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1 Einleitung

1.1 Dilatative Kardiomyopathien und Herzinsuffizienz

Aufgrund der KorpergrolRe insbesondere der Sdugetiere ist die einfache Diffusion als
Grundlage der Versorgung dieser Organsimen mit Sauerstoff und Nahrstoffen nicht
ausreichend. Um dennoch eine optimale Versorgung zu gewéhrleisten, besitzen
Sdugetiere hierfir das Herzkreislaufsystem. Begrindet durch diese zentral
lebenswichtige Funktion haben pathologische Verdnderungen in diesem System oft
entsprechend drastische Folgen fur den Organismus. So sind Erkrankungen des
Herzkreislaufsystems oft verbunden mit hoher Mortalitdt und Morbiditat und stellen
demnach auch die h&ufigste Todesursache auf der Welt dar (Roger et al. 2011). Aufgrund
dieser Tatsache wird die Behandlung kardiovaskuldrer Krankheiten eine groRe

gesellschaftliche und wirtschaftliche Herausforderung.

Die 2006 von der American Heart Association vorgeschlagene Definition fir
Kardiomyopathien lautet: ,, Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe von
Krankheiten des Herzmuskels, die mit mechanischen und/oder elektrischen
Funktionsstérungen einhergehen und Ublicherweise (aber nicht zwingend) eine
unangemessene Hypertrophie oder Dilatation der Herzkammern verursachen. lhre
Ursachen sind vielfaltig und haufig genetisch bedingt. Kardiomyopathien begrenzen sich
entweder auf das Herz oder sind Teil einer allgemeinen Systemerkrankung, fihren oft zu
kardiovaskular bedingten Todesfallen oder einer fortschreitenden Behinderung durch

Herzversagen. “ (Maron et al. 2006).

Eine Form der Kardiomyopathien ist die dilatative Kardiomyopathie (DCM)
(Klassifizierung nach 1CD-10: 142.0). Wie der Name schon andeutet, ist die DCM
gekennzeichnet durch eine krankhafte Erweiterung (Dilatation) der Ventrikel und einer
systolischen Dysfunktion, was zu einem fortschreitendem Verlust der Auswurfleistung
fihrt (Maron et al. 2006). Wie bei allen Kardiomyopathien ist auch bei der DCM Folge
und klinisches Symptom die Herzinsuffizienz, also die Unfahigkeit des Herzens den zur
Versorgung des Organismus benétigten Blutfluss zu leisten. Die Herzinsuffizienz
zeichnet sich, wie die meisten kardiovaskuldren Erkrankungen, durch eine deutliche
altersabhéngige Pravalenz aus. So leiden beispielsweise fast 10 % der mannlichen
amerikanischen Bevolkerung im Alter von 60-79 Jahren an Herzinsuffizienz (Lloyd-

Jones et al. 2009). Zusétzlich zu der hohen Mortalitat gewinnt die Behandlung der DCM



aufgrund des demographischen Wandels in der Bundesrepublik Deutschland hierzulande
somit weiter an Bedeutung. Klinisch wird der Grad der Herzinsuffizienz in der NYHA
(New York Heart Association) Klassifizierung angegeben. Die Skala reicht von Stufe |
bis 1V, wobei Stufe I fur Beschwerdefreiheit steht, wahrend Stufe IV charakterisiert ist

durch Beschwerden des Patienten in Ruhe.

13,8

10 93
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Abb. 1.1: Pravalenz der Herzinsuffizienz in der amerikanischen Bevolkerung:
Herzinsuffizienz hat eine deutliche altersabhangige Pravalenz, so sind etwa 10% der mannlichen,
amerikanischen Bevolkerung im Alter von 60-79 Jahren von diesem klinischen Symptom
betroffen. Auch sind Manner haufiger betroffen als Frauen (modifiziert nach (Lloyd-Jones et al.
2009)).

Das Ursachenspektrum der DCM ist vielfaltig. Zundchst kénnen enterovirale Infektionen
und und endokrinologisch-metabolische Prozesse zu einer DCM fuhren. Hinzu kommen
genetische Ursachen. Dabei spielen oft Mutationen in Genen, die strukturelle Proteine
codieren, die malgeblich beteiligt sind an der Generation und Transmission der
kontraktilen Kraft innerhalb der Kardiomyozyten, als Ursache einer DCM eine Rolle
(Stypmann et al. 2002). Als Beispiele zu nennen sind unter anderem das kardiale 3
Myosin und das Troponin T (Kamisago et al. 2000). Diese genetischen Faktoren sind mit
einem Anteil von bis zu 35% aller diagnostizierten dilatativen Kardiomyopathien die
haufigste Ursache dieser Erkrankung (Maron et al. 2006). Sind keine Ursachen erkennbar,

so spricht man von einer idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie.



Neben physiologischen Parametern zur linksventrikuldren Herzfunktion wie der
Ejektionsfraktion (EF) dient auch das natriuretische Peptid Typ B (BNP) als
diagnostischer Marker des klinischen Phanotyps der DCM. Dabei handelt es sich um ein
vasoaktives Hormon, das vasodilatativ wirkt und somit die Nachlast des Herzens
reduziert. Es stellt damit einen Antagonisten zu vasokonstringierenden Hormonen wie
Angiotensin 1l (ATII) dar. Die Tatsache, dass BNP als diagnostischer Marker fir die
Auspragung der DCM geeignet ist, fult auf der Erkenntnis, dass BNP bei erhohter
Wandspannung innerhalb des Herzens vermehrt sezerniert wird (Vanderheyden et al.
2004). Diesbezuglich zeigen Studien eine gute Korrelation mit der Menge an in die
systemische  Zirkulation sezerniertem BNP sowohl mit dem Grad der
Krankheitsauspragung (NYHA Klasse) (Maisel et al. 2001), als auch mit der Mortalitét
bei Herzinsuffizienz (Anand et al. 2003).

1.1.1 Pathophysiologie der dilatativen Kardiomyopathie

Das initiale pathophysiologische Ereignis einer hereditdr ausgeldsten dilatativen
Kardiomyopathie ist oft eine Verminderung der Kontraktionsfahigkeit der
Kardiomyozyten, was wiederum zu einer verminderten Auswurfleistung des Herzens
fiihrt. Die damit verbundenen hiamodynamischen Anderungen sind ein reduzierter
systemischer arterieller Druck, ein reduziertes Schlagvolumen und ein reduzierter renaler
Blutdruck und fiihren zu einer Abnahme der Aktivierung von Barorezeptoren im linken

Ventrikel, im Sinus caroticus und im Aortenbogen.

Die verminderte Aktivierung der Barorezeptoren hat eine afferente Aktivierung von
kardioregulatorischen Zentren im zentralen Nervensystem zur Folge (Schrier and
Abraham 1999). Durch die Aktivierung der kardioregulatorischen Zentren kommt es zu
einer efferenten Aktivierung des sympathischen Nervensystems, die wiederum eine
Erhohung der systemischen Vasokonstriktion zur Folge hat. Dartiber hinaus fiihrt die
Aktivierung der kardioregulatorischen Zentren im Gehirn zu einer erhohten efferenten
Ausschittung des antidiuretischen Hormons Vasopressin (AVP). VVasopressin fihrt in der
Niere zu einer verminderten Ausscheidung von Wasser durch den Urin und zusammen
mit dem vermittelten vasokonstringierenden Effekt ist ein erhéhter Blutdruck die Folge
eines Anstiegs der AVP Sekretion. Zuséatzlich wird aufgrund einer durch die reduzierte
Auswurfleistung  ausgel6sten  verminderten  Durchblutung der  Niere das
Renin/Angiotensin/Aldosteron System (RAAS) aktiviert. Dabei wird das Enzym Renin



aus dem juxtaglomeruldren Apparats der Niere vermehrt ausgeschieden und katalysiert
die Umwandlung von Angiotensinogen in das Dekapeptid Angiotensin I. Angiotensin |
wird dann mithilfe des Angiotensin-konvertierenden Enzym gespalten und es entsteht der
multifunktionale Effektor Angiotensin Il (ATII). Angiotensin Il hat Uber Bindung an den
ATII1-Rezeptor im Gefallsystem eine vasokontringierende Wirkung. Diese maladaptiven
Vorgéange fuhren zu einer erhthten Nachlast des Herzens und begunstigen auf diese

Weise die Progression einer Herzinsuffizienz.

Dariiber hinaus haben diese funktionellen pathologischen Vorgange dann strukturelle
Verénderungen des Myokards zur Folge. Dieser als kardiales Remodeling bezeichnete
Prozess ist gekennzeichnet durch eine zunehmend maladaptive Reaktion auf struktureller
Ebene auf eine veranderte Herzfunktion. Zunachst wurde kardiales Remodeling als
Veranderung des Herzgewebes nach akutem Myokardinfarkt angesehen, wie der
Verdunnung der Ventrikelwand im Infarktbereich sowie einer Dilatation des linken
Ventrikels (Takano et al. 2003). Es zeigte sich jedoch, dass das kardiale Remodeling bei

vielen kardiovaskularen Krankheitsformen ZU den charakteristischen

pathophysiologischen VVorgangen gehért, unter anderem eben bei den Kardiomyopathien
(Mann 1999, Cohn et al. 2000).

Abb. 1.2: Interstitielle Fibrose im Ventrikel einer an DCM leidenden Maus: Die Abbildungen
zeigen Picrosirius Rot Farbungen von Ventrikeln einer 10 Wochen alten WT Maus (linkes Bild)
und einer Maus mit hereditarer DCM (rechtes Bild). Dabei zeigt sich eine deutliche interstitielle
Fibrosierung des Ventrikels in der an DCM leidenden Maus.

Die Progression des kardialen Remodelings ist &uflerst komplex. Zunéchst finden
strukturelle Veranderungen der Kardiomyozyten selbst statt (Takano et al. 2003). So
werden die Kardiomyozyten, ausgelost durch mechanischen Stress und neurohumorale

Aktivierung, zunehmend hypertroph. Es zeigte sich, dass die kardiomyozytare



Hypertrophie verbunden ist mit der Reaktivierung der Expression einiger Gene, die
besonders in der embryonalen Entwicklung von Bedeutung sind (Chien et al. 1991).
Dieses sogenannte fetale kardiale Genprogramm ist charakterisiert durch eine erhéhte
Expression kontraktiler Proteine wie dem skeletalen a-Aktin und der Myosin Schwere
Kette B, jedoch einer verringerten Expression der Myosin Schwere Kette o, wodurch sich
der Quotient aus MHC o/ verringert. Neben den kontraktilen Proteinen kommt es auch
zu einer erhohten Expression des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) und einer
verringerten Expression der Sarcoplasmatischen/Endoplasmatischen Retikulum Calcium
ATPase (SERCA) (Ambler et al. 2008).

Zusétzlich zu den strukturellen Anderungen der Kardiomyozyten ist die Entstehung
fibrotischer Areale innerhalb des Herzmuskels ein weiterer Schlusselfaktor des kardialen
Remodelings. Zur Unterstutzung und Aufrechterhaltung der kardialen Struktur sind die
Kardiomyozyten u.a. in ein Netzwerk von Kollagenfasern eingebettet, wobei von den 29
verschiedenen Kollagentypen in erster Linie das Kollagen Typ | und Il aufgrund ihres
sehr hohen Anteils an der kardialen Kollagenkomposition (Kollagen Typ 1. 80%,
Kollagen Typ I1I: 11%) von Bedeutung sind (de Jong et al. 2011). Die Kollagenfasern
sind Teil der extrazellularen Matrix (ECM), deren Proteinkomposition sich bei dem
kardialen Remodeling &ndert, insbesondere kommt es zu einer maladaptiv vermehrten
Expression des Kollagens. Die Hauptquelle myokardialen Kollagens sind die
Fibroblasten, die etwa 27% der Zellkomposition des Herzens ausmachen (Banerjee et al.
2007). Dabei geht die erhdhte Expression von Kollagen einher mit der Proliferation von
Fibroblasten zu Mpyofibroblasten (Darby and Hewitson 2007). Der erhohte
Kollagengehalt resultiert zum einen in einer Versteifung des Herzens, wodurch die
Kontraktion und Relaxation des Herzmuskels gestort ist, zum anderen ist auch die
elektrische Reizweiterleitung zwischen den Kardiomyozyten durch Einlagerung von
Kollagen beeintréchtigt. In der DCM sind zwei Formen der kardialen Fibrose besonders
weit verbreitet, die interstitielle Fibrose, bei der die fibrotischen Areale im Interstitium
zwischen Gewebeschichten lokalisiert sind und die perivaskulare Fibrose (de Jong et al.
2011).

Bei der Entstehung von Fibrose spielt das Angiotensin Il eine zentrale Rolle. So ist die
ATII vermittelte Aktivierung der vorrangig in Kardiomyozyten exprimierten Angiotensin
Il Typ la Rezeptoren (AT1la Rezeptor) beteiligt an dem Umbau der extrazelluldren
Matrix. Dabei sind die genauen Mechanismen noch Gegenstand aktueller Forschung. Es



scheint aber so zu sein, dass Angiotensin Il involviert ist in die Proliferation der
Fibroblasten zu Myofibroblasten. Auch eine ATII vermittelte erhdhte Expression der
Matrix-Metalloproteinasen  (MMPs),  Schliisselenzyme  bei  Anderungen  der
Proeinkomposition der ECM, ist bekannt (Pons et al. 2011).

Aufgrund der konstringierenden Effekte vermittelt durch die Aktivierung des
Sympathikus, des RAAS und einer erhthten Sekretion von Vasopressin spielt neben den
pathophysiologischen Prozessen innerhalb des Herzgewebes auch die vaskuldre Funktion
eine bedeutsame Rolle flr die Progression von Kardiomyopathien. Somit ist es nicht
verwunderlich, dass eine Inhibierung der ATIl Kaskade (z.B. ACE-Hemmer) fester
Bestandteil der Behandlung von Patienten aller Stadien der aus einer dilatativen
Kardiomyopathie resultierenden Herzinsuffizienz (NYHA I-1V) ist.

Fur die vaskuldare Funktion von zentraler Bedeutung ist die Bioverfligbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO). Dieser einzigartige Signaltransduktor ist charakterisiert durch
die Fahigkeit, frei durch Zellmembranen zu diffundieren und, aufgrund seiner &uf3erst
kurzen Halbwertszeit, seine Wirkung nur Gber kurze Distanzen zu entfalten. Neben der
Inhibierung der Thrombozytenaggregation (Randriamboavonjy and Fleming 2005) und
Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen (Sato et al. 2000) hat die Wirkung von
Stickstoffmonoxid auch eminent vasodilatierenden Charakter. Im vaskuléren System
wird NO vorrangig tber die endothelzellmembran-gekoppelte endotheliale NO-Synthase
(eNOS) synthetisiert, dabei wird unter Verbrauch von NADPH und O2 aus dem Substrat
L-Arginin L-Citrullin und NO gebildet (Palmer et al. 1988). Die NO vermittelte
Relaxation der glatten Muskelzellen erfolgt wber Aktivierung der Idslichen
Guanylatzyklase (sGC), dem einzig bekannten Akzeptor des NO. Eine anschlielende
Konzentrationserhohung des Second Messengers cyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) fuhrt zur Aktivierung der cGMP-abhéangigen Proteinkinasen (cGK). Die Folgen
haben sowohl Calcium (Ca)-abhéngigen als auch Ca-unabhangigen Charakter. Die Ca-
unabhéngige Induktion der Relaxation erfolgt neben der Inhibierung des Mitglieds A der
Ras-homologen Genfamilie (RhoA) durch Phosphorylierung (Sauzeau et al. 2000)
insbesondere auch ber Aktivierung der Myosin-Leichtketten Phosphatase (Wu et al.
1996, Lee et al. 1997), die direkt die Myosin-Leichtkette dephosphoryliert und somit eine
Relaxation induziert (Alessi et al. 1992). Die Phosphorylierung des IP3-Rezeptor

assoziierten cGMP-Kinase Substrats IRAG fihrt hingegen zu einer Verringerung der



zytosolischen Ca-Konzentration und somit indirekt zur Relaxation (Schlossmann et al.
2000).

Die Aktivierung der cGK fuhrt parallel zu einer Phosphorylierung am Serin 157 des
Vasodilator stimulierten Phosphoproteins (VASP). Somit ist VASP, obgleich keine
direkte oder indirekte Beteiligung an den vasomotorischen Veranderungen durch dieses
Protein vorliegt, ein anerkannter biochemischer Marker fur die NO-Bioverfugbarkeit im

vaskularen System (Sakurai et al. 1992, Housset et al. 1993).

L-Arginine Endothelzelle

NO + L-citrulline

vaskulare glatte Muskelzelle

VASP
VAS
GTP CGMP
MLCP IRAG
pMLC MLC zytosol [Cal ¥

Relaxation

Abb. 1.3: NO induzierte Vasorelaxation: In der Endothelzelle katalysiert die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) die Bildung von NO durch Bildung von L-Citrullin aus L-Arginin.
AnschlieRend diffundiert das NO frei durch die Zellmembranen und fungiert in vaskularen glatten
Muskelzellen als Donor der 16slichen Guanylatzyklase (sGC). Die durch die Aktivierung der sGC
induzierte intrazelluldre Erhohung des Second Messengers zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) fuhrt zur Aktivierung der cGMP-abhéngigen Proteinkinasen (cGK). Die cGK
phosphoryliert die Myosin leichte Kette Phosphatase (MLCP), die wiederum die Myosin-
Leichtkette dephosphoryliert. Zusatzlich erfolgt eine Phosphorylierung des IP3-Rezeptor
assoziierten cGMP-Kinase Substrats (IRAG) und dadurch eine Reduktion der intrazellularen
Calcium Konzentration. Beide Mechanismen haben eine vasodilatierende Wirkung. Neben den
vasodilatierenden Konsequenzen phosphoryliert die aktivierte cGK auch VASP am Serin 157.

Die endotheliale Dysfunktion ist Bestandteil der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz
und hat groflen Einfluss auf die Morbiditdt und Mortalitat, wodurch sie sich als



prognostischer Faktor dieses klinischen Symptoms eignet (Fischer et al. 2005, Katz et al.
2005). Zentraler mechanistischer Angelpunkt der endothelialen Dysfunktion ist eine
Reduktion der NO-Bioverfiigbarkeit. Die Bildung von NO in der Vaskulatur obliegt, wie
schon erwéhnt, der eNOS, deren Aktivitat wiederum durch mechanischen Scherstress
ausgelost wird (Harrison et al. 2006). Durch die verminderte Auswurfleistung bei einer
Herzinsuffizienz kommt es zu einer Reduktion des Blutflusses in den peripheren und
Konduktanzarterien, wodurch sich der Scherstress reduziert und damit auch die Gber die
eNOS katalysierte Bildung von NO. Ein weiterer Grund fur die Reduktion von NO ist die
vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), denn das Superoxid-Anion (O3)
reagiert sehr schnell mit NO unter Bildung von Peroxynitrit. Eine wichtige Quelle
reaktiver Sauerstoffspezies im vaskuldren System ist die NAD(P)H-Oxidase. Die
NAD(P)H-Oxidase wird unter anderem Uber ATII aktiviert, welches in der
Herzinsuffizienz vermehrt gebildet wird. Dadurch kommt es zu vermehrter Bildung des
Superoxid-Anions. Eine weitere wichtige Quelle von ROS in der Vaskulatur ist die
Xanthinoxidase. Eine erhdhte Aktivitat dieses in den Purinmetabolismus eingebetteten
Enzyms ist in Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz beobachtet worden
(Landmesser et al. 2002). Neben der vermehrten Bildung von ROS ist in der
Herzinsuffizienz auch die Aktivitat der Superoxid-Dismutase reduziert, wodurch der
Abbau des Superoxid-Anions vermindert ist (Landmesser et al. 2002).

Die Folgen der Reduktion der NO-Bioverfligbarkeit fur die Progression der
Herzinsuffizienz sind vielfaltig. Wie bereits in diesem Text behandelt, fihrt eine
Reduktion der NO-Konzentration zu einer verminderten VVasorelaxation der betroffenen
Gefalie. Daraus resultiert eine koronare und systemische Minderperfusion. Die Reduktion
der systemischen Perfusion erhéht die Nachlast des Herzens und reduziert damit direkt
die Auswurfleistung. Eine erhohte Konstriktion der KoronargefélRe hingegen fihrt zu
einer Minderversorgung des Herzens mit Nahstoffen und Sauerstoff. Neben den Effekten
in Zusammenhang mit der VVasomotorik hat eine Reduktion der NO-Bioverfugbarkeit
auch Einfluss auf die Thrombozyten. So ist die Aktivierung, die Adhdsion und
Aggregation der Thrombozyten durch NO negativ reguliert. Dadurch wird die Gefahr der
Thrombenbildung und damit eines Infarkts in Patienten mit Herzinsuffizienz aufgrund
einer reduzierten NO Verfugbarkeit erhoht (Loh et al. 1997, Gibbs et al. 2001, Schafer et
al. 2003). NO scheint auch Effekte auf das kardiale Remodeling zu haben, wobei der
Mechanismus noch nicht abschlielend geklart ist. Jedoch scheint eNOS eine zentrale



Rolle zu spielen. So konnte gezeigt werden, dass sich eine erhohte Expression oder
Aktivierung der eNOS nach Myokardinfarkt positiv auf die Progression des kardialen
Remodelings und damit auf die Herzfunktion auswirkt (Scherrer-Crosbie et al. 2001,
Jones et al. 2003, Merx et al. 2004).

Somit hat eine Erhdhung der NO-Bioverftigbarkeit benefiziellen Charakter bezuglich der
Progression einer Herzinsuffizienz. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dass der therapeutische Einsatz von Carvedilol (B-Blocker 3ter Generation) durch
Herabsenken des Blutdrucks positive Auswirkungen auf Hospitalisierung und Mortalitat
von Patienten mit DCM hat (Nishioka et al. 2007). Ein direkter Zusammenhang zwischen
Einschrankungen des Endothels und der dilatativen Kardiomyopathie kann durch weitere
Studien untermauert werden. So wurde mithilfe einer Studie eine Verschlechterung der
Endothel-vermittelten VVasorelaxation der Koronararterien in unter einer DCM leidenden
Patienten nachgewiesen (Treasure et al. 1990). Zusatzlich konnte auch im Mausmodell
bereits ein Zusammenhang zwischen DCM und einer verschlechterten koronaren
Endothelfunktion, vermittelt durch eine reduzierte NO-Verfiigbarkeit, gezeigt werden
(Drelicharz et al. 2008). Auch der aktuelle Stand der Wissenschaft macht somit deutlich,
dass neben den direkten Auswirkungen auf das Herzgewebe auch maladaptive Prozesse
auf vaskulédrer Ebene, inshesondere der Endothelfunktion, die Progression der DCM

vorantreiben.

1.2 Hereditire DCM im Tiermodell

1.2.1 Kontraktiler Apparat

Um die zentrale Funktion des Herzens, ndmlich die Versorgung des Organismus mit Blut,
zu ermoglichen, ist es notwendig, dass die Kardiomyozyten chemische Energie in
mechanische Kraft in Form von Kontraktion Ubersetzen. Die Kardiomyozyten besitzen,
anders als die Myozyten der gestreiften Skelettmuskulatur, lediglich einen Nukleus und
die Ublichen Zellorganellen zur Aufrechterhaltung der zelluldren Funktion. Da die
Kardiomyozyten aufgrund ihrer speziellen Funktion einen hohen Energieverbrauch
aufweisen, besitzen sie eine hohe Anzahl an Mitochondrien. Der kontraktile Apparat der
Kardiomyozyten besteht aus Myofibrillen, die wiederum aus einer Aneinanderreihung

von Sarkomeren als funktionelle Segmente bestehen. Dabei werden die direkt fir die
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Kontraktion bendtigten parallel angeordneten Myosin- und Aktinfilamente durch die Z-
Scheiben begrenzt. Die Z-Scheibe besteht aus einer hochstkomplexen Anordnung
verschiedenster Proteine. Neben der passiven Transmission der mechanischen Kraft
durch die strukturelle Anordnung der Z-Scheibe (Luther 2009) ist eine eminent wichtige
Aufgabe der Z-Scheibe die Mechanosensorik, also die Ubermittlung der mechanischen

Antwort auf eine Dehnung des Muskelgewebes.

Diinne Aktinfilamente

Dicke Myosinlilamente
H Zone Titi
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Z-Scheibe

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau eines Sarkomers: Die fir die Kontraktion verantwortlichen
parallel angeordneten Myosin- und Aktinfilamente werden begrenzt durch die Z-Scheibe. Titin
sorgt flr eine Verbindung der Myosinfilamente an die Z-Scheibe.

