPA (n=7)

LV-Masse [mg ] + SEM 79,59 + 3,46 84,25 £3,15 87,69 £4,90 81,38 £ 3,09
LV-Masse [u] £ SEM 74,60 £4,31 80,26 £ 3,00 83,52 £ 4,67 77,51 £2,95
LVED vol [ul] + SEM 53,60 £ 3,47 59,07 £5,20 62,97 +3,83 50,28 £5,67
LVES vol [u]+SEM 18,56 £1,80 23,04 £3,04 25,22 +2,44 17,00 £2,11
SV [u] £ SEM 35,06 £2,88 35,25 £2,52 37,62 £2,35 33,29 £4,19
HZV [ml/min ] + SEM 18,50 +1,93 16,93 +1,60 17,71 +£2,12 14,87 £ 2,46
EF [%] + SEM 65,00 £3,17 60,32 £2,19 60,38 +2,12 66,56 +2,91
Frequenz + SEM 539 +45 450 + 47 434 £ 37 441 £ 26

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test
vol=Enddiastolisches/Endsystolisches

LV=Linksventrikular; ED/ES

Volumen;

SV=Schlagvolumen;

HZV=Herzzeitvolumen; EF=Ejektionsfraktion

Die kardialen MRT-Analysen zeigen, dass gegenuber der Kontrollgruppe weder der
Al-Agonist, noch der maladaptive Stimulus PE einen Einfluss auf die analysierten
Kavitatsgrof3en ausubte, der durch das jeweils andere Agens hatte modifiziert wer-
den kénnen. PE-behandelte Tiere wiesen lediglich tendenziell die grof3ten Volumina
und Massen auf. Des Weiteren wurde, unabhangig vom verwendeten Stimulus, die
systolische Funktion der untersuchten Herzen aufrecht erhalten. Somit lieferten die
beiden angewandten Bildgebungsverfahren keinen Hinweis auf PE-induzierte ventri-
kulare Umbauprozesse oder kardiale Funktionsstérungen. Die in der Tabelle aufge-
fuhrten Herzfrequenzen liefern keinen Hinweis auf hdmodynamische Effekte der

pharmakologischen Behandlungen.

Zusammenfassend zeigen die unter 4.2.2 dargestellten Ergebnisse, dass ein konti-

nuierlicher  Al-Agonismus die  PE-induzierte = Zunahme des  Herzge-

wicht/Kérpergewicht-Verhaltnisses inhibierte und auf zellularer Ebene der hypertro-
phen Antwort durch Inhibition der PE-vermittelten Vergro3erung des Kardiomyozy-

ten-Durchmessers und der Kardiomyozyten-Querschnittsflache, sowie durch Hem-
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mung der Re-Expression fetaler Gene entgegen wirkte. Die Al-Aktivierung per se
resultierte dartiber hinaus in einer transkriptionellen Reduktion von B-MHC und in
einer Verschiebung des B-MHC/a-MHC-Shifts zu Gunsten der adulten Isoform, was
auf eine Al-Rezeptor-bedingte Konditionierung der Kardiomyozyten zur Pravention
maladaptiver Antworten hinweisen konnte. Die kardiale Architektur und Funktion
blieb unbeeinflusst von der Stimulation des Al- oder des a-Adrenorezeptors.

4.2.3 Funktionsanalyse des Adenosin-Al- Rezeptors im Zuge der Induk-

tion fibrotischer Antworten im Mausmodell

Maladaptive Antworten schlieen neben der Induktion der zellularen Hypertrophie
auch fibrotische Prozesse ein. Um den Einfluss der verschiedenen Behandlungen im
untersuchten Mausmodell auf die Auslésung pro-fibrotischer Antworten zu untersu-
chen, wurde zunéachst der linksventrikulare Kollagengehalt in den Behandlungsgrup-

pen determiniert.
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Abb. 27: Aktivierung des A1- Rezeptors inhibiert die aj-Adrenorezeptor- induzierte interstitielle Fibrose
C57/BI6N Mause erhielten Uiber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion von NaCl (Kontrolle), CPA bzw. von PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. (A) Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurde der prozentuale linksventri-
kuldre Kollagengehalt in Sirius Red gefarbten mittventrikularen Gewebeschnitten in 10-facher VergréRerung be-
stimmt (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere
dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test). (B)
Exemplarische Bilder Sirius Red gefarbter Kardiomyozyten der 4 Behandlungsgruppen, aufgenommen in 10-
facher VergroRerung. CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; LV=linksventrikular
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Die in Abb. 27 gezeigte Auswertung des linksventrikularen Kollagengehaltes ergab,
dass die a-adrenerge Stimulation mit PE zur Induktion eines ausgepragten fibroti-
schen Phéanotyps fuhrte. So besal3en die Kontrolltiere einen linksventrikularen Kolla-
gengehalt von 3,61£0,3%, die PE-behandelten Tiere hingegen einen prozentualen
Anteil fibrotischen Gewebes von 14+1,4%. Eine selektive Al-Aktivierung hob den

PE-induzierten maladaptiven Effekt vollstandig auf.

Auf molekularer Ebene gelten die Expressionszunahmen der CTGF (Connective Tis-
sue Growth Factor)-, TNFa (Tumor Necrosis Factor a)- und TGFB (Transforming
Growth Factor (3)-codierenden Gene zu typischen Merkmalen des maladaptiven
Phanotyps, da diese proliferativ wirken und die Synthese der extrazellularen Matrix
aus Fibroblasten stimulieren und somit regulatorische Rollen bei der Kollagensynthe-
se und den linksventrikularen Umbauprozessen spielen. Deshalb wurden die Trans-
kriptionsmuster dieser Faktoren, sowie die mRNA-Expression von Kollagen a2 in

den verschiedenen Behandlungsgruppen untersucht.
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Abb. 28: Kontinuierliche Aktivierung des ai-Adrenorezeptors fihrt tendenziell zur transkriptio nellen
Heraufregulation pro-fibrotischer Faktoren

C57/BI6N Mause erhielten tiber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurden die Gene (A) TNFa, (B) TGF,
(C) CTGF und (D) Kollagen la2 mittels TaqMan®-PCR amplifiziert. Die Expression der einzelnen Gene wurde pro
Behandlungsgruppe gegen die Expression des Referenzgens Gapdh normalisiert und in Relation zur normalisier-
ten Expression in der Kontrollgruppe gesetzt (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebe-
nen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test).
CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; TNFa=Tumor Necrosis Factor a; TGFB=Transforming Growth
Factor B; CTGF= Connective Tissue Growth Factor

Abb. 28 zeigt, dass eine 3-wdchige PE-Behandlung gegenuber der Kontrollgruppe
zur Expressionszunahme der TNFa-mRNA fuhrte, was einer tendenziellen Abschwa-
chung durch den simultanen Al-Agonismus unterlag. CTGF und Kollagen la2 erfuh-
ren eine tendenzielle Transkriptionssteigerung unter PE-Behandlung, welche unter
Co-Stimulation mit CPA wiederum eher reduziert wurde. Bezuglich TGFf lagen, un-

abhangig vom Stimulus, keine evidenten transkriptionellen Modulationen vor.
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Die zuvor untersuchten pro-fibrotischen Faktoren stimulieren die Synthese der extra-
zellularen Matrix. So vermoégen CTGF und TNFa in ihrer Funktion unter Anderem die
Expression der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) 2 und 9 zu regulieren. Um nun den
Einfluss der verschiedenen Behandlungen auf die Auspragung des maladaptiven
Phanotyps eingehender zu analysieren, wurde die Expression der genannten MMPs,
als Effektoren des linksventrikularen Remodelings, auf Proteinebene untersucht.
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Abb. 29: Aktivierung des Al-Rezeptors wirkt der PE-v  ermittelten Expressionszunahme der aktiven MMP-2
entgegen

C57/BI6N Mause erhielten iber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurden (A) die latente und (B) die
aktive Form der MMP-2, sowie (C) die latente MMP-9 im Western-Blot detektiert. Als Expressionskontrolle diente
Calsequestrin. Die Proteinbanden wurden densitrometriert, die jeweilige MMP-Expression gegen die Expression
des Referenzproteins Calsequestrin normalisiert und in Relation zur Expression in der Kontrollgruppe gesetzt. (D)
Exemplarischer Western-Blot. (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstie-
ren (siehe Zahlen in den Balken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometriert. *p<0,05; One-Way-Anova Ana-
lyse mit Bonferroni Post-Test) CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; MMP=Matrixmetalloproteinase
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Konsistent mit der zuvor gezeigten Heraufregulation pro-fibrotischer Faktoren konnte,
wie in Abb. 29 dargestellt, eine aus der Langzeit-PE-Behandlung resultierende aus-
gepragte Expression der aktiven MMP-2 detektiert werden. Die a-adrenerge Stimula-
tion fuhrte hierbei zur Expressionssteigerung um mehr als das zweifache gegenuber
der CPA-Behandlung, was durch simultane Al-Aktivierung vollstandig inhibiert wur-
de. Das Expressionsmuster der latenten Form der MMP-2 korrelierte umgekehrt zum
Expressionsstatus der aktiven Form in den 4 Mausgruppen, vermutlich durch anteili-
ge Aktivierung der Proteine aus dem extrazellularen Pool inaktiver Zymogene. Die
Expression der latenten MMP-9 unterlag keiner evidenten Modulation durch die ver-
schiedenen Behandlungen, schien jedoch unter Al-Aktivierung tendenziell schwéa-
cher exprimiert zu werden. Eine aktive Form dieser MMP konnte in keiner der Maus-

gruppen detektiert werden.

Zusammenfassend zeigen die unter 4.2.3 dargestellten Ergebnisse, dass eine Al-
Aktivierung nicht nur die pro-hypertrophen, sondern auch die pro-fibrotischen Antwor-
ten in Folge a-adrenerger Stimulation inhibiert, vermutlich durch Modulation der
TNFa-, CTGF- und Kollagen la2-mRNA-Expression. Weiterhin weist die CPA-
vermittelte Hemmung der PE-induzierten MMP-2-Aktivierung auf eine protektive Rol-
le des Al-Rezeptors beim ventrikularen Remodeling-Prozess hin.

4.2.4 Untersuchungen zur Identifizierung des Effekt  ors der Al-
Rezeptor-vermittelten Antagonisierung PE-induzierte r maladapti-

ver Antworten

Um die Frage zu klaren, in welcher Weise Adenosin, agierend uber seinen Al-
Rezeptor, die PE-vermittelte maladaptive Signaltransduktion im Mausmodell antago-
nisiert, wurde zunéchst der Einfluss der verschiedenen Behandlungen auf Express-
ionsmuster und Aktivitatszustand der extrazellular regulierten Kinase ERK42/44 im
Western-Blot untersucht. ERK42/44, eine Komponente der MAPK-Kaskade, gilt als
down-stream Mediator Gg-induzierter Signalwege zur Vermittlung hypertropher Ant-

worten.
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Abb. 30: Aktivierung von ERK44 unterliegt einer nega  tiven Regulation durch kontinuierliche Aktivierung

des Al- und des aj-Adrenorezeptors

C57/BI6N Mause erhielten eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in Ab- und Anwe-
senheit von CPA. Nach 3 Wochen wurde die Gesamtexpression der beiden ERK-Isoformen (A) ERK42 und (B)
ERK44, sowie deren Aktivitatsstatus (C, D) im Western-Blot detektiert, gegen Expression des Referenzproteins
Calsequestrin normalisiert und in Relation zur Expression in der Kontrollgruppe gesetzt. (E, F) Exemplarische
Western-Blots. (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in
den Balken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometrisch vermessen. *p<0,05; One-Way-Anova Analyse mit
Bonferroni Post-Test) CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; ERK= Extrazellular regulierte Kinase;
p=phospho-
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Abb. 31: Kontinuierliche Aktivierung des Al- und de s ai-Adrenorezeptors verschiebt das Gleichgewicht
zwischen aktiver und inaktiver ERK44 in Richtung der inaktiven Isoform

C57/BI6N Mause erhielten eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in Ab- und Anwe-
senheit von CPA. Nach 3 Wochen wurden Gesamtexpression und Aktivierungsstatus von (A) ERK42 und (B)
ERK44 im Western-Blot detektiert, gegen die Calsequestrin-Expression normalisiert und in Relation zur Expressi-
on in der Kontrollgruppe gesetzt. Der Anteil aktivierter/phosphorylierter Isoformen der Kinasen wurde in Relation
zur jeweiligen Gesamtexpression ermittelt (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebe-
nen Anzahl untersuchter Versuchstiere; *p<0,05; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test). CPA=N6-

Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; ERK= Extrazellular regulierte Kinase; p=phospho-

Die in Abb. 30 dargestellten Expressionsanalysen der MAP-Kinase ERK zeigen,
dass die Gesamtexpression ihrer beiden Isoformen ERK42 und ERK44 unbeeinflusst
von einer Al-Aktivierung und dem maladaptiven Stimulus PE blieb. Verglichen mit
der Kontrollgruppe war unter Behandlung mit CPA, PE bzw. einer Kombination der
beiden Substanzen jedoch eine deutlich geringere Aktivierung (im Sinne einer Phos-
phorylierung) der ERK44 zu verzeichnen. Dieser Trend zeigte sich auch bezuglich
der phosphorylierten Isofom ERK42. Eine Betrachtung des Verhéltnisses zwischen
aktivem Protein und Gesamtexpression in Abb. 31 spiegelte jeweils die Beobachtung
wider, dass sowohl Stimulation des Al-, als auch des a;-Adrenorezeptors eine ver-
ringerte Aktivitdt der betrachteten Kinase gegentber dem Kontrollniveau nach sich
zog. Demzufolge konnte ERK42/44 keine Schlisselrolle bei der Al-vermittelten
Hemmung a-adrenerg induzierter, pro-hypertropher Signaltransduktion zugewiesen

werden, da sie von den verwendeten Stimuli in gleicher Weise reguliert wurde.

Neben der MAP-Kinase ERK wurde weiterhin die Induktion der adaptiven PI3-Kinase
Kaskade in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Behandlungen untersucht. Hier-

fur wurden Expressions- und Aktivitatsstatus der Kinase AKT und deren down-
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stream target, der P70S6K (Ribosomale Proteinkinase S6K), im Western-Blot analy-
siert. Die P70S6K wird als Endeffektor des adaptiven Signalwegs wirksam und indu-
ziert die charakteristische Zunahme der Proteinsynthese hypertropher Myozyten. Da-
raber hinaus wurde der Einfluss der Stimulation des Al- und des a-Adrenorezeptors
auf Expression und Aktivitat der Kinase GSK3B (Glycogensynthasekinase) unter-
sucht. Deren Inaktivierung, vermittelt iber die beiden zuvor genannten Kinasen, stellt

die Voraussetzung fur die Induktion einer hypertrophen Antwort dar.
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Abb. 32: Expression und Aktivierung der Proteinkinase AKT unterliegt keinem Einfluss durch Aktivierung

des Al- und des a;-Adrenorezeptors

C57/BI6N Mause erhielten tiber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes wurde (A) Gesamtexpression und (B)
Aktivitatsstatus der Proteinkinase AKT im Western-Blot detektiert, gegen Expression des Referenzproteins Cal-
sequestrin normalisiert und in Relation zur normalisierten Expression in der Kontrollgruppe gesetzt. (C) Der Antell
aktivierter/phosphorylierter Kinase wurde in Relation zur Gesamtexpression ermittelt. (D) Exemplarischer Wes-
tern-Blot. (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in
den Balken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometrisch vermessen) CPA=N6-Cyclopentyladenosin;

PE=Phenylephrin; AKT=Proteinkinase B; p=phospho-
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Die in Abb. 32 dargestellten Expressionsanalysen liefern keinen Hinweis auf eine
translationale Regulation der Proteinkinase AKT, hervorgerufen durch einen Al-
Agonismus oder den maladaptiven Stimulus PE. Auch die Phosphorylierung (und
somit Aktivierung) des Proteins blieb unbeeinflusst von der Stimulation des Al- bzw.

des a;-Adrenorezeptors.

A B
P70S6K pP70S6K
2,59 2,0-
c o i c o
832 8% 15
0n = 0N =
X < 1,04
W5 104k W s
c N c N
o .3 ‘D =2 0,51
S & 059 cw
ag ao
0,0 T 0,0 T
N P 2\
O\\ CJQ < C? xo\\e
& A &
© < «©
C D
pP70S6K/P70S6K
2,59
*
| — ]
2,04

1,54 e— -—
T 70kDa —q; S P70S6K

Protein-Expression
relativ zur Kontrolle

1,04 —
70kDa : — — pP70S6K
0’5- [ S .
54kDa
0,0 T
& &
1o < &

Abb. 33: Co-Stimulation des Al- und des  «aj-Adrenorezeptors filhrt zur Verschiebung des pP70S6K/
P70S6K-Expressionsverhaltnisses zu Gunsten der aktiven Isoform

C57/BI6N Mause erhielten tiber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf des Behandlungsdauer wurde (A) Gesamtexpression und (B) Aktivi-
tatsstatus der ribosomalen Proteinkinase P70S6 im Western-Blot detektiert, gegen Expression des Referenzpro-
teins Calsequestrin normalisiert und in Relation zur normalisierten Expression in der Kontrollgruppe gesetzt. (C)
Der Anteil inaktivierter/phosphorylierter Kinase wurde in Relation zur Gesamtexpression ermittelt. (D) Exemplari-
scher Western-Blot. (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe
Zahlen in den Balken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometrisch vermessen. *p<0,05; One-Way-Anova
Analyse mit Bonferroni Post-Test) CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; P70S6K=Ribosomale Prote-
inkinase P70S6; p=phospho-
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Wie in Abb. 33 gezeigt, unterlagen Gesamtexpression und Aktivierung der P70S6K
tendenziell einer Heraufregulation durch die Al-Aktivierung per se bzw. durch den
Al-Agonisten in Gegenwart des maladaptiven Stimulus. Dies kdnnte einen Hinweis
darauf liefern, dass Adenosin adaptive Signalwege anschaltet oder unterstitzt, um
dem Ubergang zum dekompensierten Zustand des Herzens bei chronischer mal-

adaptiver Stimulation entgegenzuwirken.

A B

GSK3B pGSK3B
**
257 * 2,0
**
c o . c o
83 20 ~ 3 33 15
0n = 0n =
5 157 o5
5.2 52 10
w s 10- w s
& 3 & 3
L5 L5 0,51
o® 051 °ow
oo oo
0.0 sl sHlo ool HEH NN [EW
P D N S ¢ oF & ot
(\\0\ CJQ < Q/XCJQ (,\\\0\ CJQ < Q/XCJQ
N < NAY <
C D
pGSK3 B/GSK3p
5 1,51
D
g2
59
ZE 10 : :
£ 8 46KDa | e S | GSK3p
Q = a 1
g § 0.5- 46KDa | mm s s s  PGSK3B
: 2 RSy —— |
T 0 54kDa M Calsequestrin
o 0.0 8 8 9
T ' @
(\‘é X O x
NLY & ¥ &

Abb. 34: Gesamtexpression der aktiven GSK3 B unterliegt einer Heraufregulation durch simultane Aktivie-
rung des Al- und des ay-Adrenorezeptors

C57/BI6N Mause erhielten iber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf der Behandlungsdauer wurde (A) Gesamtexpression und (B) Aktivi-
tatsstatus der Glycogensynthasekinase GSK33 im Western-Blot detektiert, gegen die Calsequestrin-Expression
normalisiert und in Relation zur normalisierten Expression in der Kontrollgruppe gesetzt. (C) Der Anteil inaktivier-
ter/phosphorylierter Kinase wurde in Relation zur Gesamtexpression ermittelt. (D) Exemplarischer Western-Blot.
(Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den Bal-
ken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometriert. *p<0,05; **p<0,01; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni

Post-Test) CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; GSK3p= Glycogensynthasekinase 3 3; p=phospho
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Aus Abb. 34 geht hervor, dass eine Co-Stimulation mit CPA und PE in vivo zu einer
Heraufregulation der GSK3B-Gesamtexpression fuhrte und zwar verglichen mit un-
behandelten, CPA- und PE-behandelten Mausen. Die Expression des phosphorylier-
ten, im Falle der Glycogensynthasekinase inaktiven Enzyms, spiegelte dieses Ex-
pressionsmuster tendenziell wider. Diese Beobachtungen weisen daraufhin, dass
eine Co-Stimulation der Versuchstiere mit CPA und PE zur Expressionssteigerung
und unmittelbar zur Phosphorylierung des vermehrt exprimierten Enzyms fuhrte. Dies
konnte einen Hinweis darauf liefern, dass die Al-Aktivierung erst in Gegenwart des
maladaptiven Stimulus die Expression der anti-hypertroph wirkenden Kinase auslost.
Die vermehrte Expression der unmodifizierten Kinase wirkt sich negativ auf die In-
duktion hypertropher Antworten aus, die Phosphorylierung und somit Inaktivierung
der Kinase ist Voraussetzung fur die Auslosung pro-hypertropher Effekte. Somit
bleibt die gleichzeitige Expressionszunahme beider Isoformen vermutlich ohne Ef-
fekt.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass keiner der in diesem Versuch analysierten
Kinasen eine Schlusselrolle bei der Adenosin-vermittelten Hemmung PE-induzierter
hypertropher Antworten zugeschrieben werden konnte. Lediglich die tendenzielle
CPA-bedingte Steigerung der P70S6K-Expression/Aktivierung kénnte einen Hinweis
darauf liefern, dass Adenosin seine Hemmung maladaptiver Antworten Uber Indukti-
on adaptiver Antworten auslést. Zur Klarung der Frage nach dem ,Schalter”, der
durch CPA-Behandlung anti-hypertrophe, durch ungehemmte PE-Stimulation pro-
hypertrophe kardiale Antworten auslost, wurde nachfolgend der Einfluss der Sub-
stanzen auf die Generierung von oxidativem Stress untersucht. Die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) qilt als kritischer Faktor bei der Entwicklung pathologischer
Hypertrophie, aber auch bei Fibrose. In Folge DNA-schadigender ROS-Produktion
entsteht das oxidierte Guanosin-Derivat 8-Hydroxy-Diguanosin (80OHDG), dessen

prozentualer zellularer Gehalt den Starkegrad oxidativer Schaden reflektiert.
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Abb. 35: Al-Rezeptor- Aktivierung inhibiert die PE -induzierte ROS- Produktion in Kardiomyozyten  und

nicht-myozytéren Herzzellen

C57/BI6N Mause erhielten iber 3 Wochen eine kontinuierliche Infusion mit NaCl (Kontrolle), CPA bzw. mit PE in
Ab- und Anwesenheit von CPA. Nach Ablauf der Behandlungsdauer und Immunfarbung wurde der prozentuale
80HDG-Gehalt in 100-facher VergréRerung in (A) Kardiomyozyten und in (B) nicht-kardiomyozytaren Herzzellen
bestimmt. (C) Exemplarische Bilder der immungeféarbten Zellen der 4 Behandlungsgruppen mit DAPI-gefarbten
Nuklei und FRITC-markiertem 80HDG, aufgenommen in 100-facher VergréRerung. (Die Daten sind als Mittelwer-
te + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; One-
Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-Test) CPA=N6-Cyclopentyladenosin; PE=Phenylephrin; 80OHDG=8-
Hydroxy-Diguanosin

Aus der in Abb. 35 gezeigten prozentualen Bestimmung des 80HDG-Gehalts, als
Mal3 fur oxidativen Stress, geht hervor, dass eine Phenylephrin-Behandlung tGber 3
Wochen gegeniber der Kontrolle zu einer deutlichen Zunahme der modifizierten Ba-
se in Kardiomyozyten und in nicht-kardiomyozytaren Zellen im Herzen fihrte. Die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies konnte in den separat untersuchten Zelltypen
durch simultane Al-Rezeptor-Aktivierung vollstandig gehemmt werden. Daruber hin-
aus waren in Kardiomyozyten CPA-behandelter Tiere keinerlei SOHDG-positive Nuk-

lei detektierbar.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieses Teilprojekts, dass a-adrenerge Re-
zeptor-Stimulation mit Phenylephrin in vitro und in vivo zur Heraufregulation des

Adenosin-Al-Rezeptors fuhrte, wohingegen Stimulation der Angiotensin Il- und Igf-I-
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Rezeptoren in vitro keinen vergleichbaren Effekt bewirkte. Da eine Al-Rezeptor-
Aktivierung die PE-vermittelte Induktion pro-hypertropher und pro-fibrotischer Antwor-
ten inhibierte, kénnte dies einen Rickkopplungsmechanismus reflektieren, Gber den
Adenosin das hypertrophe Wachstum und die Fibrose in Folge a-adrenerger Stimula-
tion kontrolliert und dem maladaptiven Remodeling entgegen wirkt. Dies kdnnte zu-
mindest teilweise Uber die Hemmung fetaler Genexpression, Pravention der MMP-2-

Aktivierung und Inhibition von oxidativen Stress geschehen.

