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Referat:

Der akute Myokardinfarkt (AMI) ist eine der Haugtesursachen in den westlichen
Industrienationen. Der Einsatz von Behandlungssiran, die zu einer schnellen Reperfusion des
ischAmischen Myokards fuhren, hat in den letztémeladie Letalitat des AMI gesenkt. Dennoch
liegt auch unter idealen Bedingungen zwischen kbdigmgnose und kompletter Reperfusion des
Myokards eine kritische Zeitspanne, in der zusétgiVerfahren zur Myokardprotektion eingesetzt
werden konnten. Verschiedene Strategien der Prétkamdrung fuhren in tierexperimentellen
Untersuchungen zu einer Verbesserung der myokardiathamietoleranz. Die vorliegende Arbeit
umfasst Untersuchungen bezuglich protektiver E€feld¢sBone morphogenetic protein (BMP2)

auf Kardiomyozyten unter Stressbedingungen. Inkz#lirexperimenten wurde der Einfluss von
BMP2 auf die Schlagfrequenz und Kontraktilitat vigolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten
sowie auf die Apoptoserate adulter KardiomyozyteteuHypoxie bzw. in Gegenwart von,®b
untersucht. In einenmin vivo-Modell wurde BMP2 adulten ICR-Mausen 30 Minutenr \aer
Induktion eines Myokardinfarktes intravends applizi und die daraus resultierenden
Veranderungen wurden mittels serieller Echokamdipgie sowie durch histologische
Untersuchungen erfasst. Weiterhin wurden Teile denge, der Leber und des Zwerchfells
lichtmikroskopisch auf pathologische Veranderungeprift. Im Ergebnis zeigt sich, dass BMP2
das Uberleben der Versuchstiere nach einem akutekandinfarkt verbessert. Insbesondere Tiere
mit sehr grof3en Infarkten, die in der Kontrollgrappereits frih nach der Infarktinduktion
versterben, Uberleben nach BMP2-Gabe. Anhalt flerwiinschte Wirkungen, wie ektope
Verkndcherungen oder eine gesteigerte intersétiglbrose in benachbarten Organsystemen (Lunge,
Leber und Zwerchfell) finden sich hierbei nicht.eMellkulturexperimente belegen, dass die Gabe
von BMP2 unter Bedingungen von erhfhtem oxidat8&ess antiapoptotische Effekte entfaltet, die
Hypoxie-Resistenz von Kardiomyozyten verbessert madkontraktilitdtssteigernden Effekten an
isolierten Kardiomyozyten fuhrt. Daher kdnnte dieab® von BMP2 moglicherweise einen

vielversprechden Therapieansatz zur Myokardpraiakiarstellen.

Hillebrand, Ina Dorothea: Kardioprotektive Effekties Bone Morphogenetic Protein &m
Herzinfarktmodell der Maus. Halle (Saale), Med. F-8kss., 78 Seiten, 2010
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1. Einleitung
1.1 Koronare Herzkrankheit

1.1.1 Pathogenese der koronaren Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit ist eine Erkrankung,desi durch eine meist arteriosklerotisch bedingte
Verengung der Herzkranzgefdl3e ein Missverhéltnisisadven Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch des Herzmuskels entsteht. Dehtiysten Manifestationsformen sind die
Angina pectoris, der akute Myokardinfarkt (AMI) sew durch den Sauerstoffmangel
hervorgerufeneHerzrhythmusstérungen bis hin zum plétzlichen HmtztUnter dem Begriff
»Akutes Koronarsyndrom“ (ACS) werden die unmittellbebensbedrohlichen Phasen der koronaren
Herzkrankheit zusammengefasst. In der klinischexiBisind dies die instabile Angina pectoris und
der akute Myokardinfarkt. Die Ubergéange der klihise Formen sind flieRend, daher werden die
betroffenen Patienten anhand des EKG Befundes upg&n mit ST-Strecken-Hebung (STEMI)
oder ohne ST-Strecken-Hebung (NSTEMI) unterschigdetei die instabile Angina pectoris und
der NSTEMI nicht anhand des EKG-Befundes differeriziverden kdnnen. Diese Einteilung wird
durch unterschiedliche therapeutische MalRBhahmesctigtertigt [1, 2].