1.2.2 Murines Mausmodell fiir eine DCM

Aufgrund der zentralen Bedeutung der Z-Scheibe fiir die Kontraktion ist es nicht
verwunderlich, dass der Ursprung hereditérer dilatativer Kardiomyopathien oft in
Mutationen von Genen, die Z-Scheibenproteine kodieren, liegt (McNally et al. 2013). Auf
dieser Grundlage basiert auch das in dieser Arbeit genutzte Mausmodell. So dient als
Modell fir die DCM eine Muscle LIM Protein (MLP)-KO Maus. Das 194 aa groRe, Z-
Scheiben assoziierte MLP, auch bekannt als Cysteine Rich Protein (CSRP3) gehért zur
Familie der Proteine mit einer oder mehreren LIM-Domanen. Das entsprechende MLP-
Gen besteht aus 20.000 Basenpaaren und 6 Exons. Das Protein besitzt zwei LIM-
Doménen, jede gefolgt von Glycin reichen Doménen. Die Expression des MLP ist auf

gestreifte Muskelzellen begrenzt und herabreguliert im adulten Skelettmuskel, jedoch
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nicht in den Kardiomyocyten (Arber et al. 1994), daher zeichnet sich die MLP Maus zwar
durch einen kardialen Phanotyp nicht jedoch durch physiologische Einschrankungen im
Skelettmuskel aus. Neben der vorrangigen Assoziation mit der Z-Scheibe ist aber auch

zytosolische und nukleare Lokalisation beobachtet worden (Buyandelger et al. 2011).

MLP interagiert mit vielen Proteinen des kontraktilen Apparats wie beispielsweise a-
Aktinin (Louis et al. 1997) und Telethonin (TCAP) (Knoll et al. 2002) und bildet
makromolekulare Strukturen mit seinen Bindungspartnern. Aufgrund dessen hat das MLP
ein breites funktionales Spektrum, wobei die genauen Mechanismen noch nicht
vollstandig geklart wurden. Neben der Differentierung von Myozyten (Arber et al. 1994)
ist auch bekannt, dass MLP mechanistisch verflochten ist mit der Mechanosensorik in
Kardiomyozyten. So interagiert MLP mit der Integrin Linked Kinase (ILK), die wichtige
funktionelle Bedeutung in der Mechanosensorik hat (Postel et al. 2008). Dar(ber hinaus
ist MLP verlinkt in die f-adrenerger Rezeptor induzierte Signalkaskade (Rockman et al.
1998). Auch eine Beteiligung des MLP an der Stabilitdt des Zytoskeletts durch
Akkumulation an der lateralen Verankerung der Myofibrillen ist nachgewiesen worden
(Arber et al. 1997). Daher hat ein Fehlen des MLP eine gestorte Zytoarchitektur und
Mechanosensorik der Kardiomyozyten zur Folge, was die Auspréagung eines veranderten
kardialen Phénotyps verursacht.

Wildtyp MLP-KO

Abb. 1.5: Herzgeometrie in 10 Wochen alten MLP-KO Mausen: Das Herz einer 10 Wochen
alten MLP-KO Maus (rechtes Bild) zeigt eine ausgeprégte Dilatation des Ventrikels im Vergleich
zu dem Herzen einer gleichaltrigen WT Maus (linkes Bild).

Bezliglich des kardialen Phanotyps zeigen bereits neugeborene MLP-KO Mause
Anzeichen myofibrillarer Dysorganisation (Arber et al. 1997). Drei bis vier Wochen nach

der Geburt weisen MLP-KO Méuse eine deutliche Hypertrophie der Herzen auf (Arber
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etal. 1997). Eine Dilatation der Ventrikel l&sst sich zwar schon ab der 2ten Lebenswoche
beobachten, jedoch erst untersuchte 10 Wochen alte Mduse weisen die charakteristische
Erhéhung des Herzgewichts in Abhéngigkeit des Korpergewichts auf (Arber et al. 1997).
Aufgrund dieser myokardialen Vorgange entwickelt die MLP-KO Maus sowohl eine
systolische linksventrikulare Funktionseinschrankung als auch eine verschlechterte
diastolische Funktion (Lorenzen-Schmidt et al. 2005). Somit entspricht der Phénotyp der
MLP-KO Maus einem Krankheitsbild, das der klinischen Entwicklung einer humanen
dilatativen Kardiomyopathie gleicht. Auch klinische Studien unterstlitzen einen
Zusammenhang zwischen der Funktionalitit des MLP und der dilatativen
Kardiomyopathie. Es zeigte sich, dass eine Missense Mutation im Exon 2 (T10C) des im

humanen MLP-Gens Ausloser einer dilatativen Kardiomyopathie ist (Knoll et al. 2002).

1.3 Myeloperoxidase

Bei der Myeloperoxidase handelt es sich um ein Enzym der Superfamilie der
mammalianen Hamperoxidasen (MPO; EC 1.11.2.2). Erstmals beschrieben wurde dieses
Enzym in einer Forschungsarbeit von Kjell Agner im Jahre 1958. Aufgrund seiner
grunlichen Farbung wurde das Enzym zundchst als Verdoperoxidase bezeichnet. Weitere
Arbeiten zeigten, dass das Vorkommen dieses Enzyms der myeloiden Zelllinie
vorbehalten ist und somit adnderte sich der Name in Myeloperoxidase. Die Expression
dieses Enzyms ist hauptsachlich auf die neutrophilen Granulozyten und Monocyten
beschrankt (Cowland and Borregaard 1999), wobei die Expression in Monozyten deutlich
geringer ist als in neutrophilen Granulozyten. So macht das Enzym MPO 2 bis 5% der
Gesamtproteinkomposition in neutrophilen Granulozyten aus (Klebanoff 2005), wodurch
dieser Zelltyp die Hauptquelle des MPO darstellt. Die neutrophilen Granulozyten spielen
eine Schlusselrolle in der angeborenen Immunantwort. Kommt es innerhalb des Korpers
zu einer Akkumulation von pathogenen Fremdorgansimsen oder Gewebetriimmern, so
werden neutrophile Granulozyten als Teil der Immunabwehr Uber das vaskuldre System
zu dem Infektionsherd rekrutiert. Dabei rollen die neutrophilen Granulozyten entlang des
GeféaRbetts in Richtung des Blutstroms, um schlieBlich am Infektionsherd fest an das
Endothel zu binden. Zundchst erfolgt dabei eine transiente Adhdasion der Neutrophilen an
die Endothelzellen. Dies wird unter anderem ermdglicht durch die erhéhte Expression
von P- und E-Selektinen in Endothelzellen. Diese Adhé&sionsmolekdle translozieren und

akummulieren an der apikalen Zellmembran der Endothelzellen und ermdéglichen durch
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Interaktion mit Liganden des neutrophilen Granulozyten, wie beispielsweise dem E-
selectin Ligand-1 (ESL-1) und dem P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) eine
transiente Adhésion (Ley et al. 2007, Petri et al. 2008). Durch Interaktionen zwischen
Integrinen wie dem CD11b auf der Oberflache des neutrophilen Granulozyten und dem
Interzelluldren Adhesionsmolekil 1 (ICAM1) auf der Oberflache der Endothelzellen
kommt es dann zu einer festen Anbindung der Leukozyten an das Endothel.

Es zeigte sich jedoch, dass auch das von neutrophilen Granulozyten sequestrierte MPO
bei der Adhéasion dieser Zellen an die Endothelzellen von entscheidender Bedeutung ist.
Die  Myeloperoxidase  zeichnet sich  durch eine sehr  argininreiche
Aminoséurezusammensetzung aus, wodurch das Protein sehr basisch wird. Dies ist der
Grund, warum MPO unter physiologischen Bedingungen eine hochkationische
Oberflache aufweist (isoelektrischer Punkt >10). Diese Eigenschaft ermdglicht es dem
MPO, als Bindeglied zwischen Endothelzelle und Leukozyt zu fungieren. So hebt das
MPO mithilfe seiner hochkationischen Oberflache durch Bindung an die anionische
Glykokalix der beiden Zelltypen die elektrostatische AbstoRung zwischen Endothelzelle
und neutrophilem Granulozyt auf (Klinke et al. 2011). Hat der neutrophile Granulozyt
durch Bindung an das Endothel die vaskuldre Umgebung des Entziindungsherds erreicht,
beginnen die Immunzellen durch die GefdBwand an den Ort der Gewebeinfektion zu
transmigrieren. Dabei nutzen die Neutrophilen die Junktions zwischen den
Endothelzellen (Phillipson and Kubes 2011). Am Infektionsherd angekommen, sind
Neutrophile Granulozyten in der Lage, Bakterien zu phagozytieren. Neben der
Phagozytose sind die neutrophilen Granulozyten unter bestimmten Bedingungen auch in
der Lage Pathogene Uber die sogenannte NETose zu eliminieren. Dabei wird die
neutrophile DNA zusammen mit antimikrobiellen Molekulen wie Proteasen, Histonen
aber auch der Myeloperoxidase freigesetzt und es entstehen fangnetzartige Gebilde, die

sogenannten NETS, wodurch das Bakterium fixiert wird (Brinkmann et al. 2004).
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Abb. 1.6: Quartarstruktur des MPO Dimers: Die groRen Polypeptide sind in rot und blau
farblich markiert, wohingegen die kleineren Polypeptide in hellrot bzw. hellblau dargestellt sind.
Das Ham ist gruin, Carbohydrat orange, Calcium violett und Chlorid in gelbem Farbton markiert.
Die Disulfidbriicke der beiden Untereinheiten ist durch schwarze Férbung gekennzeichnet.

Neben den relevanten nichtkatalytischen Eigenschaften von MPO im Zusammenhang mit
der Rekrutierung von Leukozyten besitzt die Myeloperoxidase auch eine bedeutsame
katalytische Aktivitat. Die aktive Myeloperoxidase besteht aus einem Homodimer aus je
2 schweren a-Untereinheiten und 2 leichten -Untereinheiten, wobei jedes Monomer aus
a- und B Untereinheit ein Him M als prosthetische Gruppe tragt. Mit dieser prosthetischen
Gruppe katalysiert MPO ein breites Spektrum an physiologisch relevanten
Redoxreaktionen (siehe Abb. 1.7). Dabei besteht ein komplettes, enzymatisch aktives
MPO System aus MPO, Wasserstoffperoxid (H202) und einem Reduktionsmittel.
Physiologisch relevante Reduktionsmittel dieses MPO-Systems sind zumeist Halogen-



—-15-—

lonen, insbesondere Chlorid-lonen. In diesem Zusammenhang soll lediglich auf zwei
Reaktionen mit besonderer physiologischer Bedeutung eingegangen werden. Zunachst ist
die Bildung der hypochlorigen Sdure zu nennen, einem duferst reaktiven Oxidans. Dabei
wird MPO durch H2O> oxidiert und somit aktiviert. Eine entsprechende Gegenreaktion,
die Reduktion des MPO verlauft unter Oxidation von Chlorid und fuhrt zur Bildung von
hypochloriger Saure Uber den so genannten Halogenierungs-Zyklus. Eine weitere
bemerkenswerte Reaktion von MPO ist die Oxidation von NO zu NOz" entweder durch
direkte Reaktion mit MPO oder vermittelt durch Reaktion von NO mit Radikalen wie
dem Tyrosyl-Radikal. Diese Radikal-Intermediate entstehen bei der Reaktion geeigneter
leicht oxidierbarer Molekile mit der oxidierten Form von MPO im so genannten
Peroxidase-Zyklus (Abu-Soud and Hazen 2000, Eiserich et al. 2002).

NO
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Abb. 1.7: Durch MPO katalysierte Redoxreaktionen: Im Halogenierungszyklus wird MPO
zunéchst durch Reaktion mit Wasserstoffperoxid (H.0.) oxidiert, um dann im Gegenzug durch
Oxidation von Chlorid Hypochlorige Sdure (HOCI) zu bilden. Im Peroxidase Zyklus reagiert das
oxidierte MPO mit leicht oxidierbaren Molekiilen wie Tyrosin um Radikal-Intermediate zu
bilden, die wiederum mit NO reagieren kdnnen.
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1.3.1 Myeloperoxidase und kardiales Remodeling

Aufgrund der Eigenschaft von MPO, enzymatisch die stark bakterizid wirkende
hypochlorige Séure zu bilden, wurde zu Beginn der Erforschung von MPO diesem eine
primdr bakterizide Funktion zugesprochen. In den letzten zwei Jahrzehnten jedoch konnte
diesem Enzym zudem eine entscheidende Funktion bei chronisch inflammatorischen
Prozessen im Zusammenhang mit vielen kardiovaskularen Krankheiten nachgewiesen
werden. Es ist bekannt, dass MPO profibrotische Eigenschaften im Vorhofmyokard
besitzt. So agiert MPO als Mediator des Vorhofflimmerns. Dies geschieht tber die
Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase 9. Dabei verlduft die Aktivierung dieses
eminent wichtigen Enzyms in der Entwicklung von atrialer und ventrikulérer Fibrose Gber
eine MPO vermittelte Oxidierung eines Cysteins in der MMP (Fu et al. 2001). Somit tragt
MPO entscheidend zur Vulnerabilitdt von Vorhofflimmern bei (Rudolph et al. 2010).
Daruber hinaus zeigte sich, dass MPO auch Bedeutung in pathologischen Vorgangen
innerhalb des ventrikularen Myokards besitzt. So ist MPO involviert in die Progression
des linksventrikularen Remodelings nach akutem Myokardinfarkt. Dies erfolgt durch
oxidative Inaktivierung des Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) mithilfe von MPO
gebildeter hypochloriger Sdaure. PAI-1 hat durch seine Fahigkeit, die Expression von
MMPs zu erhéhen, funktionelle Bedeutung in der Entstehung von Fibrose und damit fur
das kardiale Remodeling (Takeshita et al. 2004). So fiihrt eine MPO Defizienz in einem
Mausmodell fur einen akuten Myokardinfarkt zu verminderter Leukozyten-Infiltration
und damit verbunden zu einer Verbesserung der reduzierten linksventrikuldren
Herzfunktion (Askari et al. 2003).

Es konnte zudem ein Zusammenhang zwischen MPO und der Herzinsuffizienz im
Patienten aufgezeigt werden. So zeigen Studien, dass Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz erhohte MPO Plasmaspiegel aufweisen (Rudolph et al. 2007). Daruber
hinaus zeigt die Studie, dass die Menge an frei in der peripheren Zirkulation
vorkommenden MPO mit der Auspragung der Herzinsuffizienz, klassifiziert nach NYHA
korreliert (Michowitz et al. 2008). Zusammen mit den mechanistischen Verbindungen
zwischen MPO und kardialem Remodeling dréngt diese Studie die Frage auf, ob ein
mechanistischer Zusammenhang zwischen der Myeloperoxidase und dem kardialen

Remodeling bei der dilatativen Kardiomyopathie besteht.
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1.3.2 MPO und vaskulare Funktion

Im Zuge erhohter vaskulérer Inflammation wird das MPO zunéchst in der Zirkulation
durch die neutrophilen Granulozyten sezerniert, anschlieBend erfolgt in der Né&he des
Infektionsherds die Bindung an das Endothel. SchlieBlich erfolgt die Transzytose und
Akkumulation von MPO in den subendothelialen Raum, also jenen Bereich, den das von
NO-Synthasen gebildete NO nach Sequestration aus den Endothelzellen passieren muss,
um seine indirekte vasodilatierende Wirkung in den glatten Muskelzellen des GefaRes zu
entfalten. MPO hingegen ist in der Lage die vaskuldare NO-Bioverfugbarkeit zu
reduzieren. Dies geschieht auf verschiedenen Ebenen. Zun&chst ist MPO in der Lage, NO
unter Bildung von NO>" zu oxidieren (Abu-Soud and Hazen 2000, Eiserich et al. 2002).
Daruber hinaus hat MPO auch indirekten Einfluss auf die NO-Bioverfligbarkeit. So kann,
wie oben beschrieben, zum einen NO auch durch von MPO gebildete Radikalintermediate
wie Ascorbyl- oder Tyrosyl-Radikale oxidiert werden (Eiserich et al. 2002). Zum anderen
flhren unter anderem reaktive Stickstoffspezies, wie sie mithilfe von MPO synthetisiert
werden, zu einem Entkopplen der NO-Synthase, sodass dieses Enzym anstelle von NO
Superoxid synthetisiert wird (Zou et al. 2002). Weiterhin steht auch das durch die
Myeloperoxidase gebildete HOCI mit einer Verringerung der NO-Bioverfiigbarkeit in
Zusammenhang. So reagiert HOCI mit L-Arginin unter Bildung von chlorinierten
Produkten, die wiederum die eNOS inhibieren (Zhang et al. 2001). Dartber hinaus fuhrt
MPO zu einer Erh6hung der Konzentration von asymmetrischem Dimethylarginins
(ADMA), einem potenten Inhibitor der eNOS. Das im Plasma vorkommende ADMA
wird durch die Dimethylamino-Dimethylargininhydolase (DDAH) metabolisiert. Jedoch
ist die Aktivitat der DDAH aufgrund seiner Sulfhydrylgruppe im reaktiven Zentrum stark
beeinflusst durch oxidativen Stress, so wird DDAH durch MPO oxidiert und damit
inhibiert (Stuhlinger et al. 2001, van der Zwan et al. 2011, von Leitner et al. 2011).

Die Tatsache, dass MPO durch verschiedene Mechanismen in der Lage ist, Einfluss auf
die Menge des NO innerhalb der Zirkulation zu nehmen, versetzt das Enzym in die Lage

pathologische Anderungen der endothelabhingigen Gefakfunktion zu erwirken.
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Abb. 1.8: Effekte von MPO auf die NO-Bioverfligbarkeit im subendothelialen Raum: Eine
direkte Reduktion der NO-Bioverfiigbarkeit durch MPO erfolgt iber Katalyse der Oxidation von
NO zu NO;. Die indirekte Reduktion der vaskuldren NO-Konzentration findet sowohl durch
Oxidation von NO mithilfe von MPO gebildetem Ascorbyl und Tyrosylradikal statt, als auch
durch Inhibierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS). Zum einen fuhrt die Reaktion von
eNOS mit von MPO gebildeten reaktiven Stickstoffspezies zur Entkopplung des Enzyms.
Weiterhin reagiert durch MPO gebildete hypochlorige Sdure mit L-Arginin unter Bildung von
chlorinierten Produkten, die wiederum die eNOS inhibieren. Auch ein MPO vermittelter Anstieg
der Konzentration des asymetrischen Dimethylarginins (ADMA) durch Inhibierung der
Dimethylamino-Dimethylargininhydolase (DDAH) sorgt fiir eine Inhibierung der eNOS.

Dies wird untermauert durch Untersuchungen in verschiedenen Versuchstiermodellen.
An einem murinen Modell fir eine akute Endotox&mie, induziert durch
Lipopolysaccharid (LPS), konnte gezeigt werden, dass in vivo eine MPO Defizienz vor
LPS induzierter endothel-vermittelter Verschlechterung der Gefal3funktion schutzt
(Eiserich et al. 2002). Des Weiteren konnte ein reduzierender Einfluss von MPO auf die

koronare Perfusion in einem porzinen Tiermodell gezeigt werden (Rudolph et al. 2012).

Die Erkenntnis, dass in Patienten mit diagnostizierter Herzinsuffizienz der MPO
Plasmaspiegel signifikant erhoht ist (Rudolph et al. 2007, Michowitz et al. 2008)
zusammen mit der Eigenschaft von MPO, die NO-Bioverfligbarkeit zu reduzieren, zeigt,
dass MPO auch im Rahmen dieser Erkrankung zu einer inflammatorisch bedingten
Verschlechterung der Endothelfunktion beitragen kann. So zeigte sich im Patienten eine
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negative Korrelation zwischen dem MPO Plasmaspiegel und der Fahigkeit der Gefale,
zu relaxieren (Rudolph et al. 2012).

1.4 Fragestellung der Arbeit

In dieser Dissertation soll nun die Frage UGberpruft werden, ob und inwieweit das Enzym
Myeloperoxidase mechanistisch involviert ist in die Progression einer Herzinsuffizienz,
bedingt durch eine hereditdre dilatative Kardiomyopathie im Mausmodell. Dabei soll
sowohl ein moglicher Effekt von MPO (ber die Beeinflussung des myokardialen
Remodelings, als auch der vaskuldren Funktion untersucht werden. Dies kdnnte einen
Beitrag leisten zur Etablierung eines neuen therapeutischen Ansatzes fir die

Herzinsuffizienz.



2 Material

2.1 Gerate
Ger:iit
Zentrifugen
Brutschrénke
Sicherheitswerkbinke
WB System
SDS Gel Kammer
Agarose Gel Kammer
Western Blot Imager
UV Tisch
Mirkoskop/ IF-Mikroskop
RT System
Thermocycler
Inkubator
Spektrophotometer

Datenerfassungssystem

Peristaltische Pumpe
Konduktanz-Katheter
Druckmesser

Stromgenerator

Modell
5810R
Safefrow 188

Class Il Type A/B3

PerfectBlue Tank Elektroblotter

PerferctBlue TWin
PerfectBlue Gelsystem
Phusion FX Vilber Lourmat
Phusion FX Vilber Lourmat
BZ 9000

CFX 96 RT System
T3 Thermocycler
Multiscan FC
Nanodrop 2000c
PowerLab  data
device

Reglo Digital
Modell SPR 839
Einweg-Druck-Transducer

peqPOWER E300

aquisition
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Hersteller
Eppendorf
Euroclone

The Baker Company
Peqlab

Peqlab

Peqlab

Peglab

Peglab

Keyence

Biorad

Biometra

Thermo Scientific
Thermo Scientific

ADInstruments

Ismatec
Millar Instruments
Braun

Peqlab
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2.2 Puffer und Ldsungen

2.2.1 Puffer und Losungen fir Proteinbiochemische Methoden

Picrosirius Red Losung 500 mg Sirius Red F3B

Proteinlyse-Puffer

Proteinlyse-Losung

(zum direkten Gebrauch)

10x SDS-PAGE Laufpufter

1x SDS-PAGE Laufpuffer

4x Sammelgel-Puffer

ad 500 mL

0,121g
428 ¢
0,057 g
0,292 ¢
Ad 50 mL
pH 7.5

10 mL

50 uL
50 uL

30,2 g

144 g

744 ¢

6g

Ad 1000 mL

100 mL
Ad 1000 mL

303 g
I5¢g

pH 6.8

2g

Ad 500 mL

gesattigt wassrige Pikrinsdure

Tris-HCl
Saccharose
EGTA
EDTA

Aqua bidest.

Proteinlysepuffer
Tablette Complete
PMSF (0,1 M)
Triton X 100

Tris

Glycin
EDTA

SDS

Aqua bidest.

10x SDS PAGE Laufpuffer

Aqua bidest.
Tris (0,5 M)
EDTA

SDS
Aqua bidest.



4x Trenngel-Puffer

Blotting-Puffer

10x TBS

Ix TBS-T

Blockpuffer fiir Western Blot

Blockpuffer fiir Inmunhistologie

Stripping Pufter 1

Stripping Pufter 2

90,85 g
I5¢

pH 8.8

2g

Ad 500 mL

3,03¢g
14,4 ¢

200 mL

Ad 1000 mL

242 ¢

80 g

Ad 1000 mL
pH 7.6

100 mL
1 mL
Ad 1000 mL

5¢g
Ad 100 mL

15,1¢g
Ad 1000 mL
pH 2.5

6,057 g
Ad 1000 mL
pH 7.5

Tris
EDTA

SDS
Aqua bidest.

Tris

Glycin
Methanol
Aqua bidest.

Tris Base
NacCl
Aqua bidest.

10x TBS
Tween-20
Aqua bidest.

Magermilchpulver

1x TBS-T
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10% Ziegenserum in 0,1 %

Triton X-100/PBS

Glycin
Aqua bidest.

Tris
Aqua bidest.



4x Laemmli Probenpufter

5mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
4 mL Glycerol
8 mL 10 % SDS

2.2.2 Puffer und Losungen fur Gentechnische Methoden

TBE Puffer 1x

10,8 g Tris

55¢ Borsaure

0,7¢g EDTA

Ad 1000 mL Aqua bidest.
2% Agarosegel

2¢g Agarose

Ad 100 mL TBE Puffer

2.2.3 Puffer und Lésungen flr physiologische Untersuchungen der Maus

Krebs-Henseleit-Solution (10x)

684 ¢g NacCl

348 ¢ KCl

1,63 g KH2POg4

0,14 ¢g MgSO47H20,

Ad 1000 mL Aqua bidest.