4.3 Untersuchungen zum Einfluss von Ausdauertrainin g vor und
nach Myokardinfarkt auf das linksventrikulare Remod eling im
Mausmodell mit besonderer Betrachtung der Rolle des Ade-

nosinrezeptor-Systems und der extrazellularen Matri X

Im Gegensatz dazu, dass kdrperliche Aktivitat lange Zeit bei Patienten mit Herzinsuf-
fizienz prinzipiell als kontraindiziert galt, wird dieses mittlerweile bei Patienten mit
kompensierter Herzinsuffizienz empfohlen. So demonstrierte die ,Exercise in left
ventricular dysfunction® (ELVD) Studie eine Verbesserung der kardialen Funktion
durch Sport (Giannuzzi et al., 1997). In vivo Studien im Ratten-Modell legten zudem
nahe, dass Ausdauertraining nach abgelaufenem Myokardinfarkt dem maladaptiven
Remodeling-Prozess durch Abschwachung der ventrikularen Dilatation und Redukti-
on der Wandspannung entgegen wirkt (Orenstein et al., 1995). Der exakte Mecha-
nismus, der den kardioprotektiven Wirkungen physischer Aktivitat zu Grunde liegt, ist
jedoch bisher nicht bekannt. Die zentrale Hypothese dieses Teilprojekts lautete, dass
korperliche Aktivitat durch Aktivierung des Igf-l-induzierten PI3K/AKT-Signalwegs
und Adenosin-abhéngige Mechanismen bzw. eventuell durch ein Zusammenspiel der
Igf-I- und der Adenosin-vermittelten Signaltransduktion den ventrikularen Remode-
ling-Prozess nach Myokardinfarkt inhibiert und somit der Entwicklung der Herzinsuffi-
zienz entgegen wirkt. Um diese Hypothese zu testen, wurden mannliche C57/BI6N
Mause im Alter von 6-8 Wochen fir 6 Wochen unter Standardbedingungen bzw. mit
der Moglichkeit zum freiwilligen Laufradtraining gehalten. Die tagliche Kontrolle der
zuruickgelegten Distanz ergab eine durchschnittliche Laufstrecke von 4,8+0,3 km pro
Tag. Eigene Vorstudien bestatigten, dass diese Laufleistung die Induktion einer phy-
siologischen Hypertrophie gewahrleistet. Nach 6 Wochen Ausdauertraining bzw. kor-

perlicher Inaktivitat wurden die Méause funktionell und morphologisch mittels Echo-
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kardiographie, MRT und nicht-invasiver Blutdruckmessung untersucht. Anschlie3end
wurden die korperlich aktiven und inaktiven Tiere einer LAD (Left anterior
descendens artery)-Ligatur zur Induktion eines anterolateralen Myokardinfarktes
bzw. einer Sham-Operation unterzogen. Im Anschluss an eine 5-tdgige Ruhephase,
die ein Abheilen der Infarktwunde gewéhrleisten sollte, wurden die Mause weiterhin
fur 4 Wochen unter Standardbedingungen bzw. mit der Moglichkeit zum Lauftraining
gehalten und nachfolgend erneut morphologisch und funktionell charakterisiert. Die
Laufleistung der Tiere belief sich nach LAD-Ligatur auf 4,3+0,2 km pro Tag, nach
Sham-Operation auf 4,7£0,2 km pro Tag. Nach Tétung der Versuchstiere erfolgte die
histologische und biochemische Determination des kardialen Phé&notyps in den 4
Mausgruppen, sowie die Expressionsanalyse der Matrixmetalloproteinasen MMP-2
und -9, des Adenosinrezeptor-Systems und der Komponenten des PI3-Kinase-
Signalwegs AKT, P70S6K, der GSK3[3, sowie der MAP-Kinase ERK.

LAD-Ligatur

Lauftraining

P{ Ruhephase HLauftralnlng

_ Sham-OP N
C57/BI6.’ ! Ex vivo
6-8 Wochen ! Analyse
1

Ruhephase }— Sitzen
t )

6 Wochen 5 Tage 4 Wochen
P—- &
v v
Echo/MRT/Blutdruck Echo/MRT/Blutdruck

Abb. 36: Studiendesign zur Charakterisierung des kar  dialen Phanotyps und der Adenosinrezeptor-
Expression nach Induktion pathologischer Hypertrophi e in korperlich aktiven und inaktiven Mausen
Mannliche C57/BI6N Mause im Alter von 6-8 Wochen wurden fiir 6 Wochen unter Standardisierten Bedingungen
(,Sitzen”, Kontrolle) oder mit der Mdglichkeit zum freiwilligen Lauftraining (Laufer) gehalten. Nach Ablauf der 6
Wochen wurden die Tiere funktionell und morphologisch mittels Echokardiographie, MRT und Blutdruckmessung
untersucht und anschlieBend einer LAD-Ligatur bzw. einer Sham-Operation unterzogen. Nach einer 5-tagigen
Ruhephase nach Eingriff wurde das Lauftraining fiir weitere 4 Wochen fortgesetzt. Die Kontrollen wurden weiter-
hin unter Standardbedingungen gehalten. Nach Ablauf der 4 Wochen wurden die Tiere erneut morphologisch und
funktionell charakterisiert und anschlieBend getdtet. Nach Organentnahme erfolgte die biochemische und histolo-
gische Determination des kardialen Phanotyps, sowie die Expressionsanalyse der Komponenten des
PI3Kinase/AKT-Signalwegs, des Adenosinrezeptor-Systems und der Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9.

Echo=Echokardiographie; LAD="left anterior descendens artery“; OP=Operation
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4.3.1 Effekte kérperlicher Aktivitat im Vorfeld und nach Myokardinfarkt

auf die kardiale Funktion und Morphologie

Ziel der Analyse war, den Einfluss von Ausdauertraining vor und nach Myokardinfarkt
auf den Remodeling-Prozess zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde der kardiale
Phanotyp infarzierter, korperlich inaktiver (MI-Kontrolle) und koérperlich aktiver (Ml-
Laufer) Mause bzw. sham-operierter, untrainierter (Sham-Kontrolle) und trainierter
(Sham-Laufer) Versuchstiere echokardiographisch determiniert. Hierbei wurden die
Dicken des interventrikularen Septums (IVS [mm]), der linksventrikularen Hinterwand
(LVPW [mm]), der linksventrikularen Vorderwand (LVAW [mm]), die internen links-
ventrikularen Durchmesser in Enddiastole (LVEDD [mm]) und Endsystole (LVESD
(Imm]) gemessen, sowie linksventrikulares Volumen (LV vol [ul]) und linksventrikula-
re Masse (LV-Masse [mg]) kalkuliert. Als funktioneller Parameter wurde die Verkur-
zungsfraktion (FS, ,Fractional Shortening, %) ermittelt.

Tabelle 31: Effekte kdrperlicher Aktivitat vor und n ach Induktion eines Myokardinfarktes auf funktionel le
und morphologische, echokardiographisch determinier bare Parameter
Sham-Kontrol le MI-Kontrolle Sham-Laufer MI-Laufer
n=7 n=24 n=8 n=18

LVPW; d [um] + SEM 0,48 +0,02 0,62 +0,02 * 0,62 +0,04 x 0,66 + 0,03
LVAW; d [um] + SEM 0,38 +0,03 0,40 +0,02 0,44 +0,03 0,36 +0,02 *+
IVS; d [um] + SEM 0,46 + 0,02 0,45 + 0,02 0,41 +0,03 0,38 +0,03 *
LVEDD [um] + SEM 4,39 + 0,06 4,99 +0,09 * 4,75 +0,08 x 4,97 +0,19
LVESD [um] £ SEM 3,50 + 0,04 4,05 +0,10 * 3,90 + 0,08 xx 4,09 +0,22
LVED vol [ul] + SEM 87,20 + 2,66 118,38 +5,07 * 105,44 + 4,32 x 121,22 +12,17
LVES vol [u] + SEM 50,93 + 3,70 73,87 +4,59 * 66,39 + 8,64 xxx 79,40 +12,18
LV-Masse; d [mg] + SEM | 56 94 + 3,73 83,33 +4,71 73,95 +4,13 x 80,51 + 6,74
FS [%] + SEM 20,18 +1,94 18,83 +0,99 17,80 £1,62 18,42 1,21

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; *p<0,05 Sham vs. MI; +p<0,05 MI-Kontrolle vs. MI-Laufer;
xp<0,05; xxp<0,01 Sham-Kontrolle vs. Sham-L&aufer; Ungepaarter T-Test; LV=Linksventrikular; PW=Hinterwand;
AW=Vorderwand; IVS=Interventrikuldres Septum; EDD/ESD=Enddiastolischer Durchmesser/Endsystolischer
Durchmesser; ED/ES vol=Enddiastolisches/Endsystolisches Volumen; FS=Verkiirzungsfraktion; d=diastolisch

Die in Tabelle 3laufgefuhrten Ergebnisse echokardiographischer Untersuchungen
zeigen, dass in korperlich inaktiven Mausen eine permanente LAD-Ligatur zur Induk-
tion eines Vorderwandinfarktes zu einer Verdickung der linksventrikularen Hinter-
wand im Vergleich zur Sham-OP fiihrte. Neben diesem kompensatorischen Umbau-
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vorgang im infarzierten Herzen konnten die flr den hypertrophen Phanotyp charakte-
ristischen Zunahmen aller determinierter Kavitatsgréf3en, sowie der LV-Masse in den
MI-Kontrollen detektiert werden. Im Gegensatz dazu wies die MI-Laufgruppe lediglich
eine Ausdinnung des IVS und der linksventrikularen Vorderwand gegeniber ihrer
Sham-Gruppe auf. Das Ausbleiben eindeutiger Hinweise auf die Induktion einer pa-
thologischen Hypertrophie beim vergleichenden Betrachten der untersuchten Para-
meter in den beiden Laufgruppen ist darauf zurtick zu fuhren, dass diese Tiere be-
reits eine adaptive Hypertrophie entwickelt hatten und das Ausmal3 der Hypertrophie
anscheinend nicht durch das maladaptive kardiale Ereignis potenziert wurde. Das
Vorliegen eines physiologisch hypertrophen Phéanotyps in den Sham-Laufern wird
besonders deutlich, wenn die beiden Sham-Gruppen miteinander verglichen werden.
Hier bewirkte das Ausdauertraining im linken Ventrikel eine Verdickung der Hinter-
wand, eine Zunahme der internen Durchmesser, des enddiastolischen und endsysto-
lischen Volumens und der ventrikularen Masse. Die beiden Infarktgruppen unter-
schieden sich lediglich darin, dass die Laufer eine ausgedinnte Vorderwand aufwie-
sen, was auf differentielle chronische Umbauvorgdnge im Herzen in Abhangigkeit
vom physischen Aktivitatsstatus hinweisen kdnnte. Die Verkirzungsfraktion als Mal3
fur die systolische Funktion unterlag keiner Regulation in den 4 Versuchsgruppen.

Um die Auswirkungen einer bereits bestehenden adaptiven Hypertrophie auf den
Remodeling-Prozess nach Myokardinfarkt und die unterschiedlichen kardialen Ver-
anderungen in inaktiven und aktiven Mausen, induziert durch permanente LAD-
Ligatur, zu verdeutlichen, wurden echokardiographische Untersuchungsergebnisse
von MI-Tieren vor Induktion des Infarktes (vor MI) und 4 Wochen nach Ligatur (post-
MI) einander gegeniber gestellt (siehe Studiendesign in Abb. 36). Die Ergebnisse
dieser Verlaufsbetrachtung sind in nachstehender Tabelle dargestellit.
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Tabelle 32: Veranderungen morphologischer und funkti

Parameter durch 4-wdchige permanente LAD-Ligatur in

oneller, echokardiographisch determinierbarer

korperlich aktiven und inaktiven Mausen

Kontrol le vor Ml Kontrolle post Laufer vor Ml Laufer post Ml
n=21 MI (n=24) n=22 n=18

LVPW; d [um] + SEM 0,57 +0,00 0,62 +0,02 * 0,59 + 0,02 0,66 +0,03 *
LVAW; d [um] + SEM 0,49 + 0,02 0,40 % 0,02 ** 0,48 + 0,02 0,36 % 0,02 **+
IVS; d [um] + SEM 0,47 +0,01 0,45 + 0,02 * 0,49 + 0,02 0,38 0,03 **
LVEDD [um] + SEM 4,34 +0,55 4,98 + 0,09 ** 4,67 +0,05 x 4,97 +0,19
LVESD [um] £ SEM 3,42 0,06 4,05+ 0,10 ** 3,84 0,06 xx 4,09 +0,22
LVED vol [u] + SEM 85,32 + 2,50 118,38 + 5,07 ** 101,19 +12,13 121,22 12,17
LVES vol [W] + SEM 48,73 £5,92 73,87 + 4,59%%* 64,15 + 10,83 79,40 £12,18
LV-Masse; d [mg] + SEM | 63,15 + 1,74 83,33 £ 4,71 ** 74,52 £1,91 xx 80,51 + 6,74
FS [%] + SEM 21,19+0,74 18,83 +0,99 17,75 £0,75 18,42 £1,21

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vor MI vs. post MI; xp<0,05;
xxp<0,01 Kontrolle vor Ml vs. Laufer vor MI; +p<0,05 Kontrolle post Ml vs. Laufer post MI; Ungepaarter T-Test;
LV=Linksventrikular; PW=Hinterwand; AW=Vorderwand; IVS=Interventrikulares Septum;
EDD/ESD=Enddiastolischer Durchmesser/Endsystolischer Durchmesser; ED/ES
vol=Enddiastolisches/Endsystolisches Volumen; FS=Verkirzungsfraktion; d=diastolisch

Die in Tabelle 32 aufgeflihrten Ergebnisse bestatigen, dass die durch den Infarkt
ausgelosten morphologischen Veranderungen in untrainierten Tieren deutlich starker
ausgepragt waren als in trainierten Versuchstieren. So zeigte sich, dass koérperlich
inaktive Mause innerhalb von 4 Wochen typische Remodeling-Merkmale als Folgen
eines anterolateralen Infarktes, wie die Ausdiinnung der LVAW und des IVS aufwie-
sen. Weiterhin kam es zur Ausbildung einer ausgepragten Hypertrophie, gekenn-
zeichnet durch signifikante Zunahmen der internen linksventrikularen Durchmesser,
des diastolischen und endsystolischen LV-Volumens und der LV-Masse. Im Gegen-
zug dazu erlitten die trainierten Versuchstiere, im Verlauf betrachtet, lediglich eine
infarktbedingte Verdickung der LVPW, sowie eine vergleichsweise starkere Ausdin-
nung der Vorderwand und des Septums. Auch hier zeigte sich beim Vergleich der
beiden Mausgruppen zum Zeitpunkt vor Induktion des Infarktes die deutliche Aus-
pragung einer physiologischen Hypertrophie in den Laufern nach 6-wdchigem Trai-
ning anhand vergroRRerter interner Durchmesser und der Massenzunahme. Enddias-
tolisches und endsystolisches Volumen waren nach 6-wéchigem freiwilligem Training
noch nicht vergrol3ert. Dieses Hypertrophie-Merkmal scheint im Versuch erst nach
einer 10-wdchigen Trainingsphase ausgepréagt worden zu sein (siehe Tabelle 31).
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Die Verkurzungsfraktion, als Mal3 fir die systolische Funktion, blieb in den Versuchs-

tieren nach 4-wdchiger LAD-Ligatur erhalten.

Zur néheren Betrachtung der Effekte korperlicher Aktivitdt auf morphologische und
funktionelle Veranderungen, ausgelost durch einen Myokardinfarkt, wurden weiterhin
vorrangig die Versuchstiere mit gro3en Vorderwandinfarkten im kardialen MRT cha-
rakterisiert. Hierbei wurden, wie schon im Falle der echokardiographischen Untersu-
chungen, die Untersuchungsergebnisse der Infarkttiere mit denen ihrer Sham-
operierten Entsprechungen (Tabelle 33) und mit den Untersuchungsergebnissen

trainierter und untrainierter Mause vor Induktion des Infarktes (Tabelle 34) vergli-

chen.

Tabelle 33: Effekte kdrperlicher Aktivitat vor und n

und morphologische, im MRT determinierbare Parameter

ach Induktion eines Myokardinfarktes auf funktionel

Sham-Kontrolle MI-Kontrolle Sham-Laufer MI-Laufer
n=5 n=7 n=5 n=8

LV-Masse [mg ] + SEM 71,47 +7,46 89,03 +7,99 76,83 +£2,03 87,43 + 9,36
LV-Masse [ul] + SEM 68,06 £7,10 84,79 £7,61 73,18 £1,93 83,27 £ 8,92
LVED vol [pl] £ SEM 50,25 £ 4,38 103,53 £17,25* 65,91 £ 0,90 xx 92,68 £ 14,28
LVES vol [p] £+ SEM 19,10 £2,07 74,55 +£18,70 * 31,07 £ 0,52 xx 59,36 + 13,96
SV [W] £ SEM 31,16 +2,92 36,44 +1,68 34,83 +1,20 33,32+2,95
HZV [ml/min ] + SEM 14,40 £ 2,27 16,38 £1,02 14,99 +1,11 15,94 + 1,88
EF [%] + SEM 62,09 £ 2,66 41,35+582* 52,79 +£1,21 x 40,83 + 5,82
Herzfrequenz = SEM 460 + 43 449 + 16 433 +33 475 £ 32

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; *p<0,05 vs. Sham; xp<0,05; xxp<0,01 Sham-Kontrolle vs.
Sham-Laufer; Ungepaarter T-Test; LV=Linksventrikular; ED/ES vol=Enddiastolisches/Endsystolisches Volumen;
ESV; SV=Schlagvolumen; HZV=Herzzeitvolumen; EF=Ejektionsfraktion
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Abb. 37: Exemplarische Vierkammerblicke untrainierter und trainierter Mause 4 Wochen nach Infarkti n-
duktion bzw. Sham-Operation

Exemplarische MRT-Aufnahmen im ,Bright-Blood“-Modus in Ladngsachsenprojektion (Vierkammerblick) untrainier-
ter (Kontrolle) und trainierter (Laufer) C57BI6N Mause 4 Wochen nach Infarktinduktion bzw. Sham-Operation in
der Enddiastole (ED; Obere Bildreihe) und in der Endsystole (ES; Untere Bildreihe). MI=Myokardinfarkt

Die in Tabelle 33 dargestellten Ergebnisse der kardialen MRT-Analysen bestétigten
die bereits in den echokardiographischen Analysen (Tabelle 31) beobachteten Zu-
nahmen der enddiastolischen und endsystolischen Volumina und tendenziell der
linksventrikularen Masse als Resultat der permanenten LAD-Ligatur in kdrperlich in-
aktiven Mausen. Weiterhin zeigte sich eine Abnahme der Ejektionsfraktion gegen-
Uber den untrainierten Sham-Tieren. Somit resultierte der Myokardinfarkt in untrai-
nierten Versuchstieren in der deutlichen Induktion des pathologisch hypertrophen
Phéanotyps. Die Auspragung der genannten infarktinduzierten Hypertrophie-Marker
wurde ebenfalls tendenziell beim Vergleich zwischen trainierten, sham-operierten
Mausen und trainierten Infarkttieren sichtbar, verfehlte jedoch, wie bereits in den
echokardiographischen Analysen, statistische Signifikanz. Die permanente Koronar-
arterienokklusion fuhrte in korperlich inaktiven Mausen tendenziell zur starkeren Zu-
nahme der enddiastolischen und endsystolischen Volumina als in aktiven Mausen,
es lagen jedoch keine statistisch relevanten Unterschiede im Ausmald der patholo-
gisch hypertrophen Antwort zwischen den beiden Infarktgruppen vor. Die Induktion
der physiologischen Hypertrophie in den Sham-Laufern wurde, wie bereits in den
echokardiographischen Untersuchungsergebnissen dokumentiert (Tabelle 31), durch
Zunahme der enddiastolischen und endsystolischen Volumina gegeniber den Sham-
Kontrollen deutlich. Dartberhinaus filhrte das Ausdauertraining per se zu einer ge-
ringen Abnahme der Auswurffraktion, was ebenfalls bereits in Athleten beobachtet
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wurde und keine pathologische Relevanz besitzt. Herzfrequenz, Schlagvolumen und

Herzminutenvolumen unterlagen keinem Einfluss durch die hypertrophen Stimuli.

Tabelle 34 : Verdnderungen morphologischer und f

unktioneller, im MRT-

determinierbarer Pa rameter

durch 4-wochige permanente LAD -Ligatur in kdrperlich aktiven und inaktiven Mausen

Kontrolle vor MI Kontrolle post Ml Laufer vor Ml Laufer post Ml
n=6 n=7 n=5 n=8

LV-Masse [mg ] + SEM 61,62 +2,91 89,03 +7,99 * 60,63 + 3,14 87,43 +9,36
LV-Masse [ul] + SEM 58,69 £ 2,77 84,79+£7,61* 73,23 £ 3,98 83,27 £ 8,92
LVED vol [pl] £ SEM 53,97 £1,34 103,53 +£17,25 * 58,72 £ 4,33 92,68 £ 14,28
LVES vol [pu] £ SEM 29,15 +£2,63 74,55 +18,70 * 25,68 +2,47 59,36 £ 13,96
SV [W] £ SEM 24,82 +1,79 36,44 +1,68 ** 33,03 £2,26 x 33,32+2,95
HZV [ml/min ] £ SEM 13,45 +0,94 16,38 £1,02 16,13 £1,85 15,94 £1,88
EF [%] + SEM 46,40 £ 4,14 41,35 +£5,82 56,56 £ 1,71 40,83 £ 5,82
Herzfrequenz + SEM 548 £ 9 *** 449 + 16 465 + 34 475 *32

Die Daten sind als MittelwertexSEM dargestellt; *p<0,05 ** p<0,01 vor Ml vs. post MI; xp<0,05 Kontrolle vor Ml
vs. Laufer vor MI; Ungepaarter T-Test; LV=Linksventrikuléar; ED/ES vol=Enddiastolisches/Endsystolisches Volu-
men; ESV; SV=Schlagvolumen; HZV=Herzzeitvolumen; EF=Ejektionsfraktion
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Abb. 38: Exemplarische Vierkammerblicke  untrainierter und trainierter Mause vor und 4 Woche n nach
Infarktinduktion

Exemplarische MRT-Aufnahmen im ,Bright-Blood“-Modus in Ladngsachsenprojektion (Vierkammerblick) untrainier-
ter (Kontrolle) und trainierter (Laufer) C57BI6N Mause vor und 4 Wochen nach Infarktinduktion in der Enddiastole

(ED; Obere Bildreihe) und in der Endsystole (ES; Untere Bildreihe). MI=Myokardinfarkt

Konsistent mit den Ergebnissen der echokardiographischen Untersuchungen (siehe
Tabelle 32), zeigte sich beim Vergleich von trainierten und untrainierten Tieren vor

Infarktinduktion und 4 Wochen nach dem operativen Eingriff (siehe Tabelle 34), dass
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korperlich inaktive Mause innerhalb von 4 Wochen typische hypertrophe Merkmale
als Folgen eines anterolateralen Infarktes, wie die Zunahme des diastolischen und
endsystolischen LV-Volumens und der LV-Masse, aufwiesen. Dieser Trend konnte,
wie schon in den echokardiographischen Analysen gezeigt (siehe Tabelle 32), auch
in den trainierten Infarkttieren beobachtet werden, verfehlte aber auch unter Verwen-
dung dieses Bildgebungsverfahrens statistische Signifikanz. Weiterhin bestéatigen die
hier dargestellten MRT-Ergebnisse die Resultate der Echokardiographie (siehe Ta-
belle 32), dass 6-wdchiges Lauftraining nicht ausreichte, um eine Zunahme der end-
diastolischen und endsystolischen Volumina zu verzeichnen. Dieses Hypertrophie-
Merkmal scheint im Versuch erst nach einer 10-wo6chigen Trainingsphase ausge-
pragt worden zu sein (siehe Tabelle 31 und 32). Die Auswurffraktion als Maf3 fur die

systolische Funktion blieb in den Tieren nach 4-wochiger LAD-Ligatur erhalten.