Es existieren verschiedene Theorien zur Entsterantgriosklerotischer Verédnderungen an den
GefalBwanden. Durch zahlreiche epidemiologische rsmtdiungen, wie der Framingham- und der
MONICA-Studie, wurde gezeigt, dass verschiedeneik&msktoren fur die Entwicklung
arteriosklerotischer Veranderungen existieren. $vaee Anzahl, als auch die Auspragung der
Risikofaktoren ist entscheidend fur das individeelErkrankungsrisiko. Man unterscheidet
beeinflussbare von nicht beeinflussbaren Risikofi@t. Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren
werden Rauchen, Hyperlipoproteindmie, Diabetes imeg]l Hyperurikdmie, Stress,
Bewegungsmangel und die arterielle Hypertonie dezBlicht beeinflussbare Risikofaktoren sind
die familiare Disposition, hormonelle Faktoren, m@zhes Geschlecht und das Alter [3, 4].

Der Ausloser der Arteriosklerose ist initial walremlich meist eine Endothellasion, welche zum
Beispiel bei arteriellem Hypertonus durch eine ailgche mechanische Schadigung entstehen kann.
Durch die entstehende Mikrolasion wird eine Thromftenanlagerung beglnstigt. Die
Thrombozyten setzen Mediatorsubstanzen frei, welaheeiner Einwanderung und Proliferation
glatter Muskelzellen und Makrophagen in die Intides Gefal3es fuhren. Durch die Aufnahme von
oxidiertem low density lipoprotein(LDL) wandeln sich die Makrophagen in so genannte
Schaumzellen um, die sich an den arterioskleradisdtisionen in der Intima der GefalRe in groRRer
Anzahl anhaufen kdnnen [5]. Im weiteren Verlauf koines zu einer fibrotischen Umwandlung des
Gewebes mit einer fettigen Degeneration und Nekrdde entstandenen Plaques, auch als
Atherome bezeichnet, kdnnen kalzifizieren und estigzen. Durch die geringe Elastizitat des
Plagues entstehen haufig Einrisse, die eine weitdnewvandlung des Gewebes mit einer
zunehmenden Einengung des Gefal3lumens zur FolgahBorch den arteriosklerotischen Umbau

verdickt sich die GefaRlinnenwand, und das Zusampielhsgwischen GefalRoberflache und



Blutsystem kann nachhaltig gestort werden [5]. S winter anderem die Bildung von Embolien
und Koronarthrombosen gefordert. Darliber hinaugistldem oxidierten LDL-Cholesterin eine
entziindungsfordernde Rolle zu zukommen, wodurchfidi®se Kapsel eines Atheroms lytisch
verandert werden kann [5]. Durch diese Mechanisméd das so genannte Stenose-Paradox
erklart, nachdem nicht ausschliesslich die hochgead symptomatischen Stenosen geféahrlich sind,
sondern insbesondere von ,weichen®, angiographselfig kaum darstellbaren Plagues ohne oder
mit zunachst nur geringer hamodynamischer Relegarebesondere Bedrohung ausgeht. Hier trifft
das stromende Blut auf eine lytisch verandertegedisnnte fibrése Kapsel, und es kann zur Ruptur
des Atheroms kommen. Durch den Kontakt des thromhexg Atherominhaltes mit dem flieRenden
Blut entsteht als Folge eine Koronarthrombose wrditimeist ein akuter Myokardinfarkt [5].