Krebs-Henseleit Solution (1x)

100 mL Krebs-Henseleit-
Solution (10x)

Ad 1000 mL Aqua bidest.

2g NaHCO;

1,8¢g Glucose

367 mg CaCl>2H,O

2.3 Proteinstandards fur Western Blot

o PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)

o PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific)
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2.4 DNA Standards fur die Agarosegelelektrophorese

e GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)

2.5 Protein-Inhibitoren

o cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)

e PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)

2.6 Verwendete Antikorper

2.6.1 Primarantikorper

Fiir Western Blots
eNOS
pVASP/VASP
GAPDH

Fiir Immunhistologien
CD31

2.6.2 Sekundarantikorper
Fiir Western Blots
Anti-Kaninchen,

konjugiert

Fiir Immunhistologien

Anti-Kaninchen Alexa Fluor life technologies

488 konjugiert

Cell Signaling
ImmunoGlobe
Cell Signaling

R&D Systems

HRP Vector

_24_
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3 Methoden

3.1 Protein-biochemische Methoden

3.1.1 Proteinaufreinigung aus Gewebe

Um die Proteine aus Gewebe aufreinigen zu kénnen, muss es zunachst aufgeschlossen
werden. Das gefrorene Gewebe wird manuell zermdérsert, dabei wird darauf geachtet, dass
Morser und StoRel mithilfe von flussigem Stickstoff permanent gekuhlt sind.
AnschlieBend wird das zermorserte Gewebe in einem Eppendorf-Reaktionsgefal mit
Proteinlyse-Losung versetzt und fur eine Stunde auf Eis inkubiert. Dabei wird die
Suspension alle 15 Minuten gevortext. Anschliefend wird diese fir 10 Minuten bei
10.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Proteinlysat befindet sich im Uberstand und wird
vorsichtig abpipettiert und im Anschluss aliqoutiert. Ein Teil des Proteinlysats wird fir
eine Proteinbestimmung verwendet. Der Anteil, der fur Western Blot Analysen
verwendet wird, wird mit 4x Laemmli versetzt und fiir funf Minuten bei 95°C inkubiert.

AnschlieBend wir die Probe bei -80°C weggefroren.

3.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wird mithilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits (Thermo
Scientific) geméal des dem Kit beigefiigtem Protokoll durchgefiihrt. Dabei erfolgt die
Detektion und Quantifizierung kolorimetrisch. Zundchst reagieren zweiwertige Kupfer-
lonen quantitativ mit Protein und es bilden sich einwertige Kupfer-lonen, die dann einen
Komplex mit der eingesetzten Bicinchoninsaure bilden. Die daraus resultierende
Absorption des Komplexes l&sst sich bei einer Wellenldénge von 562 nm photometrisch
auswerten. Fir die Proteinbestimmung werden die Proteinlysate zundchst 1:50 in Aqua
bidest. verdinnt und anschlieBend mit der Reaktionslésung fiir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Daraufhin erfolgt die photometrische Quantifizierung bei 562 nm unter

Verwendung einer Standardkurve.
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3.1.3 Auftrennung von isolierten Proteinen mittels der SDS-Polyacryamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen entlang ihres
Molekulargewichts. Dies ist mdglich durch den Einsatz des Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS), einem Monoester der Sulfatsure. Bei Zugabe bindet SDS
mit seiner hydrophoben Alkylketten an die entsprechenden Proteine. Neben einer
Denaturierung der Proteine hat dies zur Folge, dass die Eigenladung der Proteine
vollstdndig durch die negative Ladung des SDS uberdeckt wird. Da SDS-
Proteinkomplexe ein konstantes Ladungs/Masse-Verhéltnis aufweisen, bewegen sich die
SDS-Proteinkomplexe umgekehrt proportional zu ihrem Molekulargewicht durch ein
elektrisches Feld.

Abb. 3.1: Strukurformel des Natriumdodecylsulfats (SDS)

Die Auftrennung der Proteine erfolgt bei der SDS-PAGE in einem Polyacrylamidgel. Alle
flr dieses Projekt durchgefiihrten SDS-PAGES werden mithilfe des diskontinuierlichen
Systems durchgefihrt. Dabei werden ein Trenngel mit einem Acrylamidanteil von 10%
und ein Sammelgel mit einem Acrylamidanteil von 4% verwendet. Das Sammelgel dient
dazu, die Probe anzukonzentrieren, wahrend die Proteine im Trenngel entlang ihres
Molekulargewichts aufgetrennt werden. Nach GieRRen des Gels, wird dieses in der mit
Laufpuffer gefullten SDS-Gel-Kammer fixiert und die Proben werden aufgetragen.
AnschlieBend wird eine Spannung von 60 V angelegt bis die Proben das Sammelgel

passiert haben. Die Auftrennung der Proteine im Trenngel erfolgt dann bei 100 V.



Sammelgelpuffer 4x
Trenngelpuffer 4x
H>O bidest
Acrylamid (30%)
10% SDS

10% APS

Temed

Sammelgel
4 mL

8 mL

4 mL

160 uL

96 uL

16 uL

Trenngel
6,8 mL
6,3 mL
13,8 mL
300 uL
300 pL
13,2 uL
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Tab. 3.1: Herstellung eines fur das diskuntinuierliche System erforderlichen Sammelgels

(4% Acrylamidanteil) und Trenngels (10% Acrylamidanteil)

3.1.4 Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran

Um die mithilfe der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine einem immunologischen

Nachweis unterziehen zu kénnen, werden sie anschliefend elektrophoretisch auf eine

Nitrocellulose-Membran transferiert. Dies erfolgt durch das NassBlot-Verfahren (siehe

Abb. 3.2). Der Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran erfolgt bei 100 mA

fur 90 Minuten. Um den Erfolg des Transfers Gberprifen zu kdnnen, werden die auf der

Membran befindlichen Proteine nachfolgend mit Ponceau S angefarbt.

Kathode

o

Gitter

Puffer — |

\

Anode

-

Schwamm 7

Filterpapier
SDS-Gel

Membran
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung eines Aufbaus fiir das Nassblot-Verfahren: SDS-Gel
und Nitrocellulose-Membran werden von Filterpapier begrenzt, das wiederum mit Schwammen
ummantelt wird. AnschlieBend wird die Anordnung mit einem Gitter fixiert und in eine mit Blot-
Puffer gefiillte Nassblot-Kammer eingefiihrt und eine Stromstérke von 100 mA angeschlossen.

3.1.5 Immunoblotting

Anhand des Immunoblottings l&sst sich eine Aussage Uber Vorhandensein und relative
Menge eines gewinschten Proteins einer Probe treffen. Dabei wird das gesuchte Protein
durch den Einsatz spezifischer Antikorper markiert und mithilfe einer chemischen
Reaktion quantifiziert. Um die Spezifitat der eingesetzten Antikorper zu erhéhen, werden
die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran unter Einsatz von Milchpulver oder
bovinem Serum Albumin abgeséttigt. Dafiir wird die Membran mit 5% Milch/TBS-T
bzw. 3% BSA/TBS-T fiir 1 h unter stindigem Schwenken inkubiert. AnschlieRend erfolgt
die Inkubation der auf der Nitrocellulose-Membran immobilisierten Proteine mit einem
gegen das gesuchte Protein spezifischen Primérantikorper G.N. bei 4°C. Nach drei 20-
minutigen Waschschritten mit TBS-T kommt ein Horseraddish Peroxidase gekoppelter
Sekundarantikdrper zum Einsatz. Bei der anschlieenden Chemilumineszenzreaktion
wird im Puffer enthaltenes Wasserstoffperoxid (H202) durch die Antikorper-gekoppelte
Peroxidase reduziert, wahrend Luminol oxidiert wird. Es wird sowohl das Amersham
ECL PrimeWestern Blotting Detection Reagent (GE Life Sciences) als auch das
SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) eingesetzt.
Sowohl die Detektion als auch die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgt mithilfe des
Phusion FX Vilber Lourmat (PegLab).

3.1.6 Ablosen von auf der Nitrocellulosemembran gebundener Antikorper

Durch das Abldsen der auf dem Blot gebundenen Antikorper besteht die Moglichkeit
weitere immunologische Nachweise mit derselben Membran durchzufiihren. Dabei wird
die Membran zunédchst zweimal 20 Minuten in Stripping Puffer 1 und anschliel3end
zweimal 20 Minuten in Stripping Puffer 2 unter standigem Ruhren inkubiert. Nach einem
finfmindtigen Waschschritt mit TBS-T kann die Membran anschliefend wieder mit

Blockierlosung geblockt und mit gewiinschten Antikdrpern behandelt werden.
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3.1.7 Immunfluoreszenz

Mittels dieser Methode konnen Proteine in Zellen oder Gewebeschnitten sichtbar
gemacht werden. In dieser Arbeit wurde ausschliellich die indirekte Immunfluoreszenz
eingesetzt. Dabei ist der erste Antikorper spezifisch flr das gesuchte Protein, wahrend
der zweite Fluorochrom gekoppelte Antikorper die spezies-spezifischen IgGs des ersten
Antikdrpers erkennt und als Epitop bindet (siehe Abb. 3.3). Fur die Immunfluoreszenz
wird das Gewebe nach der Entnahme in Tissue-Tek eingebettet und sofort auf fliissigem
Stickstoff als Cryoblock schockgefroren. Bis zur Nutzung erfolgt die Lagerung dann bei
-80°C. Fur die Immunfloureszenz werden 5 pm dicke Schnitte des Cryoblocks
angefertigt. Anschlielend tauen die Schnitte flir 5 Minuten bei RT an. Nachfolgend wird
das Gewebe auf dem Objekttrager fur 15 Min mit 3,7 % Formaldehydlésung fixiert.
Daraufhin erfolgen drei Waschschritte mit PBS fur jeweils funf Minuten Dbei
Raumtemperatur. Als nachster Schritt wird das Gewebe permeabilisiert. Daflr werden
die Schnitte fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einer 0,1 % Triton X-100/PBS
Losung inkubiert. Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wird das Gewebe
darauthin mit 10% Ziegenserum in 0,1 % Triton X-100/PBS L&sung eine Stunde bei
Raumtemperatur blockiert. AnschlieRend wird der Gewebeschnitt mit einem gegen das
gesuchte Protein spezifischen Primarantikorper, verdinnt in Blockierlésung, fir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgen wieder drei Waschschritte mit
PBS fur jeweils 5 Minuten. Als n&chstes wird der Gewebeschnitt mit einem Fluorochrom
gekoppelten Sekundérantikorper, der die 1gGs des Erstantikdrpers spezifisch bindet,
ebenfalls fir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Auch dieser
Antikorper wird in Blockierlésung verdinnt. Daraufhin erfolgen zwei Waschritte mit
PBS fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit. Um die Zellkerne anzuféarben wird
der Gewebeschnitt daraufhin mit DAPI (1pg/mL PBS) fur 15 Minuten bei RT in
Dunkelheit inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS fur jeweils finf
Minuten wird der Objekttréager schlie3lich mit Fluorescence Mounting Medium (Dako)

eingedeckelt und mikroskopiert.
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Fluoreszenzfarbstoff

<«———— Sekundarantikorper

A <+ Primarantikérper
' <— Antigen

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der indirekten Immunfluoreszenz: Ein Primarantikorper
bindet spezifisch an das zu untersuchende Protein. Ein Fluorochrom-gekoppelter
Sekundarantikorper bindet spezies-spezifisch die 1gGs des Primarantikorpers.

3.1.8 Picrosirius Rot Farbung

Mithilfe der Picrosirius Rot Farbung lasst sich Kollagen innerhalb eines Gewebeschnittes
anfarben, um Rickschliisse auf den Grad der Fibrosierung des gewinschten Gewebes
ziehen zu konnen. Kollagenmolekiile sind charakterisiert durch ein hohen Anteil an
basischen Aminoséuren, was sie in die Lage versetzt mit dem aziden Azofarbstoff Sirius
Rot zu reagieren. Eine Reaktion von Kollagen mit Sirius Rot fuhrt zu einer erhéhten
Doppelbrechung parallel angeordneter Kollagenfasern. Dieser Umstand erlaubt es
fibrosierte Areale eines Gewebeschnitts unter Verwendung der Durchlichtmikroskopie

sichtbar zu machen (Montes and Junqueira 1991).
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Abb. 3.4: Strukturformel des Sirius Rot Farbstoffs: Durch die sechs Schwefeltrioxid (SOz)
Gruppen kann Sirius Rot mit basischen Resten des Kollagens interagieren.
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In dieser Arbeit wird die Picrosirius Red Farbung mit Paraffingewebeschnitten
durchgefuhrt. Daflr wird das entnommene Gewebe zundchst fur 24 Stunden in Formalin
inkubiert, anschlieBend in PBS Uberfuhrt, entwassert und in Paraffin eingebettet. Mit den
auf diese Weise erhaltenen Paraffinblocken werden dann finf pum dicke Schnitte
angefertigt. Fir die Farbung mussen die Schnitte zundchst entparaffinisiert werden. Dafur
werden diese fur 20 Minuten in Xylol inkubiert und daraufhin je eine Minute in zunéchst
in 100% Ethanol, dann in absteigender Konzentrationsreihe in 95% Ethanol und
schlielich in 70% Ethanol inkubiert, um danach flr eine Minute in Aqua bidest. inkubiert
zu werden. Im weiteren Verlauf erfolgt eine Farbung der Gewebeschnitte mit Weigert's
Eisenhdmatoxilin fur flnf Minuten bei Raumtemperatur. Dann wird der Schnitt mehrmals
unter zu wechselndem, warmem Leitungswasser abgespilt. Zur Entfarbung des
Zytoplasmas wird das Gewebe anschlieend in 1% HCI / 96% Ethanol inkubiert und
wieder unter zu wechselndem, warmem Leitungswasser abgespult. AnschlieRend erfolgt
die Farbung der Schnitte mittels der Picrosirius Red Ldsung fiur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Danach werden die Schnitte zweimal in 0,5% Essigsdure gewaschen
und auf Filterpapier getrocknet. Im Anschluss erfolgt eine Dehydrierung durch
dreimaliges Inkubieren in 96% Isopropanol fir jeweils 1 Minute bei Raumtemperatur.
Zuletzt werden die Gewebeschnitte mit einem l6sungsmittelhaltigen Eindeckmittel
eingedeckt und mikroskopiert. Die Quantifizierung des Fibrosegrads erfolgt durch

Ermittlung der Fibrose-positiven Areale im Ventrikel durch die Software IVision.

3.1.9 IBA-1 Farbung

Zur Untersuchung der Makrophageninfiltration in den Ventrikel wurde eine Farbung auf
das ionisierte Calcium bindende Adaptermoldekiil 1 (IBA1) durchgefihrt. IBA1 wird
spezifisch in Markrophagen exprimiert. Die Féarbung erfolgte auf 5 pum dicken
Paraffinschnitten und wurde in der Mauspathologie Facility des Uniklinikums Hamburg
Eppendorf nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt. Die Quantifizierung erfolgt durch
verblindete Zahlung der positiv gefarbten Makrophagen im Ventrikel pro Sichtfeld.

3.1.10 In vitro Quantifizierung der MPO-Konzentration

Die Menge an MPO im Plasma und im Herzperfusat wird mithilfe des HK210 Mouse
MPO ELISA Kit (Hycult biotech) nach dem Kit beigefiigten Protokoll ermittelt. Bei
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diesem ELISA sind die Wells mit einem anti-Maus MPO-Antikorper beschichtet, sodass
eine Anbindung des in der Probe enthaltenen MPO an das Well stattfindet. Anschlielend
bindet ein Biotinylated Tracer Antibody das im Well fixierte MPO. Daraufhin bindet ein
eingesetztes Streptavidin-Peroxidase Konjugat mit dem Biotinylated Tracer Antibody und
reagiert mit Tetramethybenzidin (TMB), was zu einer Oxidation des TMB fuihrt, welches
dann eine blaue Farbung entwickelt. Nach Zugabe der Stop-Losung farbt sich der
Reaktionsansatz gelb und absorbiert bei 450 nm Wellenlange. Diese Absorption kann
mithilfe eines Spektrophotometers ermittelt werden. Durch die Verwendung einer
Standardkurve kann dann die MPO-Konzentration in den Proben errechnet werden. Bei
der Messung von Plasmaproben, werden diese 1:4 verdiinnt eingesetzt und anschlielend
quantifiziert. Die Herzperfusate hingegen werden aufgrund der hohen MPO-

Konzentration zuvor 1:8 in PBS verdinnt und anschlieRend gemessen.
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3.2 Gentechnische Methoden

3.2.1 Arbeiten mit DNA

3.2.1.1 DNA-Isolation aus Gewebe

Die DNA-Isolation erfolgt aus Schwanzspitzenbiospien der Versuchstiere. Verwendet
wird hierfir das RNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen). Die Isolation der DNA wurde
nach dem dem Kit beigefiigten Protokoll durchgefiihrt.

3.2.1.2 Bestimmen der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wird photometrisch ermittelt. Dabei wird die Absorption bei 260
nm Wellenlange mithilfe eines Photometers gemessen. Durch das Lambert-beersche
Gesetz ist die Adsorption bei 260 nm proportional zur DNA-Menge in der gemessenen
Probe. Dabei entspricht ein OD von 1 bei 260 nm einer DNA-Konzentration von 50
pg/mL. Die Reinheit der DNA wird durch den Quotienten Axeo/Azgo ermittelt.

3.2.1.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Bei der Arbeit mit Knockout-Maus-Linien ist es unablassig, den Genotyp der Individuen
zu bestimmen. Fir die Genotypisierung kommt die PCR-Methode zum Einsatz. Die PCR
liefert die Moglichkeit, einen bestimmten Bereich eines DNA-Doppelstrangs zu
amplifizieren. Diese Vervielféltigung erfolgt enzymatisch durch eine eingesetzte DNA-
Polymerase. Dabei werden spezifische Primer, welche den zu amplifizierenden Bereich
im DNA-Doppelstrang flankieren, eingesetzt. Fir die Genotypisierung des MLP-KO
wird die Phusion High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolaps) verwendet. Fur
die Genotypsierung beztglich des MPO-KO wird der HotStarTag Master Mix Kit
(Qiagen) verwendet.
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Primer 1 1 uL (Endkonz. 0,5 uM)

Primer 2 1 uL (Endkonz. 0,5 uM)
Phusion Polymerase 0,2 uL (0,02 U/ul)
5x Phusion Puffer 4 uL
dNTP (10mM) 0,4 uL
DNA 5ng
Aqua bidest. Ad 20 pL
Tab. 3.2: Pipettierschema fur die MLP-WT/KO PCR

Primer fir die MLP-WT PCR

e Stup: GAATAG CCT CAG AAAGTG GC

e WA4R: TGC AGT GGA AAC AGG TCT TGT GG

94°C 2 min
94°C 30 sec
60°C 30 sec
72°C 90 sec
34 Zyklen

72 °C 7 min
4°C o0

Tab. 3.3: Programm MLP-WT

Primer fur die MLP-KO PCR

e pP9R: GCATCGCCTTCT ATCGCCTTCTTG ACG

e Strev: TCT CAG GTA GAT CAC AGT TGC



94°C
94°C
61°C
72°C

34 Zyklen
72 °C

4°C

Tab. 3.4: Programm MLP-KO

2 min
30 sec
30 sec
90 sec

7 min
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Abb. 3.5: Ergebnis einer MLP-WT/KO Genotypisierungs PCR: (A) MLP-WT PCR: Die
obere helle Bande zeigt ein VVorhandensein des MLP-WT Allels in der Probe. (B) MLP-KO PCR:
Die obere Bande zeigt ein VVorhandensein des MLP-KO Allels in der Probe. Beide Abbildungen

zeigen UV-Aufnahmen von mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen.

HotStarTaq Mastermix 2x 15 uL
Primer 1 1 uL
Primer 2 1 uL
DNA 5ng
Aqua bidest. Ad 30 uL
Tab. 3.5: Pipettierschema fiir die MPO-WT/KO PCR

Primer fur die MPO-WT PCR

e MPO 3941: GTG AAG AAG GAG AAG CGG GTA G

e MPO 3685: CTG GAC GCC AGG AGT CAATCG



—- 36—

Primer fur die MPO-KO PCR

e MPO 3941: GTG AAG AAG GAG AAG CGG GTA G

e MPO Neo9: TCCTCG TGC TTT ACG GTATCG

94°C 5 min
94°C 30 sec
52°C 1 min
72°C 2 min
35 Zyklen
72 °C 7 min
4°C o0
Tab. 3.6: Programm MPO WT/KO

A

Abb. 3.6: Ergebnis einer MPO-WT/KO Genotypisierungs PCR: (A) MPO-WT PCR: Die
helle Bande rechts zeigt ein VVorhandensein des MPO-WT Allels in der Probe. (B) MPO-KO PCR:
Die obere Bande zeigt ein VVorhandensein des MPO-KO Allels in den Proben. Beide Abbildungen
zeigen UV-Aufnahmen von mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen.

3.2.1.4 Agarosegeleletrophorese

Um den Erfolg der Genotypisierungs-PCR zu uberprifen, werden die amplifizierden
DNA Fragmente in einem Agarosegel fir eine Stunde bei 100 V aufgetrennt und
anschlieBend das Gel mit dem DNA interkaliernden Farbstoff GelRed Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium) angeféarbt. AnschlieBend wird das Ergebnis unter UV Bestrahlung

dokumentiert.
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3.2.2 Arbeiten mit RNA

3.2.2.1 RNA-Isolation aus Gewebe

Die RNA-Isolation erfolgt aus Ventrikelgewebe der Versuchstiere. Verwendet wird
hierflir das RNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen). Die Isolation der RNA wird exakt
nach dem dem Kit beigefligtem Protokoll durchgefiihrt.

3.2.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Wie die DNA-Konzentration wird auch die RNA-Konzentration UV spektrometrisch
ermittelt. Dabei wird die Absorption bei 260 nm Wellenldnge mithilfe eines Photometers
gemessen. Durch das Lambert-beersche Gesetz ist die Adsorption bei 260 nm
proportional zur RNA Menge in der gemessenen Probe. Dabei entspricht ein OD von 1
bei 260 nm eine RNA-Konzentration von 40 pg/mL. Die Reinheit der RNA wird durch
den Quotienten Azeso/Azgo ermittelt.

3.2.2.3 Reverse Transkription

Um mithilfe der RT-PCR Genexpressionsversuche durchfiihnren zu kénnen, muss die
isolierte mMRNA zundchst in cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgt mittels des
Enzyms reverse Transkriptase. Dabei binden Oligo-(dT)-Primer an die Poly (A)-
Schwaénze der mRNA und somit wird die gesamte mRNA in cDNA umgeschrieben.
Verwendet wird dabei das High-Capacity cDNA Reverse Transkription Kit (Applied

Bioscience).
10x RT Pufter 2 uL
25x dNTPs (100mM) 0,8 uL
Random Primer 2 uL
Reverse Transkriptase 2 uL
RNA 2ug

Tab. 3.7: Pipettierschema fur die reverse Transkription
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25°C 10 min
37°C 120 min
85°C 5 sek
4°C 00
Tab. 3.8: Programm fur die reverse Transkriptase Reaktion

3.2.2.4 Real Time Quantitative PCR (q-PCR)

Bei der quantitativen Real Time (g-) PCR handelt es sich um eine Methode zur
Quantifizierung der Expression eines gesuchten Gens. Unter Verwendung spezifischer
Primer wird die Menge an vorher aus mRNA synthetisierter cDNA ermittelt. Die
Detektion der Amplifikation der Zielsequenz erfolgt unter Verwendung des DNA
bindenden Farbstoffs SYBR Green. Dieser Farbstoff bindet unspezifisch an dsDNA, was
zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensitit des SYBR Green um das 1000-fache fuhrt.
Dabei ist die Erhdhung der Fluoreszenz proportional zu der Menge an dsDNA in der
Probe. In dieser Arbeit wird SsoFast EvaGreen Supermix (Biorad) zur Anfarbung der
DNA verwendet. Fir die Amplifikation der gesuchten Zielsequenz werden Quantitect

Primer Assays (Qiagen) genutzt.

SSoFast EvaGreen 10 uL

Primerpaar 2uL

cDNA 10 ng

Aqua bidest. Ad 20 pL

Tab. 3.9: Pipettierschema fur die g-PCR

95°C 15 min
94°C 15 sek
55°C 30 sek
72°C 30 sek
35 Zyklen
4°C 0
95°C 15 min

Tab. 3.10: Programm fur die g-PCR
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Abb. 3.7: Beispielhafte Darstellung eines g-PCR Ergebnisses: Uber das Erreichen des
Schwellenwertes (CT-Wert) der cDNA-Amplifikate lasst sich die Menge an entsprechender
MRNA berechnen.