Um den Einfluss des Vorderwandinfarktes auf die kardiale Architektur in Abhangig-
keit vom korperlichen Aktivitatsstatus naher zu untersuchen, wurden weiterhin die
linksventrikularen Wanddicken in den MRT-Kurzachsenprojektionen gemessen. Bei
den bereits dargestellten echokardiographischen Ausmessungen der Wanddicken
erfolgte die Vermessung des interventrikularen Septums (IVS) und der linksventriku-
laren Hinterwand (LVPW) in eindimensionalen, mittventrikularen Langsachsenprojek-
tionen, die Vermessung der Vorderwand (LVAW) in der eindimensionalen, mittventri-
kularen Kurzachsenprojektion. Im Gegensatz dazu erlaubt das MRT die hochaufl6-
sende, zweidimensionale Darstellung und Vermessung aller linksventrikularen Wan-
de, inklusive der Lateralwand (LVLW), in der Kurzachsenprojektion. Weiterhin ermdg-
licht dieses Bildgebungsverfahren die Beurteilung der geometrischen Wandverande-
rungen im gesamten Ventrikel. Die Vermessung der Wéande erfolgte im MRT somit in
allen konsekutiven Sequenz-Aufnahmen, die zur gesamten Projektion des jeweiligen
Herzens notwendig waren. Ublicherweise bedurfte es 6-8 konsekutiver Sequenzen
der Schichtdicke 1 mm, um den Ventrikel von der Klappenebene (Sequenz 1) bis hin
zum Apex (je nach HerzgréRe Sequenz 6, 7 oder 8) darzustellen. Die jeweiligen
Wanddicken wurden pro Tier und pro Sequenz in einem gesamten R-R-Intervall ge-
messen und pro Wandbereich gemittelt. Die Mittelwerte der einzelnen Versuchs-
gruppen fir die jeweilige Wand in den aufeinanderfolgenden Sequenzen sind in
nachfolgender Abbildung dargestellt. Auch hier erfolgte weiterhin der Vergleich der

Messresultate von Infarkttieren vor und nach dem operativen Eingriff (Abb. 40).
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Abb. 39: Induktion eines anterolateralem Myokardinfarktes fiihrt in kérperlich inaktiven Tieren tendenziell

zur starkeren  Ausdiinnung der linksventrikularen Vorder  wand

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Méause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Mog-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurden die Dicken der (A) LVAW, (B) des IVS, (C)
der LVLW und (D) der LVPW anhand konsekutiver MRT-Kurzachsenprojektionen (Schichtdicke pro Sequenz: 1
mm) von der Klappenebene (Sequenz 1) bis zum Apex (je nach HerzgréRe Sequenz 6, 7 oder 8) vermessen (Die
Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; * p<0,05 vs. Sham; One-Way-Anova Analyse mit Bonferroni Post-
Test). (E) Exemplarische MRT-Aufnahmen der mittventrikularen Sequenz im ,Bright-Blood“-Modus in
Kurzachsenprojektion (Zweikammerblick) untrainierter (Kontrolle) und trainierter (Laufer) C57BI6N
Mause 4 Wochen nach Infarktinduktion (MI) bzw. Sham-Operation (Sham) mit Kennzeichnung der
Wandeinteilung (Epikard: Grin; Endokard: Rot) in IVS (Interventrikulares Septum, Sektor 1), LVAW
(Linksventrikulare Vorderwand, Sektor 2), LVLW (Linksventrikulare Lateralwand, Sektor 3) und LVPW
(Linksventrikulare Hinterwand, Sektor 4). MI=Myokardinfarkt
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Die in Abb. 39 dargestellten Ausmessungen linksventrikularer Wénde zeigen, dass
die Induktion des Vorderwandinfarktes, wie bereits in den echokardiographischen
Untersuchungsergebnissen gezeigt (Tabelle 31), sowohl in kérperlich inaktiven, als
auch in korperlich aktiven Versuchstieren zur deutlichen Ausdinnung der Vorder-
wand distal der LAD-Ligatur (ab Sequenz 2) fuhrte. Dieser maladaptive chronische
ventrikulare Umbauprozess war in trainierten Infarkttieren tendenziell abgemildert
(Siehe auch Abb. 38 E). Die infarktbedingte und Ausdauersport-induzierte Verdi-
ckung der Hinterwand (Tabelle 31), als Markenzeichen des hypertrophierten Her-
zens, konnte in diesem Bildgebungsverfahren nicht nachgewiesen werden. Die Tat-
sache, dass zur Darstellung des gesamten linken Ventrikels in den untrainierten In-
farkttieren 8 konsekutive Sequenzaufnahmen der Schichtdicke 1 mm notwendig wa-
ren, fur die Aufnahme des linken Ventrikels der trainierten Infarkttiere nur 7 Sequen-
zen, weist neben den bereits beschriebenen Untersuchungsergebnissen der beiden
Bildgebungsverfahren (Tabelle 31, 32, 33, 34) erneut darauf hin, dass die Hypertro-
phie und die LV-Dilatation in untrainierten Infarkttieren tendenziell starker ausgepragt

war als in trainierten Infarkttieren.
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erter Ausdinnung der Vorderwand

In trainierten (Laufer) und untrainierten (Kontrollen) C57/BI6 Mausen wurden vor (Vor) und 4 Wochen nach (Post)
Induktion eines Myokardinfarktes (Ml) die Dicken der (A) LVAW, (B) des IVS, (C) der LVLW und (D) der LVPW

anhand konsekutiver MRT-Kurzachsenprojektionen (Schichtdicke pro Sequenz: 1 mm) von der Klappenebene

(Sequenz 1) bis zum Apex (je nach HerzgrofRe Sequenz 6, 7 oder 8) vermessen. (E) Durchschnittliche Vorder-

wanddicke im Infarktareal der 4 Behandlungsgruppen (Sequenz 3-5; die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in

den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt; * p<0,05 vor Ml vs. post MI; Gepaarter
T-Test).
PW=Hinterwand

LV=Linksventrikular; AW=Vorderwand;

IVS=Interventrikulares Septum; LW-=Lateralwand;
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Die in Abb. 40 dargestellten Ausmessungen linksventrikularer Wande deuten
daraufhin, dass eine 4-wochige permanente LAD-Ligatur in untrainierten Versuchs-
tieren eine deutliche Vorderwandausdinnung (Abb. 40 A) provozierte. Im Gegensatz
dazu unterlag die Geometrie der Vorderwand keinem Einfluss durch die Koronarokk-
lusion in korperlich aktiven Mausen. Diese Ausdauertraining-abhangige Pravention
des maladaptiven Umbauprozesses der Vorderwand wird besonders deutlich bei Be-
trachtung der durchschnittlichen Wanddicke im Infarktareal, d. h. in den Sequenzen
3-5 identischer Infarkttiere vor und nach Induktion des Myokardinfarktes (Abb. 40 E).
Weiterhin zeigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass der Vorderwandinfarkt, wie
schon in den Ergebnissen eindimensionaler, echokardiographischer Ausmessungen
gezeigt (Tabelle 31), nach 4 Wochen in beiden Infarktgruppen zu einer tendenziellen
Verdickung der linksventrikularen Hinterwand fuhrte. Dartiberhinaus konnte eine in-
farktinduzierte Diameterzunahme des interventrikularen Septums in den beiden mitt-
ventrikularen Sequenzen der beiden Infarktgruppen beobachtet werden, wobei echo-
kardiographische Untersuchungen eine infarktbedingte Ausdiinnung dieses Wandbe-
reichs demonstrierten. Die Architektur der Lateralwand blieb, unabhéngig vom Aktivi-
tatszustand der Tiere, weitgehend unbeeinflusst von der permanenten Koronarokklu-

sion.

Zusammengefasst zeigen die vorrangigen Resultate der angewandten Bildgebungs-
verfahren zum Einen, dass sowohl der physiologische Stimulus des Ausdauertrai-
nings, als auch die permanente Koronarokklusion zur Auspragung der myokardialen
Hypertrophie fuhrte. Zum Anderen lieferten die Analysen keinen Hinweis auf einen
Einfluss von vor und nach Infarktinduktion durchgefiihrtem Ausdauertraining auf die
kardiale Funktion oder das Ausmalf} der infarktinduzierten Massenzunahme und LV-
Dilatation. Bezlglich der kardialen Architektur jedoch demonstrierten MRT-
Untersuchungen, dass freiwilliges Lautraining vor und nach grol3em Vorderwandin-
farkt zu einer tendenziellen Abschwachung der Vorderwandausdinnung im gesam-
ten Ventrikel fuhrte. Weiterhin lieferte die vergleichende Betrachtung der Versuchs-
tiere vor Infarktinduktion und der fur 10 Wochen trainierten Tiere 4 Wochen nach
LAD-Ligatur keinerlei Hinweise auf geometrische Veranderungen der Vorderwand.
Hingegen war dieser maladaptive Umbauprozess bei der Verlaufsbetrachtung untrai-
nierter Infarkttiere, vor allem im Infarktareal, deutlich ausgepréagt. Diese Beobachtun-

gen konnten somit darauf hinweisen, dass friilh nach groRem anterolateralen Infarkt
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initiiertes Lauftraining die transmurale Narbenausdinnung abschwacht und die Auf-
rechterhaltung der kardialen Architektur unterstitzt.

Zur Charakterisierung der hamodynamischen Effekte einer permanenten LAD-Ligatur
in korperlich aktiven und inaktiven Mausen wurden die beiden Infarktgruppen, sowie
die Sham-operierten Versuchstiere einer nicht-invasiven Blutdruckmessung unterzo-
gen (Tabelle 35). Um die hAmodynamischen Effekte des Myokardinfarktes in korper-
lich aktiven und inaktiven Mausen im Verlauf n&her zu beleuchten, wurden weiterhin
die Ergebnisse der Blutdruckmessungen von Infarkttieren vor und nach Induktion des

Myokardinfarktes einander gegentber gestellt (Tabelle 36).

Tabelle 35: Hamodynamische Effekte einer 4-wéchigen permanenten LAD-Ligatur in Abhangigkeit des

physischen Aktivitatsstatus

Sham-Kontrolle MI-Kontrolle Sham-Laufer MI-Laufer

n=5 n=20 n=5 n=15

Systole [nmHg] +SEM 112 +3 113+ 3 117 +1 111 +£3
Diastole [mmHg] + SEM 78+1 84+3+ 86+ 2 x 75+5*
Herzfrequenz [bpm] + SEM 542 + 61 526 + 10 ++ 704 £ 44 615 + 16

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; *p<0,05; **p<0,01 vs. Sham; +p<0,05; p<0,01 MI-Kontrolle vs.
MlI-Laufer; xp<0,05 Sham-Kontrolle vs. Sham-L&ufer; Ungepaarter T-Test; MI=Myokardinfarkt; bpm="beats per

minute“=Schlage pro min

Tabelle 36: Hamodynamische Veranderungen, induziert

perlich aktiven und inaktiven Mausen

durch 4-wdchige permanente LAD-Ligatur in kor-

Kontrol le vor Ml Kontrolle post Ml Laufer vor Ml Laufer post Ml
n=54 n=20 n=39 n=15
Systole [nmHg] +SEM 118 £ 2 113+3 116 £ 2 111 +£3
Diastole [mmHg] + SEM 84 +2 84 +3 + 84 +2 75+5*
Herzfrequenz [bpm] + SEM 499 +9 526 + 10 ++ 526 + 10 x 615 + 16 **

Die Daten sind als MittelwertexSEM dargestellt; *p<0,05; **p<0,01 vor MI vs. post MI; +p<0,05; p<0,01 Kontrolle
post MI vs. Laufer post MI; xp<0,05; xxp<0,01 Kontrolle vor MI vs. Laufer vor MI; Ungepaarter T-Test;
MlI=Myokardinfarkt, bpm="beats per minute“=Schlage pro min

Die Resultate der Blutdruckmessungen zeigen, dass der systolische Wert unveran-
dert blieb, unabhéangig von der Induktion eines Myokardinfarktes und von der Dauer
des physiologischen Stimulus (6 Wochen Ausdauertraining bei Laufern vor MI; 10
Wochen Ausdauertraining bei Laufern post MI). Beziiglich des diastolischen Wertes

fuhrte der Myokardinfarkt in den MI-Laufern und darauf folgende 4 Wochen fortwah-
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rende Aktivitdt zu einer Druckverminderung, der Myokardinfarkt in korperlich inakti-
ven Mausen hingegen fihrte zur Druckzunahme gegenuber den Sham-Referenzen.
Aufgrund der geringen Unterschiede der gemessenen diastolischen Werte innerhalb
der Gruppen, die keinen Hinweis auf eine pathologische Relevanz liefern, konnten
diese auf individuelle Schwankungen zuriickzufihren sein. Die Herzfrequenz war
nach Ligatur in den Laufern gegentuber den ligierten Kontrollen und gegeniber den
Laufern vor MI erhdht, nicht jedoch gegentber den Sham-Laufern. Dartber hinaus,
zeigte sich auch eine erhdhte Frequenz in den Laufern vor MI verglichen mit den
Kontrollen vor MI und tendenziell in den Sham-Laufern verglichen mit den Sham-

Kontrollen.

4.3.2 Effekte kérperlicher Aktivitat im Vorfeld und nach Myokardinfarkt
auf die Kardiomyozyten-Hypertrophie

Im Anschluss an die Charakterisierung der myokardialen Funktion und Geometrie
der Versuchstiere in vivo wurde der kardiale Phanotyp, resultierend aus den unter-
schiedlichen Behandlungen, determiniert. Hierzu wurden zunachst das Herzgewicht,
das Herzgewicht/Koérpergewicht-Verhaltnis und die Herzgewicht/Tibialange-Ratio be-

stimmt, deren Zunahmen als typische Merkmale des hypertrophen Phanotyps gelten.
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Abb. 41: Induktion eines Myokardinfarktes fuhrt in korperlich inaktiven und aktiven Mausen zur Auspra-

gung morphologischer Hypertrophie-Marker

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde (A) das Kérpergewicht in g, (B) das Herz-
gewicht in mg und die Tibialange in cm bestimmt, um nachfolgend (C) das Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhaltnis
sowie die (D) Herzgewicht/Tibialange-Ratio zu ermitteln (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken
angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; n. s. = nicht signifikant;

Ungepaarter T-Test). MI=Myokardinfarkt

Aus Abb. 41 geht hervor, dass der hypertrophe Phanotyp in untrainierten und trai-
nierten  Infarkttieren via Zunahme des Herzgewichtes, der Herzge-
wicht/Kérpergewicht-Ratio und des Herzgewicht/Tibialange-Verhéltnisses gegeniber
ihren Sham-operierten Referenzen verifiziert werden konnte. Weiterhin zeigt sich,
dass sowohl korperliche Aktivitat, als auch die permanente LAD-Ligatur zur Ge-
wichtszunahme der Versuchstiere fuhrte. Da es sich bei den untersuchten Hypertro-

phie-Markern sowohl um Charakteristika des pathologisch hypertrophen, als auch
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des physiologisch hypertrophen Phéanotyps handelt, war die Auspragung der hyper-
trophen Antwort in trainierten Infarkttieren gegeniber ihren Sham-Entsprechungen
aufgrund der bereits bestehenden physiologischen Hypertrophie der Sham-Laufer
geringer ausgepragt. Das Ausdauertraining besal jedoch keinen eindeutigen Ein-
fluss auf das Ausmalf3 der hypertrophen Antwort nach Infarktinduktion. Das Vorliegen
einer physiologischen Hypertrophie in den Sham-L&aufern zeigte sich in der Zunahme
des Herzgewichtes und des Herzgewicht/Tibialange-Verhaltnisses gegentber den
Sham-Kontrollen. Es lasst sich jedoch anhand dieser Daten alleine nicht determinie-
ren inwiefern die hypertrophe Antwort in den trainierten Infarkttieren das Resultat des
adaptiven oder des maladaptiven pro-hypertrophen Stimulus reprasentiert. Bestim-
mung der Feucht- und Trockengewichte von Lunge, Leber, Milz und Niere lieferten

keine Hinweise auf Odembildungen in den Infarktgruppen.

Wie bereits in Kapitel 4.2.2 beschrieben, zeichnet sich der hypertrophe Phanotyp
neben den untersuchten makroskopischen morphologischen Veranderungen in ers-
ter Linie durch die Kardiomyozyten-Hypertrophie, d. h. durch die Zunahmen von

Kardiomyozyten-Durchmesser und —Querschittsflache aus.
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Abb. 42: Induktion eines Myokardinfarktes fuhrt in korperlich inaktiven und aktiven Mausen zur Zunahme

des Kardiomyozyten-Durchmessers

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der M6g-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurden (A) Durchmesser in um und (B) Quer-
schnittsflache in um2 HE-gefarbter Kardiomyozyten in 40-facher VergréRerung mikroskopisch ausgemessen (Die
Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt,
*p<0,05; **p<0,01; n.s. = nicht signifikant; Ungepaarter T-Test). MI=Myokardinfarkt

Die histologische Ausmessung der Kardiomyozyten ergab, dass in trainierten und
untrainierten Mausen eine Durchmesser-Zunahme der Herzmuskelzellen in Folge
eines Myokardinfarktes induziert wurde. Dieser Trend konnte auch bezuglich der
Querschnittsflache beobachtet werden. Auch hier wird die sportinduzierte adaptive
Hypertrophie bei vergleichender Betrachtung der beiden Sham-Gruppen deutlich. Die

Auspragung der hypertrophen Antwort in den Infarkttieren unterlag keiner Regulation
durch den Ausdauersport.

Neben den betrachteten morphologischen Verdnderungen ist der ventrikulare mal-
adaptive Remodeling-Prozess nach Myokardinfarkt von der Re-Aktivierung des feta-
len Gen-Programms gekennzeichnet. Um nun einen eventuellen kardioprotektiven
Effekt des Ausdauertrainings auf molekularer Ebene zu untersuchen, wurde die
MRNA-Expression der fetalen Gene ANF, 3-MHC und MLC2V, sowie des adulten,
kontraktilen Myosinfilaments a-MHC untersucht.
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Abb. 43: Induktion eines Myokardinfarktes resultier tin Abhangigkeit des physischen Aktivitatsstatus i n

unterschiedlich ausgepréagter Re-Expression fetaler G ene

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mé&use wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurden die Gene (A) ANF, (B) B-MHC, (C) MLC2V
und (D) a-MHC mittels quantitativer RT-PCR amplifiziert. Die Expression der einzelnen Gene wurde pro Behand-
lungsgruppe gegen die Expression des Referenzgens Gapdh normalisiert und in Relation zur normalisierten Ex-
pression in der Sham-Kontrolle gesetzt (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen
Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; Ungepaarter T-Test). ANF=Atrialer Natriuretischer Faktor;
B-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform B; a-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform a; MLC2V=Ventricular Myosin
Light Chain Isoform 2; MI=Myokardinfarkt

Aus den in Abb. 43 demonstrierten Expressionsanalysen geht hervor, dass die in-
farktinduzierte Hypertrophie in den untrainierten Kontrolltieren von einer annahernd
4-fachen Transkriptionssteigerung des fetalen Gens ANF und tendenziell von einer

etwa 3-fach gesteigerten 3-MHC-Expression begleitet wurde. Die Re-Expression die-
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ser beiden Gene war in den MI-Laufern gegentber ihrer Sham-Gruppe zwar tenden-
ziell schwacher ausgepragt, die breite Streuung der Einzelwerte ermdglichte jedoch
keine definitive Aussage Uber eine vorliegende transkriptionelle Regulation. Der Ex-
pressionsstatus von MLC2V lieferte keinen Hinweis auf eine infarktinduzierte Re-
Aktivierung des Gens. Die adulte MHC-Isoform a-MHC unterlag einer tendenziellen
Expressionszunahme in Abhéngigkeit von korperlicher Aktivitat, unabhéngig von der
Art der durchlaufenen Operation der Tiere. Die grol3en Abweichungen der Einzelwer-
te innerhalb der Infarkt-Gruppen in den Analysen der molekularen Hypertrophie-
Marker waren Anlass dazu, die beiden Gruppen zu kategorisieren und die Expressi-
on der fetalen Gene fur unterschiedliche Infarktgrof3en zu betrachten. Die Einteilung
der Infarkte in Kategorien erfolgte durch Auswertung Sirius Red gefarbter, unmittel-
bar unterhalb des Ligatur-Knotens herausgeschnittener, Gewebeschnitte. Die pro-
zentualen Kollagenanteile des infarzierten Areals wurden in den beiden Infarktgrup-
pen jeweils in Tertile eingeteilt. Hierbei wurde bei untrainierten Tieren ein prozentua-
ler Fibrosegehalt von 15-40% in der Infarktzone als kleiner Infarkt, ein Gehalt von 41-
55% als mittlerer und ein Kollagenanteil von 55-86% als grol3er Infarkt definiert. Fur
trainierte Mause ergaben sich aus der Berechnung folgende Tertile: 11-28%, 29-49%
und 50-75%.
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Abb. 44: Das Ausmal3 der Re-Expression fetaler Gene k  orreliert positiv mit der Infarktgréf3e in kérperlic h
inaktiven M&usen

Die in Abb. 43 dargestellten Resultate quantitativer RT-PCR-Analysen der Gene (A) ANF, (B) B-MHC, (C) MLC2V
und (D) a-MHC LAD-ligierter, untrainierter, mannlicher C57/BI6N Mause (MI-Kontrollen), die in Relation zur Ex-
pression der Gene in den Sham-Kontrollen gesetzt worden waren, wurden in Gruppen mit kleinen, mittleren und
groRen Infarkten kategorisiert (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl
untersuchter Versuchstiere dargestellt; *p<0,05; **p<0,01; Ungepaarter T-Test). ANF=Atrialer Natriuretischer
Faktor; B-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform B; a-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform a; MLC2V=Ventricular
Myosin Light Chain Isoform 2; MI=Myokardinfarkt



Ergebnisse 130

ANF B-MHC

121

Q Q

> S 101
& 2 15 SE2 &
S 28 o
o oL 4T
s E 10+ = | |
< 6T x 24
w s w s
<l( (7] q': n 1
5 4 25 1
N x N
e .2 21 c >

< 8 9 5 6 ©

—_— 0- —_ O-

(O] (O]

- s NN - G S N
NP N A & &S
NN NP

RN RS IR N
& N Q
N O @B > S8
& & & KRS
& & & & & @
\§ \Q} ,b\s)\ "b'\g\ \‘)\@\ Q)\S\
¥ N\ L
N \/’b N A% \/rz,. A\
C D
Mic2v a-MHC
o 8 o 8
c g g g
25 6 535 6
4 0 X
oL 2
gc 4 Sa 4
M= w s
g & g 0
5 1 235 i
gR 2 £ 2
E 2 E 2

g LLEH N N NG RNl s ol sl o

(O]

Pl N\ = X N\ N
;&s‘f\é 6\@\ 6‘® «(5“\ "’2§\ ¢ Qf(\@ 6\@ <°®\
' & D N N>

& & § IR
Q 0 \ Q- N S \
& N S QN \a AN
o & & o o & & &
\6\ & N & & &
& @ &
N N Ny NN R

Abb. 45: Kérperliche Aktivitat schitzt bei kleinen und mittelgroRen Infarkten vor Re-Expression des fet  a-
len Genprogramms

Die in Abb. 43 dargestellten Resultate quantitativer RT-PCR-Analysen der Gene (A) ANF, (B) B-MHC, (C) MLC2V
und (D) a-MHC LAD-ligierter, trainierter, mannlicher C57/BI6N Mause (MI-Laufer), die in Relation zur Expression
der Gene in den Sham-Kontrollen gesetzt worden waren, wurden in Gruppen mit kleinen, mittleren und grof3en
Infarkten kategorisiert (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter
Versuchstiere dargestellt; Ungepaarter T-Test). ANF=Atrialer Natriuretischer Faktor; B-MHC=Myosin Heavy Chain
Isoform ; a-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform a; MLC2V=Ventricular Myosin Light Chain Isoform 2;
Ml=Myokardinfarkt
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Abb. 46: Korperliche Aktivitat kehrt tendenziell da s infarktinduzierte MHC-Expressionsverhéltnis in Ric h-
tung der adulten Isoform um

Aus den in Abb. 44 und Abb. 45 dargestellten Resultaten quantitativer RT-PCR-Analysen der Gene -MHC und
a-MHC wurde das Expressionsverhéltnis der beiden MHC-Isoformen in kdrperlich aktiven und inaktiven Mausen
in Abhéngigkeit von der Infarktgrof3e kalkuliert (Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM der in den Balken angege-
benen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt; Ungepaarter T-Test). B-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform
B; a-MHC=Myosin Heavy Chain Isoform, MI=Myokardinfarkt

Aus Abb. 44 und Abb. 45 geht hervor, dass die untersuchten fetalen Gene in korper-
lich aktiven und koérperlich inaktiven Mausen abhangig von deren Infarktgré3en auf
unterschiedliche Weise transkriptionell reguliert wurden. So zeigte sich, dass der Ex-
pressionsstatus der fetalen Gene ANF und -MHC in koérperlich inaktiven Mausen mit
der Infarktgréf3e positiv korrelierte (Abb. 44). Bereits kleine Infarkte bewirkten eine
signifikante Heraufregulation von ANF und eine tendenzielle Expressionszunahme
von B-MHC. Betrachtet man die Gruppe der MI-Laufer (Abb. 45), so zeigt sich, dass
ANF und B-MHC in Tieren mit kleinen und mittleren Infarkten zunachst gegentber
den Sham-operierten Laufern tendenziell herab reguliert wurden und lediglich in den
Mausen mit gro3en Infarkten das Basallevel der Sham-Tiere Uberschritten wurde.
Zudem ist auffallig, dass die fetale MHC-Isoform eine 12-fache Transkriptionssteige-
rung in untrainierten Tieren mit gro3em Infarkt, eine 3-fache in trainierten Tieren im
Vergleich zu deren Sham-Entsprechungen aufwies. Auch die MLC2V-Expression
erfuhr in trainierten Infarkttieren zunachst eine Reduktion und erreichte nur in Tieren
mit groRem Vorderwandinfarkt das Niveau der Sham-Laufer. Diese Beobachtungen

kdnnten somit auf einen Praventivmechanismus hinweisen, tber den das Ausdauer-
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training den Remodeling-Prozess, zumindest bei kleinen bis mittelgrof3en Infarkten,
via Transkriptionskontrolle fetaler Gene abschwéacht. Die Hypothese, dass korperli-
che Aktivitat kardioprotektive Wirkungen entfaltet wird dadurch gestitzt, dass die Ex-
pression des adulten a-MHC in Laufern mit groBem Infarkt gesteigert wurde, eventu-
ell als letzte Instanz um den 3-MHC/a-MHC-Shift zu Gunsten der adulten Isofom zu
verschieben. Das MHC-Expressionsverhdltnis in kdrperlich inaktiven Mausen ver-
schob sich offensichtlich bei moderaten und grof3en Infarkten in Richtung der fetalen
Isoform, verfehlte jedoch statistische Signifikanz (Abb. 46). Das Expressionsverhalt-
nis in trainierten Tieren unterschied sich hingegen nicht von dem Sham-operierter
Laufméause, unabhangig von der vorliegenden Infarktgréf3e (Abb. 46) und weist auf
eine vorrangige Expression der adulten MHC-Isofom und somit auf positive Effekte

von Ausdauertraining auf die kardiale Kontraktilitat hin.