Die Sauerstoffausschdpfung des Blutes in den Kaesteien ist im gesunden Herzen nahezu
gleich bleibend hoch, eine Regulation des Saudasipébotes erfolgt daher im Wesentlichen durch
eine Steigerung der Koronarperfusion. Durch eindabwische Autoregulation, die sich am
Sauerstoffgehalt der Kardiomyozyten orientiert, degr die Koronargefal3e erweitert. Eine
Einengung des GefalRlumen kann ab einem Stenosegmnagtwa 75% zu einer Minderdurchblutung
des Herzmuskels bei Belastung fiihren und zeigtldinlsch dann als stabile Angina pectoris. Noch
héhergradige Stenosen fuhren schon in Ruhe zu elm@nischen Ischdmie des Myokards und

zeigen sich klinisch meist in einer (instabileni@tAngina.

1.1.2 Pathogenese des akuten Myokardinfarktes

In dem Uberwiegenden Teil der Falle tritt ein akléyokardinfarkt als Folge der Arteriosklerose
der HerzkranzgefalRe auf. Die Arteriosklerose erkelicsich wie beschrieben durch einen sich Uber
Jahre hinziehenden Krankheitsprozess, und in ddgeF&ommt es zu einer progredienten
Verengung der GefalRlumina der Koronararterien.®gtkofaktoren fiir das Auftreten eines akuten
Myokardinfarktes sind mit denen der koronaren Hexakheit identisch (siehe oben) [4].

Der akute Myokardinfarkt entsteht durch den Vensssleiner oder mehrerer Herzkranzarterien und
ist als ein durch Ischamie bedingtes Absterbenselds des Herzmuskelgewebes definiert. In 80%
der Herzinfarktfélle kann eine akute Koronarthros®oals Ursache der Ischamie identifiziert
werden [6]. Aber auch in den restlichen 20% kanistran morphologisches Korrelat identifiziert
werden. Haufig handelt es sich dabei um Einblutangeeriosklerotischer Intimapolster, seltener
liegen entzindliche Veranderungen an den Kororerant oder Thrombembolien als Ursachen vor
[6]. Pathoanatomisch findet sich bei Patienten agdi@inem akuten Myokardinfarkt verstorben sind,
in der weit Uberwiegenden Mehrzahl eine Ruptur reingakoronaren Plaque, wobei die Ruptur
meist im Bereich einer vorbestehenden Stenosegefidl

Ausdehnung und Lokalisation des Koronarverschlugsesnflussen mafigeblich die Symptomatik

des Infarktes und die Prognose des betroffeneneriati. Eine rechtzeitige medizinische



Intervention ist haufig lebensrettend und entsdteidber das Ausmafld der irreversiblen

Myokarschadigung.

1.1.3 Behandlung des akuten Myokardinfarktes
Die Hauptziele der Behandlung des AMI ist die Semkuon Morbiditat und Mortalitat. Um diese

Ziele zu erreichen, missen medikamentdse und nédikamentdse Verfahren sinnvoll eingesetzt
werden.

Um eine effektive Therapie von akuten Koronarsynwn (ACS) zu ermdglichen, erfolgt zunéchst
eine Unterscheidung anhand des EKG-Befundes imkitefanit ST-Strecken-Hebung (STEMI) und
ACS ohne ST-Strecken-Hebung (NSTE-ACS).

Zur Initialtherapie des akuten Koronarsyndroms gehddie intravendse Applikation von
Acetylsalicylsaure (um ein weiteres Thrombuswadahstu verhindern), eines schnell wirksamen
Nitro-Praparates als Spray, die Sauerstoffappbkatind eine effiziente Schmerzstillung. Der
Einsatz von ADP-Antagonisten (Clopidogrel) zusétzlzu ASS hat in der CURE-Studie zu einer
Senkung der kardiovaskularen Mortalitét sowie dateRnicht fataler Herzinfarkte und Schlaganfalle
um 20% gefuhrt, sodass eine Applikation mit eingtialen Sattigungsdosis zwischen 300 und
600mg empfohlen wird [8-10]. Weiterhin wird die lé&avon Heparin oder des Faktor-Xa-Inhibitor
Fondaparinux beim akuten ACS empfohlen, um einemapé¢ Antikoagulation in Kombination mit
ASS und Clopidogrel zu erreichen.