Die Quantifizierung der RT-PCR Daten wird unter Einsatz der AACT Methode
durchgefihrt (Livak and Schmittgen 2001). Fiur die Normalisierung der Werte dient die
Expression von GAPDH. Dabei werden Unterschiede in der Expression als x-fache

Expression angegeben.

3.3 Arbeiten und Umgang mit Versuchstieren

Die Tierexperimentellen Arbeiten dieser Arbeit werden streng nach den Richtlinien der
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the US National
Institutes of Health” durchgefuhrt. Weiterhin wurde das Studiendesign durch die
entsprechende Tierversuchsbehorde durch den Antrag 11/013 (,,Bedeutung von nitrierten

Fettsduren fiir die dilatative Kardiomyopathie®) legitimiert.
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3.3.1 Verwendete Mausgruppen

Folgende Gruppen werden zur Beantwortung der Projektfrage miteinander verglichen:

Wildtyp (WT) MLP-WT Nachkommen

MLP-KO Maus Muscle LIM Protein defiziente Maus

MLP/MPO DKO Maus  Muscle LIM Protein/Myelopreoxidase defiziente Maus
MPO-KO Maus Myeloperoxidase defiziente Maus

3.3.2 Alter und Geschlecht der eingesetzten Versuchstiere

Alle fiir die Erzeugung der Ergebnisse in dieser Arbeit bendtigten Versuchsméuse haben
ein Alter von 10 Wochen und sind mannlichen Geschlechts.

3.3.3 Erzeugung und Beschaffung der Mauslinien

Die MLP-KO Mauslinie wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Knéll, Imperial
College, British Heart Foundation — Centre for Research Excellence, National Heart and

Lung Institute, London zur Verfugung gestellt.

Die MLP/MPO DKO Mauslinie wurde durch Kreuzung der MLP-KO Méuse mit den bei
Charles River erhaltlichen MPO Ttm1lus (MPO-KO) M&usen erzeugt.

3.3.4 Haltung der Versuchsmause

Gemal des Hygienestandards der Tierhaltung werden die Mause in IVC-Kéfigen, Typ Il
lang, (Besatzdichte 5 — 8 Méuse je nach Alter bzw. Gewicht gemal (2007/526/EG))
gehalten. Die Luftwechselrate/h in den Kafigen betragt 70 und in den Rdumen 8. Die
Tierhaltungsrdume werden (ber die zentrale Klimaanlage Kklimatisiert, die
Raumtemperatur betragt 20-24°C, die relative Luftfeuchtigkeit betragt 50-70%. Der
Lichtzyklus betragt 12:12 h Tag/Nacht. Die Ké&fige sind ausgestattet mit Einstreu (FS14
— Fa. Rettenmaier), Futter (1314 FORT — Altromin), autoklaviertes Trinkwasser sowie

Nestlets. Sdmtliche Materialien werden per Autoklav bzw. H202-Schleuse eingeschleust.
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3.3.5 Organentnahme

Fur die Organentnahme wird die Maus zunéchst mithilfe von Isofluran und einer
Narkosekammer narkotisiert und anschlielend fur die Inhalationsnarkose auf einer
Warmeplatte fixiert und durch eine Narkosemaske unter Narkose gehalten (1-1,5%
Isofluran). Wenn kein Schmerzreiz mehr erkennbar ist (Toe Pinch Reflex) wird das
Abdomen der Maus kurz unterhalb des Brustkorbs getffnet und das Zwerchfell
durchtrennt. Fur die Blutentnahme wird die Vena cava getffnet und mit einer 1 mL
Spritze +10 pL Heparin (rein) aufgenommen und anschlie3end in einem 1,5 mL Eppi mit
5-7 Heparin Kugelchen fur sechs Minuten bei 3.000 g zentrifugiert und das Plasma
(Uberstand) bei -80°C eingefroren und gelagert. Daraufhin werden Herz und Aorta
entnommen und in 4°C kaltem PBS Puffer (+Complete +PhosphoStop) freiprépariert und

nachfolgend bei -80°C eingefroren.

3.3.6 Echokardiographische Untersuchung der Herzfunktion

Zur Bestimmung der Herzfunktion wird eine transthorakale Echokardiographie
durchgefiihrt. Dabei konnen durch Aufnahme und anschlieBender geometrischer
Auswertung von Videosequenzen des Herzens spezifische Parameter fiir die
Herzfunktion errechnet werden. Fiir die echokardiographische Untersuchung wird die
Maus zundchst mit Isofluran (1-2%) anasthesiert und in Rickenlage auf einer
Warmeplatte fixiert. Fir die Echokardiographie wird ein Vevo System (VisualSonics)
verwendet. Fir die Ermittlung funktionsspezifischer Herzparameter werden die
echokardiographischen Aufnahmen im Brightness Modulation Mode (B-Mode)

dargestellt, wodurch die Echo-Intensitat in einen Helligkeitswert umgewandelt wird.

3.3.7 Katheteruntersuchung zur Ermittlung von linksventrikularen Druck-

Volumen-Schleifen

Bereits 1957 konnten Burch et al. zeigen, dass die zyklische Ermittlung der Anderungen
von Druck und Volumen im Ventrikel wéhrend der Kontraktion einen geeigneten
Parameter flr die Bestimmung der Herzfunktion darstellt (Burch et al. 1957). Etwa 40
Jahre spater wurden die ersten Druck-Volumen-Schleifen im Ventrikel von
Versuchsméusen mithilfe von Konduktanzkathetern ermittelt (Georgakopoulos et al.

1998). Heute gehort die Druck-Volumen Analyse unter Einsatz eines Druck-Volumen-
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Konduktanz-Katheters zu den Goldstandards fur die Ermittlung der sytolischen und
diastolischen Herzfunktion in kleinen Versuchstieren. Dieser Katheter verfiigt an seiner
Spitze Uber Ringe aus Elektroden mit unterschiedlichem Abstand zueinander. Mithilfe
dieser Elektrodenringe entsteht ein elektrisches Feld und der Katheter kann durch
Verénderungen der Leitfahigkeit zwischen den Elektrodenringen VVolumenanderungen
der Umgebung ermitteln (s. Abb. 3.8). Die Druckmessung hingegen erfolgt tiber ein mit
piezoelektrischen Kristallen beschichtetes Druckkissen an der Spitze des Katheters. Um
Anderungen in Druck und Volumen verfolgen zu kdnnen, wird der Katheter mit einem

Datenerfassungssystem verbunden.

Zunéchst erfolgt eine Analgesie durch subkutane Injektion von Burprenorphin (0,05
mg/kg KG). AnschlieRend wird die Maus mithilfe von Isofluran und einer Narkosebox
narkotisiert. Fir die Inhalationsnarkose wird die narkotisierte Maus auf einer
Waérmeplatte fixiert, intubiert und beatmet (1-1,5% Isofluran approx. 150/min, Volumen
in pl = KG*7). Dabei wird eine Narkosetiefe gewahlt, bei der die Maus eine Herzfrequenz
von 400 bis 500 Schldagen pro Minute zeigt. Nun wird die Vena jugularis durch einen
Hautschnitt am Hals vorsichtig stumpf freiprapariert und durch einen kleinen Schnitt in
das Gefal ein zentraler Venenkatheter (ZVK) in das GeféaB eingefuhrt. Der ZVK dient
dazu, den Flussigkeitshaushalt der Maus tiber die Dauer der Versuchsdurchfuhrung stabil
zu halten. So wird der Maus Uber diesen Katheter zunéchst BSA (37°C, 100ul/30g KG)
langsam Uber den Zeitraum von einer Minute gegeben. Weiterhin wird der Maus zum
Ausgleich des Flussigkeitsverlustes durch Verdunstung fiir den Zeitraum der Operation
nach Eroffnung des Abdomens tiber den zentralen Venenkatheter 0,9 % NaCl-Lésung
verabreicht (FlieBgeschwindigkeit 1ml/h). Anschliefend wird die Arteria carotis nach
einem Hautschnitt am Hals stumpf freiprapariert und der Druck-Volumen-Konduktanz-
Katheter (Modell SPR 839, Millar Instruments) tber die Arteria carotis in den linken
Ventrikel eingefiihrt. Darauthin wird das Abdomen gedffnet und die Vena cava inferior
stumpf freiprépariert. Zunéchst erfolgt eine Basalmessung von linksventrikuldrem Druck
und Volumen. Im Anschluss werden durch eine kurze Okklusion der Vena cava
Messungen wahrend einer Reduktion der Vorlast durchgefihrt. Da das
Konduktionssignal, ermittelt in Volt, in Volumenwerte umgewandelt werden soll, erfolgt
eine Salzinjektion, um das Volumen des Myokards vom Volumen in der Kammer zu
unterscheiden. Dafiir wird eine Hamilton Spritze an den zentralen Venenkatheter
angeschlossen und dartiber 10 pL 30% NaCl-Losung in die Vena jugularis appliziert.
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Danach erfolgt eine Blutentnahme durch Offnung der Vena cava. Als letzter Schritt
erfolgt eine weitere Kalibration der Konduktanzkatheters bezlglich des ermittelten
Volumens. Dafur wird frisches, warmes, heparinisiertes Blut in eine auf 37°C
vorgewarmte Kalibrationsklvette Uberfuhrt und der Druck-Volumen-Konduktanz-
Katheter mittig in die Kivette eingefiihrt, ohne dass dieser in Berlhrung mit der
Kivettenwand kommt. Im Folgenden wird das Signal aufgenommen. Die Datenerfassung
der hier gezeigten Versuche erfolgt mithilfe des PowerLab Data Aquisition Device
(ADlinstruments).

Folgende Parameter dieser Arbeit wurden mithilfe dieser Methode erbracht:

1. Preload Recruitable Stroke Work (PRSW)

SW st definiert als die lineare Regression der Stroke Work und des enddiastolischen

Volumens.

2. Relaxation Time Constant (Tau, T)

Formel zur Berechnung des Tau: T=P/(-dP/dt) (Bai et al., 2008), wobei P =
linksventrikularer Druck und -dP/dt = Ventricular Contractility Assessment.

Aorta
linkes Atrium
Konduktanz-Katheter C 120 ~
2 P\
=
e 80 4
£
o
2 40
o
o
linker Ventrikel _
0 -
10 14 18 22

Volume (RVU)

Abb. 3.8: Physiologische Untersuchungen am Mausherz mit einem Druck-Volumen
Konduktanz Katheter: (A) Der Katheter wird tber die Arteria carotis und anschliel3end (iber die
Aorta in den linken Ventrikel eingefiihrt. (B) Verwendetes Kathetermodell SPR 839 (Millar
Instruments) mit den Elektrodenringen an der Spitze. (C) Charakteristische Druck-Volumen-
Schleifen einer Konduktanz-Kathetermessung im linken Ventrikel einer Maus, aus (Pacher et al.
2008). Eine Okklusion der Vena cava fuhrt zu einem Shift der Druck-Volumen-Schleifen.



_ 44—

3.3.8 Ermittlung des peripher-vaskularen Widerstands

Das Protokoll zur Ermittlung des peripher-vaskularen Widerstands (PVR) &hnelt stark
dem Protokoll fir die Ermittlungen der Druck-Volumen-Schleifen. Jedoch sind einige
Anderungen zu berlcksichtigen. So wird an den zentralvendsen Katheter noch ein
Druckmesser angeschlossen, um den zentralvenésen Druck zu ermitteln. Wie bei der
Ermittlung der Druck-Volumen-Schleifen wird auch hier ein Konduktanz-Katheter
Modell SPR 839 (Millar Instruments) in die Arteria carotis eingefihrt, jedoch verbleibt
dieser in der Arteria carotis, um den mittleren arteriellen Druck (MAD) zu ermitteln.
Zuné&chst wird das Abdomen durch einen Hautschnitt gedffnet, um dann das Zwerchfell
zu 6ffnen und das Herz apikal mit einer Kantile (Modell: Sterican Gr. 18 0,45 x 25 mm,
Braun) zu punktieren. Zudem wird ein weiterer Konduktanz-Katheter Modell SPR 839
(Millar Instruments) tUber den punktierten Apex in den linken Ventrikel eingefihrt, um
uber die erhaltenen Druck-Volumen-Schleifen das Herzminutenvolumen (Cardiac
Output) zu ermitteln (Open Chest Methode). Die Messungen fur den peripher-vaskularen
Widerstand erfolgt unter basalen Bedingungen und es ist keine Okklusion der Vena cava

vonnoten. Der PVR wird wie folgt berechnet:

1. Peripher-vaskularer Widerstand (PVR)

Formel zur Berechung des PVR: PVR = 80*(mittlerer Arterieller Druck-zentralvendser
Druck//Herzminutenvolumen.

2. Mittlerer arterieller Druck (MAD)

Formel zur Berechung des MAD: MAD = Diastolischer Druck + 1/3 (systoloscher
Druck-diastolischer Druck).

3.3.9 Organbad

Bei dem Organbad handelt es sich um eine physiologische Methode zur Evaluierung der
vaskuléren Funktion in Sdugetieren ex vivo. Diese Methode erlaubt es, sowohl
Informationen (ber die endothelabhéngige wie auch die endothelunabhéngige
GefaBfunktion zu erhalten. Dafur wird die Relaxationsféhigkeit von vorkonstringierten
Aortenstiicken als Reaktion auf die vasodilatierenden Reagenzien Acetylcholin und

Nitroglycerin gemessen. Es ist bekannt, dass Acetylcholin (Ach) in der Zirkulation durch
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Erhéhung der intrazellularen Ca-Konzentration die NO-Synthase aktiviert. Auch wird
gezeigt, dass ein Entfernen des Endothels die Relaxationsféhigkeit eines GeféaRes in
Antwort auf Ach verhindert (Furchgott and Zawadzki 1980). Das vasoreaktive Reagenz
Nitroglycerin hingegen setzt direkt NO frei und induziert somit eine endothelunabhéngige
GeféRrelaxation. Fur diese Organbad-Experimente werden Aortenstiicke der Mause
verwendet. Dafur wird den Mausen zundchst die Aorta entfernt und diese in einer
Petrischale, gefullt mit Organbad-Puffer, unter Verwendung eines Lichtmikrokops und
feinem Operationsbesteck stumpf freiprapariert. Sowohl bei Entnahme als auch bei der
Freipréparation der Aorta wird darauf geachtet, das Gewebe nicht mechanisch zu
beanspruchen. Anschlielend werden die 2-3 mm langen Aortenstiicke zwischen zwei
nichtkorrodierende Stahltriangeln gespannt und in ein Bad mit 25 mL mit Carbogen
begastem physiologischen Puffer platziert, wobei eine Triangel mit einem Kraftabnehmer
Modell Tri202PAD (PanLab) verbunden ist und die andere zur Fixierung des GefaRstiicks
dient (siehe Abb. 3.9). Um eine Anderung der Vasomotorik der GefaRe zu verfolgen, wird
der Kraftabnehmer mit Datenerfassungssystem PowerLab Data Aquisition Device
(ADlinstruments) verbunden. Fir die Uberpriifung der vasomotorischen Funktion
werden die GeféRstiicke zundchst durch Zugabe von 1mL 2M KCI-Ldsung
vorkonstringiert. Ist kein Anstieg der Konstrinktion mehr zu beobachten, folgt ein
Waschschritt mit Organbad-Puffer, der wieder zur Relaxation der GefaRstiicke fiihrt.
Diese Prozedur wird zweimal wiederholt, wobei der letzte Inkubationsschritt mit KCI
uber 20 Minuten andauert und anschlieBend zweimal fir 20 Minuten gewaschen wird.
Vor dem Einsatz der vasodilatiernd wirkenden Substanzen werden die Aortenstiicke mit
Prostaglandin F2oa (PGF2a; 15pL, 0,1M) auf eine Kraft von 1,1 g vorkonstringiert, um
sie zun&chst mit einer stufenweise ansteigenden Ach-Konzentration (Siehe Tab. 3.11) zu
relaxieren. Dabei erfolgt die ndchste Konzentrationserh6hung erst, wenn die Relaxation
des Gefdlles nicht weiter ansteigt. Nach der Relaxation der GefalRe auf Acetylcholin
erfolgen wieder jeweils zwei Waschschritte fur je 20 Minuten mit Organbad-Puffer. Im
Anschluss erfolgt nach abermaliger Vorkontrinktion der Gefalle mit PGF2o (15 pL,
0,1M) die Relaxation mit Nitroglycerin. Auch hierbei wird das Gefal} durch stufenweise
ansteigende Nitroglycerinkonzentration sukzessive relaxiert (siehe Tab. 3.11). Dabei
erfolgt die nachste Konzentrationserhohung erst, wenn die Relaxation des Gefalies nicht

weiter ansteigt.
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Acetylcholin  Nitroglycerin
InM InM
5nM 5nM
10nM 10nM
50 nsM 50 nM
100 nM 100 nM
500 nM 500 nM
1 uM 1 uM
5uM 5uM
10 uM
50 uM
Tab. 3.11: Stufenweise Konzentrationserhdhung von Acetylcholin und Nitroglycerin

Richtung Kraftabnehmer

T

eingespanntes Gefal

|

Abb. 3.9: Schematische Darstellung eines Organbads fur Aorten: Die Aorta wird zwischen
zwei Stahltriangeln eingespannt und die Apparatur dann in einem mit begastem Puffer geftlltem
Bad platziert. Zur Erfassung der Vasomotorik wird eine der Triangeln mit einem Kraftabnehmer
verbunden.
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Abb. 3.10: Auswertung einer Organbad Messung fir die Endothelabhangige
Aortenfunktion in Versuchsmausen: Gezeigt ist die zunehmende Relaxation des Gefal3stiicks
in Antwort auf eine zunehmende Acytelycholin-Konzentration. Uber den Grad der Dilatation
lassen sich Erkenntnisse Uber die vasomotorische Funktion gewinnen.

3.3.10 Langendorff-Herz

Die von Oskar Langendorff im Jahre 1897 etablierte Methode, isolierte Sdugetierherzen
retrograd mit einem konstanten Druck zu perfundieren, erlaubte neue Erkenntnisse zur
Herzfunktion. Katz et al. modifizierten die Langendorff Methode, indem sie Messungen
mit konstantem Fluss durchfuhrten und dabei Druckverédnderugnen ermittelten
(Skrzypiec-Spring et al. 2007). Da die retrograde Perfusion des Sdugetierherzens tiber die
Aorta zu einem Verschluss der Aortenklappe fiihrt, verlauft die Perfusion lediglich tiber
die KoronargefaBe. Dadurch lassen sich funktionelle Untersuchungen der
Koronarzirkulation eines isolierten Herzens durchfthren. In diesem Projekt soll der
basale Koronardruck ermittelt werden. Dafiir wird der Druck oberhalb des retrograd
perfundierten Herzens bei einem konstanten Fluss gemessen. Zunachst wird der Maus 10
Minuten vor der Herzentnahme der Gerinnungshemmer Agrata Multidose (35 mg/Kg
BW) i.p. appliziert, um eine Artefaktbildung durch Gerinnung des Blutes und
Thrombenbildung in der Koronarzirkulation zu verhindern. Zur Herzentnahme wird die

Maus wie unter Punkt 3.3.5 beschrieben vorbereitet.
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Zunachst wird der Thorax der narkotisierten und auf einer Wérmeplatte fixierten Maus
gebffnet, die Vena cava inferior durchtrennt und das Blut mit einer 1 mL Spritze
aufgefangen. Daraufhin wird der Brustkorb weit nach kranial gedffnet und die
Thymusdriise entfernt, sodass das Herz frei liegt. Dann wird das linke Atrium des Herzens
mit einer sehr feinen Schere vorsichtig entfernt. Anschlieend wird das Herz durch
Auflegen einer Pinzette vorsichtig in kaudaler Richtung bewegt bis die Aorta deutlich
sichtbar wird. Nun wird die Aorta vorsichtig mit Pinzette kurz oberhalb des Herzens
gefasst und mit Kkleiner Schere oberhalb der Pinzette durchtrennt. Das Herz wird
entnommen und in eine vorbereitete Petrischale mit einer in Knetmasse fixierten mit
Perfusionspuffer geflllten 1 mL Spritze und der Perfusionskanule unter dem Mikroskop
platziert (siehe Abb. 3.11). Fir die Perfusion des Herzens muss nun eine Kaniile in die
Aorta eingefiihrt und fixiert werden. Dafiir wird mit einer feinen Pinzette vorsichtig in
die Aorten6ffnung gefasst und das Gefal3 tber die Kaniile gezogen und schlieBlich der
vorbereitete Knoten vorsichtig festgezogen (siehe Abb. 3.11). Als Kontrolle, ob das Herz
richtig kanlliert wurde, wird das Herz durch leichten Druck auf die Spritze vorsichtig mit
Perfusionspuffer perfundiert. Dehnt sich das Herz sichtbar aus, so ist die Kanile richtig
platziert. In der Folge wird das kanilierte Herz mit dem in Abb. 3.12 gezeigten
Langendorff-System verbunden und zundchst mit mit Carbogen begastem
Perfusionspuffer mit einer konstanten Flussgeschwindigkeit von 1 mL/min perfundiert.
Nun wird zur Uberwachung der Herzfrequenz ein Druck-Volumen-Konduktanz-Katheter
uber die Mitralklappe in den linken Ventrikel eingefiihrt. Durch einen Druckmesser
oberhalb des perfundierten Herzens kann der koronare Perfusionsdruck ermittelt werden.
Sowohl der Druckmesser als auch der Konduktanz-Katheter sind mit dem
Datenerfassungssystem PowerLab Data Aquisition Device (ADlinstruments) verbunden,
sodass Anderungen im koronaren Perfusionsdruck und der Herzfrequenz iber den
gesamten Zeitraum des Versuchs gemessen werden. Fur die Perfusionsmessung wird nun
die FlieRgeschwindigkeit (iber eine peristaltische Pumpe in Stufen von 0,5 mL/min auf
eine finale Fliegeschwindigkeit von 2,5 mL/min gesteigert. Dabei wird darauf geachtet,
dass eine Erhéhung der FlieRBgeschwindigkeit jeweils erst erfolgt, wenn sich der koronare

Perfusionsdruck stabilisiert hat.
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1 mL Spritze

Petrischale
Knetmasse

B Aorta

Knoten

Abb. 3.11: Schematischer Aufbau zum Kanilieren eines Mausherzens: (A) Durch
Knetmasse wird eine 1 mL Spritze mit stumpfer Kandle in einer Petrischale fixiert. (B) Auf der
Kanule wird das Herz tber die Aorta aufgefadelt und mit einem Knoten fixiert.

Bubble Trap

Zufuhr Carbogen
~._ ;

’ Filter
Druckmesser
o~ ——] VAN _J‘/_- Konduktanz-Katheter
@] —t . f .
o o [ im linken Ventrikel
o| O \
© \l\
\_/ \ h \“»,_
Reservoir fir Perfusionspuffer / ™~ Herz

peristaltische Pumpe

Abb. 3.12: Schematischer Aufbau eines Langendorff-Systems zur Perfusion eines
Mausherzens: Uber ein Reservoir wird mit Karbogen begaster Puffer auf 37°C erwarmt und das
Herz Uber eine peristaltische Pumpe mit dem Puffer perfundiert. Oberhalb des Herzens befindet
sich ein Druckmesser, der den koronaren Perfusionsdrruck misst. Oberhalb des Druckmessers
wird ein Sterilfilter (Porendurchmesser 0,45 pum) eingesetzt, um Artefakte durch mégliche im
Puffer enthaltene Partikel zu verhindern. Ein Druck-Volumen Konduktanz-Katheter wird tiber die
Mitralklappe in den linken Ventrikel eingefhrt.
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3.3.11 Herstellung von Koronarperfusaten der Versuchstiere

Fur die Herstellung von Koronarperfusaten wird das Herz wie unter Punkt 3.3.10
kandliert (siehe Abb 3.11). Anstatt das Herz jedoch Uber das Langendorff-System zu
perfundieren, wird das Herz zundchst mithilfe einer 1 mL Spritze mit PBS perfundiert.
AnschlieRend erfolgt eine Perfusion des kanilierten Herzens mit 2 mL Heparin Losung
(50 Einheiten/mL PBS) unter Verwendung einer 5 mL Spritze. Das so erhaltene Perfusat
wird aufgefangen und das VVolumen mit einer Vakuumzentrifuge auf 200 pL eingeengt.

Schliellich kann das Herzperfusat fur protein-biochemische Methoden genutzt werden.