4.3.3 Effekte korperlicher Aktivitat im Vorfeld und nach Myokardinfarkt

auf die kardiale Fibrose

Der Remodeling-Prozess nach Myokardinfarkt ist neben der Kardiomyozyten-
Hypertrophie von der Induktion der Fibrose, d. h. also einer anormal gesteigerten
Kollagensynthese im Infarktareal und von einer Ausbreitung des infarzierten Berei-
ches gekennzeichnet. Um den Einfluss korperlicher Aktivitat auf das linksventrikuléare
Remodeling zu untersuchen, wurde der prozentuale linksventrikulare Gesamtgehalt
des Kollagens in allen Behandlungsgruppen bestimmt. Weiterhin erfolgte die prozen-
tuale Ermittlung des Kollagenanteils im infarzierten und im nicht-infarzierten Areal in

den beiden Infarktgruppen.
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Abb. 47: Ausdauersport vor und nach Myokardinfarkt reduziert den linksventrikularen Kollagengehalt und

die InfarktgréRe

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (Ml) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der M6g-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde in Sirius Red geféarbten mittventrikuléren
Gewebeschnitten der 4 Mausgruppen (A) der linksventrikulare Kollagengehalt, in den Infarkttieren der Fibrosean-
teil im (B) infarzierten und (C) im nicht-infarzierten Areal in 10-facher VergréR3erung in % bestimmt. (D) Exempla-
rische Ubersichtsaufnahmen Sirius Red gefarbter mittventrikularer Schnitte der 4 Behandlungsgruppen in 4-
facher VergréRerung. (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter
Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; Ungepaarter T-Test) MI=Myokardinfarkt;
LV=linksventrikular
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Die prozentuale Ermittlung des linksventrikularen Kollagengehalts ergab, dass die
permanente LAD-Ligatur Uber 4 Wochen in einer Fibrosezunahme um 18,83%4,34%
in  MI-Kontrollen, um 16,45+2,7% in MI-Laufern gegeniber ihren Sham-
Entsprechungen resultierte. Hierbei wiesen MI-Kontrollen einen linksventrikularen
Kollagen-Gesamtanteil von 27,46+3,17%, MI-Laufer einen prozentualen Gehalt von
19,87+1,77% auf. Dieser Ausdauersport-abhangige Unterschied in der Auspragung
der maladaptiven Antwort wurde auch bei der Betrachtung des prozentualen Anteils
fibrotischen Gewebes im infarzierten Areal evident. So provozierte der Vorderwand-
infarkt in untrainierten M&ausen in der Infarktzone einen Fibroseanteil von durch-
schnittlich 51,20+4,63%, der sich signifikant von den 36,89+5,12% in trainierten Tie-
ren unterschied. Weiterhin konnte in den Laufern ein tendenziell geringeres Ausmalf
interstitieller Fibrose im nicht-infarzierten Areal nachgewiesen werden. Betrachtet
man die exemplarischen Gewebeschnitte der beiden Infarktgruppen in Abb. 47, so
wird deutlich, dass in untrainierten Versuchstieren das Infarktareal grof3er und folg-
lich die Infarktexpansion, als Ereignis der fruihen Remodeling-Phase, starker ausge-
pragt war als in physisch aktiven Tieren. Somit scheint die Konklusion zulassig, dass
Ausdauertraining im Vorfeld und nach abgelaufenem Infarkt einen ginstigen Effekt
auf die Fibrosierung und somit auf den progressiven Remodeling-Prozess ausiben

kdnnte.

Zur ndheren Betrachtung der Ausdauersport-bedingten Effekte auf den Fibrosepro-
zess nach Myokardinfarkt wurden nachfolgend die Gen-Expressionsmuster der pro-
fibrotischen Faktoren TGFB und CTGF, des Kollagens la2, dessen Gehalt in der ext-
razellularen Matrix den Steifheitsgrad des Ventrikels determiniert, und des inflamma-

torischen Zytokins TNFa untersucht.
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Abb. 48: Induktion eines Myokardinfarktes modifizie rt abhangig vom Aktivitatsstatus behandelter Tiere

die mRNA-Expression pro-fibrotischer Gene auf unters chiedlich Weise

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurden die pro-fibrotischen Gene (A) TNFa, (B)
TGFB, (C) CTGF und (D) Kollagen la2 mittels quantitativer RT-PCR amplifiziert. Die Expression der einzelnen
Gene wurde pro Behandlungsgruppe gegen die Expression des Referenzgens Gapdh normalisiert und in Relation
zur normalisierten Expression in der Sham-Kontrolle gesetzt (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den
Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; Ungepaarter T-Test). TNFa=Tumor

Necrosis Factor a; TGFB=Transforming Growth Factor 3; CTGF= Connective Tissue Growth Factor

Die Expressionsanalysen pro-fibrotischer Gene ergaben, dass ein anterolateraler
Vorderwandinfarkt in untrainierten Mausen, verglichen mit den Sham-operierten Kon-
trollen, zu einer 32-fachen Transkriptionssteigerung des Zytokins TNFa fuhrte. Diese
Heraufregulation des Gens wurde in korperlich aktiven Mausen nach permanenter
LAD-Ligatur 5- bis 6-fach abgemildert (Abb. 48 A). TGFf erfuhr, verglichen mit den
jeweiligen Sham-Tieren, eine vergleichsweise schwache Heraufregulation in beiden
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Infarktgruppen, unabhéangig vom Trainingszustand der Tiere. Der pro-fibrotische Fak-
tor CTGF wurde interessanterweise nur in der MI-Laufgruppe deutlich herauf regu-
liert und unterlag keiner Regulation in den untrainierten Infarkttieren. Das Kollagen
la2-codierende Gen unterlag einer tendenziellen Transkriptionssteigerung in beiden

Infarktgruppen jeweils um das 4-fache des Sham-Levels.

Da die Geflige-Dilatation des linken Ventrikels und die Versteifung linksventrikuléarer
wande nach Myokardinfarkt das Resultat einer Kombination von Kardiomyozyten-
Hypertrophie, Fibrose und Aktivierung der MMPs darstellt, wurde nachfolgend Ex-
pressionsstatus und Aktivierungszustand der Gelatinasen MMP-2 und -9 in den Be-

handlungsgruppen analysiert.
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Abb. 49: Induktion eines Myokardinfarktes fuhrt in korperlich aktiven und inaktiven M&ausen zur Aktivie -

rung der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen) C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myokardinfarktes
(MI) bzw. nach Sham-OP (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Mdglichkeit zum freiwilligen
Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde (A) die Expression der latenten und aktiven Isoformen der MMP-2
(A, B) und der MMP-9 (C, D) im Western-Blot detektiert, gegen die Calsequestrin-Expression normalisiert und in
Relation zur Expression in den Sham-Kontrollen gesetzt. (E) Exemplarischer Western-Blot. (Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den Balken). Es wurden je 3-4 Wes-

tern-Blots densitrometriert. *p<0,05; Ungepaarter T-Test) MMP=Matrixmetalloproteinase, MI=Myokardinfarkt
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Aus Abb. 49 geht hervor, dass der Expressionsstatus der latenten MMP-2 keinem
Einfluss durch das Vorliegen eines Myokardinfarktes oder durch kérperliches Trai-
ning unterlag. Im Gegensatz dazu fuhrte das maladaptive Ereignis, unabhangig vom
Aktivitatszustand der untersuchten Mause, zu einer deutlichen Expression der akti-
ven Gelatinase, welche in keiner der beiden Sham-Gruppen detektiert werden konn-
te. Latente und aktive Isoformen der MMP-9 erfuhren eine schwache Expressions-
steigerung in trainierten Infarkttieren. Der Myokardinfarkt zog in kérperlich inaktiven

Mausen tendenziell eine deutlichere Aktivierung dieser Metalloproteinase nach sich.

Zusammengefasst zeigen die in diesem Kapitel aufgefiihrten Analysen, dass eine 4-
wochige permanente LAD-Ligatur sowohl in untrainierten Kontrolltieren, als auch in
Mausen, die vor und nach dem operativen Eingriff kdrperlich aktiv waren, zur Indukti-
on einer Hypertrophie fiihrte. Obwohl sich das Ausmald der LV-Hypertrophie 4 Wo-
chen nach Myokardinfarkt zwischen trainierten und untrainierten Mausen nicht unter-
schied, so deuten dennoch mehrere Parameter darauf hin, dass es sich bei trainier-
ten Mausen um eine eher adaptive Hypertrophie handelt, wahrend untrainierte Mau-

se die deutliche Signatur maladaptiven Remodelings aufweisen.

4.3.4 Effekte korperlicher Aktivitat im Vorfeld und nach Myokardinfarkt
auf Komponenten der PI3K- und der MAPK-Kaskade

Es sollte nun die Frage geklart werden, ob kardioprotektive Effekte des Ausdauer-
sports die Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs, der die adaptive Form der Hyper-
trophie induziert, involvieren. Als Komponenten der Signalkaskade sollten die kardio-
protektive Kinase AKT und die von dieser aktivierten Translations-initierende P70S6-
Kinase untersucht werden. Des Weiteren sollte der Expressions- und Aktivierungs-
status der GSK3[, welche als negativer Regulator der maladaptiven Hypertrophie
gilt, in Abhangigkeit korperlicher Aktivitat im Infarktmodell determiniert werden.
Schlielilich sollte eine regulatorische Rolle der MAP-Kinase ERK42/44, Gber deren
Beteiligung an der Induktion der adaptiven Hypertrophie spekuliert wird, im Modell
gepruft werden.
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Abb. 50: Induktion pathologischer und physiologisch er Hypertrophie fuhrt zur Aktivierung von AKT

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der M6g-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde (A) die Gesamtexpression der Kinase AKT,
sowie (B) deren Aktivitatsstatus im Western-Blot detektiert, gegen Expression des Referenzproteins Calsequest-
rin normalisiert und in Relation zur Expression in den Sham-Kontrollen gesetzt. Zusatzlich wurde (C) die Gesamt-
expression zu der Expression der aktiven Kinase in Relation gesetzt. (D) Exemplarischer Western-Blot. (Darge-
stellt sind die Mittelwerte £+ SEM der Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den Balken). Es wur-
den je 4 Western-Blots densitrometrisch vermessen. *p<0,05; Ungepaarter T-Test) AKT=Proteinkinase B,
MI=Myokardinfarkt

Die dargestellte Expressionsanalysen der Proteinkinase AKT zeigen, dass deren
Gesamtexpression keiner eindeutigen Regulation durch Induktion pathologischer
(MI-Kontrolle) oder physiologischer Hypertrophie (Sham-Laufer) unterlag. Beide Hy-
pertrophie-Arten, denen bekanntlich eine AKT-abhangige Induktion zu Grunde liegt,
provozierten per se, wie erwartet, eine Expressionszunahme der aktiven Isoform.

Diese Effekte wurden ebenfalls bei Betrachtung des Verhaltnisses zwischen Ge-
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samtexpression und post-translational modifiziertem Protein deutlich. Eine Kombina-
tion aus den beiden Hypertrophie-Varianten in den MI-Laufern schien Expression
und Aktivierung der Kinase in gleichem Mal3e zu induzieren und bewirkte somit keine
Verschiebung des Gleichgewichtes in Richtung der aktiven Isoform. Es lagen jedoch
keine eindeutigen Hinweise auf eine divergente Regulation der untersuchten Kinase
in korperlich aktiven und inaktiven Infarkttieren vor.
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Abb. 51: Induktion pathologischer und physiologisch er Hypertrophie fuhrt zur Aktivierung der P70S6K
Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der M6g-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde (A) die Gesamtexpression der Kinase
P70S6K, sowie (B) deren Aktivitatsstatus im Western-Blot detektiert, gegen die Calsequestrin-Expression norma-
lisiert und in Relation zur Expression in den Sham-Kontrollen gesetzt. Zuséatzlich wurde (C) die Gesamtexpression
zu der Expression der aktiven Kinase in Relation gesetzt. (D) Exemplarischer Western-Blot. (Dargestellt sind die
Mittelwerte £+ SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den Balken). Es wurden je 4
Western-Blots densitrometrisch vermessen. *p<0,05; Ungepaarter T-Test) P70S6K= Ribosomale Proteinkinase
P70S6, MI=Myokardinfarkt
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Die in Abb. 51 dargestellten Expressionsmuster der P70S6-Kinase, dem down-
stream Target der Kinase AKT, spiegeln deren Modulation in Abhangigkeit der unter-
schiedlichen Behandlungen wider (siehe Abb. 50). So unterlag die Gesamtexpressi-
on der ribosomalen Kinase keiner Regulation durch die Induktion hypertropher Ant-
worten, wurde jedoch gegentber den Kontrollen durch den pathologischen (MI-
Kontrollen) und den physiologischen (Sham-Laufer) Stimulus aktiviert. Der Vorder-
wandinfarkt hatte keinen additiven Einfluss auf die Sport-induzierte Aktivitatszunah-
me der Kinase. Weiterhin lagen keine Unterschiede in Expressions-/Aktivierungslevel

zwischen trainierten und untrainierten Infarkttieren vor.

Im Gegensatz zu den untersuchten pro-hypertrophen Komponenten des PI3-Kinase
Signalwegs, zahlt die GSK3B zu den wenigen bisher identifizierten Kinasen, deren
aktivierte Isoform die Hypertrophie negativ reguliert. Die Expression der aktiven und
der phosphorylierten, inaktiven Isofom der Kinase wurde im weiteren Versuchsver-

lauf untersucht.
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Abb. 52: Induktion pathologischer und physiologisch er Hypertrophie fuhrt zur Inaktivierung der GSK3 8
Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde (A) die Gesamtexpression der Kinase
GSK3B, sowie (B) deren Aktivitatsstatus im Western-Blot detektiert, gegen Expression des Referenzproteins
Calsequestrin normalisiert und in Relation zur Expression in den Sham-Kontrollen gesetzt. Zusétzlich wurde (C)
die Gesamtexpression zu der Expression der aktiven Kinase in Relation gesetzt. (D) Exemplarischer Western-
Blot. (Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den
Balken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometrisch vermessen. *p<0,05; Ungepaarter T-Test)
GSK3B=Glycogensynthasekinase 3 8, MI=Myokardinfarkt

Wie in Abb. 52 gezeigt, unterlag die GSK3 tendenziell einer Expressionszunahme in
Abhéngigkeit eines Vorderwandinfarktes in koérperlich aktiven und inaktiven Ver-
suchstieren. Konsistent mit der durch physiologische und pathologische Stimulation
initiierten Aktivierung der AKT und der P70S6K, welche die Inhibierung der GSK3p
vermitteln, bewirkte die Induktion beider Hypertrophie-Varianten gegeniber der

Sham-Kontrolle eine deutlich vermehrte Phosphorylierung, d. h. Inaktivierung der hier
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untersuchten Kinase. Durch den physiologischen Stimulus induzierte Inaktivierung
der GSK3p wurde nicht durch gleichzeitiges Vorliegen des Myokardinfarktes poten-
ziert. Das Expressionsverhéltnis der Kinase wurde in den physiologisch hypertro-
phierten Mausen deutlich in Richtung der inaktiven Isoform verschoben. Dieser

Trend spiegelte sich in den Infarktgruppen wider.

Als weiterer Effektor der hypertrophen Signaltransduktion sollte nun die Expression
und Aktivitdt der MAP-Kinase ERK42/44 untersucht werden.
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Abb. 53: Gesamtexpression und Aktivitatsstatus der ERK42/44 unterliegen weitgehend unabhéngig vom
physischen Aktivitatsstatus der Versuchstiere einer Heraufregulation durch Induktion eines Myokar din-
farktes

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde die Gesamtexpression der beiden ERK-
Isoformen (A) ERK42 und (B) ERK44, sowie deren Aktivitdtsstatus (C, D) im Western-Blot detektiert, gegen Ex-
pression des Referenzproteins Calsequestrin normalisiert und in Relation zur Expression in den Sham-Kontrollen
gesetzt. (E, F) Reprasentative Western-Blots. (Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM aus den Untersuchungen
an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den Balken). Es wurden je 3 Western-Blots densitrometrisch vermessen.

*p<0,05; Ungepaarter T-Test) MI=Myokardinfarkt
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Wie aus Abb. 53 ersichtlich, unterlag die Gesamtexpression der Kinase ERK42 einer
infarktabhangigen Heraufregulation in untrainierten und trainierten Mausen. Diese
Regulation spiegelte sich tendenziell beziiglich der 44 kDa grol3en Isoform ERK44
wider. Der Phosphorylierungsgrad und folglich der Aktivitatsstatus war im Falle bei-
der Isoformen in den Infarkt-Kontrollen deutlich, in den Infarkt-Laufern lediglich ten-
denziell erhdht. Zwischen den beiden Infarktgruppen lagen keine evidenten Expres-
sionsunterschiede vor. Um den Einfluss des maladaptiven kardialen Ereignisses
bzw. des Ausdauersports auf die Rekrutierung der untersuchten Kinasen eingehen-
der zu betrachten, wurde erneut die jeweilige Gesamtexpression zu der Expression
des phosphorylierten Proteins ins Verhaltnis gesetzt. Die Ergebnisse dieser Kalkula-
tion sind in Abb. 54 dargestellt.
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Abb. 54: Induktion eines Myokardinfarktes verschieb t das Gleichgewicht zwischen aktiver und inaktiver
ERK44 in Richtung der aktiven Isoform

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde die Gesamtexpression der beiden ERK-
Isoformen (A) ERK42 und (B) ERK44, sowie deren Aktivitatsstatus im Western-Blot detektiert, gegen Expression
des Referenzproteins Calsequestrin normalisiert und in Relation zur normalisierten Expression in den Sham-
Kontrollen gesetzt. Die Gesamtexpression wurde jeweils zu der Expression der aktiven Kinase in Relation gesetzt
(Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken angegebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere darge-
stellt, *p<0,05; Ungepaarter T-Test). MI=Myokardinfarkt

Die in obiger Abbildung gezeigten Berechnungen demonstrieren, dass sich die Rela-
tion zwischen Gesamtexpression und Expression der phosphorylierten Isoform
ERKA42 innerhalb der beiden Kontrollgruppen nicht signifikant unterschied. Dies deu-

tet darauf hin, dass nicht der Pool an inaktiver ERK42 durch die permanente LAD-
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Ligatur gesteigert wurde, sondern vielmehr die infarktbedingt vermehrt exprimierte,
inaktive ERK42 phosphoryliert wurde und somit als Effektor im induzierten Signalweg
wirksam werden konnte. In den MI-Laufern zeigte sich eine tendenzielle Verschie-
bung des Gleichgewichtes in Richtung der phosphorylierten ERK42, die grof3en
Streuungen innerhalb der Gruppe lassen jedoch keine eindeutige Aussage Uber eine
vorhandene Regulation zu. Bezlglich der ERK44 konnte im Falle der untrainierten
Mause in Folge des Vorderwandinfarktes eine deutliche Verschiebung des Expressi-
onsverhaltnisses in Richtung der aktiven Form nachgewiesen werden. Dieser Trend
zeigte sich auch im Vergleich zwischen Sham-Laufern und MI-Laufern. Dies deutet
darauf hin, dass die ERK nicht unbedingt infarktbedingt vermehrt exprimiert wurde,
sondern, dass bereits intrazellular vorhandene Proteine post-translational modifiziert
und somit aktiviert wurden. Weder Expression, noch Phosphorylierungsstatus der
beiden ERK-Isoformen unterlagen nach Myokardinfarkt einer differentiellen Regulati-
on in Abhangigkeit von physischer Aktivitat. Da Expression und Aktivierungszustand
der beiden ERK-Isoformen keiner Modulation in den physiologisch hypertrophierten
Sham-Laufer unterlag, konnte eine Beteiligung der Kinase an der Induktion der phy-

siologischen Hypertrophie nicht bestatigt werden.

Zusammengefasst zeigen die in diesem Kapitel dargestellten Expressionsanalysen,
dass sowohl die ausdauersportinduzierte, als auch die infarktvermittelte hypertrophe
Signaltransduktion die Aktivierung der AKT und der P70S6K, als Komponenten des
PI3K-Signalwegs, involvieren. Die Entstehung beider Hypertrophie-Varianten scheint,
wie erwartet, eine Inaktivierung der anti-hypertrophen GSK3f vorauszusetzen. Die
Kinase ERK42/44 unterlag nur einer positiven Regulation durch den maladaptiven
Stimulus, unabhangig vom Aktivitdtszustand der Versuchstiere. Die Analysen liefer-
ten keine evidenten Hinweise auf divergierende Signaltransduktionen zur Induktion

der pathologischen Hypertrophie in physisch aktiven und physisch inaktiven Mausen.