Die Entscheidung Uuber die initiale Applikation eneGP-lIb/llla-Inhibitors, um die
Thrombozytenaktivierung durch Besetzung des Filg@moezeptors und dadurch die Aggregation
von aktivierten Thrombozyten zu verhindert richteth nach dem weiteren Therapiekonzept.
Besonders profitieren Hochrisikopatienten (Diab&tikTroponin-positive Patienten). So konnte in
einer Metaanalyse eine Senkung des 30 Tage-Risikko5od und AMI um 9% bei Patienten mit
einem NSTE-ACS gezeigt werden, wenn diese vor udlidrend einer PCI durchgefihrt wurde [10,
11].

Bei tachykarden Rhythmusstérungen sollte die GabeseBetablocker erwogen werden, um den
myokardialen Sauerstoffverbrauch weiter zu senkash wum mdglichen Arrhythmien entgegen zu

wirken. Kontraindiziert ist die Gabe eines Betakkrs allerdings bei akuter Herzinsuffizienz.

Zeigt sich bei der Ableitung eines 12-Kanal-EKGniee5T-Strecken-Hebung und hat der Patient in
Ruhe seit mehr als 20 Minuten pectangintse Besdwmedie sich nicht durch die Applikation anti-
ischamischer Medikamente wie sublingualen Nitrdtererhalb von 5 Minuten bessern, liegt ein
NSTE-ACS vor, d.h. entweder ein NSTEMI oder einstabile Angina pectoris. In diesem Fall
sollten folgende Risikomerkmale geprift werden: pominerh6hung, ST-Strecken-Senkungen in
Ableitungen mit hoher R-Zacke, Zeichen der hamodysehen Instabilitat, Auftreten von

Herzrhythmusstérungen, wiederholtes Auftreten vargiAa-pectoris-Anfallen und Vorliegen eines



Diabetes mellitus. Wird eines bzw. mehrere soldRisikomerkmale festgestellt, sollte innerhalb
von 72 Stunden eine invasive Herzkatheterdiagnosiiikchgefiihrt werden. Koénnen keine
Risikomerkmale nachgewiesen werden, muss wiedeginltl2-Kanal-EKG geschrieben werden
und ggf. ein kontinuierliches ST-Monitoring sowiesitere Troponin-Kontrollen erfolgen. Wird
hierunter nun ein Risikofaktor sichtbar oder tremyneut pectangindse Beschwerden auf, sollte
ebenfalls eine invasive Herzkathederdiagnostik singet werden, anderenfalls ist ein weiteres
nichtinvasives Vorgehen gerechtfertigt [11].

Wird durch die Ableitung des 12-Kanal-EKG ein STe8ken-Hebungs-Infarkt (STEMI)
festgestellt, zielt die weitere Behandung auf eimiglichst rasche Reperfusion des ischamischen
Myokards [10, 11]. In Abhangigkeit von der Ausstaty des jeweiligen Krankenhauses kann dies
mittels einer perkutanen Koronarintervention, eifi@rombolyse oder (im Ausnahmefall) durch
eine Bypassoperation erfolgen. Verschiedene Studiaien gezeigt, dass die invasive
Behandlungsstrategie im Vergleich zur Fibrinolyseenlegen ist und die Infarktsterblichkeit
signifikant senkt [1]. Ist eine interventionelle igergung allerdings erst mit einer Verzégerung von
mehr als 90 Minuten méglich, sollte nach Ausschims Kontraindikationen mit der Fibrinolyse
begonnen werden. Sie ist in den ersten drei Stundeh Schmerzbeginn besonders wirksam. Fur
die medikamenttse Fibrinolyse ist eine SenkungMiettalitat fir einen Zeitraum von 12 Stunden
von Symptombeginn bis zum Beginn der Lysetherapiehgewiesen. In Deutschland stehen die
Medikamente Streptokinase, Alteplase, Reteplaselaneécteplase fur den klinischen Gebrauch zur
Verfigung.