3.3.12 Software

e [Vision

e BZ-Il Analyser
e Phusion Software
e Endnote

e SPSS

e Labchart

3.3.13 Statistik

Die Ergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) angezeigt. Dabei wird als statistisches Verfahren zur Ermittlung der Signifikanz
die Varianzanalyse (ANOVA) mit einem LSD post Hoc Test verwendet. Ist dabei p <
0,05 wird von einer Signifikanz ausgegangen und dies wird in den Abbildungen mit *
gekennzeichnet. Ist p < 0,01 wird dies mit ** gekennzeichnet. Bei einem p-Wert von <
0,001 wird die Signifikanz mit *** dargestellt.



3.3.14 Markierung der Versuchsgruppen in den Ergebnisdiagrammen

- MLP-WT Nachkommen
. MLP defiziente Maus

. MPO defiziente Maus

- MLP/MPO defiziente Maus

Abb. 3.13: Versuchsgruppenlegende
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der MPO Defizienz auf die Herzgeometrie in MLP-KO Mausen

Eines der charakteristischen Merkmale fur eine dilatative Kardiomyopathie ist eine
deutlich erkennbare Veranderung der Herzgeometrie in Form einer ausgepragten
Dilatation der Ventrikel. Aufgrund der Dysorganisation des Zytoskelletts in MLP-KO
Mausen weisen auch diese Tiere bereits im Alter von 10 Wochen eine deutliche Dilatation
der Ventrikel auf (Arber et al. 1997). Da sich diese Arbeit thematisch mit einem
mdoglichen therapeutischen Effekt einer MPO Defizienz auf eine dilatative
Kardiomyopathie befasst, sollte zunéchst tberpruft werden, ob ein Knockout des MPO
zu einer Veranderung der Herzgeometrie in MLP-KO Méusen fuhrt. Bei Betrachtung von
Photographien entnommener Herzen von 10 Wochen alten Versuchsmausen liel sich
diese morphologische Veranderung des Herzens bei der MLP-KO Maus im Vergleich
zum Wildtyp augenscheinlich bestatigen (siehe Abb. 4.1 A). Die Betrachtung der Herzen
von MLP/MPO DKO Mausen deutete jedoch an, dass die Dilatation in gleichem Malie
ausgepragt ist wie in den MLP-KO Mdusen.
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MPO-KO MLP/MPO DKO
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Abb. 4.1: Einfluss eines MPO Knockouts auf die veranderte Herzgeometrie in MLP-KO
Mausen: (A) Reprasentative Bilder entnommener Herzen von 10 Wochen alten Versuchstieren.
(B,C) Echokardiographische Untersuchung der Herzgeometrie durch Ermittlung der Dicke der
linksventrikuléren posterioren Wand (B) und dem diastolischen linksventrikuldaren VVolumen (C).
Die fir eine DCM charakteristische Dilatation des Ventrikels in MLP-KO Mausen I&sst sich
sowohl durch Vergleich der Herzbilder als auch durch Vergleich der echokardiographischen
Parameter in gleichem Malie auch in MLP/MPO DKO Tieren beobachten.
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Um die Herzgeometrie genauer untersuchen zu konnen, wurden echokardiographische
Untersuchungen der einzelnen Versuchsgruppen durchgefuhrt. Dafir wurden als
herzgeometrische Parameter die Dicke der linksventrikuldren, posterioren Wand und das
linksventrikulare Volumen in der Diastole bestimmt. Es zeigte sich eine signifikant
erniedrigte Dicke der linksventrikuldren posterioren Wand in MLP-KO Mausen und in
gleicher Auspragung auch in MLP/MPO DKO Mausen (WT vs. MLP-KO: 0,868 + 0,031
vs. 0,629 £ 0,033, p = 0,000; WT vs. MLP/MPO DKO: 0,868 + 0,031 vs. 0,663 + 0,029,
p = 0,000). Weiterhin ist auch eine signifikante Erhéhung des linksventrikuléren
Volumens in MLP-KO Mausen im Vergleich zum Wildtyp ermittelt worden (WT vs.
MLP-KO: 77,352 £ 2,442 vs. 94,131 + 3,028, p = 0,001). Und auch hier war das Ausmal}
der VergroRerung des linksventrikuklaren Volumens der MLP/MPO DKO Maus
vergleichbar mit dem der MLP-KO Maus. Dadurch wurde der augenscheinliche Eindruck
der ausgepragten Herzdilatation sowohl in MLP-KO als auch in MLP/MPO DKO
Mausen im Vergleich zum WT bestatigt (siehe Abb. 4.1).

4.2 Einfluss der MPO Defizienz auf die systolische linksventrikuldre Funktion in
MLP-KO Mausen

Da die Einschrankung der systolischen LV-Funktion eines der funktionellen
Hauptmerkmale einer DCM ist, sollte als primérer Endpunkt Uberpruft werden, ob eine
MPO Defizienz zu einer Verbesserung der eingeschrankten linksventrikuléren
systolischen  Herzfunktion in  MLP-KO Mausen fuhrt. Daflir wurden
echokardiographische Untersuchungen der Versuchstiere durchgefiuhrt und die als
diagnostische Marker fir eine DCM und Herzinsuffizienz anerkannten Parameter fir die
systolische LV-Funktion (Scherrer-Crosbie et al. 2001), die linksventrikuléare
Ejektionsfraktion (EF) und das Fractional Shortening (FS) bestimmt (siehe Abb. 4.2).
Bei der Ejektionsfraktion handelt es sich um den Anteil an in der Systole ausgeworfenem
Blut im Verhaltnis zu dem Gesamtblutvolumen in der Diastole (EF, in %, Formel: 100 *
((LV Vol;d — LV Vol;s) / LV Vol;d)). Das Fractional Shortening hingegen bezeichnet
die rdumliche Verkirzung des linken Ventrikels wahrend der Systole im Verhaltnis zur
diastolischen Ausdehnung dieses Ventrikels (FS, in %, Formel: 100 * ((LVID;d —
LVID;s) / LVID;d)).
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Bei einem Vergleich der Versuchsgruppen bezlglich dieser Parameter konnte zunéchst
der funktionelle Phanotyp, ndmlich die verminderte systolische LV-Funktion und damit
die deutliche Auspragung einer DCM in der MLP-KO Maus bereits 10 Wochen nach der
Geburt bestatigt werden (Arber et al. 1997). So wiesen die MLP-KO Mause in diesem
Alter sowonhl eine signifikant verminderte EF als auch ein signifikant vermindertes FS im
Vergleich zu den WT Mausen auf (EF: WT vs. MLP-KO: 56,056 = 0,809 vs. 24,8 +
2,235, p = 0,000; FS: WT vs. MLP-KO: 29,096 + 0,542 vs. 11,482 + 1,095 p = 0,000).
AuRerst bemerkenswert ist jedoch der Befund, dass ein zusatzlicher MPO-KO der MLP-
KO Maéuse des gleichen Alters zu einer moderaten, aber signifikanten Erhéhung der EF
und des FS und damit zu einer Verbesserung der linksventrikulédren Herzfunktion fuhrte
(EF: MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 24,8 + 2,235 vs. 31,022 + 1,913, p = 0,03; FS: MLP-
KO vs. MLP/MPO DKO: 11,482 + 1,095 vs. 14,751 + 0,989 p = 0,033).
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Abb. 4.2: Einfluss einer MPO Defizienz auf die eingeschrankte systolische LV-Funktion in
MLP-KO Mausen: (A) Echokardiographische Untersuchung der Ejektionsfraktion (EF) als
Parameter flr die systolische LV-Funktion der Versuchsgruppen. (B) Echokardiographische
Untersuchung des Fractional Shortenings (FS) als Parameter fiir die systolische LV-Funktion der
Versuchsgruppen. Die signifikante Reduktion der systolischen LV-Funktion in MLP-KO Tieren
wird durch einen zusétzlichen Knockout des MPO moderat aber signifikant verbessert.

Aufgrund der geringen Grolie des Mausherzens und der hohen Schlagfrequenz ist die
Aussagekraft der Echokardiographie zur Ermittlung der systolischen LV-Funktion in
Mausen limitiert. Als Goldstandard fur die Bestimmung funktionaler Parameter in
kleinen Nagetieren gilt die invasive, kathetergestiitzte Erfassung von Druck-Volumen-
Schleifen des linken Ventrikels. Daher sollte neben dem FS und der EF ein weiterer Index
fur die Systolische Herzfunktion, die Preload Recruitable Stroke Work (PRSW), unter
Einsatz dieser Methode ermittelt werden (siehe Abb. 4.3). Dieser Parameter ist definiert
als die Relation zwischen der Stroke Work (SW) und dem enddiastolischem Volumen
(EDV) und stellt eine ann&hernd lineare Funktion dar (Glower et al. 1985). Neben der
genaueren Versuchsmethode bietet dieser Parameter auch weitere Vorteile. So ist PRSW
durch die Einheit in Millimeter Quecksilbersdaule (mmHg) anders als die
Ejektionsfraktion oder das Fractional Shortening unabhangig von der HerzgréRe und
damit auch unabhéngig von dem Grad der Dilatation des Ventrikels (Burkhoff et al.
2005). Dartber hinaus ist PRSW nicht abhangig von der Nachlast des Herzens, also der
Krafte, die der systolischen Kontraktionskraft entgegenwirken. Liegt eine systolische
Dysfunktion vor, die charakteristisch fiir eine DCM ist, so wird die Steigung der Relation
zwischen Stroke Work und dem enddiastolischem VVolumen reduziert. Als Ergebnis dieses
Versuchs zeigte sich, dass die 10 Wochen alte MLP-KO Maus eine signifikant reduzierte
PRSW im Vergleich zum Wildtyp aufweist, und somit eine bereits fortgeschrittene
Progression der Herzinsuffizienz in diesen Tieren bestétigt wurde (WT vs. MLP-KO:
60,008 * 4,647 vs. 44,09 + 3,832, p = 0,009). Weiterhin konnte nachgewiesen werden,
dass ein Knockout des MPO-Gens in den MLP-KO Tieren wieder zu einer signifikanten
Erhéhung der PRSW fihrte (MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 44,09 + 3,832 vs. 59,616 +
3,545, p = 0,013). Da die PRSW nicht durch Anderungen der Herzgeometrie beeinflusst
wird, stiitzt dieses Ergebnis zusammen mit den Analysen zur Auspragung der Dilatation,
dass die Myeloperoxidase zwar involviert ist in die Progression der Herzinsuffizienz, dies
jedoch zumindest zu diesem Zeitpunkt anscheinend nicht auf struktureller, sondern
vielmehr auf funktioneller Ebene stattfindet.
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Abb. 4.3: Untersuchung der von Nachlast und Herzgeometrie unabhangigen systolischen
LV-Funktion: Ermittlung der Preload Recruitbale Stroke Work mithilfe eines invasiven
kathetergestutzten Experiments. Es zeigt sich eine signifikante Reduktion der Preload
Recruitable Stroke Work in MLP-KO Tieren im Vergleich zu den Wildtyp und den MPO-KO
Tieren. Wiederum eine signifikante Erhdhung dieses Parameters ist in den MLP/MPO DKO
Tieren zu beobachten.

4.3 Auswirkung einer MPO Defizienz auf die diastolische Herzfunktion in MLP-
KO Mausen

Neben der systolischen LV-Funktion sollte ebenfalls tberprift werden, ob auch die
diastolische Funktion des Herzens der MLP-KO Méuse beeintréchtigt ist und ob MPO
involviert ist in diesen Prozess. Bei der diastolischen Funktion des Herzens spricht man
von dem Begriff der Compliance, die allgemein definiert ist als die Fahigkeit eines
Korpers sich auszudehnen. Die kardiale Compliance beschreibt den intraventrikuléren
Druck in Abhangigkeit des Fullvolumens. Fir die Aussage uber die kardiale Compliance
ist ein anerkannter Parameter fur die Ermittlung der diastolischen Herzfunktion, ndmlich
die zeitliche Konstante der linksventrikuldren isovolumindsen Relaxation (Tau), von
groRer Bedeutung. Dabei ist Tau weitestgehend unabhéngig von der Vorlast des Herzens.
Fur die Ermittlung von Tau ist eine moglichst exakte Messung des ventrikuldren Drucks
erforderlich, wie es nur durch invasive kathetergestutzte Methoden erbracht werden kann.
Deshalb wurde Tau, wie auch schon die Preload Recruitable Stroke Work, in den
Versuchstieren durch die in vivo Ermittlung von Druck-Volumen-Schleifen bestimmt.
Die Versuche ergaben eine signifikante Erhéhung des Tau in MLP-KO Mausen im
Vergleich zum Wildtyp. Somit konnte bestatigt werden, dass die MLP-KO Maus auch
durch eine Einschrankung der diastolischen Herzfunktion charakterisiert ist (WT vs.
MLP-KO: 5,906 + 0,823 vs. 10,119 + 0,66, p = 0,002). Dartber hinaus zeigte sich, dass
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bezilglich des Tau kein signifikanter Unterschied zwischen MLP-KO Tieren und
MLP/MPO DKO Tieren bestand (MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 10,119 + 0,66 vs. 9,948
+ 0,859, p = 0,872). Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass MPO, anders als bei der
systolischen LV-Funktion, keinen Einfluss auf die Abnahme der Compliance und damit
auf die diastolische Dysfunktion in MLP-KO Mausen hat.

15 T . L —
*%

Tau (ms)

WT MLP-KO MPO-KO  MLP/MPO
DKO

Abb. 4.4: Diastolische Dysfunktion in MLP-KO und MLP/MPO DKO Tieren: Bestimmung
der Relaxation Time Constant (Tau (T)). Bezuglich des Parameters Tau zeigt eine MPO Defizienz
keinen Einfluss auf eine reduzierte diastolische Funktion in MLP-KO Tieren.

4.4 Expression von BNP im Myokard von MLP-KO Mausen in Abhangigkeit der
MPO Expression

Da die Expression des BNP mit erhohter Wandspannung des Ventrikels korreliert und
somit eine indirekte Aussage Uber die Herzfunktion bietet, sollte mithilfe quantitativer
RT-PCR untersucht werden, inwieweit sich die Expression des BNP zwischen den
Versuchsgruppen andert (siehe Abb. 4.5). Es ist bekannt, dass bereits vier Wochen alte
MLP-KO Maéuse eine erhohte Expression des BNP im Myokard aufweisen (Unsold et al.
2012). Auch die hier gezeigten RT-PCR Untersuchungen ergaben eine signifikant erhohte
BNP Expression im Herzgewebe von MLP-KO Tieren im Vergleich zur Gruppe der WT-
Versuchstiere (WT vs. MLP-KO: 1,167 + 0,431 vs. 11,058 + 4,916, p = 0,025). Bei
Vergleich der MLP-KO Mausen mit den MLP/MPO DKO Mausen zeigte sich zwar kein
signifikanter Unterschied, aber dennoch ein eindeutiger Trend hin zu einer verminderten
Expression des BNP, hervorgerufen durch eine MPO Defizienz in MLP-KO Tieren.

Dieses Ergebnis zeigt, dass sich eine MPO Defizienz positiv auf die Herzinsuffizienz als
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klinisches Symptom der DCM auswirkt und untermauert somit die Ergebnisse bezlglich
der systolischen LV-Funktion.

relative Expression

WT MLP-KO MPOKO MLP/MPO
DKO

Abb. 4.5: Untersuchung der Auspragung der Herzinsuffizienz in MLP-KO und MLP/MPO
DKO Tieren mithilfe des natriuretischen Peptids Typ B (BNP): Ermittlung der Expression
des BNP im Myokard der Versuchsgruppen mithilfe von g-PCR. Es zeigt sich eine signifikant
erhohte Expression von BNP im Myokard der MLP-KO Tiere verglichen mit dem Wildtyp,
wahrend die Expressionsrate in den MLP/MPO DKO Tieren etwa das gleiche Mal} aufweisen wie
der Wildtyp und die MPO-KO Versuchsgruppe.

4.5 Effekt von MPO auf das fetale kardiale Genprogramm in MLP defizienten

Mausen

Auf der Suche nach den mechanistischen Ursachen des in dieser Arbeit gezeigten
protektiven Effekts der MPO Defizienz auf die verminderte systolische LV-Funktion in
der MLP-KO Maus sollte zunéchst ein méglicher MPO-abhéngiger Effekt auf das
kardiale Remodeling in diesem Tiermodell untersucht werden. In diesem Zusammenhang
ist die Reaktivierung des fetalen kardialen Genprogramms ein fester Bestandteil der
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. Auch fir die MLP-KO Maus ist die vermehrte
Expression von fir die Hypertrophie relevanter Proteine bereits beschrieben worden
(Arber et al. 1997, Yamamoto et al. 2007). Daher sollte Uberprift werden, ob diese
Reaktivierung des fetalen Genprogramms in der MLP-KO Maus bestatigt werden kann
und ob eine MPO Defizienz Einfluss darauf nimmt. Daher wurden die fiir das fetale
kardiale Genprogramm charakteristsichen Parameter ANP, Myosin Schwere Kette
(MHC) a und B, der MHC o/p Quotient, skeletales a-Aktin und SERCA mithilfe der
quantitativen RT-PCR auf ihre myokardiale Expression untersucht (siehe Abb. 4.6). Es

zeigte sich zundchst eine signifikant erhohte Expression des ANP und des skeletalen a-
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Aktins in MLP-KO Mausen (ANP: WT vs. MLP-KO: 1,9071 + 0,672 vs. 27,91 + 8,073,
p = 0,004; skeletales a-Aktin: WT vs. MLP-KO: 0,904 + 0,093 vs. 2,27 £ 0,218 p =
0,000). Mit Bezug auf die Expression von MHC a und B konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen WT und MLP-KO Maus nachgewiesen werden. Der Quotient aus
der Expression von der Myosin schwere Kette o und Myosin Schwere Kette  war zwar
nicht signifikant reduziert, es konnte dennoch ein Trend hin zu einer Verringerung des
Quotienten in MLP-KO Tieren im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden. Bezlglich
der Expression von SERCA lieR sich jedoch kein Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen feststellen. Bei einem Vergleich von MLP-KO mit MLP/MPO DKO
Tieren zeigte die Expressionsanalyse von MHC [ zunichst eine signifikant erniedrigte
Expressionsrate in MLP/MPO DKO Mausen (MHC B: MLP-KO vs. MLP/MPO DKO:
1,301+ 0,189 vs. 0,723 + 0,086, p = 0,004). Weiterhin wurde eine signifikante Reduktion
der Expression von MHC o in MLP/MPO DKO Méusen im Vergleich zu den MPO-KO
Mausen festgestellt (MHC o: MLP/MPO DKO vs. MPO-KO: 0,811 + 0,121 vs. 1,334 +
0,153, p = 0,035). Somit konnte fiir den Quotienten Myosin Schwere Kette o/p eine
signifikante Erhéhung in den MLP/MPO DKO Mausen im Vergleich zu den MLP-KO
Tieren festgestellt werden (MHC o/f: MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 0,102 + 0,019 vs.
0,17 £ 0,034, p = 0,048). Bezuiglich der Expression von ANP und dem skeletalen a-AKktin
jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden

Versuchsgruppen nachgewiesen werden.
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Abb. 4.6: Untersuchungen zum fetalen kardialen Genprogramm im Myokard der MLP-KO
Mause in Abhangigkeit von MPO: Quantitative Auswertung der g-PCR fur (A) MHC a, (B)
MHC B, (C) Quotient aus MHC o/, (D) ANP, (E) skeletales a-Aktin und (F) SERCA. Es zeigt
sich ein eindeutiger Hinweis auf eine Aktivierung des fetalen kardialen Genprogramms in den
MLP-KO Mausen im Vergleich zum Wildtyp. So ist die Expression von ANP und dem skeletalen
a-Aktin in MLP-KO Mausen signifikant erhoht und der Quotient aus MHC o/ zeigt einen Trend
hin zu einer Verringerung in MLP-KO Mausen. Eine zusétzliche MPO Defizienz hingegen fuhrt
beziiglich des MHC B zu einer signifikanten Verringerung der Expression in MLP-KO Mausen.
Bezogen auf den Quotienten aus MHC o/ zeigt sich eine signifikante Erhdhung im MLP/MPO
DKO Tier im Vergleich zur MLP-KO Maus. Die Expression von SERCA unterscheidet sich nicht
signifikant zwischen den Versuchsgruppen.
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4.6 Effekt von MPO auf die Auspragung ventrikularer Fibrose in MLP-KO

Mausen

Neben der Hypertrophie der Kardiomyozyten ist auch der Umbau der ECM ein wichtiger
Bestandteil des kardialen Remodelings. Als eine der charakteristischen KenngrofRen des
kardialen Remodelings dient der Grad der Fibrosierung des Ventrikels. Aus diesem
Grund wurde eine Picrosirius Rot Farbung von Paraffin-Schnitten der Ventrikel der
Mause aus den verschiedenen Versuchsgruppen durchgefiihrt (siehe Abb. 4.7). Es zeigte
sich, wie zu erwarten, eine starke, signifikante Auspragung der interstitiellen Fibrose im
Ventrikel der MLP-KO Maus im Vergleich zum Wildtyp (WT vs. MLP-KO: 0,003 £
0,000791 vs. 0,025 £ 0,00077, p = 0,000). Diese fir eine DCM charakteristische
Fibrosierung liel? sich in etwa demselben Ausmal3 auch in den MLP/MPO DKO Tieren
beobachten (MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 0,025 £ 0,00077 vs. 0,024 £ 0,00241, p =
0,806). Da der Grad der ventrikularen Fibrose einhergeht mit einer gewissen Steifigkeit
des Ventrikels deckt sich dieses mit dem Ergebnis, dass eine verminderte diastolische
Funktion in MLP-KO Méusen nicht durch ein Knockout des MPO abgemildert wird.
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Abb. 4.7: Interstitielle Fibrosierung im linken Ventrikel der MLP-KO Mause als Parameter
des kardialen Remodelings (A) Représentative Bilder einer Picrosirius Rot Farbung des
Myokards der Versuchstiere. Der Grof3enbalken entspricht 400 um (B) Quantitative Auswertung
des Fibrosegehalts des Myokards durch Ermittlung der mithilfe von Picrosirius Rot angeférbten
fibrotischen Areale pro Gesamtflache mithilfe der Ivision Software. Die MLP-KO Mause weisen
ein deutlich erhéhten Anteil an interstitieller Fibrose im Ventrikel im Vergleich zum Wildtyp auf,
ein vergleichbares MaR an Fibrosierung zeigen auch die MLP/MPO DKO Tiere

Auch aufgrund der Tatsache, dass das kardiale Remodeling mit erhdhter Sekretierung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 oder TNFo korreliert (Pauschinger et al.
2002), sind bei der Progression der dilatativen Kardiomyopathie auch

proinflammatorische Prozesse von grof3er Bedeutung. Kommt es zu einer Zunahme der



_ 64—

Inflammation innerhalb des Ventrikels, so geht dies einher mit der Infiltration von
Leukozyten in das Ventrikelgewebe, insbesondere von Makrophagen. Ein direkter
Zusammenhang zwischen der Infiltration von Makrophagen und der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz konnte bereits in einem Mausmodell gezeigt werden. So fiihrt eine
kardial spezifische Uberexprimierung des Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-
1), einen der Schlusselzytokine der Makrophageninfiltration zu der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz (Niu et al. 2006). Da auch MPO zentrale inflammatorische Bedeutung
hat, sollte Uberprift werden, inwieweit sich eine erhohte ventrikulare
Makropageninfiltration in den MLP-KO Tieren nachweisen lasst und ob diese beeinflusst
wird durch eine MPO Defizienz. Um das Ausmall der Makrophageninfiltration zu
erfassen, wurde eine IBA-1 Farbung von Ventrikelschnitten durchgefiihrt (siehe Abb.
4.8). Als Ergebnis zeigte sich eine signifikant erhdhte Anzahl an Makrophagen im
Ventrikelmyokard von MLP-KO Madusen im Vergleich zu den Wildtyp Tieren (WT vs.
MLP-KO: 1,003 £ 0,212 vs. 3,422 + 0,699, p = 0,006). Jedoch lieR sich keine signifikante
Anderung der Anzahl an Makrophagen im Ventrikelgewebe in MLP/MPO DKO Tieren
im Vergleich zu den MLP-KO Tieren feststellen (MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 3,422
+ 0,699 vs. 2,998 + 0,554, p = 0,607). Zusammen mit den Daten zu der Fibrosierung des
Ventrikels legt dieses Ergebnis den Schluss nahe, dass die Beteiligung von MPO an der
Progression der dilatativen Kardiomyopathie in der MLP-KO Maus nicht mit einer
Verminderung des kardialen Remodelings und einer damit einhergehenden Infiltration

von Immunzellen verknipft ist.
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Abb. 4.8: Einfluss einer MPO Defizienz auf die Makrophagen-Infiltration in den linken
Ventrikel der MLP-KO Maus: (A) Représentative Bilder der IBA-Farbung zur Identifikation
der Makrophagen, die durch die Methode braun angefarbt sind. In der oberen Reihe entspricht
der GroRenbalken 400 um, in der unteren Reihe entspricht der GrofRenbalken 200 pum. (B)
Quantitative Auswertung der Makrophagenanzahl durch Auszéhlung der Makrophagen pro
Sichtfeld. Ein MLP-KO fiihrt in den Mausen zu einer signifikanten Zunahme der
Makrophageninfiltration in den Ventrikel. Ein zusétzlicher Knockout des MPO-Gens resultiert
nicht in einer Verminderung der Makrophagenanzahl im Ventrikel im Vergleich zu der MLP-KO
Versuchsgruppe.
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4.7 Sekretion und Akkumulation der Myeloperoxidase in MLP-KO Tieren

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezlglich eines Effekts von MPO auf die systolische
linksventrikuldre Herzfunktion in der MLP-KO Maus zusammen mit Patientenstudien,
die zeigen, dass das Auftreten einer Herzinsuffizienz einhergeht mit erhohten MPO
Plasmaspiegeln (Michowitz et al. 2008) (Rudolph et al. 2007), legen die Vermutung nahe,
dass auch bei der MLP-KO Maus die Menge an frei in der systemischen Zirkulation
vorkommendem MPO erhoht ist. Daher wurden mithilfe eines MPO-Elisas Plasmaproben
bezuglich der MPO-Konzentration untersucht (siehe Abb. 4.9). Es zeigte sich zwar kein
signifikanter Unterschied zwischen der MLP-KO Maus und dem Wildtyp, jedoch aber
ein leichter Trend hin zu einer erhdhten Konzentration von MPO im Plasma von MLP-
KO Méusen. Aufgrund ihres Genotyps wiesen die MLP/MPO DKO Mause keinerlei
MPO im Plasma auf.