4.3.5 Effekte korperlicher Aktivitat im Vorfeld und nach induziertem an-
terolateralem Myokardinfarkt auf die Expression des Adenosinre-

zeptor-Systems

Es wurde mittlerweile gezeigt, dass Adenosinkonzentrationen sowohl in akuten und
chronischen Phasen nach Myokardinfarkt, als auch nach Ausdauertraining im Herzen

erhoht sind. Um nun die Hypothese zu testen, dass eine ausdauersportbedingte Kar-
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dioprotektion auch mit einer Heraufregulation des Adenosinrezeptor-Systems assozi-
lert ist, wurde zunadchst der mRNA-Expressionsstatus der 4 Adenosinrezeptor-
Subtypen Al, A2a, A2b und A3 nach permanenter LAD-Ligatur in kdrperlich aktiven

und koérperlich inaktiven Mausen determiniert.
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Abb. 55: Das Adenosinrezeptor-System unterliegt auf mRNA-Ebene einer Heraufregulation durch Aus-
dauertraining

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen), mannliche C57/BI6N Mé&use wurden nach Induktion eines Myo-
kardinfarktes (MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Még-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurden die (A) Al-, (B) A3-, (C) A2a- und (D) A2b-
Rezeptor codierenden Gene mittels quantitativer RT-PCR amplifiziert. Die Expression der einzelnen Gene wurde
pro Behandlungsgruppe gegen die Expression des Referenzgens Gapdh normalisiert und in Relation zur normali-
sierten Expression in der Sham-Kontrolle gesetzt (Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der in den Balken ange-
gebenen Anzahl untersuchter Versuchstiere dargestellt, *p<0,05; **p<0,01; Ungepaarter T-Test).
MI=Myokardinfarkt
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Die mRNA-Expressionsanalysen in Abb. 55 zeigen, dass alle Adenosinrezeptor-
Subtypen in den Sham-operierten Laufern im Gruppenvergleich den hdchsten Ex-
pressionslevel aufwiesen. Der Myokardinfarkt fiihrte in korperlich aktiven Mausen zur
deutlichen Herabregulation aller Adenosin-Rezeptoren. Wie bei Betrachtung der bei-
den physisch inaktiven Mausgruppen ersichtlich, tGbte eine permanente LAD-Ligatur
per se keinen regulatorischen Effekt auf den Transkriptionsstatus der Adenosinre-
zeptoren aus. Zur naheren Betrachtung des Adenosin-Systems erfolgte anschlie-

Rend die Expressionsanalyse der Rezeptoren auf Protein-Ebene.
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Abb. 56: Der Adenosin-A2a-Rezeptor unterliegt einer Heraufregulation durch Ausdauertraining

Trainierte (Laufer) und untrainierte (Kontrollen) C57/BI6N Mause wurden nach Induktion eines Myokardinfarktes
(MI) bzw. nach Sham-Operation (Sham) weiterhin unter Standardbedingungen bzw. mit der Md&glichkeit zum
freiwilligen Lauftraining gehalten. Nach 4 Wochen wurde die Expression der Adenosinrezeptoren (A) Al, (B) A3,
(C) A2a und (D) A2b mittels Western-Blot detektiert, jeweils gegen die Calsequestrin-Expression normalisiert und
in Relation zur normalisierten Expression in den Sham-Kontrollen gesetzt. (E) Exemplarischer Western-Blot (Dar-
gestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Untersuchungen an n Versuchstieren (siehe Zahlen in den Balken).

Es wurden je 4 Western-Blots densitrometrisch vermessen. *p<0,05; Ungepaarter T-Test) MI=Myokardinfarkt
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Im Gegensatz zu den in Abb. 55 dargestellten Ergebnissen quantitativer PCR-
Analysen, ergaben die durchgefiihrten Western-Blot Untersuchungen lediglich im
Falle des Adenosin-A2a-Rezeptors die bereits auf mMRNA-Ebene detektiere sportbe-
dingte Expressionszunahme. Auch hier wurde die translationale Heraufregulation in

den Laufern durch den Myokardinfarkt auf Kontrollniveau reduziert.

Somit lasst sich zusammenfassen, dass das Adenosinrezeptor-System keiner Regu-
lation durch das maladaptive kardiale Ereignis unterlag. Im Gegensatz dazu war die
physiologische Hypertrophie von einer ausgepragten Expressionszunahme aller Re-
zeptor-Subtypen auf mRNA-Ebene und einer gesteigerten Protein-Expression des
A2a-Rezeptors begleitet. Demnach kénnte also die Induktion der adaptiven Hyper-
trophie mit der Aktivierung des Adenosinrezeptor-Systems assoziiert sein. Folglich
lasst sich die Beteiligung des Adenosin-Systems an der Auspragung prognostisch
gunstiger Effekte des Ausdauertrainings vermuten. An der Entwicklung einer patho-
logischen Hypertrophie, induziert durch den Myokardinfarkt, scheint das Adenosin-
System jedoch nicht beteiligt zu sein. Die durchgefiihrten Expressionsanalysen liefer-
ten keinen Hinweis darauf, dass Transkriptionsstatus oder Proteinexpressionsmuster
der Rezeptoren in trainierten Mausen nach Infarkt im Vergleich zu untrainierten Mau-
sen nach Infarkt erhéht waren. Die Hypothese, dass Ausdauersport-vermittelte Kar-
dioprotektion nach einem Myokardinfarkt eine Heraufregulation des Adenosinrezep-

tor-Systems involviert, muss demnach verworfen werden.
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5 Diskussion

Die pathologische Hypertrophie ist mit nahezu allen Formen der Herzinsuffizienz as-
soziiert. Sie stellt zunachst einen adaptiven Mechanismus des Herzens dar, um er-
hohte systolische oder diastolische Wandspannung in Folge chronischer Druck- oder
Volumenbelastung, neurohumoraler Uberaktivierung und erhohter sympathischer
Aktivitéat zu kompensieren und somit die kardiale Funktion aufrecht zu erhalten. Sie
wird jedoch bei fortwahrender chronischer Belastung graduell maladaptiver und
mundet schliellich in der ventrikularen Dilatation, der myokardialen Fibrose und der
kontraktilen Dysfunktion. Dieser Remodeling-Prozess ist die Konsequenz hypertro-
pher, fibrotischer, apoptotischer und inflammatorischer Ereignisse, sowie struktureller

Veranderungen der extrazellularen Matrix.

Es wurden bereits zahlreiche Induktoren und Effektoren des maladaptiven Remode-
lings beschrieben. Hingegen ist die Zahl identifizierter Faktoren, die diesen chroni-
schen Umbauprozessen entgegen wirken, begrenzt. Mittlerweile ist bekannt, dass
kardiovaskuléare Erkrankungen mit einer erhéhten Adenosinkonzentration assoziiert
sind. Dem Autakoid werden zahlreiche kardioprotektive Effekte zugeschrieben, ins-
besondere unter hypoxischen und ischamischen Bedingungen. In vitro Studien de-
monstrierten, dass eine selektive Adenosin-Al-Rezeptor-Aktivierung mittels CPA
(N6-Cyclopentyladenosin) die durch den aj-adrenergen Stimulus Phenylephrin (PE)
induzierte Kardiomyozyten-Hypertrophie hemmt (Liao et al., 2003; Gan et al., 2005).
Pang und Kollegen zeigten zudem, dass die PE-induzierte hypertrophe Antwort in
vitro von einer kompensatorischen Heraufregulation der Adenosinrezeptor-Subtypen
Al, A2a und A3 begleitet war (Pang et al., 2010a). Weiterhin beobachtete die Grup-
pe um Kitakaze, dass ein selektiver Al-Rezeptor-Agonismus im Bluthochdruck-
Modell von einer Reduktion der Kardiomyozyten-Querschnittsfliche und des Herz-
gewicht/Kérpergewichts-Verhaltnisses gekennzeichnet war, und, dass eine
unselektive Aktivierung der Adenosinrezeptoren in diesem Schadensmodell die myo-
kardiale Fibrose inhibiert (Liao et al., 2003). Wagner und Kollegen demonstrierten
zudem, dass Adenosin die Sekretion von MMPs und pro-inflammatorischen
Zytokinen in einigen kardialen und inflammatorischen Zelltypen hemmt. MMPs, die
die extrazellulare Matrix degradieren, spielen eine zentrale Rolle beim ventrikularen

Remodeling, insbesondere nach Myokardinfarkt. Adenosinlevel sind nicht nur im in-
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suffizienten Herzen und nach Myokardinfarkt, sondern auch nach Ausdauersport im
Herzen erhoht. Ausdauertraining fuhrt zur Induktion einer physiologischen Form der
Hypertrophie, die weder mit systolischer oder diastolischer Dysfunktion, noch mit
kardialer Fibrose assoziiert ist und insbesondere nicht in einer Herzinsuffizienz min-
det. Diese adaptive Antwort des Herzens scheint Uber Aktivierung des Igf-1/PI3K-
Signalwegs induziert zu werden. Es wurden mittlerweile zahlreiche kardioprotektive
Effekte von Ausdauersport beschrieben und physische Aktivitat nach Myokardinfarkt
scheint, trotz teilweise divergierender Beobachtungen, ginstige Effekte auf die vent-
rikulare Dilatation und die kardiale Dysfunktion auszutiben bzw. einen Praventivme-
chanismus in Gang zu setzten, der die Induktion des myokardialen Remodelings

nach Myokardinfarkt abschwacht.

5.1 Hypothese Teilprojekt 1

Die Hypothese des ersten Teilprojekts der vorliegenden Arbeit war, dass Adenosin-
Al-Rezeptor-induzierte Mechanismen vor dem maladaptiven Remodeling in Folge a-

adrenerger Stimulation schitzen.

5.1.1 Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors antagon  isiert die al-
adrenerg induzierte Hypertrophie in vitro tber einen Rickkopp-

lungsmechanismus

Um die Funktion des Adenosin-Al-Rezeptors, dem vorrangig die Adenosin-
vermittelten anti-hypertrophen Effekte zugeschrieben werden, in Folge hypertropher
Stimulation naher zu charakterisieren, wurde zunachst der Effekt einer A1-Rezeptor-
Aktivierung auf die hypertrophe Antwort in vitro untersucht. Hierflir wurden isolierte
neonatale Ratten-Kardiomyozyten mit dem a-adrenergen Stimulus Phenylephrin,
dem maladaptiven neurohumoralen Agens Angiotensin Il und dem physiologischen
Stimulus Igf-1 stimuliert und weiterhin einer Behandlung mit dem selektiven Al-
Rezeptor-Agonisten CPA unterzogen. Die durch Stimulationen mit Phenylephrin (PE)
und Angiotensin Il (Angll) induzierte hypertrophe Antwort war durch Zunahme der
Sarkomerorganisation (Abb. 16), der Kardiomyozyten-Querschnittsflache und der
Proteinbiosynthese (Abb. 17) charakterisiert. Igf-l1-vermittelte hypertrophe Antworten
wurden durch Zunahme der KardiomyozytengréRe (Abb.17) wund der
Sarkomerorganisation (Abb. 16) verifiziert. Eine simultane Behandlung der Zellen mit

CPA inhibierte die PE-, nicht aber die Angll- oder Igf-induzierte Hypertrophie. Diese



Diskussion 153

Beobachtung lasst vermuten, dass Adenosin durch Stimulation des Al-Rezeptors
spezifisch die durch a-adrenerge Stimulation induzierte, hypertrophe Antworten in
Kardiomyozyten hemmt. Auf der anderen Seite hat die A1-Rezeptor Stimulation kei-
nen Einfluss auf die Angiotensin Il- oder Igf-1 vermittelte Hypertrophie, wobei die ers-
te eher als maladaptiv und letztere als eher adaptiv eingestuft wird. Die Gruppe um
Kitakaze zeigte, dass eine unselektive Aktivierung des gesamten Adenosinrezeptor-
Systems die PE-, die Angll- und die Endothelin-I-induzierte Zunahme der Proteinsyn-
theserate hemmte, demonstrierten eine spezifische inhibitorische Rolle des Al-
Rezeptors bezlglich dieser hypertrophen Antwort, jedoch auch nur in Folge einer
PE- und einer Forskolin-Stimulation in isolierten Kardiomyozyten (Liao et al., 2003).
Obgleich sowohl PE, als auch Angll die pro-hypertrophe Signaltransduktion tber
Gaq initiieren, inhibiert eine A1-Aktivierung in Kardiomyozyten also anscheinend nur
die a-adrenerg induzierte Signalkaskade. Weiterhin konnte auch die PE-bedingte
Transkriptionssteigerung des molekularen Hypertrophie-Markers c-fos, dem als
Transkriptionsfaktor eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung der friihen Hypertro-
phie zugeschrieben wird (Babu et al., 2000), durch gleichzeitige Al-Aktivierung ab-
geschwacht werden (Abb. 13). Diese Beobachtung deckt sich mit friheren Studien,
durchgefiihrt von Gan und Kollegen (Gan et al., 2005), und konnte auf eine bedeu-
tende Rolle des Al-Rezeptors bei der Pravention der Hypertrophie in frihen Stadien
hinweisen.

Expressionsanalysen ergaben, dass a;-adrenerge Rezeptor-Stimulation durch PE in
einer Expressionszunahme der Al-Rezeptor-mRNA resultierte (Abb. 18). Im Gegen-
satz zu den Beobachtungen von Pang (Pang et al., 2010a), lieferten die im Rahmen
dieser Arbeit durchgeflhrten Expressionsanalysen, trotz Einsatz gleicher Konzentra-
tionen der verwendeten Substanzen und identischer Stimulationszeiten, keine Hin-
weise auf eine zusatzliche Heraufregulation der Adenosinrezeptor-Subtypen A2a und
A3 in vitro (Abb. 19). In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin der Transkriptions-
status des A2b-Subtyps untersucht, welcher ebenfalls unbeeinflusst von einer PE-
Behandlung blieb (Abb. 19). Hingegen konnte die PE-bedingte Expressionssteige-
rung des Al-Rezeptors im Versuch auch auf Proteinebene bestatigt werden (Abb.
21). Die PE-abh&ngige Transkriptionssteigerung des Al-Rezeptors konnte durch Co-
Inkubationsexperimente mit dem a;-adrenergen Antagonisten Prazosin inhibiert wer-
den (Abb. 20). Dartber hinaus wurde keine Modulation der Rezeptor-Expression in

Abhangigkeit hypertropher Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Angll und
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Igf-I detektiert (Abb. 20). Betrachtet man diese Resultate, zusammen mit den in vitro
Beobachtungen von Pang und Kollegen, deren Untersuchungen zeigten, dass Endo-
thelin-1 und Aldosteron, als weitere humorale hypertrophe Stimuli, keinen Einfluss auf
die Al-Rezeptor-Expression ausibten (Pang et al., 2010a), so liegt die Vermutung
nahe, dass die Heraufregulation des Al-Rezeptors Folge pro-hypertropher a;-
adrenerger Stimulation ist. Die Beobachtung der vorliegenden Arbeit, dass ein selek-
tiver Al-Agonismus spezifisch die a-adrenerg induzierte Kardiomyozyten-
Hypertrophie inhibiert, die a-adrenerge Stimulation wiederum spezifisch die transkrip-
tionelle und translationale Heraufregulation des Al-Rezeptors bewirkt, kdnnte auf
einen Ruckkopplungsmechanismus hinweisen, der verantwortlich und essentiell fur
die Adenosin-vermittelte anti-hypertrophe Wirkung in Folge a-adrenerger Stimulation
ist. Die erhohte Rezeptordichte wirde dann eine vermehrte Ligandenbindung des
Substrats CPA nach sich ziehen und dadurch die protektive Wirkung des Adenosin-
Analogons potenzieren. Somit wirde das Ausbleiben einer Ang II- und einer Igf-I-
abhangigen Expressionsregulation des Rezeptors das Ausbleiben seiner anti-
hypertrophen Wirkung in Folge einer Behandlung mit diesen beiden hypertrophen

Agentien erklaren.

5.1.2 Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors antagon  isiert die al-

adrenerg induzierte Hypertrophie in vivo

Neben der Funktionsanalyse des Adenosin-Al-Rezeptors im Zuge der Kardiomyozy-
ten-Hypertrophie wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls der Effekt seiner Aktivie-
rung auf den myokardialen Remodeling-Prozess unter chronischer maladaptiver Sti-
mulation untersucht. Zu diesem Zwecke wurden maénnliche C57/BI6 M&ause einer
kontinuierlichen Infusion mit PE in An- und Abwesenheit des Al-Agonisten CPA Uber
subkutan implantierte osmotische Mini-Pumpen lber einen Zeitraum von 3 Wochen
unterzogen. Die Kontrolltiere erhielten ebenfalls eine Mini-Pumpen Implantation mit
Abgabe einer physiologischen NaCl-Losung. Die PE-induzierte Kardiomyozyten-
Hypertrophie im Mausmodell wurde durch Zunahme des Herzgewicht/Kdrpergewicht-
Verhéltnisses (Abb. 24), des Kardiomyozyten-Durchmessers, der —Quer-
schnittsflache (Abb. 25) und der Reaktivierung der fetalen Gene ANF und B-MHC
(Abb. 26) bestatigt. Die simultane CPA-Behandlung resultierte in der Inhibition dieser
maladaptiven Antworten. Bezlglich der -MHC Genexpression zeigte sich, dass eine

Al-Rezeptor-Stimulation per se in einer signifikanten Reduktion des Transkriptions-
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status’ gegeniiber dem Kontrolllevel resultierte. Diese Beobachtung kdnnte auf einen
Praventivmechanismus, induziert durch den Al-Rezeptor, wéhrend der Entwicklung
der pathologischen Hypertrophie tber positive Beeinflussung der kardialen Kontrakti-

litat hinweisen.

Zusammengefasst wurde anhand dieser Ergebnisse erstmals die Al-Rezeptor- bzw.
im Allgemeinen die Adenosin-vermittelte Inhibition der aj;-adrenerg induzierten Hy-
pertrophie in vivo gezeigt. Weiterhin weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die
alleinige Aktivierung des Al-Rezeptor-Subtyps einen potenten Mechanismus der
Adenosin-vermittelten anti-hypertrophen Wirkung in vivo reprasentiert. Diese Hypo-
these wird durch die Beobachtung von Liao und Kollegen gestitzt, dass die Inhibition
der Zunahme der Kardiomyozyten-Querschnittsflache und des Herzge-
wicht/Kérpergewicht-Verhaltnisses durch den unselektiven Adenosinrezeptor-
Agonisten CADO (2-Chloroadenosin) im Bluthochdruck-Modell durch CPA-
Behandlung nachgeahmt werden konnte (Liao et al., 2003). Die anti-hypertrophen
Effekte der Al-Aktivierung in der genannten Studie wurden nach 4-wéchiger Infusion
von 5 mg/kg/Tag CADO determiniert. Im Gegensatz dazu wurde die Inhibition des a-
adrenerg induzierten hypertrophen Phanotyps in der vorliegenden Arbeit bereits
durch 3-wochige CPA-Behandlung mit lediglich 2 mg/kg/Tag vermittelt. Dartber hin-
aus war nach den Studien von Liao und Kollegen noch unklar, welcher pro-
hypertroph wirkende Hormon-Signalweg im Rahmen der Hypertonie durch Al-
Rezeptor Stimulation antagonisiert wurde. Die hier erarbeiteten in vitro und in vivo
Daten liefern die Erkenntnis, dass dies durch Al-vermittelte Antagonisierung einer a-
adrenergen Stimulation bzw. im Hypertonie Modell durch sympathische Aktivierung

mit Ausschittung von Adrenalin und Noradrenalin vermittelt wurde.

Konsistent mit dem Ausbleiben einer eindeutigen Herzgewichtszunahme in Folge der
maladaptiven Stimulation (Abb. 24), konnten via Echokardiographie und MRT keine
PE-bedingten Modulationen morphologischer Parameter nachgewiesen werden (Ta-
belle 29 und 30), die durch eine Al-Aktivierung hatten beeinflusst werden kdnnen.
Weiterhin ergaben die beiden angewandten Bildgebungsverfahren keinen Hinweis
auf eine kardiale Dysfunktion in Folge der a-adrenergen Behandlung. Dies bestatigt

das Vorliegen einer kompensierten Hypertrophie im etablierten Mausmodell.
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Eine nicht-invasive Blutdruckmessung an der Schwanzarterie der Versuchstiere war
aufgrund der vasokonstriktorischen Effekte des a-adrenergen Agens nicht durchfihr-
bar. Studien, die sich des Einsatzes osmotischer Mini-Pumpen zur pharmazeuti-
schen Behandlung bedienten, wiesen jedoch darauf hin, dass die Substanzen in
solch niedrigen und stabilen Konzentrationen abgegeben werden, dass die Hadmody-
namik keinem signifikanten Einfluss unterliegt (Liao et al., 2003).

5.1.3 Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors antagon  isiert die al-

adrenerg induzierte Fibrose in vivo

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine kontinuierliche
Stimulation mit dem pro-hypertrophen Stimulus Phenylephrin in vivo auch einen aus-
gepragten fibrotischen Phanotyp provozierte. Der aus der PE-Behandlung resultie-
rende linksventrikuldre Kollagengehalt von etwa 15% und der darauf zuriickzuftih-
rende Ersatz kardiomyozytaren Gewebes durch Fibroblasten konnte folglich eine Er-
klarung fur die ausbleibende Gewichtszunahme der hypertrophierten Herzen nach
PE-Behandlung darstellen (Abb. 24). Die kontinuierliche Aktivierung des Adenosin-
Al-Rezeptors bewirkte die vollstédndige Inhibition der PE-provozierten Fibrose (Abb.
27). Bisher wurde jedoch nur der anti-fibrotische Effekt unselektiver Adenosinrezep-
tor-Aktivierung (Liao et al., 2003) bzw. lediglich eine eindeutige Rolle des A2b-
Subtyps bei der Vermittlung anti-fibrotischer Effekte in Ratten in vitro (Chen et al.,
2004; Dubey et al., 1999; Dubey et al., 2001) und in vivo (Wakeno et al., 2006) do-
kumentiert. Dubey und Kollegen identifizierten den A2b-Rezeptor als den Subtyp, der
die Fibrose, induziert durch FKS (Dubey et al., 1999) und PDGF-BB (Dubey et al.,
2001), in kardialen Ratten-Fibroblasten inhibiert. Chen und Kollegen demonstrierten
A2b-Rezeptor-vermittelte anti-fibrotische Effekte mit Hilfe von A2b-Uberexpression
und A2b-knock-down Experimenten in diesen Zelltypen (Chen et al., 2004). Dartber-
hinaus zeigten in vivo Studien eines Myokardinfarkt-Modells in Ratten, dass eine
kontinuierliche A2b-Aktivierung gunstige Effekte auf die Auspragung der Fibrose und
das ventrikulare Remodeling ausubt (Wakeno et al., 2006). Spezies- und Zelltyp-
abhangige Unterschiede und vor allem der Einsatz unterschiedlicher Fibrose-
induzierender Faktoren konnten die divergierenden Beobachtungen erklaren. Hier
wurde erstmals eine Rolle des Al-Rezeptors als potenter Inhibitor a-adrenerg indu-
zierter kardialer Fibrose demonstriert. Die Fibrose scheint Phenylephrin TGF(-

unabhangig zu induzieren. Weiterhin war die PE-induzierte pro-fibrotische Antwort im
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Versuch lediglich von einer tendenziellen Expressionssteigerung der CTGF- und Kol-
lagen la2-codierenden Gene begleitet. Diese Expressionszunahmen waren unter
simultanem Al-Agonismus nicht mehr detektierbar (Abb. 28). Der vorrangige Effektor
der a-adrenerg induzierten pro-fibrotischen Antwort scheint TNFa zu sein (Abb. 28).
So provozierte das maladaptive Agens eine etwa 3-fache Transkriptionssteigerung
dieses Fibrose-Induktors gegentber dem Kontrolllevel. Die selektive Al-Rezeptor-
Aktivierung fihrte per se ebenfalls tendenziell zur moderaten Expressionszunahme
des Zytokins und reduzierte in Anwesenheit des maladaptiven Stimulus tendenziell
das PE-induzierte Expressionslevel auf ein moderates Niveau (Abb. 28). Da nur ho-
he Konzentrationen des inflammatorischen Faktors TNFa maladaptiv wirken, mode-
rate Level jedoch eine adaptive Antwort in Folge von Stressstimuli initiieren (Mann,
2003), stutzt auch diese Beobachtung die Hypothese eines Al-Rezeptor-vermittelten
adaptiven Effekts, der dem Ubergang von der kompensierten Hypertrophie zur de-

kompensierten Herzinsuffizienz entgegen wirkt.