400 7

ke

MPO-Konz. (ng/uL)

WT MLP-KO MLP/MPO
DKO

Abb. 4.9: Konzentration von MPO im Blutplasma, ermittelt mithilfe eines Maus-MPO
Elisas: Die Plasmalevel des MPO sind in den MLP-KO Tieren im Vergleich zum Wildtyp nicht
signifikant erhoht. Aufgrund der Unfahigkeit der MLP/MPO DKO Tiere MPO zu exprimieren
lasst sich auch hier kein MPO in der systemischen Zirkulation nachweisen.

In dieser Arbeit wurde eine Beteiligung von MPO an der Progression der Herzinsuffizienz
in der MLP-KO Maus nachgewiesen. Da MPO seine pathophysiologischen Eigenschaften
oft Uber Interaktion mit dem Endothel vermittelt, ist zu erwarten, dass eine erhdhte MPO
Deposition in der Koronarvaskulatur der MLP-KO Mause vorliegt. Daher sollte neben
des Levels an freiem in der systemischen Zirkulation vorkommenden MPO auch die
Menge an MPO in der koronaren Zirkulation dieser Tiere ermittelt werden (siehe Abb.

4.10). Aufgrund seiner kationischen Oberflache interagiert MPO mit der Gylkokalix der
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Endothelzellen und liegt daher zu einem grofRen Teil am Endothel immobilisiert vor
(Klinke et al. 2011). Um die Menge an am GeféRbett der Koronargeféalie gebundenem
MPO zu messen, wurden daher die Herzen der Versuchstiere retrograd mit einer
Heparinlosung perfundiert. Das Heparin in der Perfusionslosung sorgt durch seine
negative Ladung dafiir, dass sich das MPO von den Endothelzellen 16st und somit frei im
aufgefangenen Perfusat vorliegt. In den Untersuchungen konnte eine signifikant erhéhte
koronare Deposition von MPO in den MLP-KO Mausen im Vergleich zum WT ermittelt
werden (WT vs MLP-KO: 59,035 + 22,306 vs 129,709 + 19,049, p = 0,005). Da MPO
vorrangig von neutrophilen Granulocyten ausgeschiittet wird, deutet die im Vergleich
zum Wildtyp erhohte MPO-Konzentration im koronaren Gefalsystem der MLP-KO
Mause auf eine erhdhte Aktivierung von neutrophilen Granulocyten zumindest in diesem

Teil des GefaRsystems hin.
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Abb. 4.10: Erhéhte MPO Deposition in der Koronarzirkulation der MLP-KO Tiere: Die
Herzen der Mduse wurden zundchst mit Heparinldsung retrograd tiber die Aorta perfundiert, um
an die GefalRwand immobilisiertes MPO bei der Messung zu bestimmen. Anschliefend wurde die
Konzentration von MPO in den Perfusaten mithilfe eines MausMPO Elisas ermittelt. Es zeigt sich
eine signifikant erhhte Menge an in den Koronargefalien immobilisiertem MPO in den MLP-
KO Maéusen im Vergleich zum WT.

4.8 MPO und die koronarvaskulare Funktion in MLP-KO Tieren

Eine Verringerung der Kapillardichte im Ventrikel und die daraus resultierenden
hamodynamischen Anderungen sind als Bestandteil des vaskularen Phanotyps der
dilatativen Kardiomyopathie bereits beschrieben worden (Tsagalou et al. 2008). Daher
sollte zur Ermittlung der koronarvaskuldren Funktion zundchst Gberprift werden, ob

dieses vaskuldre Charakteristikum auch in der MLP-KO Maus nachgewiesen werden
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kann und, falls dem so ist, ob eine MPO Defizienz darauf Einfluss nimmt. Um
Informationen tber die Kapillardichte im linken Ventrikel zu erhalten, wurde eine
immunhistologische Férbung von Ventrikelschnitten der Versuchstiere unter
Verwendung eines anti-CD31 Antikdrpers durchgefuhrt (siehe Abb. 4.11). Das
Thrombozyten-Endothelzellen-Adhdsionsmolekil (PECAM-1 oder CD31) wird in
Endothelzellen exprimiert und auf der Oberflache dieser Zellen lokalisiert. Aufgrund
ihres Durchmessers von 5 bis 10 um sind Kapillaren bei Verwendung eines CD31-
Antikorpers leicht von groReren GefalRen wie Arteriolen oder Arterien zu unterscheiden.
Dies wurde bei der Quantifizierung der Kapillardichte berticksichtigt. Als Ergebnis dieses
Versuchs zeigte sich eine signifikante Verminderung der Kapillardichte in den MLP-KO
Tieren bei einem Vergleich mit dem Wildtyp (WT vs. MLP-KO: 4,688 + 0,214 vs. 3,808
+ 0,135, p=0,001). Jedoch liel3 sich kein Unterschied beziiglich der Anzahl an Kapillaren
zwischen den MLP-KO Tieren und den MLP/MPO DKO Tieren feststellen (MLP-KO
vs. MLP/MPO DKO: 3,808 + 0,135 vs. 3,849 + 0,127, p = 0,866).
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Abb. 4.11: Zusammenhang zwischen eines MPO Knockouts und einer verminderten
linksventrikularen  Kapillardichte in MLP-KO  Tieren: (A) Reprédsentative
immunhistologische Aufnahmen unter Verwendung eines anti-CD31- Priméarantikorpers. Der
GroRenbalken entspricht 20 um. (B) Quantitative Auswertung der Kapillardichte der
immunhistologischen Aufnahmen unter Mithilfe der Software BZ Il Analyser. Die Anzahl der
Kapillaren pro Sichtfeld ist in den MLP-KO Méusen signifikant reduziert, wobei diese verringerte
Kapillardichte durch eine MPO Defizienz unverandert bleibt.

Aufgrund der erhdhten koronaren Deposition des MPO in MLP-KO Tieren sollte das
Myokardgewebe in Bezug auf die Verflgbarkeit des vasodilativ wirkenden
Signalmediators Stickstoffmonoxid (NO) proteinbiochemisch untersucht werden. Als
Marker fir die NO-Bioverfligbarkeit wurde am Serin 157 phosphoryliertes VASP
verwendet. Dabei zeigten die Western Blot Untersuchungen keine signifikanten
Unterschiede in dem Anteil an phosphoryliertem VASP (Serl57) zwischen den
Versuchsgruppen, allenfalls einen leichten Trend hin zu einer verminderten NO-
Bioverfugbarkeit im Myokard der MLP-KO Maus (siehe Abb. 4.12). Da in der Vaskulatur
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die Bildung von NO primar tber die endotheliale NO-Synthase (eNOS) verlauft, wurde
auch die Menge an eNOS im Myokard untersucht. Auch hierbei zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (siehe Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: NO-Bioverfiugbarkeit im Myokard: (A-C) Reprasentative Western Blot Bilder: (A)
Charakteristische Doppelbande eines Blots der mit einem VASP/pVASP spezifischen
Primarantikérper behandelt wurde. Die obere Bande entspricht am Ser 157 phophoryliertem
VASP, die untere Bande dem unmodifizierten Protein. (B) eNOS Banden eines Blots behandelt
mit einem eNOS spezifischen Primarantikdrper (C) GAPDH Western Blot zur Normalisierung
der eNOS Signale. (D) Quantitative Auswertung der pVASP-Anteile. (E) Quantitative
Auswertung der eNOS Expression, normalisiert auf das Housekeeping Gen GAPDH. Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen beziglich des pVASP Anteils
und der Proteinexpression von eNOS.

Die bisher gezeigten Ergebnisse geben den Hinweis darauf, dass die koronare Perfusion
in den MLP-KO Mausen reduziert ist. Zum einen gilt, je groRer die Anzahl an Kapillaren
im Ventrikel, umso groRer ist das Volumen, das genutzt werden kann, um den Druck des
durch die Koronararterien flieRenden Blutes zu verteilen und somit zu reduzieren. Daher
sollte sich der Befund der reduzierten Kapillardichte im Ventrikel der MLP-KO Méause
in einem erhoéhten basalen Perfusionsdruck der Koronararterien niederschlagen. Die
Tatsache, dass die MLP-KO Mause eine signifikant erhéhte Deposition von MPO in den
Koronargefdlen aufweisen, zusammen mit den durch MPO vermittelten
vasokonstringierenden Effekten liefert ein weiteres Argument fir einen erhohten
koronaren Perfusionsdruck. Des Weiteren gibt dieses Ergebnis den Hinweis darauf, dass
der Effekt von MPO auf die Progression der Herzinsuffizienz im MLP-KO Mausmodell
moglicherweise  verursacht ist durch eine pathologische Anderung der
Koronargefalifunktion, also jener Gefél3e, die fur die Nahr- und Sauerstoffversorgung des
Herzmuskels verantwortlich sind. Daher wurde der der koronare Perfusionsdruck des
Herzens mithilfe eines Langendorff-Systems ermittelt. Erstaunlicherweise liel? sich dabei
jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen feststellen (siehe
Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Koronarer Perfusionsdruck in MLP-KO Tieren und der Einfluss von MPO auf
diesen Parameter: Der koronare Perfusionsdruck wurde ermittelt durch Perfusion der
entnommenen Herzen mit einem Krebs Henseleit Puffer mithilfe eines Langendorff-Systems bei
konstantem Fluss unter Verwendung eines Druckmessers oberhalb des aufgehéngten Herzens. Es
kann kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden.

4.9 MPO und die GefaRfunktion in der systemischen Zirkulation in MLP-KO

Tieren

Neben den Untersuchungen zu der koronaren Gefaltfunktion sollte auch ermittelt werden,
ob die Dilatationsfahigkeit des systemischen Gefalisystems in MLP-KO Mausen
beeintrachtigt ist und wenn ja, inwieweit dies bedingt ist durch die Myeloperoxidase.
Dafur wurden zunachst ex vivo physiologische Untersuchungen mithilfe des Organbads
durchgefuhrt. Das Organbad bietet die Mdglichkeit, sowohl die endothelabhéngige als
auch die endothelunabhéangige Funktion der fur die Untersuchung verwendeten GefaRe
zu ermitteln. In unserem Fall wurde die Aorta, genauer Teile der Aorta thoracica und der
weiterfuhrenden Aorta abdominalis verwendet, um eine mogliche reduzierte
Dilatationsfahigkeit des vaskuldren Systems zu untersuchen. Die Versuche beziglich der
endothelunabhé&ngigen Aortenfunktion zeigten keinerlei Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Dies Ergebnis deutet an, dass Funktion der Tunica media, also der die
glatten Gefalimuskelzellen enthaltenen Schicht des Gefél3es durch die DCM in MLP-KO
Tieren zu dem untersuchten Zeitpunkt nicht negativ beeinflusst wurde (siehe Abb. 4.14
B). Anders verhalt es sich mit der endothelabhangigen vaskuldren Funktion (siehe Abb.
4.14 A). Hierbei lieR sich eine signifikante Reduktion der Dilatationsfahigkeit in den
MLP-KO Tieren im Vergleich zum Wildtyp feststellen (WT vs. MLP-KO: 64,242 + 2,069
vs. 37,508 + 3,824, p = 0,000). Dartber hinaus zeigt dieser Versuch
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bemerkenswerterweise, dass die Unfahigkeit der Expression des MPO-Gens zu einer
signifikanten Verbesserung der verschlechterten Endothelfunktion, hervorgerufen durch
die DCM, in den MLP-KO Tieren fuhrt (MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 37,508 + 3,824
vs. 53,979 + 3,115, p = 0,000). Diese ex vivo Methode weist somit eindeutig auf eine

verminderte Relaxationsfahigkeit der Aorta in den MLP-KO Tieren hin.
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Abb. 4.14: Einfluss der MPO Defizienz auf die endothelabhdngige und
endothelunabhangige Aortenfunktion: (A) Relaxationskurve der Aortenstlicke in Antwort auf
eine ansteigende Ach-Konzentration zur Ermittlung der endothelunabhdngigen Gefaltfunktion.
(B) Relaxationskurve der Aortenstiicke in Antwort auf eine ansteigende NTG-Konzentration zur
Ermittlung der endothelunabhangigen Gefalifunktion. Die MLP-KO Mause sind charakterisiert
durch eine signifikant eingeschrankte endothelabhéngige Relaxationsfahigkeit bei einer Ach-
Konzentration von 100 nM, die wiederum durch eine MPO Defizienz signifikant verbessert wird.
In Bezug auf die endothelunabhé&ngige Gefalfunktion I&sst sich kein Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen feststellen.

Da es sich bei den Organbad-Versuchen um eine physiologische Messung, die ex vivo
stattfindet, handelt, sollte zusatzlich Uberprift werden, ob sich die Ergebnisse des
Organbads bezuglich des peripheren GefaRsystems auch in vivo nachweisen lassen.
Hierzu wurde der systemische vaskuladre Widerstand (Systemic Vascular Resistance,
SVR) mithilfe eines Druck-Volumen-Konduktanz-Katheters ermittelt (siehe Abb. 4.15).
Der systemische vaskuldre Widerstand beschreibt den Druck, der aufgewendet werden
muss, um Blut entgegen dem vorherrschenden Widerstand durch das periphere
Gefallsystem zu bewegen und ist somit direkt abh&ngig von der peripheren
Gefalifunktion. Die Versuche ergaben, verglichen mit Wildtyp-Tieren, einen signifikant
erhéhten systemischen vaskuldaren Widerstand in MLP-KO Mausen (WT vs. MLP-KO:
0,342 + 0,034 vs. 0,59 + 0,043, p = 0,000). Der systemische vaskulare Widerstand in den
MLP/MPO DKO Mausen hingegen war vergleichbar mit dem in WT Mausen (MLP-KO
vs. MLP/MPO DKO: 0,59 £ 0,043 vs. 0,351 + 0,033, p = 0,000). Zusammen mit den
Daten des Organbads zeigt dieses Experiment somit, dass in MLP-KO Maéusen eine
Einschrankung der Funktion des periphervaskuldren Systems vorliegt und, dass diese
wohl vermittelt wird durch eine Dysfunktion im Endothel. Darlber hinaus ist diese
endothelabh&ngige periphervaskulére Dysfunktion abhé&ngig von dem Vorkommen der

Myeloperoxidase.
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Abb. 4.15: Systemischer vaskularer Widerstand in MLP-KO Mausen in Abhéangigkeit von
MPO: Der systemische vaskulére Widerstand wird bestimmt durch Ermittlung des mittleren
arteriellen Drucks, des zentralvendsen Drucks und des Herzzeitvolumens mithilfe von
Konduktanz-Kathetern. Die MLP-KO Maéuse weisen eine signifikante Erhéhung des
systemischen vaskuléren Drucks auf. Wohingegen sich die anderen Versuchsgruppen nicht
voneinander unterscheiden.

Da MPO bekanntermal3en einen reduzierenden Einfluss auf die NO-Bioverfugbarkeit hat,
sollte untersucht werden, ob die durch eine MPO Defizienz ausgeldste Abmilderung der
endothelabhé&ngigen vaskuldren Dysfunktion der Aorta in den MLP-KO Mé&usen in einem
Zusammenhang mit dieser Eigenschaft des MPO steht. Daher wurde das Aortengewebe
mithilfe des Western Blots proteinbiochemisch auf die Menge an phosphoryliertem
VASP (Serl57) und eNOS untersucht (siehe Abb. 4.16). Dabei konnte eine signifikante
Reduktion des Anteils an phosphoryliertem VASP als Marker fir die NO-
Bioverfugbarkeit in der Aorta der MLP-defizienten Tiere nachgewiesen werden (WT vs.
MLP-KO: 904,172 + 285,369 vs. 169,192 + 25,555, p = 0,021). Ein Trend hin zu einer
Erhéhung der Menge an NO zeigte das Aortengewebe von MLP/MPO DKO Méusen im
Vergleich zum MLP-KO Tier (MLP-KO vs. MLP/MPO DKO: 169,192 + 25,555 vs.
479,008 + 125,517, p = 0,866). Kontrér zu diesen Ergebnissen zeichnete sich die MLP-
KO Maus durch eine signifikant verstarkte Expression der eNOS in der Aorta im
Vergleich zu den Tieren der MLP/MPO DKO Versuchsgruppe aus (MLP-KO vs.
MLP/MPO DKO: 2,028 + 0,547 vs. 0,93 £ 0,244, p = 0,046). Dieses Ergebnis legt den
Schluss nahe, dass der Grund fir die endothelabhangige vaskuldre Dysfunktion der Aorta
der MLP-KO Tiere eine MPO vermittelte Reduktion der NO- Bioverfugbarkeit ist.
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Abb. 4.16: NO-Bioverfuigbarkeit in der Aorta: (A-C) Représentative Western Blot Bilder: (A)
charakteristische Doppelbande eines mit einem VVASP/pVASP spezifischen Primdrantikoérper
behandelten Blots (B) Ein mit einem eNOS spezifischen Primérantikorper behandelter Blot. (C)
GAPDH Western Blot zur Normalisierung der eNOS Signale. (D) Quantitative Auswertung der
pVASP-Anteile in der Aorta. (E) Quantitative Auswertung der eNOS Expression in der Aorta,
normalisiert auf das Housekeeping Gen GAPDH. Die NO-Bioverfiigbarkeit ist in den Aorten der
MLP-KO Tiere signifikant reduziert im Vergleich zum WT, wobei ein zusétzlicher Knockout des
MPO wieder ein Trend hin einer Erhdhung des reduzierten pVASP andeutet. Die eNOS
Expression wiederum ist in der Aorta der MLP/MPO DKO Tiere vergleichen mit den MLP/MPO
DKO Tieren signifikant reduziert.
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5 Diskussion

Einen ersten Anhaltspunkt fur die Verbindung zwischen der Myeloperoxidase und der
Progression der Herzinsuffizienz lieferte bereits eine Patientenstudie, die eine Korrelation
des MPO Spiegels im Plasma und der Schwere der Herzinsuffizienz aufzeigten (Rudolph
et al. 2007). Somit war es Ziel dieser Arbeit, zu Uberprifen, ob ein mechanistischer
Zusammenhang zwischen dem Enzym Myeoloperoxidase und der Progression einer
Herzinsuffizienz in einem Mausmodell fur eine dilatative Kardiomyopathie (DCM)
vorliegt. Als Mausmodell fur die DCM wurde in dieser Arbeit die MLP-KO Maus
gewahlt. Durch erste Untersuchungen mit der MLP-KO Maus konnten Arber et al., 1992
zeigen, dass diese Maus durch die aus dem Knockout des MLP resultierenden genetischen
Storungen der kardiomyozytéren Zytoarchitektur eine stark dilatierte Ventrikelgeometrie
aufweist, die einhergeht mit der als kardiales Remodeling bezeichneten Anderung der
myokardialen Struktur und Komposition. Daraus resultiert eine eingeschrankte
Herzfunktion. Da die MLP-KO Maus aufgrund dieser kardialen pathologischen VVorgénge
einen kardialen Phanotyp zeigt, der sehr &hnlich einer durch eine DCM ausgeltsten
Herzinsuffizienz im Menschen ist, wird diese Mauslinie inzwischen von vielen
Arbeitsgruppen fur die Erforschung der dilatativen Kardiomyopathie und der
Herzinsuffizienz genutzt. Um mdgliche Verbindungen zwischen dem kardialen Phénotyp
der MLP-KO Maus und der Myeloperoxidase herauszustellen, wurde eine MLP/MPO
DKO Maus eingesetzt und bei funktionellen und molekularbiologischen Untersuchungen
mit der MLP-KO Maus verglichen.

5.1 Einfluss der MPO Defizienz auf die Herzfunktion der MLP-KO Maus

Um erste Anhaltspunkte fiir einen méglichen Einfluss von MPO auf die Progression der
Herzinsuffizienz in der MLP-KO Maus zu erhalten, wurde tberpruft, ob sich durch einen
Knockout des MPO Anderungen in der dilatierten Herzgeometrie der MLP-KO
einstellen. Zusétzlich zur makroskopischen Betrachtung der Herzen wurden mithilfe der
transthorakalen Echokardiographie das linksventrikuldre VVolumen und die Dicke der
linksventrikularen posterioren Wand gemessen. Dabei konnte die fir eine DCM
charakteristische Dilatation in MLP-KO Méusen bestétigt werden. Interessanterweise

zeigte sich weiter, dass eine MPO Defizienz nicht zu Verdnderungen in der
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Herzgeometrie der 10 Wochen alten MLP-KO Tiere fiihrt. Zu den Ursachen der
Dilatation der Ventrikelkammern in der MLP-KO Maus gehdren die durch eine Defizienz
des Muscle LIM Proteins ausgeltsten strukturellen Einschrankungen innerhalb der
Kardiomyozyten und dartiber hinaus der Umbau der kardialen ECM. Wenngleich die
Ergebnisse keinen Hinweis auf eine Beteiligung von MPO an den fir die Dilatation
verantwortlichen VVorgéngen geben, wird ein méglicher Zusammenhang zwischen MPO
und sowohl der Hypertrophie der Myozyten als auch der Fibrosieung des Ventrikels an

spaterer Stelle in diesem Text aufgegriffen.

Da die Progression der Herzinsuffizienz ein hoéchstkomplexer Vorgang ist und die
pathologische Auspragung sich nur zum Teil aus den morphologischen Anderungen
manifestiert, sollte, um der Kernfrage dieser Arbeit nachzugehen, anschlieBend uberprift
werden, ob sich ein Effekt der MPO Defizienz auf die flr eine DCM charakteristische
eingeschrankte systolische LV-Funktion nachweisen l&sst. Dafiir wurde sich ebenfalls der
transthorakalen Echokardiographie bedient. Dabei konnte zundchst die bereits
beschriebene eingeschrénkte systolische LV-Funktion in 10 Wochen alten MLP-KO
Mausen bestétigt werden. So zeigten die MLP-KO Méuse eine signifikante Reduktion
der linksventrikuléren Ejektionsfraktion (EF) und des Fractional Shortening (FS).
Bemerkenswerterweise zeichnen sich die MLP/MPO DKO Tiere durch eine moderate,
aber signifikante Erh6hung dieser fir die systolische Herzfunktion charakteristischen
Parameter im Vergleich zu den MLP-KO Tieren aus. Aufgrund der Tatsache, dass die
Aussagekraft der Echokardiographie zur Erfassung von Parametern der Herzfunktion in
kleinen Nagetieren limitiert ist, wurde zusatzlich die als Goldstandard geltende Methode
der Ermittlung von Druck-Volumen-Schleifen zur Bestimmung der Herzfunktion
eingesetzt. Uber die Ermittlung eines weiteren Parameters fiir die systolische LV-
Funktion, die Preload Recruitable Stroke Work (PRSW) wurden die Ergebnisse der
Echokardiographie bestétigt. So zeigt die MLP-KO Maus eine signifikante Reduktion der
PRSW, wohingegen eine MPO Defizienz in diesen Tieren wieder zu einer PRSW fiihrt,
die dem WT vergleichbar ist. Neben der héheren Aussagekraft des durch die invasive
Druck-Volumen-Messung erhaltenen PRSW bieten diese Parameter noch einen weiteren
Vorteil. So ist die Preload Recruitable Stroke Work, anders als die hier gezeigten, durch
Echokardiographie ermittelten Parameter, unabhéngig von der Herzgeometrie (Glower et
al. 1985). Somit konnte die Kernhypothese dieser Arbeit bestatigt werden, dass eine MPO
Defizienz sich benefiziell auswirkt auf die Einschrankung der systolischen LV-Funktion
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in der MLP-KO Maus und somit die Progression der Herzinsuffizienz auch abhéngig ist
von der Myeloperoxidase. Die Art und Weise, in der MPO mechanistisch eingebettet ist
in die Entwicklung der eingeschréankten systolischen LV-Funktion in der MLP-KO Maus,
ob auf der Ebene des kardialen Remodelings oder eher vaskulérer Natur, wird weiter

unten in dieser Diskussion n&her eingegangen.

Patientenstudien zeigen, dass der Charakter einer durch eine DCM ausgeltsten
Herzinsuffizienz neben der systolischen Dysfunktion auch geprégt ist durch
Einschrankungen der diastolischen Funktion (Rihal et al. 1994). Da auch fiir die MLP-
KO Maus eine diastolische Dysfunktion beschrieben wurde (Lorenzen-Schmidt et al.
2005), sollte in dieser Arbeit Gberprift werden, ob sich MPO auch auf dieser Ebene
mechanisitisch beteiligt. Daher wurde ein méglicher Einfluss der MPO Defizienz auf die
kardiale Compliance untersucht. Dafur wurde durch Katheter-gestiitzte Messungen
linksventrikularer ~ Druck-Volumen-Schleifen  die  zeitliche  Konstante  der
linksventrikularen isovolumendsen Relaxation (Tau) ermittelt. Durch eine signifikante
Erhohung dieses Parameters konnte der diastolische Phanotyp der MLP-KO Maus
bestatigt werden. Anders als bei der systolischen Funktion zeigte sich hierbei jedoch kein
benefizieller Effekt eines MPO-KO auf die eingeschréankte diastolische Funktion in MLP-
KO Tieren. Ein Grund fir die diastolische Dysfunktion ist eine durch Anderung der
zelluldren Komposition des Ventrikelmyokards hervorgerufene Steifigkeit des Organs.
Dies wird mithilfe der Befunde bezliglich der Fibrosierung zu einem spateren Zeitpunkt

in dieser Diskussion naher betrachtet.

Zunéchst sollte, um das durch zwei unterschiedliche Verfahren bestétigte Ergebnis einer
Verbesserung der systolischen LV-Funktion in MLP/MPO DKO Maus weiter zu
untermauern, zusatzlich ein biochemischer Marker fur die Ausprdgung der
Herzinsuffizienz verglichen werden. Ein zentraler diagnostischer Marker fir die
Herzinsuffizienz sind das biologisch aktive aus 32 Aminosduren bestehende Brain
Natiuretic Peptide (BNP) und ein 76 Aminoséuren langes n-terminales Fragment, das nt-
proBNP (Hall 2004). Beide entstehen durch posttranslationale Modifikation des in erster
Linie im Ventrikelmyokard exprimierten Prakursor-Proteins proBNP. Eine erhohte
Expression des BNP wird ausgelost durch mechanosensorische Anderungen, die
hervorgerufen werden durch eine erhdhte Wandspannung des Herzens. Es zeigte sich eine

deutliche, wenn auch nicht signifikante Erhéhung der BNP Expression in den MLP-KO
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Tieren. Ebenfalls zu beobachten war ein Trend hin zu einer Reduktion der BNP
Expression in MLP/MPO DKO Tieren.

5.2 Einfluss der MPO Defizienz auf das kardiale Remodeling in MLP-KO Tieren

Nachdem ein Einfluss von MPO auf die systolische LV-Funktion in den MLP-KO Tieren
nachgewiesen wurde, sollte Gberprift werden, ob dies tber die Modulation des kardialen
Remodelings verlauft. Durch einen erhdhten mechanischen Stress und einen durch
systemische Faktoren ausgel6sten Stimulus tritt kompensatorisch eine morphologische
Verénderung der Kardiomyozyten in Form einer Hypertrophie ein. Dies wird vermittelt
uber eine Reaktivierung des fetalen Genprogramms in Kardiomyozyten. Auch wenn die
Ergebnisse diesbeziiglich nicht ganz einheitlich sind, so gibt die signifikant erhohte
Expression des skeletalen o-Aktin und des ANP in den MLP-KO Mausen einen
deutlichen Hinweis auf eine Uber Reaktivierung des fetalen kardialen Genprogramms
modulierte kardiomyozytare Hypertrophie. Ebenso fiihrt ein MPO-Knockout zu einer
Reduktion der MHCP Expression und damit zu einer Erh6hung des Quotienten MHCo/.
Durch die geringen Differnezen in der relativen Expression sind die Aussagen der
Ergebnisse jedoch limitiert. Weiter gilt zu bedenken, dass die Ergebnisse bezlglich des
fetalen Genprogramms nur einen limitierten Blick auf die pathophysiologischen
Vorgange innerhalb der Kardiomyozyten wahrend der Progression der Herzinsuffizienz
in den MLP-KO Mausen ermoglichen. Um abschlieend zu klaren, ob eine MPO
Defizienz sich auch positiv auf intrazellulire VVorgénge in den Kardiomyozyten der MLP-
defizienten Tiere auswirkt und damit die Verbesserung der systolischen LV-Funktion
auch Uber eine verbesserte kontraktile Funktion der Kardiomyozyten moduliert wird, sind

weitere Untersuchungen vonnéten.

Neben den Einschrankungen des Kardiomyozyten selbst sind auch Anderungen in der
Komposition der ECM in Form von der Entstehung fibrotischer Areale ein zentrales
Charakteristikum des kardialen Remodelings. Daher sollte festgestellt werden, ob eine
MPO Defizienz in der MLP-KO Maus zu einer Reduktion der Fibrose flhrt. Zunéchst
konnte so die massive interstitielle Fibrosierung in den MLP-KO Mausen bestatigt
werden. Weiterhin zeigte sich jedoch, dass zu dem untersuchten Zeitpunkt kein Einfluss
der MPO Defizienz auf die Entwicklung fibrotischer Areale innerhalb des Ventrikels der
10 Wochen alten MLP-KO Tiere nachzuweisen war. Dieser Umstand erklart auch, warum
kein Effekt einer MPO Defizienz auf die verminderte diastolische Funktion beobachtet
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werden konnte, da die diastolische Dysfunktion eng verknipft ist mit dem Auftreten
ventrikularer Fibrose (Moreo et al. 2009). So fuhren fibrotische Areale im Ventrikel zu
einer gewissen Steifigkeit, die wiederum das Relaxieren des Myokards in der Diastole
erschwert. Bemerkenswert sind die Untersuchungen zur Fibrose insofern, als dass ein
mechanistischer Zusammenhang zwischen MPO und sowohl atrialer als auch
ventrikuldrer Fibroseentwicklung in Untersuchungen zur Pathophysiologie des
Vorhofflimmerns und des Myokardinfarktes bereits nachgewiesen wurde (Askari et al.
2003, Rudolph et al. 2010). Dabei wirkt MPO auf zentrale Mechanismen ein, die auch
bei einer durch hereditdre DCM ausgel6sten Fibrosierung von Bedeutung sind. Dabei
spielen die Matrix Metalloproteinasen (MMPs) eine Schlusselrolle. Durch Degradation
vieler Komponenten der ECM sind diese Proteasen direkt beteiligt an der Entstehung und
Progression von Fibrose und werden durch MPO vermittelte Oxidation eines
Cysteinrestes aktiviert (Fu et al. 2001). Dabei ist bekannt, dass das Expressionsschema
der MMPs in vielen experimentellen Modellen fur Fibrose vergleichbar ist (Tan et al.
2006). Warum also lasst sich in der MLP-KO Maus keine Anderung des Fibrosegrades

durch eine MPO Defizienz erkennen?

Eine erhohte ventrikuldre Kollageneinlagerung hat neben nachteiligen Effekten auch
einen stabilisierenden Einfluss auf das Herzgewebe. Wie bei allen Formen der DCM sind
auch bei einer DCM, die durch genetische Defekte des Kontraktilen Apparats der
Kardiomyozyten ausgeldst wurde, die kinetischen Beanspruchungen des Myokards hoch.
Dies konnte bedeuten, dass die Fibroseauspragung im Ventrikel der MLP-KO Maus die
aus der gestorten Zytoarchitektur resultierenden kinetischen Beanspruchungen in Teilen
kompensiert. Da zumindest in dieser Arbeit kein Einfluss von MPO auf die verénderte
Zytoarchitektur in Kardiomyozyten der MLP-KO Maduse nachgewiesen wurde, wére

daher auch keine Reduktion der Fibrose zu erwarten.

Gegen diese Hypothese spricht jedoch, dass es bereits mit anderen Techniken erfolgreich
war, den Fibrosegrad in der MLP-KO Maus signifikant zu reduzieren und damit eine
Verbesserung der Herzfunktion zu erreichen. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass ein Knockout des ATIl la Rezeptors sowohl die Fibrosierung als auch die
Ventrikeldilatation in MLP-KO Mausen reduziert (Yamamoto et al. 2007). Jedoch
wurden dabei mit 24 Wochen deutlich &ltere Tiere untersucht als in dieser Arbeit. Diese
Erkenntnis spricht flr eine andere Erklarung fur die fehlende Reduktion der Fibrose in
MLP-KO Tieren durch einen MPO-KO, ndmlich dass das Alter der Mause zum Zeitpunkt
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der Untersuchungen mit 10 Wochen zu frith gewdahlt ist, um strukturelle Anderungen
einer MPO Defizienz zu erkennen und diese Mechanismen erst zu einem spateren
Zeitpunkt greifen. Am Beispiel des Einflusses von MPO auf die durch einen akuten
Myokardinfarkt induzierte Fibrose lasst auch noch eine andere Hypothese zum fehlenden
Einfluss einer MPO Defizienz auf die Fibrose in MLP-KO Tieren denkbar erscheinen. So
konnte in dem experimentellen Modell flr den akuten Myokardinfarkt eine stark erhéhte
Konzentration an MPO im Plasma nachgewiesen werden, die wiederum eine vermehrte
Sequestration des MPO in das Interstitium wahrscheinlich macht, wo das Enzym dann
seine profibrotischen Eigenschaften geltend macht (Askari et al. 2003). In dem hier
eingesetzten Mausmodell jedoch konnte lediglich eine moderat erhohte MPO-
Konzentration im Plasma nachgewiesen werden, sodass es denkbar ist, dass in diesem
Fall deutlich weniger MPO in das Interstitium des Myokards gelangt und somit die

Progression der Fibrose in diesem Tiermodell weniger durch MPO vermittelt wird.

Aufgrund der Tatsache, dass die MLP/MPO DKO Tiere aufgrund des Knockouts des
MPO-Gens bereits vor der Entwicklung des veranderten kardialen Phénotyps nicht in der
Lage sind, MPO zu exprimieren, lasst sich zumindest sagen, dass ein MPO-KO keinen
praventiven Effekt auf die Entwicklung der Fibrose in MLP-KO Méusen zeigt. Dies
deutet an, dass die durch MPO vermittelten Vorgidnge an der Entwicklung der
ventrikuldren Fibrose bei Fehlen von MPO durch andere Mechanismen kompensiert
werden. BekanntermaBen stehen Makrophagen in engem Zusammenhang mit der
Fibroseentwicklung (Wynn and Barron 2010). So ist bekannt, dass Makrophagen haufig
in direkter N&he der Kollagen produzierenden Myofibroblasten lokalisiert sind (Ramm et
al. 1998, Leicester et al. 2004, Thompson et al. 2008). Dabei erfolgt die Beteligung der
Makrophagen an der Ausbildung der Fibrose zum einen Uber die Aktivierung von
Fibroblasten durch Sekretion des Transforming Growth Factors g1 (TGFB1) und Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) (Wahl et al. 1990, Bonner et al. 1991). Zusatzlich spielen
Makrophagen auch unabhangig der Myofibroblastenaktivierung fiir die Entstehung von
Fibrose eine Rolle, und zwar Uber die Expression und Sekretion von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) (Okuma et al. 2004), die wiederum mitverantwortlich sind
fir den Umbau der extrazellularen Matrix und damit fir die Progression fibrotischer
Areale. Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen ein signifikant erhdhtes Mal3 an
Makrophageninfiltration in den MLP-KO Tieren, das in gleichem Male auch in den
MLP/MPO DKO Tieren ausgepragt ist. Weiterhin zeigen die immunhistologischen



- 83—

Untersuchungen, dass sich die Makrophagen in den interstitiellen, extrazellularen
Bereichen des linken Ventrikels konzentrieren, jene Bereiche, die auch von der Fibrose
betroffen sind. Zusammen mit der Tatsache, dass in MLP-KO Mausen die MPO-
Plasmakonzentration nur leicht erhoht ist, ist es somit denkbar, dass die Progression der
Fibrose in MLP-defizienten Tieren wenn, dann nur in geringem Malie durch eine
Beteiligung der Myeloperoxidase moduliert wird. Gestiitzt durch das Ergebnis, dass die
MPO Defizienz keinen Einfluss auf die charakteristisch verdnderte Herzgeometrie in
MLP-KO Tieren hat, deuten die Ergebnisse an, dass die Beteiligung von MPO an der
verminderten systolischen LV-Funktion in MLP-KO Tieren nicht auf strukturell

myokardialer Ebene stattzufinden scheint.

5.3 MPO und der vaskulare Phanotyp der MLP-KO Maus

Die mdgliche Beteiligung von MPO an der Progression kardiovaskulérer Krankheiten
beschrénkt sich aber nicht auf das kardiale Remodeling. So sind auch bereits zahlreiche
Effekte des MPO auf die vaskuldare Funktion beschrieben worden. Aufgrund dieser
Eigenschaft des MPO zusammen mit der Tatsache, dass der bisherige Fokus der
Forschung an der MLP-KO Maus stark auf Untersuchungen des Myokards lag, sollte in
dieser Arbeit eine mogliche vaskulare Dysfunktion in MLP-KO Mausen aufgedeckt und
daraufhin Gberpruft werden, ob diese potentielle Dysfunktion tiber Beteiligung von MPO
vermittelt wird. Daflr wurde zundchst ermittelt, ob sich in der Zirkulation der MLP-KO
Maus vermehrt MPO nachweisen lasst. Zum einen wurde die Menge an frei in der
systemischen Zirkulation vorliegendem MPO gemessen. Wie in diesem Text bereits
angefuhrt, zeigte sich dabei kein signifikanter Unterschied in der MPO-Konzentration
zwischen WT und MLP-KO Maus, jedoch ein Trend hin zu einer erhéhten MPO-
Konzentration im Blutplasma der MLP-KO Tieren. Dadurch ist anzunehmen, dass auch
mehr MPO systemisch am GefaRbett gebunden ist. Denn es ist bekannt, dass MPO mit
dem Endothel interagiert und dann durch verschiedene Mechanismen zu einer
endothelialen Dysfunktion beitrdgt (Nussbaum et al. 2013). Somit sollte auch ermittelt
werden, ob eine erhdhte Konzentration an MPO, das durch Bindung an das Endothel am
koronaren Gefalibett immobilisiert vorliegt, ein Charakterisitkum der MLP-KO Maus ist.
Dafur wurde mithilfe einer Heparinperfusion die Interaktion von MPO mit dem Endothel
der Koronarvaskulatur aufgehoben und das MPO aus der Koronarzirkulation eluiert.
Dabei konnte ein signifikant erhohtes Level an MPO in der Koronarvaskulatur in dem
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hier verwendeten Tiermodell fiir eine DCM nachgewiesen werden. Natirlich ist dies auch
fir alle anderen Gefélie in der MLP-defizienten Maus denkbar, wurde jedoch nicht

Uberprdift.

Obgleich kein Effekt auf das kardiale Remodeling nachgewiesen werden konnte, zeigt
dieses Ergebnis zumindest, dass MPO im Rahmen der DCM in der MLP-KO Maus
vermehrt ausgeschittet wird. Jedoch ist durch diesen Befund noch nicht geklart, ob die
erhdhte Sequestration von MPO lediglich eine Folge der Pathophysiologie ist oder ob das
vermehrte Auftreten von MPO in kausalem Zusammenhang mit der Progression der

Herzinsuffizienz steht.

Eine MPO vermittelte endotheliale Dysfunktion in der Koronarvaskulatur hatte eine
erhdhte Vasokonstriktion dieser GefaRe zur Folge, was sich wiederum in einem erhdhten
koronaren Perfusionsdruck niederschlagen wirde. So konnte bereits in einem porkinen
Modell gezeigt werden, dass eine Applikation des MPO in den linken Vorhof und
anschlieRender vaskularer Bindung zu einer verminderten Herzperfusion fiihrt (Rudolph
etal. 2012). Neben den inflammatorischen Vorgangen im Gefal hat auch die myokardiale
Kapillardichte Einfluss auf den koronaren Perfusionsdruck. So sollte eine Verringerung
der Kapillardichte im Ventrikel zu einem erhohten Perfusionsdruck der KoronargefaRe
flihren, da bei definiertem koronaren Blutfluss weniger Raum bleibt, auf den sich das Blut
verteilen kann. Beziiglich der kardialen Zirkulation ist auch bereits ein Zusammenhang
zwischen einer verringerten myokardialen Kapillardichte und der dilatativen
Kardiomyopathie gezeigt worden. So zeigen in einer Studie Patienten, die an
idiopathischer DCM leiden eine verringerte Kapillardichte und daraus resultierend eine
verringerte Coronary Flow Reserve (Tsagalou et al. 2008). Ein Grund fur die anatomische
Disruption der koronaren Mikrovaskulatur bei einer DCM ist unter anderem die
Auspragung interstitieller Fibrose im Ventrikelmyokard (O'Gara et al. 1987). Aufgrund
der massiven interstitiellen Fibrose im Ventrikel des hier verwendeten Tiermodells,
scheint es denkbar, dass eine Verringerung der Kapillarenanzahl als Folge des kardialen
Remodelings im Ventrikel der MLP-KO Maduse auftritt. Tatsachlich konnte mithilfe
immunhistologischer Aufnahmen eine verminderte Kapillardichte im Ventrikel der MLP-
KO Maus im Vergleich zum WT beobachtet werden, jedoch keine Anderung der
reduzierten ventrikularen Anzahl an Kapillaren durch eine zusatzliche MPO Defizienz in
den MLP-KO Mausen. Aufgrund dieser Befunde wurde in dieser Arbeit auch der
koronare Perfusionsdruck der Versuchstiere mithilfe des Langendorff-Systems
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untersucht. Jedoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen. Im Lichte der Ergebnisse beziglich der WVerringerung der
Kapillardichte im Ventrikel und der erhohten Menge von immobilisiertem MPO in den
Koronararterien der MLP-KO Maus hatte man jedoch erwartet, dass der koronare
Perfusionsdruck in den MLP-KO Méusen signifikant erhoht ist. Erklart werden konnte
das Ausbleiben eines messbaren Unterschieds dadurch, dass die Messmethode zur
Ermittlung des koronaren Perfusionsdrucks limitiert und die Gefahr einer Artefaktbildung
hoch ist. So wird jedes Herz einzeln auf eine Kanile aufgefadelt und bereits kleine
Anderungen beziiglich der Tiefe der Kaniile in der Aorta kénnen sich in groRen
Anderungen des Drucks widerspiegeln. Auch wird den Tieren zwar der
Gerinnungshemmer Agrata Multidose i.p injiziert, dennoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass sich durch inadéquate Verteilung des Gerinnungshemmers dennoch
Thromben in der Koronarzirkulation bilden, die sich in der Druckmessung
niederschlagen.

Da bekannt ist, dass viele der MPO vermittelten pathologischen Effekte auf das Endothel
einhergehen mit einer Reduktion der NO-Bioverfligbarkeit, sollte trotz des negativen
Befundes aus der Messung des koronaren Perfusionsdrucks Uberpriift werden, inwieweit
sich die Menge an phosphoryliertem VASP als Marker fir die NO-Bioverfugbarkeit in
der myokardialen Zirkulation der Versuchsgruppen andert. Ubereinstimmend mit dem
Ergebnis zum koronaren Perfusionsdruck zeigen die proteinbiochemischen
Untersuchungen zur NO-Bioverfugbarkeit keine signifikanten Unterschiede, allenfalls
einen leichten Trend hin zu einer verminderten myokardialen NO-Bioverfiigbarkeit in
MLP-KO Tieren. Auch Untersuchungen zur myokardialen Expression der eNOS als
Hauptquelle vaskuldren Stickstoffmonoxids zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Aufgrund der erhohten Konzentration von MPO in der
Koronarvaskulatur wére jedoch eine Reduktion der NO-Bioverfligbarkeit in der kardialen
Zirkulation der MLP-KO Mause zu erwarten gewesen. Dabei gilt es jedoch zu
beriicksichtigen, dass in diesem Fall die proteinbiochemische Untersuchung zur NO-
Bioverfligbarkeit mit dem gesamten Ventrikelgewebe durchgefiihrt wurde und somit die
Aussagekraft ber die NO-Bioverfugbarkeit in der Koronarzirkulation begrenzt ist. Denn
es ist bekannt, dass auch die Kardiomyozyten eNOS konstitutiv exprimieren, und NO
auch in myokardiale Prozesse aullerhalb der Vaskulatur mechanistisch eingebunden ist
(Seddon et al. 2007).
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Neben den Untersuchungen zur Koronarvaskulatur wurde auch tberprift, ob sich ein
Nachlast erhéhender vaskuléarer Phanotyp in der MLP-KO Maus zeigt. Durch Organbad-
Experimente wurde hierbei sowohl die endothelabhéngige wie auch endothelunabhéngige
Funktion der Aorta Uberprift. Dabei konnte fur dieses Tiermodell im Alter von 10
Wochen eine verminderte Acetylcholin-induzierte Relaxationsféhigkeit des GeféaRes und
damit eine endotheliale Dysfunktion der Aorta nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass diese Einschrankung in den MLP/MPO DKO Tieren weniger
ausgepragt ist und somit eine Beteiligung der Myeloperoxidase an der eingeschrankten
Aortenfunktion anzunehmen ist. Interessanterweise zeigte sich jedoch keine
endothelunabhéngige Einschrdnkung der vasomotorischen Aortenfunktion in MLP-KO
Tieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass in den 10 Wochen alten MLP-KO Tieren zwar
Prozesse ablaufen, die eine endotheliale Dysfunktion induzieren, jedoch die Funktion der
kontraktilen Zellschicht der Aorta, der Tunica media, nicht durch funktionelle
Einschrankungen beeintrachtigt wird. Die potenzielle, durch eine MPO vermittelte
endotheliale Dysfunktion der Aorta ausgeldste Erhohung der Nachlast in MLP-KO Maus
sollte zuséatzlich zu den ex vivo Untersuchungen im Organbad durch in vivo Versuche
bestatigt werden. Daflir wurde der systemische vaskuldre Widerstand in den
Versuchstieren durch invasive Messung des mittleren arteriellen Drucks, des
zentralvendsen Drucks und des Herzzeitvolumens in den Versuchstieren bestimmt. Dabei
zeigte sich eine Erhéhung des systemischen vaskularen Widerstands in MLP-KO Mausen
und daruber hinaus, dass dieser erhdhte Widerstand durch eine MPO Defizienz nihiliert
wird. Der periphere Gefalwiderstand ist zwar zum gréRten Teil abhdngig von den
Avrteriolen und weniger von der vaskuldren Funktion der Aorta, dennoch wurde auch in
der Aorta ,stellvertretend die NO-Bioverfugbarkeit proteinbiochemisch untersucht,
wobei das Ergebnis nicht zwingend der NO-Bioverfugbarkeit in den Widerstandsgeféalien
entsprechen muss. Es zeigte sich, anders als im Myokardgewebe, eine signifikante
Reduktion der phosphorylierten Form des VASP und damit eine verminderte NO-
Bioverfligbarkeit in den MLP-KO Maéusen im Vergleich zum WT und weiter ein
eindeutiger wenn auch nicht signifikanter Trend hin zu einer erhdhten NO-
Bioverfugbarkeit durch eine zusatzliche MPO Defizienz in MLP-KO Mausen. Auch
beziglich der Menge an eNOS in der Aorta zeigen die Versuchsgruppen Unterschiede.
So zeigt sich ein Trend hin zu einer vermehrten Expression dieses Enzyms in den MLP-
KO Tieren und wiederum eine signifikante Reduktion der Menge an exprimiertem eNOS
in Aorten der MLP/MPO DKO Tiere. Dieses Ergebnis deutet an, dass die erhdhte Menge
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an eNOS eine Art von Kompensation auf eine endotheliale Dysfunktion in den Aorten
der MLP-KO Mauslinie darstellt. Da dennoch eine signifikante Verringerung der NO-
Bioverfugbarkeit in Aorten der MLP-KO Mause vorliegt, scheint diese Kompensation
nicht suffizient zu sein. Die Tatsache, dass zum einen ein Trend zu einer erhhten NO-
Bioverflgbarkeit in MLP/MPO DKO Tieren im Vergleich zu den MLP-KO Tieren
erkennbar ist, gleichzeitig jedoch die Menge an eNOS signifikant reduziert ist, deutet an,
dass der fehlende NO reduzierende Effekt des MPO in der MLP/MPO DKO Maus dazu
flhrt, dass die Expression der eNOS nicht so stark kompensatorisch heraufreguliert wird.
Weiter kann man schlussfolgern, dass somit die Reduktion der NO-Bioverflgbarkeit und
damit die endotheliale Dysfunktion in der MLP-KO Maus zum Teil Gber MPO vermittelt

wird.