5.1.4 Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors hemmtd ie a-adrenerg

induzierte Aktivierung des Remodeling-Effektors MMP -2

Konsistent mit der PE-abhéngigen Heraufregulation von TNFa und CTGF, welche in
ihrer Funktion die Synthese der MMPs zu induzieren vermogen, wurde im Versuch
eine deutliche PE-vermittelte Aktivierung der MMP-2 auf Proteinebene detektiert. Der
selektive Al-Agonist CPA inhibierte die Aktivierung dieses bedeutenden Effektors
der linksventrikularen Geflige-Dilatation im Zuge des Remodeling-Prozesses voll-
standig und reduzierte das Expressionslevel der aktiven MMP tendenziell unterhalb
des Kontrolllevels (Abb. 29). Somit weisen die Beobachtungen der vorliegenden Ar-
beit darauf hin, dass Adenosin durch Stimulation des Al-Rezeptors eine protektive
Rolle beim linksventrikularen Remodeling zukommt. Das Expressionsmuster der la-
tenten Form der MMP-2 Kkorrelierte invers mit dem Expressionsstatus der aktiven
Form in den 4 Mausgruppen. Die Gruppe um Kitakaze dokumentierte lediglich eine
Beteiligung des A2b-Subtyps an der Adenosin-vermittelten Inhibition der MMP-2 im
Infarktmodell, beschrankte sich allerdings auf die Expressionsanalyse der latenten
Isoform (Wakeno et al., 2006). Dies lasst vermuten, dass der A2b-Subtyp die Syn-
these nach Infarkt, der A1-Subtyp die Aktivierung der MMP-2 in Folge maladaptiver
Stimulation unterbindet und somit fibrotischen Prozessen und der Degeneration der

EZM entgegen wirkt. Die Expressionsanalyse der latenten MMP-9 in der vorliegen-
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den Arbeit unterlag keiner evidenten Modulation durch die verschiedenen Behand-
lungen (Abb. 29). Die aktive Form dieser Gelatinase konnte im Versuch in keiner der
Mausgruppen detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dass
die MMP-9 vorrangig mit den frihen Umbauprozessen nach einem Myokardinfarkt
assoziiert ist (Tao et al.,, 2004). So identifizierten Wagner und Kollegen erhohte
MMP-9-Level als Risikomarker fur das linksventrikulare Remodeling nach Myokardin-
farkt (Wagner et al., 2006). Zum Anderen demonstrierte die Arbeit von Wakeno eine
infarktbedingte Expressionszunahme der latenten Proteinase im nicht-infarzierten
Areal (Wakeno et al., 2006). Eine Studie an humanen Neutrophilen zeigte zudem,
dass Adenosin die Sekretion der MMP-9 aus diesen Zellen hemmt (Ernens et al.,
2006). Neutrophile werden als erste Gruppe inflammatorischer Zellen zum Infarkt-
areal rekrutiert. Dartiber hinaus wurden erhdhte Proteinlevel der MMP-9 in Makro-
phagen in Folge vaskularer Schaden dokumentiert, die wiederum A2b-Rezeptor-
abhangig herab reguliert wurden (Chen et al., 2011). Insgesamt lasst sich also ver-
muten, dass der MMP-9 vorrangig in Folge eines ischamischen Gewebeschadens
und somit im Zuge des progressiven Remodelings nach Infarkt eine zentrale Bedeu-
tung zukommt und hierbei anscheinend einer negativen Regulation durch Adenosin
unterliegt, die Proteinase jedoch keine Funktion als Effektor bei der a-adrenerg indu-

zierten maladaptiven Antwort inne hat.

5.1.5 Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors inhibie  rt das a-adrenerg

induzierte Remodeling durch Hemmung von oxidativem Stress

Das nachste Ziel der vorliegenden Studie war die Klarung der Frage, an welchem
Punkt der A1-Rezeptor-induzierte Signalweg mit der durch Phenylephrin angeschal-
teten Signalkaskade interferiert, um die PE-vermittelte maladaptive Antwort zu
antagonisieren. Western-Blot Analysen konnten im Versuch keinen Hinweis auf eine
Schlusselrolle der extrazellular regulierten Kinase ERK1/2 (ERK42/44) liefern (Abb.
30), trotz diverser Referenzen, die eine regulatorische Funktion der Kinase bei der
Gag-vermittelten Induktion hypertropher Antworten belegen (Dorn und Force, 2005;
Bueno und Molkentin, 2002). Dartber hinaus unterlagen weder AKT (Abb. 32) oder
P70S6K (Abb. 33), als Komponenten des PI3K-Signalwegs, noch der durch diese
Kinasen kontrollierte negative Regulator der Hypertrophie, GSK3p (Abb. 34), einer
eindeutigen (differentiellen) Regulation durch Stimulation des Adenosin-Al- und des

a-Adrenorezeptors. In vitro Studien demonstrierten eine durch Phenylephrin provo-
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zierte Zunahme der phosphorylierten ERK1/2 innerhalb von 5 Minuten nach Eingang
des Stimulus (Gan et al., 2005, Xia et al., 2004) und eine Verschiebung des Expres-
sionsverhaltnisses zwischen Gesamtexpression der AKT und Expression der phos-
phorylierten Isoform in Richtung der aktiven AKT nach 30-minttiger PE-Behandlung
(Xia et al., 2006). Beide Expressionsregulationen waren jedoch bereits nach 60 Mi-
nuten nicht mehr detektierbar. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die Aktivierung
der untersuchten Kinasen ein friihes Ereignis in Folge a-adrenerger pro-hypertropher
Stimulation darstellt und nach 3-wdchiger Behandlung in vivo nicht mehr nachzuwei-
sen ist. Eventuell ist dies darauf zurickzuflhren, dass nach 3-wéchiger chronischer
maladaptiver Stimulation die kompensatorischen Mechanismen des Herzens er-
schopft sind und adaptive Antworten, ausgeldst durch die untersuchten Kinasen ERK
und AKT, bereits in maladaptive Antworten tibergegangen sind. Dies wirde ebenfalls
die ausbleibende Phosphorylierung der beiden von AKT regulierten Kinasen P70S6K
und GSK3B im Versuch erklaren (Abb. 33, Abb. 34). Die Kinasen ERK, AKT und
P70S6K unterliegen bekanntermaf3en auch einer Aktivierung durch das Adenosinre-
zeptor-System. Studien, die dies belegen, wurden jedoch ebenfalls in isolierten
Kardiomyozyten-Kulturen durchgefiihrt. Diese Studien demonstrierten z. B. eine Ex-
pressionszunahme der aktiven ERK innerhalb von 5 Minuten nach Stimulation der
einzelnen Adenosinrezeptoren. Die Expression der Kinase hatte auch hier bereits
nach 40 Minuten wieder ihr Basallevel erreicht (Germack and Dickenson, 2004;
Williams-Pritchard et al., 2011). Dies kdnnte darauf hinweisen, dass Adenosinrezep-
toren adaptive MAP-Kinasen, in Abwesenheit pathologischer Stressfaktoren, unmit-
telbar nach ihrer Ligandenbindung als Praventivmechanismus aktivieren, die ange-
schalteten Signalwege jedoch bei Ausbleiben maladaptiver Stimulation wieder abge-
schaltet werden. So konnte die maladaptive Belastung eine Voraussetzung fur die
Induktion adaptiver Mechanismen, ausgelost durch Aktivierung des Adenosin-Al-
Rezeptors, in vivo darstellen. Die Expressionsanalysen der vorliegenden Arbeit legen
die Vermutung nahe, dass AKT, als friihes Zielprotein der Al-induzierten Signalkas-
kade, nach einer definierten Periode wieder auf sein Basallevel reduziert wurde,
down-stream Effektoren des ,pro-survival“ Signalweges, wie P70S6K und GSK3,
jedoch in Anwesenheit maladaptiver Belastung als langerfristiger Effekt durch den
Al-Agonismus aktiviert bleiben (Abb. 33, Abb. 34) und Adenosin dem Ubergang der
adaptiven in die maladaptive Hypertrophie durch Anschalten des PI3K-Signalweges,

der ,pro-survival“ Antworten auslost, entgegenwirkt. Dies wirde ebenfalls erklaren,
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warum die selektive Al-Aktivierung die Igf-l-induzierte physiologische Hypertrophie,
die Gber Induktion des PI3K-Signalweges ausgeldst wird, in vitro nicht inhibiert (siehe
4.1.2).

Eine Schlusselrolle bei der A1-Rezeptor-induzierten Kardioprotektion konnte der Re-
gulation von oxidativem Stress, welcher in Folge einer a;-adrenergen Stimulation
Gqg/11-Protein gekoppelter Rezeptoren den Remodeling-Prozess in Kardiomyozyten
inklusive der Entstehung interstitieller Fibrose vermitteln kann, zugeschrieben wer-
den. Die PE-induzierte Bildung von 8-Hydroxy-Diguanosin (80OHDG), einem Marker
fur oxidativen Stress, konnte in Kardiomyozyten und nicht-kardiomyozytaren ventriku-
laren Zelltypen durch simultane Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors vollstandig
aufgehoben werden (Abb. 35). Die zellularen Effekte vermehrter ROS-Produktion
umfassen die elektromechanische Dysfunktion (Flesch et al., 1999), die Aktivierung
adaptiver und maladaptiver MAP-Kinasen (Giordano, 2005), die Induktion der Apop-
tose (von Harsdorf et al., 1999), pro-fibrotische Ereignisse, die Kardiomyozyten-
Hypertrophie (Sawyer et al., 2002) und die Aktivierung der MMPs 2 und 9 (Gardner
et al., 2010). Dies sind allesamt Prozesse, die in direktem Zusammenhang mit dem
linksventrikularen Remodeling-Prozess stehen. Es lasst sich folglich spekulieren,
dass Adenosin durch Inhibition von oxidativem Stress der a-adrenerg-induzierten
maladaptiven Antwort - insbesondere der Fibrose und Hypertrophie - entgegenwirken
und den Ubergang von der kompensierten Hypertrophie zur Herzinsuffizienz verzo-

gern kann.

Die Hypothese, dass die Hemmung oxidativen Stresses eine bedeutende regulatori-
sche Funktion im Zuge Adenosin-mediierter Kardioprotektion spielt, wird durch Arbei-
ten der Gruppe um Karmazyn unterstitzt. Sie demonstrierte, dass die Vermittlung
anti-hypertropher Effekte via Aktivierung der Adenosin-Rezeptoren in PE-
behandelten neonatalen Kardiomyozyten durch Aktivierung/Offnung von Karp Kana-
len, welche wiederum die ROS-Produktion regulieren, von statten geht (Xia et al.,
2007; Hoque et al., 2000). Dariiber hinaus wurde bereits gezeigt, dass eine Al-
Aktivierung unter hypoxischen Bedingungen die Offnung der MPTP (Mitochondrial
permeability transition pore), vermutlich Uber PKC-Aktivierung und Reduktion der
ROS-Produktion in Folge der Offnung von Karp-Kanalen hemmt (Xiang et al., 2010).
Weiterhin beobachteten Narayan und Kollegen, dass eine Al-Stimulation die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, als Konsequenz einer Reoxygenierung nach Ischa-

mie/Hypoxie, Uber Offnung mitochondrialer Karp-Kandle hemmt und darliber das
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Ausmald der kontraktilen Dysfunktion in Folge der ROS-Produktion (,Myocardial
stunning“) eindammt (Narayan et al., 2001). Eine Hemmung der maladaptiven ROS-
Produktion unter hypoxischen und normoxischen, hypertrophen Bedingungen macht

die Relevanz kardioprotektiver Effekte einer A1-Aktivierung umso deutlicher.

Die molekularen Mechanismen, die dieser Wirkung zu Grunde liegen, bzw. die Quel-
le der Phenylephrin-induzierten ROS-Produktion sollten weitere Arbeiten klaren. Es
liegt jedoch die Vermutung nahe, dass die beobachtete pro-hypertrophe und pro-
fibrotische Bildung oxidativen Stresses, induziert durch Stimulation des Gag-
gekoppelten a-Adrenorezeptors, die Konsequenz mitochondrialer ROS-Produktion
darstellt. So zeigten Kimura und Kollegen, dass eine Angiotensin llI-vermittelte Akti-
vierung der NADPH-Oxidase uber Offnung der mitochondrialen Karp-Kanéle und
Auslésung mitochondrialer ROS-Bildung zur kurzzeitigen Préakonditionierung fihrt
(Kimura et al., 2005b). Zudem demonstrierte die Gruppe um Rabinovitch, dass das
kardiale Remodeling, ausgelost durch eine anhaltende Stimulation mit Angll, dessen
Rezeptor ebenfalls Gaqg-gekoppelt ist, durch spezifische Inhibition mitochondrialer
ROS-Produktion mittels SS-31 oder durch mitochondrial-gerichtete Expression der
Katalase (eines H,0O, eliminierenden Enzyms) in genetisch modifizierten Mausen in
vivo verhindert werden kann (Dai et al.,, 2011). Die Gruppe zeigte auch, dass die
Angll-vermittelte ROS-Produktion durch Inhibition von Kanélen der inneren
Mitochondrienmembran, wie der PTP (Permeability transition pore) und des IMAC
(Inner membrane anion channel), unterbunden werden kann (Dai et al., 2011). Dies
legt die Vermutung nahe, dass Gag-induzierte NADPH-Oxidase-abhédngige ROS-
Produktion eine vermehrte mitochondriale Radikal-Bildung nach sich zieht und somit
eben hauptsachlich die mitochondriale ROS-Produktion fur die Induktion des kardia-
len Remodelings verantwortlich ist. Dies wird durch die Beobachtung gestitzt, dass
die Aktivierung der mitochondrialen Katp-Kanéle eine Reduktion der ROS-Produktion
nach sich zieht. Diese Aktivierung wurde wiederum bereits als Adenosin-vermittelter
kardioprotektiver Effekt beschrieben (Narayan et al., 2001; Xiang et al., 2010).

5.1.6 Alpha-adrenerge Stimulation fihrt zur kompens  atorischen Herauf-

regulation des Adenosinrezeptor-Systems  in vivo

Die Expressions-Analysen des Adenosinrezeptor-Systems im verwendeten Maus-

modell zeigten neben der bereits in vitro beobachteten Expressionszunahme des Al-
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Rezeptors die deutliche translationale Heraufregulation der Ubrigen Rezeptor-
Subtypen unter PE-Stimulation (Abb. 23). Somit konnte erstmals die Heraufregulati-
on des Adenosinrezeptor-Systems bei a-adrenerg induzierter maladaptiver Antwort in
vivo gezeigt werden. Wie bereits unter 5.1.1 diskutiert, kann nun spekuliert werden,
dass diese Heraufregulation einen kompensatorischen Mechanismus reprasentiert,
Uber den Adenosin die Hypertrophie in Folge a-adrenerger Stimulation in vivo inhi-
biert. Im Mausmodell konnte die in vitro beobachtete PE-vermittelte Heraufregulation
der Al-Rezeptor-mRNA nicht nachgewiesen werden. Stattdessen wurde eine PE-
abhangige Transkriptionszunahme des A3-Rezeptors detektiert (Abb. 23). Diese Un-
terschiede in den mRNA-Expressionsmustern der Rezeptor-Subtypen kénnten da-
rauf zurickzufuhren sein, dass bei dem in vivo Modell der Effekt einer Langzeit-
Behandlung tGber 3 Wochen, im in vitro Experiment hingegen der Effekt einer 24-
stiindigen Stimulation untersucht wurde. Dies ist kompatibel mit der Vorstellung, dass
MRNA-Level des Al-Subtyps als ein frihes Ereignis in Folge hypertropher Stimulati-
on herauf reguliert werden und nach einer definierten Periode auf das Basallevel zu-
rickgehen. Neben den bereits erwéahnten unterschiedlichen Stimulationszeiten muss
beachtet werden, dass die in vitro Studien der vorliegenden Arbeit in neonatalen
Kardiomyozyten durchgefuhrt wurden, wohingegen die in vivo Studien an adulten
Tieren vorgenommen wurden. Deswegen konnten Unterschiede im Alter der Ver-
suchstiere/Zellen und folglich auch im Entwicklungszustand eine bedeutende Rolle
bei der varilerenden Heraufregulation der Adenosinrezeptoren spielen. Altersabhén-
gige Diskrepanzen in den Expressionsmustern der Adenosinrezeptoren wurden be-
reits beschrieben (Ashton et al., 2003; Jenner et al., 2004). Weiterhin ist zu beach-
ten, dass Expressionsmuster und —dichte der 4 Adenosinrezeptor-Subtypen je nach
Zelltyp variieren und, dass die Expressionsanalysen in der Zellkultur in Kardiomyozy-
ten, die Expressionsanalysen in vivo aber im Gesamtmyokard, also auch in nicht-

kardiomyozytaren Zelltypen, durchgefihrt wurden.

5.1.7 Schlussfolgerungen aus Teilprojekt 1

Zusammengefasst weist der erste Teil der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der
Adenosin-Al-Rezeptor einen potenten Inhibitor der Kardiomyozyten-Hypertrophie,
der kardialen Fibrose und der MMP-2-Aktivierung reprasentiert. Den letztgenannten
kardioprotektiven Effekt konnte der Rezeptor Uber eine Hemmung der ROS-
Produktion und Regulation der TNFa-Produktion vermitteln. Dies wiederum kodnnte,
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zusammen mit der kompensatorischen Heraufregulation der Adenosinrezeptoren,
einen Praventivmechanismus widerspiegeln, Uber den Adenosin dem Remodeling-
Prozess entgegenwirkt und so den Ubergang von der kompensierten Hypertrophie
zur Herzinsuffizienz verhindert. Welche Signalkaskaden an diesem Effekt beteiligt
sind, sollen spatere Arbeiten klaren. Die durch den Al-Rezeptor ausgeldste Aktivie-
rung der GSK3[ und der P70S6K in Gegenwart pathologischer Stimulation kénnte
jedoch darauf hinweisen, dass Adenosin tatséchlich seine kardioprotektiven Effekte
in Folge a-adrenerger Stimulation Uber Aktivierung anti-hypertropher Kinasen und
Induktion des adaptiven PI3K-Signalwegs ausibt. Mittlerweile lieferten jedoch trans-
gene Mausmodelle auch Hinweise darauf, dass konstitutive oder kontrollierte Uber-
expression des Al-Rezeptors mit einer Kardiomyopathie, ventrikularer Hypertrophie
und Fibrose, kardialer Dilatation und Dysfunktion inklusive einer verringerten Herz-
frequenz und reduzierter Calcium-Zirkulation assoziiert ist (Funakoshi et al., 2006).
Diese maladaptiven Antworten scheinen reversibel zu sein. Mechanismen, die zur
moderaten Aktivierung oder Stabilisierung des Al-Rezeptors beitragen, kénnten folg-
lich einen neuen therapeutischen Ansatz darstellen, um die Entwicklung der Herzin-
suffizienz in Folge chronischer Druckbelastung des Herzens zu verhindern. Eine zu-
sammenfassende Darstellung der Schlussfolgerungen aus Teilprojekt 1 zeigt Abb.
57.
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Abb. 57: Schematische Darstellung der Schlussfolgerun gen aus Teilprojekt 1

Hypertrophe Stimulation des a-Adreno-, nicht aber des Angll-, oder Igf-I-Rezeptors fiihrt zur transkriptionellen und
translationalen Heraufregulation des Adenosin-Al-Rezeptors in vitro und in vivo. Die a-adrenerge Stimulation im
Mausmodell ist zudem von einer Heraufregulation des gesamten Adenosinrezeptor-Systems begleitet. Aktivie-
rung des Adenosin-Al-Rezeptors inhibiert in vitro und in vivo die a-adrenerg induzierte Kardiomyozyten-
Hypertrophie. In vivo resultiert ein selektiver A1-Agonismus neben der Inhibierung des fetalen Genprogramms, in
der Hemmung der a-adrenerg vermittelten Fibrose und der MMP-2-Aktivierung, vermutlich Uber Inhibition der
ROS-Produktion. Dies kénnte den Ubergang von der kompensierten Hypertrophie in die dekompensierte Herzin-
suffizienz verhindern. An der Antagonisierung dieser maladaptiven Progression scheint weiterhin die A1-Rezeptor
bedingte Induktion adaptiver Mechanismen, wie die Aktivierung der P70S6K, als Endeffektor des Igf-I/PI3K-
Signalweges, beteiligt zu sein. Somit scheint Adenosin, agierend Uber seinen Al-Rezeptor, die dekompensierte
Hypertrophie in Folge a-adrenerger Stimulation Uber einen negativen Riickkopplungsmechanismus zu verhindern.
alAR=al-Adrenorezeptor, Igf-I=Insulin-like  growth  factor |,  PI3K=Phosphatidylinositol-3  Kinase,
mTOR=mammalian target of Rapamycin, S6K=Ribosomale S6 Kinase, PKD=Proteinkinase D, MAPK=Mitogen-

aktivierte Proteinkinase, TFs=Transkriptionsfaktoren, MMP-2=Matrixmetalloproteinase 2
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5.2 Hypothese Teilprojekt 2

Die Hypothese des zweiten Teilprojekts lautete, dass koérperliche Aktivitat vor und
nach Myokardinfarkt das Ausmafd des Remodelings abschwécht und somit der Ent-
wicklung einer Herzinsuffizienz entgegen wirkt, und zwar durch Aktivierung des Igf-
I/PI13K-Signalwegs und Stimulation des Adenosinrezeptor-Systems bzw. eventuell
Uber ein Zusammenspiel der beiden Mechanismen. Um Aufschluss Uber die Effekte
korperlicher Aktivitat vor und nach Myokardinfarkt auf das Ausmald des Remodelings,
die Expression des Adenosinrezeptor-Systems und adaptiver Kinasen zu erlangen,
wurden Wildtyp-Mause fir 6 Wochen unter Standardbedingungen bzw. mit der Mog-
lichkeit zum freiwilligen Lauftraining gehalten und anschlieRend einer permanenten
LAD-Ligatur zur Induktion eines Myokardinfarktes bzw. einer Sham-Operation unter-
zogen. Nach weiteren 4 Wochen freiwilliger kdrperlicher Aktivitdt bzw. standardisier-
ter Haltung wurde der kardiale Phanotyp anhand charakteristischer Merkmale pro-
hypertropher und pro-fibrotischer Antworten, sowie funktionell und biochemisch cha-

rakterisiert.

5.2.1 Ausdauertraining vor und nach Myokardinfarkt hat keinen Einfluss
auf adaptive Hypertrophie-Marker, schitzt aber vor der Auspra-

gung maladaptiver Remodeling-Merkmale

Die Ergebnisse des Teilprojekts ergaben, dass Ausdauersport vor und nach Myo-
kardinfarkt keinen Einfluss auf die Auspragung von Hypertrophie-Markern besitzt, die
dem adaptiven physiologisch hypertrophen und dem maladaptiven pathologisch hy-
pertrophen Phénotyp gemein sind. Zu diesen Markern zahlen die Zunahmen des
Herzgewichtes, des Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhaltnisses, der Herzge-
wicht/Tibialange-Ratio, der Kardiomyozytengrof3e, der linksventrikularen Massen und
KavitatsgrofRen (LV-Dilatation). Es liel3 sich jedoch nicht feststellen, inwiefern die
Auspragung der untersuchten hypertrophen Merkmale in den trainierten Infarkttieren
das Resultat des physiologischen Stimulus des Ausdauertrainings oder des patholo-
gischen Stimulus der Koronarokklusion darstellt. Die Untersuchungen hypertropher
Merkmale, die nur fur den maladaptiven Phénotyp charakteristisch sind, demonstrier-
ten im Versuch hingegen eine Ausdauersport-vermittelte Pravention vor der Re-
Expression fetaler Gene bei kleinen bis mittelgro3en Infarkten, eine Verschiebung

des MHC-Expressionsverhaltnisses zu Gunsten der adulten Isoform, eine Eindam-
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mung der Infarktexpansion und der Narbenausdiinnung, sowie eine Hemmung der
Fibrose im nicht-infarzierten Areal. Somit belegen die Beobachtungen dieses Teilpro-
jekts eine kardioprotektive Wirkung von Ausdauersport auf den maladaptiven Remo-

deling-Prozess nach Myokardinfarkt.

5.2.1.1 Induktion eines anterolateralen Myokardinfa  rktes fuhrt zur Induktion der
Myokard-Hypertrophie, unabhangig vom physischen Akt ivitatsstatus

der Versuchstiere

Die Analyse morphologischer Charakteristika der Kardiomyozyten-Hypertrophie
ergab, dass eine permanente LAD-Ligatur in korperlich aktiven und inaktiven Mausen
zur Induktion einer hypertrophen Antwort im nicht-infarzierten Myokard fihrte. Auf-
grund der bereits durch das Lauftraining induzierten physiologischen Hypertrophie
lagen zwischen Sham-Laufern und MI-Laufern schwéchere Unterschiede bezuglich
der betrachteten Parameter vor als zwischen den beiden Gruppen untrainierter Mau-
se. Die Analysen ergaben jedoch, dass Ausdauersport vor und nach Myokardinfarkt
auf morphologischer Ebene keine Auswirkung auf das Ausmald der Kardiomyozyten-
Hypertrophie in Folge eines Myokardinfarktes hatte. So blieben Kardiomyozytengro-
3e (Abb. 42), Herzgewicht, Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhaltnis (Abb. 41) und die
linksventrikulare Masse (Tabelle 31, 32, 33, 34) unbeeinflusst von der korperlichen
Aktivitat vor und nach Myokardinfarkt. Diese Beobachtungen decken sich mit Tier-
studien, die die Effekte korperlicher Aktivitat nach Myokardinfarkt untersuchten (De
Waard et al., 2007, Xu et al., 2008). Demnach scheint auch das in der vorliegenden
Arbeit zusatzlich durchgefihrte kérperliche Training im Vorfeld keinen Einfluss auf
die Auspragung des hypertrophen Phanotyps ausgetbt zu haben. Rengo und Kaolle-
gen beobachteten, dass 10-wo6chiges Ausdauertraining nach Myokardinfarkt im Rat-
ten-Modell zur Zunahme des Herzgewichtes und des Herzgewicht/Korpergewicht-
Verhéltnisses gegenuber untrainierten Infarkttieren fihrte (Rengo et al., 2010). Diese
divergierende Beobachtung kdnnte darauf zurtick zu fihren sein, dass das Lauftrai-
ning in dieser Studie erst 4 Wochen, in der vorliegenden Arbeit und der Studie der
Gruppe um Zhang jedoch bereits innerhalb einer Woche nach LAD-Ligatur und im
Infarktmodell von De Waard und Kollegen unmittelbar nach Infarktinduktion gestartet
wurde (De Waard et al., 2007, Xu et al., 2008). Startpunktabhéngige Unterschiede in
den Effekten physischer Aktivitdt auf die Auspragung des maladaptiven Phénotyps
wurden bereits beziiglich der kardialen Funktion und Dilatation mehrfach dokumen-
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tiert (Gaudron et al., 1994; Haykowsky et al., 2011). Dartber hinaus ist anzumerken,
dass Rengo und Kollegen die Versuchstiere einem taglichen Trainingsprotokoll defi-
nierten Sauerstoffverbrauchs und definierter Dauer aussetzten, die vorliegende Stu-
die und das Modell von De Waard jedoch freiwilliges Lauftraining als Trainingsme-
thode wahlten. Folglich konnte der nachteilige Effekt der korperlichen Aktivitat auf die
Hypertrophie, der von Rengo und Kollegen beobachtet wurde, auf erhdohte kardiale

Belastung bzw. Uberanstrengung der Versuchstiere zuriickzufiihren sein.

5.2.1.2 Freiwilliges Lauftraining vor und nach Myok  ardinfarkt hat keinen scha-
digenden Einfluss auf die LV-Dilatation

Echokardiographische Untersuchungen und MRT-Analysen bestatigten, dass freiwil-
liges Lauftraining vor und nach Myokardinfarkt keinen Effekt auf die kardiale LV-
Dilatation austbte. So blieben infarktinduzierte Zunahmen der linksventrikularen
Durchmesser und Volumina weitgehend unbeeinflusst von der korperlichen Aktivitat
vor und nach Myokardinfarkt (Tabelle 31, 32, 33, 34). Das Ausbleiben eindeutiger
Hinweise auf die Induktion einer pathologischen Hypertrophie beim vergleichenden
Betrachten der in den beiden Bildgebungsverfahren untersuchten Parameter in den
beiden Laufgruppen ist darauf zurtick zu fihren, dass diese Tiere bereits durch das
10-wochige Lauftraining eine adaptive exzentrische Hypertrophie mit vergréf3erten
linksventrikularen Durchmessern und Volumina entwickelt hatten und das Ausmal
der hypertrophen Antwort anscheinend nicht durch das maladaptive kardiale Ereignis
potenziert wurde (Tabelle 31, 32, 33, 34). Das Ausbleiben eines evidenten Effektes
von Ausdauertraining, das frih nach moderatem bis ausgepragtem Myokardinfarkt
gestartet wurde, auf die ventrikulare Dilatation wurde bereits in klinischen Studien
(Giannuzzi et al., 1993; Kim et al., 2011; Otsuka et al., 2003) und in Tierversuchen
(Alhaddad et al., 1998) dokumentiert. Dennoch wiesen auch einige Untersuchungen
in Mensch (Kubo et al., 2004) und Tier (Gaudron et al., 1994) auf nachteilige Auswir-
kungen korperlicher Aktivitat auf das ventrikulare Volumen nach gro3em Vorder-
wandinfarkt hin, wenn das Training frih nach dem Infarkt initiiert wurde, d. h., wenn
der maladaptive Remodeling-Prozess noch in Gang war. Hingegen zeigten Untersu-
chungen im Ratten-Modell, dass spates Training nach vollstindigem Abheilen, d.h.
mehr als 3 Wochen nach einem groRen Myokardinfarkt keinen Effekt auf die LV-
Dilatation ausubte (Libonati, 2003), oder eine solche abschwéchte (Orenstein et al.,

1995; Rengo et al., 2010). Es ist jedoch anzumerken, dass sich die angefluhrte in vi-
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vo Studien zu den negativen Effekten eines frihen Trainings post Infarkt des
Schwimmtrainings bedient hatte (Gaudron et al., 1994). Es bleibt also zu spekulieren,
dass unterschiedliche startpunktabhangige Auswirkungen des Trainings im Tiermo-
dell woméglich auf den beim Schwimmtraining ausgelésten mentalen und hamody-
namischen Stress in der frihen Remodeling-Phase zurlckzufuhren sind. Das Aus-
bleiben schéadigender Wirkungen des frih nach Infarktinduktion gestarteten
Schwimmtrainings auf das ventrikulare Volumen in der Studie von Alhaddad und Kol-
legen ist vermutlich darin begriindet, dass die Versuchstiere hier keinem vergleichbar
hohen Stress ausgesetzt waren. Die Arbeitsgruppe bediente sich eines moderaten
Trainingsprotokolls mit lediglich 2 Trainingseinheiten pro Woche und einer 5-tagigen
Dekonditionierung der Versuchstiere vor der Phanotypisierung (Alhaddad et al.,
1998). Daruber hinaus kénnte das Ausbleiben positiver Effekte korperlicher Aktivitat
auf die Dilatation in der vorliegenden Arbeit und in den Studien von Alhaddad und
Libonati darauf zurtickzufihren sein, dass das jeweilige moderate Training fir ledig-
lich 2-4 Wochen nach Infarkt durchgefihrt wurde. Im Gegensatz dazu wurden die
Versuchstiere in den Studien, die positive Effekte auf die ventrikulare Dilatation de-
monstrierten, fir 6-10 Wochen trainiert (Orenstein et al., 1995; Rengo et al., 2010).
Dies legt die Vermutung nahe, dass nicht unbedingt nur der Startzeitpunkt des Trai-
nings, sondern vor allem auch die Dauer seiner Durchfiihrung dartber entscheidet,
ob die linksventrikulare Dilatation eingedammt wird. Diese Hypothese wird von klini-
schen Studien gestitzt. So dokumentieren diese, dass frih nach Infarkt begonnenes
und tber 12 Wochen fortgesetztes Training eine Zunahme der ventrikularen Volumi-
na nach Myokardinfarkt provozierte (Kubo et al., 2004) und, dass innerhalb einer
Woche nach Infarkt initiiertes Ausdauertraining, das mehr als 3 Monate durchgefiihrt
wurde, die ventrikulare Dilatation positiv beeinflusste und 6-monatiges Training die
Dilatation am effizientesten abschwachte (Haykowsky et al., 2011).

5.2.1.3 Freiwilliges Training vor und nach Infarkti  nduktion wirkt der

transmuralen Narbenausdinnung entgegen

MRT-Analysen der kardialen Architektur demonstrierten, dass freiwilliges Lauftraining
vor und nach groRem Vorderwandinfarkt zu einer tendenziellen Abschwachung der
infarktinduzierten Vorderwandausdinnung im gesamten linken Ventrikel fuhrte (Abb.
39). Weiterhin lieferte die vergleichende Betrachtung der fir 6 Wochen trainierten
Versuchstiere vor Infarktinduktion und der fir 10 Wochen trainierten Tiere 4 Wochen
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nach LAD-Ligatur keinen Hinweis auf geometrische Veranderungen der Vorderwand
(Abb. 40). Hingegen war dieser maladaptive Umbauprozess bei der Verlaufsbetrach-
tung untrainierter Infarkttiere, vor allem im Infarktareal, deutlich ausgepréagt (Abb. 40).
Diese Beobachtung kénnte darauf hinweisen, dass vor und friih nach Induktion eines
gro3en anterolateralen Myokardinfarktes initiiertes Ausdauertraining keine zusatzli-
che Narbenausdinnung bewirkt, sondern viel eher die Aufrechterhaltung der kardia-
len Architektur untersttitzt. Kloner und Kloner, sowie Gaudron und Kollegen doku-
mentierten jedoch eine starkere transmurale Narbenausdinnung, provoziert durch
frihes kontinuierliches Schwimmtraining nach gro3em Vorderwandinfarkt (Gaudron
et al., 1994; Kloner und Kloner, 1983). Diese divergierende Beobachtung l&asst sich
eventuell ebenfalls durch die beim Schwimmen enorme hamodynamische Belastung
der Versuchstiere erklaren. So zeigten Forschergruppen, die sich eines moderaten
Schwimmprotokolls oder des Lauftrainings bedienten, keinen Einfluss der korperli-
chen Aktivitat auf die Vorderwanddicke (Alhaddad et al., 1998; Xu et al., 2008). Eine
weitere Erklarung fur die unterschiedlichen Effekte kdnnte darin begriindet sein, dass
sich die genannten Studien echokardiographischer Untersuchungen zur Bestimmung
der Wanddicken bedienten, was lediglich die eindimensionale Beurteilung derselben
apikal des Papillarmuskels erlaubt und nicht des Wanddickenverlaufs im gesamten
Ventrikel. Diese Erklarung wird dadurch gestitzt, dass die in der vorliegenden Arbeit
durchgefliihrten echokardiographischen Analysen — im Gegensatz zu den MRT-
Untersuchungen - ebenfalls eine starkere infarktbedingte Vorderwandausdinnung in
trainierten Versuchstieren demonstrierten (Tabelle 31). Dies lasst vermuten, dass die
abweichenden Untersuchungsergebnisse auf die Qualitdt des angewandten Bildge-
bungsverfahrens und eventuell auf die bei der Echokardiographie notwendige manu-

elle Einstellung der Schnittebene zurtckzufihren sind.

Die MRT-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten weiterhin, dass freiwilliges Lauf-
training per se in den Sham-Laufern zu einer tendenziellen Abnahme der Vorder-
wanddicke gegenuber den Sham-Kontrollen fuhrte. Darliberhinaus resultierte die In-
duktion der pathologischen, als auch der physiologischen Hypertrophie gegentber
den Sham-Kontrollen tendenziell in einer leichten Ausdiinnung des interventrikularen
Septums und der Lateralwand (Abb. 39). Die beobachtete leichte tendenzielle Aus-
dinnung dieser Wandbereiche in den Infarkttieren lasst sich dadurch erklaren, dass

die pathologische Hypertrophie im Modell durch einen anterolateralen Myokardinfarkt
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induziert wurde, und somit die an die Vorderwand angrenzenden Wandbereiche
durch die Infarktexpansion in Mitleidenschaft gezogen wurden. Es lagen jedoch keine
Unterschiede zwischen trainierten und untrainierten Infarkttieren vor. Die kardiale
Hypertrophie, ausgelost durch Ausdauertraining, stellt die Konsequenz einer chroni-
schen Volumenbelastung dar. Diese wiederum mindet in der Streckung der Kardio-
myozyten und somit in der exzentrischen Hypertrophie mit vergro3erten Kavitaten
und relativ dinnen Wéanden (Opie et al., 2006), was die tendenzielle Ausdinnung der
LVAW, der LVLW und des IVS nach 10-wdchigem Ausdauertraining der Sham-
Laufer gegenuber den Sham-Kontrollen erklaren konnte. Diese sportinduzierten
Ausdinnungen der genannten Wande werden beim Vergleich der 6 Wochen trainier-
ten Mause vor Infarktinduktion mit den untrainierten Mausen vor dem operativen Ein-
griff im MRT nicht sichtbar (Abb. 40). Dies legt die Vermutung nahe, dass eine 6-
wochige Trainingsphase nicht ausreicht, um eine ausgepragte Form der physiologi-
schen Hypertrophie zu induzieren. Die MRT-Untersuchungen der Tiere vor und nach
Infarktinduktion zeigten viel eher, dass die 4-wochige permanente Koronarokklusion
in korperlich inaktiven und aktiven Mausen zur tendenziellen Dickenzunahme des
IVS und der Lateralwand im mittventrikul&ren Bereich fuhrte (Abb. 40). Dies lasst sich
vermutlich durch den Altersunterschied und folglich den unterschiedlichen kardialen
Entwicklungszustand der Versuchstiere vor LAD-Ligatur (12-14 Wochen alt, siehe
Studiendesign Abb. 36) und 4 Wochen nach dem operativen Eingriff (17-19 Wochen
alt) erklaren. Dennoch wiesen die echokardiographischen Analysen auf eine Aus-
dinnung des IVS im Verlauf der beiden Infarktgruppen hin (Tabelle 32). Die Verdi-
ckung der Hinterwand, als Markenzeichen des pathologisch hypertrophierten Her-
zens konnte lediglich im Ultraschall beim Vergleich der Versuchstiere vor und 4 Wo-
chen nach Koronarokklusion, unabhéngig vom Aktivitatsstatus der Mause, beobach-
tet werden (Tabelle 32). Dariiberhinaus lieferten die echokardiographischen Analy-
sen, nicht die MRT-Untersuchungen, auch Hinweise auf diesen infarktbedingten und
Ausdauersport-induzierten kompensatorischen Umbauprozess beim Vergleich zwi-
schen MI-Kontrollen bzw. Sham-Laufern und Sham-Kontrollen (Tabelle 31). Die Tat-
sache, dass die linksventrikulare Hinterwand und das interventrikulare Septum echo-
kardiographisch in eindimensionaler Langsachsenprojektion gemessen wurden, im
MRT jedoch in zweidimensionaler Kurzachsenprojektion, konnte die divergierenden
Beobachtungen erklaren. Weiterhin bleibt zu erwahnen, dass im MRT lediglich die

Versuchstiere mit ausgepréagten Vorderwandinfarkten analysiert wurden und die An-



Diskussion 171

zahl der untersuchten M&ause somit deutlich geringer ausfiel. Zusammengefasst
ergaben die durchgefuhrten Untersuchungen, unabhangig vom angewandten Bildge-
bungsverfahren, wie bereits in anderen Studien dokumentiert, keinen eindeutigen
Hinweis auf schadigende oder glinstige Einfliisse kontinuierlichen Ausdauertrainings
auf infarktinduzierte geometrische Umbauvorgange nicht-infarzierter Wande (Kloner
und Kloner, 1983, Xu et al., 2008). Die beobachtete Lauftraining-vermittelte Praventi-
on der Vorderwandausdinnung im Infarktareal weist jedoch eindeutig auf einen pro-
tektiven Mechanismus kontinuierlicher kérperlicher Aktivitat nach Myokardinfarkt hin.
Dieser kdnnte langfristig eine Aufrechterhaltung der kardialen Kontraktilitdt gewahr-
leisten und das Risiko einer letalen Ventrikelruptur nach Myokardinfarkt eindammen.

5.2.1.4 Freiwilliges Lauftraining vor und nach Myok  ardinfarkt hat keinen Ein-

fluss auf die ventrikulare Funktion

Neben der LV-Dilatation zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass freiwil-
liges Lauftraining 6 Wochen vor und 4 Wochen nach Infarktinduktion keinen positiven
Einfluss, aber auch keine schadigende Wirkung auf die kardiale Funktion austibte.
So blieb die infarktinduzierte Abnahme der Ejektionsfraktion unbeeinflusst vom Akti-
vitatszustand der Versuchstiere (Tabelle 33 und 34). Tierstudien, die ebenfalls die
Effekte von frih nach Infarkt initiiertem Lauftraining auf die kardiale Funktion unter-
suchten, dokumentierten eine verbesserte Ejektionsfraktion und Verkirzungsfraktion
als Folge 8-wdchiger physischer Aktivitat (De Waard et al.,, 2007; Xu et al., 2008).
Dies legt die Vermutung nahe, dass das in der vorliegenden Arbeit durchgeftihrte 4-
wochige Lauftraining der Versuchstiere nach Infarkt nicht ausreicht, um die prognos-
tisch gunstigen Effekte von Ausdauertraining auf die ventrikulare Funktion zu erzie-
len. Weiterhin weist dies darauf hin, dass das vor der Infarktinduktion durchgefuihrte
Lauftraining keine praventive Wirkung ausibte. Eine Studie, die den Effekt von konti-
nuierlich durchgefihrtem 8-wdchigem Schwimmtraining vor Infarktinduktion auf die
Pumpfunktion im Rattenherz untersuchte, konnte ebenfalls keine Kardioprotektion
durch Ausdauertraining im Vorfeld einer LAD-Ligatur verzeichnen (Veiga et al.,
2011). Somit scheint eine Verbesserung der ventrikularen Funktion vorrangig durch
kontinuierlich durchgefuhrtes Ausdauertraining nach Ablauf des Infarktes induziert zu
werden, wobei die Dauer des Trainings einen entscheidenden Faktor darzustellen
scheint, um eine Verbesserung der ventrikularen Funktion zu erzielen. Rengo und

Kollegen verzeichneten jedoch keinen Effekt von 10-wochigem Lauftraining nach
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Myokardinfarkt auf die EF, starteten das Training aber erst 4 Wochen nach Infarktin-
duktion (Rengo et al., 2010). Dies legt erneut die Vermutung nahe, dass nicht nur die
Dauer, sondern auch der Startzeitpunkt des Trainings nach Infarkt dariber bestim-
men, ob sich das Training gunstig auf die kardiale Funktion auswirkt oder ohne Effekt
bleibt. So wiesen auch klinische Studien darauf hin, dass innerhalb einer Woche
nach dem kardialen Ereignis einsetzendes und uber 6 Monate fortgefuihrtes Training
die Auswurffraktion am effizientesten verbessert (Haykowski et al., 2011; Kim et al.,
2011).

Die permanente LAD-Ligatur fuhrte in korperlich aktiven und inaktiven Mausen im
Versuch lediglich zur Abnahme der Ejektionsfraktion, als Funktionsparameter, tbte
jedoch keinen Einfluss auf die Verkirzungsfraktion (Tabelle 31 und 32), das Schlag-
volumen und das Herzzeitvolumen aus (Tabelle 33 und 34). Das Schlagvolumen er-
rechnet sich aus der Differenz aus enddiastolischem und endsystolischem Volumen.
Da beide Volumina im Versuch infarktbedingt gleichermal3en vergréf3ert waren, blieb
deren Differenz und somit das Schlagvolumen unbeeinflusst von der permanenten
LAD-Ligatur in trainierten und untrainierten Mausen. Da die Herzfrequenz unter den
moderat sedativen Bedingungen wéahrend der kardialen MRT-Untersuchungen keiner
Beeinflussung durch den Infarkt oder koérperliche Aktivitdt unterlag, blieb ebenfalls
das Herzzeitvolumen, das aus Schlagvolumen und Herzfrequenz kalkuliert wird, und
neben der EF als Mal3 fur die Pumpfunktion gilt, in den verschiedenen Behandlungs-

gruppen weitestgehend unveréandert.

Patienten mit Myokardinfarkt weisen eine verringertes Schlagvolumen und Herzzeit-
volumen auf, die Literatur liefert jedoch zum jetzigen Zeitpunkt keine eindeutigen Re-
ferenzen bezuglich der Auswirkung eines Myokardinfarktes auf Schlagvolumen oder
Herzzeitvolumen im Tiermodell. Das Ausbleiben eines eindeutigen infarktbedingten
Effektes auf SV, HZV und die Verkurzungsfraktion lasst sich eventuell dadurch erkla-
ren, dass ventrikulare Wandspannung und Pumpfunktion im durchgefihrten Tierver-
such innerhalb der ersten 4-5 Wochen nach Infarkt noch weitgehend durch die kom-
pensatorischen Mechanismen der induzierten Kardiomyozyten-Hypertrophie auf-
rechterhalten wurden und maladaptive Veranderungen erst nach langer wahrender
chronischer Belastung zu verzeichnen sind, sobald die adaptiven Mechanismen des
Herzens erschopft sind. Die Tatsache, dass Tierstudien eine infarktbedingte Ver-

schlechterung der Verkirzungsfraktion innerhalb einer Woche nach Infarktinduktion
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verzeichneten (Dayan et al., 2005; Tang et al., 2011), lasst sich wiederum dadurch
erklaren, dass die kardialen Umbauvorgange zu dieser Zeit zwar bereits in Gang ge-
setzt sind, aber noch keinen deutlichen kompensatorischen Effekt verursachen. Dies
wiederum weist auf die Notwendigkeit eines friihen Startzeitpunktes von Ausdauer-
training nach Myokardinfarkt hin, um das maladaptive Remodeling bereits in der initi-
alen Phase durch Induktion sportbedingter adaptiver Mechanismen positiv beeinflus-

sen zu konnen.

Die Untersuchung hamodynamischer Effekte ergab keine pathologisch relevanten
Veranderungen des systolischen oder diastolischen Druckes in den beiden Infarkt-
gruppen. Die wéahrend der Blutdruckmessung aufgezeichneten Herzfrequenzen der
Tiere im Wachzustand waren nach 10-wdchigem (Tabelle 35), nicht nach 6-
wochigem (Tabelle 36) Lauftraining in den Versuchstieren leicht erhdht. Somit liegt
die Vermutung nahe, dass das Lauftraining, unabhéangig vom durchgefiihrten opera-
tiven Eingriff, frequenzsteigernd wirkte und die Frequenzzunahme positiv mit der
Trainingsdauer korreliert. Basierend auf dem Wissen Uber humanphysiologische
Veréanderungen in Folge von Ausdauersport sollte man eine sportbedingte Fre-
guenzabnahme (,Sportlerpuls”) erwarten. Es bleibt jedoch anzumerken, dass die
Frequenzwerte der trainierten Mausgruppen eher der physiologischen Norm von

Wildtyp-Mausen entsprechen als diejenigen der physisch inaktiven Tiere.

5.2.1.5 Ausdauertraining vor und nach Infarktindukt  ion schiitzt bei moderaten

Infarktgrof3en vor der Reaktivierung fetaler Gene

Bei Untersuchung der zellularen Charakteristika einer pathologisch hypertrophen
Antwort zeigte sich, dass das fetale Gen ANF in der Laufgruppe erst ab einem Fibro-
seanteil von uber 50% im Infarktbereich tendenziell auf bzw. Uber Sham-Level ex-
primiert wurde (Abb. 45), in den Kontrollen bereits bei einem Fibroseanteil im Infarkt-
areal zwischen 15 und 40% einer deutlichen Expressionssteigerung gegenuber den
Sham-Tieren unterlag (Abb. 44). Das Expressionsmuster korrelierte hier positiv mit
der Infarktgrof3e. Dieser Trend spiegelte sich jeweils im Expressionsstatus des feta-
len Gens B-MHC wider (Abb. 44 und Abb. 45). Die divergente transkriptionelle Regu-
lation, abhangig vom Ausdauersport, konnte, gepaart mit der Beobachtung, dass
Ausdauersport per se (Abb. 43) und in Folge groR3er Infarkte tendenziell (Abb. 45) zur
Expressionssteigerung des adulten kontraktilen Filaments a-MHC fuhrte und eine
Verschiebung des MHC-Expressionsverhaltnisses zu Gunsten der adulten Isoform
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bewirkte (Abb. 46), auf einen sportinduzierten Effekt hinweisen, der eine gesteigerte
ATPase-Aktivitdt und somit eine verbesserte Myofilament-Funktion involviert. Auch
Studien im Ratten-Modell hatten bereits gezeigt, dass korperliche Aktivitat nach tran-
sienter (Hashimoto et al., 2004) und permanenter (Rengo et al., 2010) Koronararte-
rien-Ligatur zur Umkehr des B-MHC/a-MHC Shifts in Richtung des adulten Phé&no-
typs fuhrte und die ANF-Expression inhibierte. Diese Beobachtungen unterstitzen
den langfristigen Einsatz frih initiierten kontinuierlichen Ausdauertrainings nach

Myokardinfarkt zur Aufrechterhaltung der kardialen Kontraktilitat.