In dieser Arbeit ist somit zum ersten Mal ein veranderter vaskularer Phénotyp der MLP-
KO Maus beschrieben worden, der zu einer Erhéhung der Nachlast fuhrt. Weiter zeigte
sich, dass MPO mechanistisch involviert ist in diesen Prozess. Da dabei keinerlei Effekt
einer MPO Defizienz auf myokardial stattfindende Prozesse beobachtet werden konnte,
lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die durch den MPO-KO erreichte signifikante
Verbesserung der systolischen LV-Funktion auch auf benefizielle Effekte im vaskuldren
System zurtickzufuhren sind und somit pathophysiologische vaskulare VVorgénge in der
MLP-KO Maus in signifikantem Malie an der verminderten systolischen Herzfunktion in
diesem Tiermodell beitragen. Die hier gezeigten Ergebnisse geben einen deutlichen
Hinweis darauf, dass die Verbesserung der reduzierten systolischen LV-Funktion in
MLP-KO Mausen durch die MPO Defizienz tiber eine Abmilderung der endothelialen
Dysfunktion, genauer ber eine Erhohung der vaskuldren Verfuigbarkeit des fir die
Vasomotorik eminent wichtigen Signalmediators NO, moduliert wird. Dabei stellt sich
die Frage, wie eine uber eine MPO Defizienz vermittelte Verbesserung der endothelialen
Dysfunktion in der MLP-KO Maus zu einer Verbesserung der Kontraktilitdt und somit
der systolischen Herzfunktion fiihrt? Wie bereits in der Einleitung dargelegt, sind die
Effekte einer Reduktion der NO-Bioverfugbarkeit auf die Pathophysiologie einer
Herzinsuffizienz vielféltig. Bezuglich der in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse kann
zundchst davon ausgegangen werden, dass die MPO Defizienz die Nachlast in MLP-KO
Tieren durch eine erhéhte Relaxationsfahigkeit der Widerstandsgefélie verringert. Die
daraus resultierende Erhohung der Auswurfleistung fuhrt sicher auch zu einer
Verbesserung der systolischen Funktion in MLP-KO M&usen. Eine Minderperfusion des
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MLP-KO Herzens konnte zwar nicht direkt nachgewiesen werden, gilt aufgrund der
Daten bezuglich der Kapillardichte jedoch zumindest als denkbar. Ein Effekt des MPO-
KO auf eine mdgliche Minderperfusion des MLP-KO-Herzens kann ebenso nicht
nachgewiesen werden. Die Befunde beziiglich der erhohten MPO-Konzentration in der
Koronarperfusion der MLP-KO Maéuse und dem Ergebnis beziglich der NO-
Verfligbarkeit in der Aorta lassen es dennoch denkbar erscheinen, dass es auch in den
Koronargefallen zu einer Abmilderung einer endothelialen Dysfunktion und damit zu
einer Verbesserung der Perfusion des Herzens kommt. Nicht untersucht wurde in dieser
Arbeit, ob sich eine MPO Defizienz auch direkt verbessernd auf eine reduzierte Féhigkeit
der Kontraktion einzelner Kardiomyozyten in MLP-KO Tieren auswirkt. Da die
vaskulare Funktionseinschrankung nur eine Folge der gestorten Funktion der
Kardiomyozyten ist und somit nur einen Teil zu der verminderten Herzfunktion beitragt,
lasst sich zumindest erkléren, dass der benefizielle Effekt einer MPO Defizienz lediglich

zu einer moderaten Verbesserung der Herzfunktion fihrt.

5.4 MPO als Ziel einer Therapie gegen Herzinsuffizienz

Das Ziel der Erforschung von MPO im Zusammenhang mit pathologischen
kardiovaskuldren Ereignissen ist sicher eine Therapie, bei der MPO als Angriffspunkt
fungiert. Die hier dargelegten Ergebnisse zeigen, dass eine Therapie der Herzinsuffizienz
Uber eine Verbesserung der vaskuldren Funktion mithilfe einer Inhibition des MPO
durchaus plausibel erscheint und sich somit einordnen wiirde in die bereits angewendete
therapeutische Strategie zur Behandlung von Patienten mit Herzinsuffizienz. So ist die
Reduktion der Nachlast Ziel der Therapie aller Stadien einer Herzinsuffizienz. Ein Grund
dafir, dass dieser Ansatz so attraktiv ist, ist, dass sich der Effekt der Entlastung des
Herzens durch vaskular bedingte Reduktion der Nachlast direkt einstellt, wohingegen
eine Therapie, die strukturelle Anderungen des Myokards zum Ziel hat, erst langerfristig

seine Wirkung entfaltet.

Bezuglich der potentiellen Therapiemdglichkeit stellt sich auch die Frage, ob eine MPO
Defizienz oder Inhibition neben des protektiven Einflusses auf kardiovaskuldre
Ereignisse zu einer eingeschrankten Abwehr von pathogenen Fremdorgansimen fihrt. So
konnte in vitro gezeigt werden, dass MPO erforderlich ist fiir die Immunabwehr von
Candida tropicalis, Lactobacillus acidophilus und bestimmten Staphylokokken-Spezies
(Lehrer and Cline 1969, Lehrer et al. 1969). Auch in der MPO defizienten Maus konnten
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Anderungen der Immunabwehr gegen Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans und
tropicalis nachgewiesen werden. Ebenso wurde eine verminderte Abwehr einer durch
Lasionen des Caecums hervorgerufenen Sepsis in der MPO defizienten Maus ermittelt
(Gaut et al. 2001). In der Pathogenabwehr des Menschen weisen die Granulozyten im
Vergleich zum murinen Immunsystem weitere in die Resolution einer Infektion
involvierten Mediatoren auf (Hirche et al. 2005), sodass sich die Unterschiede zwischen
WT und MPO defizienter Maus nur begrenzt auf das humane Immunsystem Ubertragen
lassen. So weisen MPO defiziente Patienten lediglich eine eingeschrankte Immunabwehr
im Zusammenhang weiterer Erkrankungen wie der Diabetes auf (Parry et al. 1981, Lanza
1998).

Durch die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse konnte die Kernhypothese der Arbeit
bestatigt werden, dass MPO involviert ist in die Progression einer durch hereditarer DCM
ausgeloster Herzinsuffizienz im MLP-KO Mausmodell. Dadurch untermauern die
Ergebnisse dieser Arbeit die Annahme, dass MPO sich neben bereits in diesem
Zusammenhang untersuchten anderen Krankheitsformen des kardiovaskuléren Apparats
wie der Atheriosklerose (Shao et al. 2012), dem Vorhofflimmern (Rudolph et al. 2010)
und dem akuten Myokardinfarkt (Askari et al. 2003) auch mit dem vielfaltigen Gebiet der
Herzinsuffizienz mechanistisch in Verbindung bringen lasst. Besonders, da die
Herzinsuffizienz als klinisches Symptom die Folge vieler kardiovaskularer Krankheiten
ist, gibt das hier im Tiermodell gezeigte Ergebnis Anlass zu weiteren Studien beziiglich

MPO und der Herzinsuffizienz.

5.5 Ausblick

Zundchst muss durch weitere Untersuchungen der vaskuldre Phanotyp der MLP-KO
Maus weiter charakterisiert werden. Dabei gilt es zu lberprifen, zu welchem Zeitpunkt
sich eine Einschrankung der vaskuldren Funktion in MLP-KO Madusen einstellt, wie
dieser Vorgang mechanistisch moduliert wird und wie sich die Einschrankung der
vaskuldren Funktion im Verlauf der Krankheit weiterentwickelt. So ist es denkbar, dass
sich strukturelle Anderungen der fiir die Kontraktion verantwortlichen Zellschicht des
GefaBes im Verlauf der Krankheit noch auspragen und MPO méglicherweise
mechanistisch in diesen Prozess eingebettet ist. Ferner missen auch detailliertere
Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen MPO und dem vaskuldren Ph&notyp

gewonnen werden. Durch Einsatz verschiedener Untersuchungen gilt es zu Kléren,
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inwieweit die Beteiligung der Myeloperoxidase an der endothelialen Dysfunktion tber
Reduktion der NO-Bioverfligbarkeit moduliert wird und ob dariiber hinaus noch weitere

MPO vermittelte Mechanismen involviert sind.

Ebenso ist zu klaren, ob und in welchem Mal3e sich die Progression der Herzinsuffizienz
in MLP-KO Maéusen durch ein Knockout des MPO im weiteren Verlauf der Krankheit
andert. Genauer sollte ermittelt werden, ob sich zu einem spateren Zeitpunkt
maoglicherweise auch ein Effekt auf das kardiale Remodeling einstellt und somit die
Verbesserung der eingeschréankten Herzfunktion in MLP-KO Mausen noch ausweitet.
Dafur ist es erforderlich die Anwesenheit und Verteilung von MPO im Myokard zu
untersuchen, um herauszufinden, ob MPO auch aul3erhalb der GeféaRe im Interstitium der
MLP-KO Maduse zu finden ist.

Basierend auf den Ergebnissen zur Kapillardichte ist davon auszugehen, dass eine
Minderperfusion des Myokards in den 10 Wochen alten MLP-KO Mausen vorliegt.
Daher sollte trotz des Befundes bezlglich des koronaren Perfusionsdrucks die Perfusion
des Herzens in MLP-KO Mause unter Mithilfe weiterer Methoden genauer untersucht
werden. Eine geeignete, bereits etablierte Methode ware, das Herz mit fluoreszierenden
Mikrospharen zu perfundieren und dadurch Informationen tiber die Perfusion des Herzens
zu erlangen (Detter et al. 2007). Da die Minderperfusion einhergeht mit einer
Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff, sollte auch geklart werden, ob und
inwieweit die verminderte Kapillardichte und die mdglichen vasokonstringierenden
Phédnomene in der Koronarzirkulation von MLP-KO Mausen sich in einer myokardialen

Hypoxie niederschlagen und ob MPO auch auf dieser Ebene Einfluss nimmt.

Aulerdem ware es interessant zu berprifen, wie sich eine MPO Defizienz auf anders
verursachte Formen der DCM auswirkt. Da MPO zentrale inflammatorische Bedeutung
hat, ist es beispielsweise denkbar, dass ein MPO Knockout in einer durch enterovirale

Infektionen ausgeldsten DCM zu einem anderen Verlauf der Krankheit fihrt.

Eines der finalen Ziele der Erforschung der Myeloperoxidase im Zusammenhang mit
kardiovaskuléaren Erkrankungen ist sicher die Etablierung einer Therapie in Form eines
MPO-Inhibitors. Daher gilt zu klaren, ob und inwieweit sich ein positiver Effekt durch
eine Zugabe eines MPO-Inhibitors erst nach Auspragung der Krankheit in MLP-KO

Mausen auf den Krankheitsverlauf feststellen lasst.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, zu Uberpriifen, ob ein mechanistischer Zusammenhang
zwischen dem Enzym Myeloperoxidase und einer Herzinsuffizienz im Mausmodell
besteht. Bei der Myeloperoxidase handelt es sich um ein Enzym der angeborenen
Immunantwort, das durch sein Spektrum an physiologisch relevanten Redoxreaktionen
Bedeutung in der Progression kardiovaskularer Erkrankungen hat. Es sollte untersucht
werden, ob eine MPO Defizienz benefizielle Auswirkungen auf die Progression der
Herzinsuffizienz in der MLP-KO Maus hat. Bei der MLP-KO Maus handelt es sich um
ein etabliertes, murines Modell fir eine dilatative Kardiomyopathie. Durch das Fehlen
des Muscle LIM Proteins ist diese Mauslinie charakterisiert durch eine Disruption der
kardiomyozytaren Zytoarchitektur, was zu einer Dilatation des Ventrikels und
gleichzeitig zu einer Hypertrophie der Kardiomyozyten fuhrt. Als Folge dessen weist die
Maus bereits im Alter von 10 Wochen eine eingeschrankte systolische und diastolische

Herzfunktion auf.

Zunéchst konnte dieser veranderte kardiale Phanotyp der MLP-KO Maus bestétigt
werden. Bezuglich einer mdglichen Beteiligung von MPO an der Herzinsuffizienz zeigte
sich jedoch kein Effekt einer MPO Defizienz auf die veranderte Herzgeometrie in MLP-
KO Mausen. Beziglich der Parameter Fractional Shortening, Ejektionsfraktion und
Preload Recruitable Stroke Work konnte jedoch mithilfe physiologischer Methoden eine
Abmilderung der eingeschrankten systolischen LV-Funktion, in MLP-KO durch einen
zusatzlichen MPO-KO nachgewiesen werden. Die als kardiales Remodeling
bezeichneten intramyokardialen Prozesse sind ein zentrales Charakteristikum der
Herzinsuffizienz und malgeblich beteiligt an der eingeschrankten Herzfunktion. Die
Ergebnisse dieser Arbeit geben jedoch keinen Hinweis darauf, dass eine MPO Defizienz
einen Effekt auf das ausgepragte kardiale Remodeling in der MLP-KO Maus hat. Weder
auf intrakardiomyozytarer Ebene, ermittelt durch das Expressionsmuster des fetalen
kardialen Genprogramms, noch auf interstitieller Ebene bezlglich der Fibrose und der

Infiltration von Immunzellen.

Die vaskulare Dysfunktion ist Bestandteil der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und
MPO trégt, unter anderem durch Reduktion der vaskuldren NO-Bioverfligbarkeit,
nachgewiesenermalien zu einer Einschrankung der vaskuldren Funktion bei. Daher wurde
auch uberprift, ob eine Einschrankung sowohl des koronarvaskuldren Systems als auch

der systemischen Zirkulation Bestandteil der Pathophysiologie der MLP-KO Maus ist
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und falls ja, ob MPO beteiligt ist an diesem Prozess. Zundchst konnte eine erhohte Menge
an gefaligebundenem MPO in der Koronarvaskulatur und eine verminderte, ventrikulére
Kapillardichte in MLP-KO Mausen ermittelt werden, ohne dass jedoch Anderungen in
der NO Bioverflgbarkeit oder ein erhohter koronarer Perfusionsdruck beobachtet wurde.
Bezliglich der systemischen Zirkulation zeigten physiologische Messungen, dass die
MLP-KO Maus charakterisiert ist sowohl durch eine endotheliale Dysfunktion in der
Aorta, als auch durch einen erhohten systemischen vaskuldren Widerstand. Ebenso ist die
NO Bioverfugbarkeit signifikant reduziert in Aorten von MLP defizienten Tieren. Eine
MPO Defizienz fuhrt zu einer signifikanten Verbesserung dieser funktionellen,
vaskularen Einschrankung, sodass es wahrscheinlich ist, dass die Verbesserung der
systolischen LV-Funktion durch eine MPO Defizienz ihren Ursrpung in einer
Verbesserung der eingeschrénkten vaskuldaren Funktion der systemischen Zirkulation in
MLP-KO Tieren hat und dies vermittelt wird durch eine Erhéhung der vaskul&ren
Bioverflgbarkeit von NO.
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8 Anhang

8.1 Liste der experimentellen Daten

Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardfehler und nach Abbildungen geordnet.

Abb. 4.1: Einfluss eines MPO-Knockouts auf die veranderte Herzgeometrie in MLP-
KO Mausen:

LV-PW Dicke (mm):
WT: 0,868 + 0,031, MLP-KO: 0,629 + 0,033, MPO-KO: 0,912 + 0,039, MLP/MPO
DKO: 0,663 £ 0,029, N=22, 18, 6, 23.

LV-Volumen (pL):
WT: 77,352 + 2,442, MLP-KO: 94,131 + 3,028, MPO-KO: 75,377 + 4,883, MLP/MPO
DKO: 103,907 + 2,771; N= 22, 9, 6, 23.

Abb. 4.2: Einfluss einer MPO Defizienz auf die eingeschrankte systolische LV-
Funktion in MLP-KO Méausen:

EF (%):
WT: 56,056 + 0,809, MLP-KO: 24,8 + 2,235, MPO-KO: 48,633 + 5,5, MLP/MPO DKO:
31,022 + 1,913 N=5, 18, 6, 23.

FS (%):
WT: 29,096 + 0,542, MLP-KO: 11,482 + 1,095, MPO-KO: 24,732 £ 3,371, MLP/MPO
DKO: 14,751 + 0,989; N=5, 18, 6, 23.

Abb. 8.1: Untersuchung der von Nachlast und Herzgeometrie unabhangigen
systolischen LV-Funktion:

PRSW (mmHg):
WT: 60,008 * 4,647, MLP-KO: 44,09 + 3,832, MPO-KO: 62,12 + 2,037, MLP/MPO
DKO: 59,616 + 3,545; N=6, 6, 3, 5.

Abb. 4.4: Diastolische Dysfunktion in MLP-KO und MLP/MPO DKO Tieren:

Tau (ms):
WT: 5,906 + 0,823, MLP-KO: 10,119 + 0,66, MPO-KO: 4,735 £ 0,565, MLP/MPO
DKO: 9,948 £ 0,859; N=4, 5, 2, 5.

Abb. 4.5: Untersuchung der Auspragung der Herzinsuffizienz in MLP-KO und
MLP/MPO DKO Tieren mithilfe des natriuretischen Peptids Typ B (BNP):

BNP Expression (relative Expression):
WT: 1,167 £ 0,431, MLP-KO: 11,058 + 4,916, MPO-KO: 3,234 * 2,398, MLP/MPO
DKO: 4,095 £ 0,825; N=10, 12, 7, 11.
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Abb. 4.6: Untersuchungen zum fetalen kardialen Genprogramm im Myokard der
MLP-KO Mause in Abhangigkeit von MPO:

MHC a Expression (relative Expression):
WT: 1,072 £ 0,122, MLP-KO: 0,904 = 0,192, MPO-KO: 1,334 = 0,153, MLP/MPO
DKO: 0,811 £ 0,121, N=12, 13, 8, 11.

MHC p Expression (relative Expression):
WT: 1,031 + 0,072, MLP-KO: 1,301 £ 0,189, MPO-KO: 1,028 + 0,146, MLP/MPO
DKO: 0,723 £ 0,086, N=12, 13, 8, 11.

MHC o/p Quotient:
WT: 0,137 + 0,014, MLP-KO: 0,102 + 0,019, MPO-KO: 0,19 + 0,03, MLP/MPO DKO:
0,17 + 0,034, N= 12, 13, 8, 11.

ANP Expression (relative Expression):
WT: 1,9071 £ 0,672, MLP-KO: 27,91 + 8,073, MPO-KO: 4,784 + 2,334, MLP/MPO
DKO: 23,57 £ 6,669, N=7, 9, 7, 8.

Skeletales a-Aktin Expression (relative Expression):
WT: 0,904 £ 0,093, MLP-KO: 2,27 + 0,218, MPO-KO: 0,841 + 0,065, MLP/MPO DKO:
1,361 +£0,199, N=11, 12,7, 8.

SERCA Expression (relative Expression):
WT: 1,036 + 0,084, MLP-KO: 0,948 + 0,205, MPO-KO: 1,318 *+ 0,232, MLP/MPO
DKO: 0,854 £ 0,188, N=11, 12, 7, 8.

Abb. 4.7: Interstitielle Fibrosierung im linken Ventrikel der MLP-KO Mause als
Parameter des kardialen Remodelings

Fibrose/Gesamtfléache:
WT: 0,003 + 0,000791, MLP-KO: 0,025 + 0,00077, MLP/MPO DKO: 0,024 + 0,00241;
N=3, 3, 4.

Abb. 4.8: Einfluss einer MPO-Defizienz auf die Makrophagen-Infiltration in den
linken Ventrikel der MLP-KO Maus:

Makrophagen/hpf:
WT: 1,003 = 0,212, MLP-KO: 3,422 + 0,699, MLP/MPO DKO: 2,998 + 0,554; N= 10,
7,11

Abb. 4.9: Konzentration von MPO im Blutplasma, ermittelt mithilfe eines Maus-
MPO Elisas:

MPO-Konzentration (ng/pL):
WT: 191,94 + 27,987, MLP-KO: 270,054 + 81,879, MLP/MPO DKO: 36,561 + 2,494; N=7, 5,
4.



—106 -

Abb. 4.10: Erhéhte MPO Deposition in der Koronarzirkulation der MLP-KO Tiere:

MPO-Konzentration (ng/uL):
WT: 59,035 + 22,306, MLP-KO: 129,709 £ 19,049, MLP/MPO DKO: 34,529 + 2,103;
N=3,4,7.

Abb. 4.11: Zusammenhang zwischen eines MPO Knockouts und einer verminderten
linksventrikularen Kapillardichte in MLP-KO Tieren:

Anzahl Kapillaren/um*1000:
WT: 4,688 + 0,214, MLP-KO: 3,808 £ 0,135, MLP/MPO DKO: 3,849 + 0,127; N=8, 11,
6.

Abb. 4.12: NO-Bioverfiigbarkeit im Myokard:

PVASP/VASP (AUC):
WT: 0,208 + 0,009, MLP-KO: 0,186 + 0,011, MLP/MPO DKO: 0,214 + 0,015; N= 20,
23, 21.

eNOS (AUC):
WT: 0,17 + 0,031, MLP-KO: 0,135 + 0,015, MLP/MPO-KO: 0,134 + 0,021; N= 13, 13,
14,

Abb. 4.13: Koronarer Perfusionsdruck in MLP-KO Tieren und der Einfluss von
MPO auf diesen Parameter:

Koronarer Perfusionsdruck (mmHG):
WT: 109,587 + 4,003, MLP-KO: 115,242 + 19,888, MPO-KO: 69,0105 + 23,958,
MLP/MPO DKO: 111,649 + 21,518; N=38, 5, 4, 3.

Abb. 4.14: Einfluss der MPO Defizienz auf die endothelabhéngige und
endothelunabhéngige Aortenfunktion:

%0 der Relaxation bei 100 nM Ach-Inkubation :
WT: 64,242 + 2,069, MLP-KO: 37,508 + 3,824, MLP/MPO DKO: 53,979 + 3,115; N=
12, 13, 14.

%0 der Relaxation bei 100 nM NTG-Inkubation:
WT: 44,88 + 1,3, MLP-KO: 41,66 + 1,45, MLP/MPO-KO: 42,74 + 2,04; N= 12, 13, 14.

Abb. 4.15: Systemischer vaskularer Widerstand in MLP-KO Mausen in
Abhéangigkeit von MPO:

SVR (mmHg*min*ml1):
WT: 0,342 + 0,034, MLP-KO: 0,59 + 0,043, MPO-KO: 0,36 + 0,03, MLP/MPO DKO:
0,351 +£0,033; N=5, 6, 2, 5.
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Abb. 4.16: NO-Bioverfugbarkeit in der Aorta:

pVASP/VASP (AUC):

WT: 904,172 + 285,369, MLP-KO: 169,192 + 25555 MLP/MPO DKO: 479,008 +
125,517; N=6, 5, 5.

eNOS (AUC): WT: 1,64 + 0,269, MLP-KO: 2,028 + 0,547, MLP/MPO-KO: 0,93 +
0,244; N= 11, 6, 8.
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