5.2.1.6 Ausdauertraining vor und nach Myokardinfark t schwacht die pro-

fibrotische Antwort und die Infarktexpansion ab

Freiwilliges Lauftraining vor und nach LAD-Ligatur reduzierte den infarktbedingten
Kollagengehalt im gesamten linken Ventrikel, im Infarktareal und tendenziell im nicht-
infarzierten Bereich (Abb. 47). Letztgenannter protektiver Effekt wurde auch bereits
nach Myokardinfarkt durch 8-wochiges Lauftraining in Mausen und Ratten beobach-
tet (De Waard et al., 2007; Xu et al., 2008). Ob die Hemmung pro-fibrotischer Ant-
worten in der vorliegenden Arbeit bereits durch 4-wéchiges Ausdauertraining nach
Infarkt initialisiert wurde, oder ob die zusatzliche korperliche Aktivitat im Vorfeld zu
den vergleichbaren Effekten eines 8-wochigen Trainings fuhrte, missen spatere Ar-
beiten klaren. Die hier demonstrierte deutliche Reduktion des Fibroseanteils im In-
farktreal trainierter Tiere wurde kurzlich auch als protektiver Effekt, ausgeldst durch
Ausdauertraining vor (Tang et al., 2011) und nach Infarktinduktion (Yengo et al.,
2012), dokumentiert. Dies weist daraufhin, dass Ausdauersport der Infarktexpansion,
als charakteristisches Merkmal des friilhen Remodelings nach Infarkt, entgegen wir-
ken konnte. Dieser Effekt konnte auf die in den durchgefiihrten Expressionsanalysen
beobachtete tendenzielle Hemmung der MMP-9-Aktivierung in trainierten Infarkttie-
ren zurickzufuhren sein (Abb. 49). Die MMP-9 ist mal3geblich an der ventrikularen
Dilatation, der Degradation des Kollagennetzwerks und somit an der Ausbreitung des
Infarktareals in der frihen Remodeling-Phase beteiligt (Peterson et al., 2000). Die
verhaltnismaRig schwache Heraufregulation der aktiven MMP-2 nach 4-wdchiger
LAD-Ligatur (Abb. 49), lasst sich dadurch erklaren, dass dieser Gelatinase eher eine
Rolle bei den spaten Umbauprozessen, ab frihestens 3 Wochen nach Myokardin-
farkt, zukommt (Vanhoutte et al., 2006). Weiterhin wird dieser Protease keine Bedeu-

tung bei der Ausbreitung des infarzierten Bereichs zugeschrieben. Ihre Funktion ist
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auf die linksventrikulare Dilatation und die Fibroseinduktion beschréankt (Vanhoutte et
al., 2006). Tierstudien bestatigten bereits, dass eine Inhibition der MMPs das kardiale
Remodeling nach Myokardinfarkt abschwacht (Mukherjee et al., 2003; Rohde et al.,
1999). Somit weisen die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit erstmals auf einen
protektiven Mechanismus des Ausdauertrainings auf die Umbauprozesse der extra-
zellularen Matrix und die Infarktausbreitung hin, der mit einer Regulation der MMP-9-
Aktivierung assoziiert ist. Diese Folgerung wird weiterhin dadurch gestitzt, dass das
freiwillige Lauftraining in den untersuchten Infarkttieren zur Reduktion des potenten
MMP-Aktivators TNFa um den Faktor 5 fuhrte (Abb. 48). Diese Beobachtungen las-
sen auch vermuten, dass koérperliche Aktivitat den ventrikularen Remodeling-Prozess

durch Hemmung inflammatorischer Prozesse abschwécht.

Eine Expressionszunahme von CTGF wurde lediglich in den trainierten Infarkttieren
detektiert (Abb. 48). Der Wachstumsfaktor vermag MMPs und deren Inhibitoren, die
TIMPs, hoch zu regulieren, die extrazellulare Matrix zu degradieren und zu syntheti-
sieren. Eine CTGF-bedingte Synthese der EZM und eine Hemmung der MMPs kénn-
ten weiterhin an der Inhibition der Infarktausbreitung beteiligt sein. Die Beobachtung,
dass physische Aktivitdt die Fibrose nach Infarkt abschwéachte, jedoch keinen Ein-
fluss auf den pro-fibrotischen Faktor TGF oder die Kollagen la2-Expression ausibte
(Abb. 48), deckt sich mit den experimentellen Ergebnissen von Xu und Kollegen (Xu
et al., 2008) und kénnte weiterhin die vorrangige Bedeutung einer Inhibition der
MMP-9 und des Zytokins TNFa bei den kardioprotektiven Effekten des Ausdauertrai-
nings unterstreichen. Durch Hemmung der MMP-9 konnte exzessiver Fibrose und
somit dem Verlust der kardialen Flexibilitat und Funktion entgegen gewirkt werden.
Da die MMP-9 im Menschen vor allem in der frihen Remodeling-Phase, d. h. zwi-
schen dem 7. und 21. Tag nach Myokardinfarkt, vermehrt exprimiert und aktiviert
wird (Peterson et al., 2006), scheint es von entscheidender Bedeutung zu sein, das
Ausdauertraining etwa eine Woche nach dem kardialen Ereignis zu beginnen, um
den bestmdglichen kardioprotektiven Effekt zu erzielen. Ein Trainingsbeginn inner-
halb der ersten 5 Tage scheint jedoch erhebliche negative Auswirkungen auf die
Uberlebensrate zu besitzen und ist somit nicht anzuraten. So zeigten Vorstudien der
vorliegenden Arbeit, dass 60% physisch aktiver Mause innerhalb der ersten 4 Tage
nach Myokardinfarkt starben, sofern die Mdglichkeit des freiwilligen Lauftrainings

unmittelbar nach dem operativen Eingriff gegeben war (siehe nachstehende Abb.
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57). Ahnliche Ergebnisse demonstrierte auch die Studie von Gaudron und Kollegen
(Gaudron et al., 1994). Bei der im eigenen Versuch angewandten 5-tdgigen Ruhe-
phase nach Infarktinduktion, belief sich die Sterberate trainierter Versuchstiere auf
lediglich 20%. Verglichen mit einer 25%igen Sterberate untrainierter Tiere, lieferten
diese Werte keinen Hinweis darauf, dass die korperliche Aktivitat negative Auswir-
kungen auf die Uberlebensrate ausiibte, sofern eine kurze trainingsfreie Phase nach

Infarkt eingehalten wurde (siehe Abb. 57).
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Abb. 58: Prozentuale Uberlebensrate nach Induktion d  es anterolateralen Myokardinfarktes

Prozentuale Uberlebensrate nach Induktion des anterolateralen Myokardinfarktes in MI-Kontrollen, in MI-Laufern
(n=29), denen unmittelbar nach dem operativen Eingriff die Mdglichkeit zum Lauftraining gegeben war (n=12),
und in MI-Laufern, die erst in Folge einer 5-tdgigen Ruhephase nach Infarktinduktion das freiwillige Laufen

fortsetzen konnten (n=24).

5.2.2 Die Hypertrophie-Induktion in Folge chronisch  er Volumenbelas-

tung ist mit der Aktivierung des PI3K-Signalwegs as  soziiert

Expressionsanalysen zeigen, dass die Ausdauersport-induzierte Signaltransduktion
im untersuchten Mausmodell Komponenten des PI3K-Signalwegs involvierte, wie
bereits von zahlreichen Forschergruppen dokumentiert (DeBosch et al., 2006;
McMullen et al., 2003, McMullen et al., 2004b). Das durch insgesamt 10-wo6chiges
Lauftraining physiologisch hypertrophierte Herz der Sham-operierten Laufmause
wies keine Verdnderung der AKT-Gesamtexpression auf, war aber von einer Hyper-
phosphorylierung am Serinrest 473 gekennzeichnet (Abb. 50). Diese AKT-
Aktivierung im Zuge der adaptiven Hypertrophie wurde auch von den Arbeitsgruppen
um Kemi und Gosselin im Tiermodell beobachtet (Gosselin et al., 2006; Kemi et al.,
2008) und war dort, wie in der vorliegenden Arbeit, ebenfalls von einer P70S6K-

Phosphorylierung begleitet (Abb. 51). Die pathologische Hypertrophie hingegen, in-
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duziert durch TAC (Transaortic constriction), wies sich in der Studie von Kemi und
Kollegen durch eine Inaktivierung der P70S6K aus. Somit postulierte die Arbeits-
gruppe, dass die physiologische Hypertrophie mit Aktivierung und die pathologische
Hypertrophie mit Inaktivierung des AKT/mTOR Signalwegs assoziiert ist (Kemi et al.,
2008). In der vorliegenden Arbeit war jedoch auch das pathologisch hypertrophierte
Herz der Kontrollen nach Myokardinfarkt von einer Aktivierung der beiden Kompo-
nenten des PI3K-Signalwegs begleitet, was wiederum mit den Beobachtungen von
Gosselin Ubereinstimmt (Gosselin et al., 2006). Weiterhin wies die Kombination der
pathologischen und physiologischen Hypertrophie in den MI-Laufern das gleiche Ex-
pressionsmuster bezuglich der betrachteten Kinasen auf (Abb. 50 und Abb. 51). Da
ein Myokardinfarkt eine Kombination aus exzentrischer und konzentrischer Hypertro-
phie darstellt, d. h., dass das Herz einer chronischen Druck- und Volumenbelastung
ausgesetzt ist, Ausdauersport zur erhéhten Volumenbelastung fuhrt, eine Konstrikti-
on der Aorta jedoch nur eine Druckbelastung des Myokards nach sich zieht, lasst
sich spekulieren, dass die Induktion des PI3K-Signalwegs vorrangig mit einem hyper-
trophen Stimulus assoziiert ist, der zur erhéhten Volumenbelastung fihrt. Dies wirde
die divergierenden Beobachtungen erklaren.

Eine Konsequenz der AKT/P70S6K-Aktivierung stellt die Phosphorylie-
rung/Inaktivierung der GSK3B dar. So schien die Entwicklung der physiologischen
und der pathologischen Hypertrophie-Variante in der vorliegenden Arbeit, wie von
Haqg und Kollegen postuliert (Haq et al., 2000), eine Inaktivierung des negativen Re-
gulators der Hypertrophie, GSK3[, vorauszusetzen (Abb. 52). Die durchgefuhrten
Expressionsanalysen lieferten jedoch keinen Hinweis darauf, dass freiwilliges Lauf-
training zur vermehrten Expression adaptiver Kinasen des PI3K-Signalwegs fiihrte
und somit maladaptiven Mechanismen, induziert durch den anterolateralen Myokard-
infarkt, entgegen wirken konnte.

5.2.3 ERK st an der Induktion der pathologischen, nicht der physiolo-
gischen Hypertrophie beteiligt

Die Kinase ERK42/44 erfuhr im Versuch eine vermehrte Expression und Aktivierung
durch Induktion des Myokardinfarktes, unabhéngig vom Aktivitatszustand der Ver-
suchstiere (Abb. 53 und Abb. 54). Das freiwillige Lauftraining per se zog keine Modu-
lation der extrazellular regulierten MAP-Kinase nach sich (Abb. 53 und Abb. 54).

Obwohl eine Beteiligung der Kinase an der adaptiven Antwort spekuliert wird, de-
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monstrierten auch Gosselin und Kollegen, dass durch freiwilliges Lauftraining indu-
zierte physiologische Hypertrophie keine Expressionszunahme oder Aktivierung der
ERK provozierte, die pathologische Hypertrophie in Folge eines Myokardinfarktes
aber von einer solchen Regulation der Kinase begleitet war (Gosselin et al., 2006).
Weiterhin dokumentierte die Gruppe um Miyautchi, dass eine einmalige akute Trai-
ningseinheit, die einen mechanischen Stressstimulus fir das Herz darstellt, in untrai-
nierten Ratten zur zeitabhéngigen Heraufregulation der ERK flhrte, dieser Effekt
aber bei regelméaRigem moderatem Lauftraining und somit mit der Entwicklung einer
physiologischen Hypertrophie graduell abnahm (lemitsu et al., 2006). Diese Studien
unterstitzen die Beobachtung der vorliegenden Arbeit, dass die Signaltransduktion
zur Induktion der physiologisch hypertrophen Antwort, im Gegensatz zur patholo-
gisch hypertrophen Antwort, keine Beteiligung der ERK involviert. Dartber hinaus
scheint Ausdauertraining auch nicht Expression und/oder Aktivierung der (maladapti-
ven) Kinase nach Myokardinfarkt zu inhibieren. Folglich konnte der Kinase keine
Schlusselrolle bei der Vermittlung sportinduzierter kardioprotektiver Effekte zuge-

schrieben werden.

5.2.4 Induktion eines Myokardinfarktes in korperlic h aktiven Mausen

hemmt das Adenosinrezeptor-System

Das Adenosinrezeptor-System unterlag weder einer transkriptionellen, noch einer
translationalen Regulation durch eine permanente Koronararterien-Okklusion (Abb.
55 und Abb. 56 D). Im Gegensatz dazu war eine physiologische Hypertrophie per se
von einer ausgepragten Expressionszunahme aller Rezeptor-Subtypen auf mRNA-
Ebene und einer gesteigerten Protein-Expression des A2a-Rezeptors begleitet (Abb.
55 und Abb. 56 D). Demnach scheint es, dass die Induktion der adaptiven Hypertro-
phie mit der Aktivierung des Adenosinrezeptor-Systems assoziiert ist. Folglich lasst
sich die Beteiligung des Adenosin-Systems an der Auspragung prognostisch ginsti-
ger Effekte des Ausdauertrainings vermuten. Die Tatsache, dass die in den physiolo-
gisch hypertrophierten Herzen der Sham-Laufer auf mMRNA-Ebene beobachtete aus-
gepragte Expression der Rezeptor-Subtypen Al, A2b und A3 auf Protein-Ebene
nicht nachgewiesen werden konnte, lasst sich eventuell durch die Desensibilisierung
und Internalisierung dieser Rezeptoren erklaren. Uber diese regulatorischen Mecha-
nismen verhindern Gg-gekoppelte Rezeptoren in standiger Gegenwart ihrer Substra-

te die Hyperaktivierung der von ihnen induzierten Signalwege. Dem im physiologisch
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hypertrophierten Myokard vermehrt exprimierten A2a-Rezeptor kommen unter physi-
ologischen Bedingungen vor allem bedeutende Aufgaben bei der Regulation des
Energiehaushalts zu. Zu seinen Aufgaben zahlen die Vasodilatation, die
Angiogenese, die Vaskulogenese und die Modulation adrenerger Signaltransduktion
(Headrick et al.,, 2011). Des Weiteren aktiviert der Gas-gekoppelte Rezeptor die
Adenylatcyclase und vermittelt dariber cAMP- und PKA-abhéngig die vermehrte
Calcium-Freisetzung aus dem SR, was wiederum die kardiale Kontraktilitat steigert.
Die beobachtete Zunahme des Adenosin-A2a-Rezeptors auf mRNA- und Protein-
ebene konnte folglich mit der gesteigerten Kontraktilitdt und der erhéhten Kapillar-
dichte, die in physiologisch hypertrophierten Athleten beobachtet wird (Duncker und
Bache, 2008; Laughlin et al., 2012), in Zusammenhang stehen. Somit kénnten die
Resultate der vorliegenden Arbeit erstmals auf einen Adenosin-vermittelten moleku-
laren Mechanismus hinweisen, Uber den Ausdauersport die kardiale Funktion ver-
bessert. Verantwortlich flr die ausgepragte Expression der Adenosinrezeptoren im
physiologisch hypertrophierten Herzen kénnte die bereits beschriebene durch Aus-
dauertraining induzierte Aktivitatssteigerung der 5'-Nukleotidase, dem Hauptregulator
des Adenosin-Metabolismus, sein (Langfort et al., 1996). So spekulierten Pang und
Kollegen, dass die Heraufregulation des Adenosinrezeptor-Systems in Folge a-
adrenerger Stimulation zumindest teilweise durch die PE-bedingte Expressionszu-
nahme der 5’Ectonukleotidase (CD73) und die durch deren Aktivitdt gesteigerte
Adenosinproduktion hervorgerufen wird (Pang et al., 2010a).

Die hier durchgefihrten Expressionsanalysen zeigten jedoch, dass die durch das
Lauftraining ausgeléste Zunahme der Protein-Expression des A2a-Rezeptors und
der mRNA-Expression aller Rezeptor-Subtypen durch Induktion des Myokardinfark-
tes aufgehoben wurde. Des Weiteren lieferten die experimentellen Ergebnisse kei-
nen Hinweis darauf, dass Transkriptionsstatus oder Proteinexpressionsmuster der
verschiedenen Rezeptoren in trainierten Mausen nach Infarkt im Vergleich zu untrai-
nierten Mausen nach Infarkt erhéht waren. Somit konnte die Hypothese, dass Aus-
dauersport-vermittelte Kardioprotektion in Folge eines Myokardinfarktes eine Herauf-
regulation des Adenosinrezeptor-Systems involviert, nicht bestatigt werden. Die ex-
perimentellen Ergebnisse dieses Teilprojekts weisen jedoch darauf hin, dass die
durch Ausdauertraining induzierte adaptive physiologische Hypertrophie mit einer
Heraufregulation des Adenosin-Systems assoziiert ist. Die Induktion der pathologi-

schen Hypertrophie hingegen, ausgelost durch permanente LAD-Ligatur, fuhrt zur
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Aufhebung dieses Effekts. Gepaart mit der Beobachtung des ersten Teilprojekts,
dass eine a-adrenerg induzierte Hypertrophie, die weder durch kardiale Dysfunktion,
noch durch ventrikulare Dilatation charakterisiert war, mit einer Heraufregulation der
Adenosinrezeptoren assoziiert ist (Abb. 23), weisen diese Beobachtungen darauf hin,
dass das Adenosinsystem an der Aufrechterhaltung einer kompensierten Hypertro-
phie beteiligt sein kénnte. Hingegen konnten beim Ubergang in die dekompensierte
Hypertrophie die durch Adenosin vermittelten kompensatorischen Mechanismen er-
schopft sein und seine Rezeptoren herab reguliert werden. Diese Vermutung wird z.
B. von Perlini und Kollegen gestitzt, die beobachteten, dass der Adenosin-Al-
Rezeptor in Ratten mit kompensierter Hypertrophie eine Heraufregulation auf mRNA-
und Proteinebene erfahrt, wahrend der Ubergang in die dekompensierte Hypertro-

phie von einer Herabregulation des Rezeptors begleitet ist (Perlini et al., 2007).

5.2.5 Schlussfolgerungen aus Teilprojekt 2

Die Ergebnisse dieses Teilprojekts demonstrierten, dass freiwilliges Lauftraining vor
und nach Myokardinfarkt keinen Effekt auf das Ausmald adaptiver Hypertrophie-
Marker, wie der Kardiomyozyten-Hypertrophie und der VergroRerung linksventrikula-
rer Kavitaten, oder auf die kardiale Funktion austbte, jedoch auch keine schadigen-
de Wirkung nach sich zog. Da die adaptive Hypertrophie infolge physiologischer Sti-
mulation mit glnstigen Effekten assoziiert ist, scheint auch vielmehr eine gezielte
Aktivierung dieser kompensatorischen Umbauvorgadnge als deren Hemmung prog-
nostisch erstrebenswert. Kontinuierliches freiwilliges Lauftraining resultierte im Ver-
such in der Protektion vor dem maladaptiven Remodeling durch Eindammung der
Infarktexpansion, der transmuralen Narbenausdiinnung und der Fibrose im nicht-
infarzierten Bereich, anscheinend tber Hemmung der TNFa-Expression und tenden-
ziell Gber Abschwachung der MMP-9-Aktivierung. Ob diese positiven Effekte die
Konsequenz korperlicher Aktivitat vor oder nach der Koronarokklusion reflektieren
oder, ob die Limitation der Infarktausbreitung und der fibrotischen Antwort im nicht-
infarzierten linken Ventrikel das Resultat der korperlichen Betétigung vor und nach
Infarktinduktion darstellen, missen weitere Arbeiten klaren. Die Beobachtung kénnte
jedoch auf gtinstige langerfristige Auswirkungen des friih nach Infarkt initiierten Aus-
dauertrainings auf die ventrikulare Steifigkeit und folglich auf die Pumpfunktion hin-
weisen. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gesttitzt, dass die korperliche
Aktivitat zu einer schwacheren infarktbedingten Reaktivierung fetaler Gene, welche
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die kardiale Kontraktilitat negativ beeinflussen, fuhrte und eine Verschiebung des
MHC-Expressionsverhaltnisses in Richtung des adulten kontraktilen Myosinfilaments
a-MHC induzierte. Demnach unterstitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
den Einsatz dieser gunstigen und effektiven Therapieform, um kardioprotektive Me-
chanismen in Gang zu setzen. Es lasst sich spekulieren, dass die prognostisch guins-
tigen Effekte des Ausdauertrainings durch eine langere Dauer der Trainingsperiode

(nach Infarkt) gesteigert werden kénnen.

Die durchgefihrten Expressions-Analysen der Komponenten des adaptiven PI3K-
Signalwegs lieferten keine evidenten Hinweise auf divergierende Signaltransduktio-
nen zur Induktion der physiologischen oder der pathologischen Hypertrophie in phy-
sisch aktiven und physisch inaktiven Mausen. Der Aktivitatsstatus der MAP-Kinase
ERK scheint jedoch die physiologische von der pathologischen Hypertrophie zu un-
terscheiden. Die Kinase konnte also folglich ein therapeutisches Ziel zur Aufrechter-
haltung adaptiver Mechanismen und zur Einddmmung maladaptiver Signaltransduk-
tion darstellen. Die Beobachtung, dass die Infarktinduktion in koérperlich aktiven Mau-
sen zur Herabregulation des Adenosinsystems auf mRNA-Ebene und des A2a-
Subtyps auf Proteinebene fuhrte, kdnnte erneut darauf hinweisen, dass Adenosin-
aktivierte Rezeptoren anscheinend mit der Aufrechterhaltung der kompensierten Hy-
pertrophie assoziiert sind, sei es die adaptive physiologische Variante, die eine ge-
steigerte kardiale Funktion involviert oder, wie im Teilprojekt 1 demonstriert, die kom-
pensatorische Antwort in Folge maladaptiver a-adrenerger Stimulation. So scheint es
vom Klinischen Standpunkt erstrebenswert das Adenosinsystem vermehrt zu aktivie-
ren, etwa durch langer wahrende Trainingsperioden vor dem Auftreten eines Myo-
kardinfarktes, um den Ubergang zur Herzinsuffizienz zu verhindern oder zumindest
zu verzogern. Abb. 58 zeigt eine schematische Zusammenfassung der Schlussfolge-
rungen aus Teilprojekt 2.
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Abb. 59: Schematische Darstellung der Schlussfolgerun gen aus Teilprojekt 2

Freiwilliges Lauftraining fuhrte tber Aktivierung des PI3Kp110a/AKT/P70S6K-Signalwegs und Hem-
mung des anti-hypertrophen Faktors GSK3B zur Auspragung der physiologischen Hypertrophie, ver-
mutlich Uber Bindung des durch Ausdauertraining vermehrt sezernierten Igf-l an seine
Rezeptortyrosinkinase. Die Heraufregulation des Adenosin-A2a-Rezeptors im physiologisch hypertro-
phen Phéanotyp, die durch Induktion des anterolateralen Myokardinfarktes inhibiert wurde, weist erneut
auf eine Beteiligung des Adenosin-Systems an der Aufrechterhaltung des kompensierten Zustandes
des hypertrophierten Herzens hin. Die Kombination aus chronischer Druck- und Volumenbelastung,
als Folge des Myokardinfarktes, fuhrte, unabhéngig vom Aktivitatsstatus der Versuchstiere, zur Akti-
vierung der MAPK ERK und von AKT. Kontinuierliches Lauftraining im Vorfeld und nach Myokardin-
farkt schwéachte die infarktinduzierte Reaktivierung fetaler Gene ab, hemmte fibrotische Prozesse, die
Narbenausdiinnung und dammte die Infarktexpansion ein, vermutlich Gber Abschwachung der MMP-
9-Aktivierung. Dies weist auf positive Effekte von Ausdauertraining auf das kardiale Remodeling nach
Myokardinfarkt hin. Igf-I=Insulin-like growth factor |, PI3K=Phosphatidylinositol-3 Kinase,
S6K=Ribosomale S6 Kinase, GSK3p=Glycogensynthasekinase 3 [, AdoR=Adenosinrezeptor,
MAPK=Mitogen-aktivierte Proteinkinase, ERK=Extrazellular regulierte Kinase,

TFs=Transkriptionsfaktoren, MMP-9=Matrixmetalloproteinase 9
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