Der Langzeiterfolg der Therapie des akuten Myokdedktes ist abhéngig von der Reduktion der
vorhandenen Risikofaktoren sowie der Durchfuhrukiivar Malinahmen der Sekundarprévention.
Dies beinhaltet, dass das LDL-Cholesterin auf eMé#art unter 100mg/dl reduziert werden sollte.
Ebenfalls gilt es, die Hypertonie glinstig zu bdesdgen und idealerweise auf normotone Werte
einzustellen, den Diabetes mellitus auf normoglyikéire Werte zu bringen, und den Patienten zur
Nikotinkarenz zu fuhren. Weiterhin sollte das Kdgmwvicht normalisiert, regelmafige sportliche
korperliche Betatigung so wie eine Schlaf- und patsiungshygiene betrieben werden und eine

jahrliche Grippeschutzimpfung erfolgen [2, 12].
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Abb.1: Handlungsregime bei Verdacht auf ein ACY [11

1.1.4 Folgen des akuten Myokardinfarktes

Die Langzeitfolgen des Myokardinfarktes sind maflighbabhéngig von der Gré3e des zugrunde
gegangenen Gewebe-Areals. Der Verlust von kontemktMyokardgewebe durch einen Herzinfarkt
fuhrt unmittelbar zu einer Anderung der Hamodynar&ig wird ein Umwandlungsprozess in Gang
gesetzt, der sowohl den infarzierten Bereich, alshaden priméar nicht geschadigten Teil der
Herzmuskulatur betrifft. Dieser Vorgang wird alsejRodeling” bezeichnet und ist charakterisiert
durch eine progressive Dilatation, Hypertrophierarelerung der ventrikularen Kavitatenform von
elliptisch zu kugelférmig und einer Verschlechtayuder kontraktilen Funktion sowie durch
Narbenbildung [13]. Der Prozess des Remodelingsoistder Lokalisation und GroRRe des Infarktes
abhangig und dauert iber Wochen und Monate an [14].

Der Prozess des Remodelings wird in eine frihesrimadb der ersten 72 Stunden nach dem Infarkt
ablaufende, und eine sich anschlieRende spate hagateilt [13]. In der frihen Phase nach dem
akuten Infarktereignis, noch vor der Resorption migsotischen Zellmaterials, kommt es zu einem
extensiven Abbau des kollagenen Netzwerkes zwisdearMyozyten des infarzierten Gebietes und
somit zu einer Steigerung der Dehnbarkeit des Gesvglb-17].Als Konsequenz folgt eine starke
Ausdiinnung und unter Umstanden Elongation des zigfiden Bereiches. Diese so genannte
Expansion des Infarktes wird durch das Auseinanderd von Muskelfaserbindeln auf Grund der
Reduktion der Myozytenanzahl in der infarziertergiBe ausgeldst [15-17]. Sie kommt vor allem
bei groRen transmuralen Infarkten vor, und es hest@schlielend ein erhohtes Risiko, vital

bedrohliche Komplikationen wie Aneurysmen oder Memdrupturen zu erleiden. Besonders grof3



ist dieses Risiko bei grof3en, den Apex mit betrefém, transmuralen anterioren Infarkten, weil sie
zum einen die dinnste Wandstruktur als auch diBtgrigurvatur des Herzens betreffen.

Durch den Gewebsuntergang resultiert eine vermiadéwuswurfleistung des Herzens. Die
Abnahme der Ejektionsfraktion korreliert mit deré@e des Infarktes [18]. Durch die verminderte
Auswurfleistung nimmt das endsystolische Volumen zund es bildet sich ein erhohter
enddiastolischer ventrikularer Innendruck. Diesrfi#u einer weiteren Dilatation des Ventrikels.
Nach dem Gesetz von Laplace, welches besagt, dassWandspannung (= Kraft pro
Wandquerschnitt) proportional mit dem Innendruckd uwhem Radius zunimmt, vergroRert die
ventrikulare Dilatation (= RadiusvergroRerung) diastolische und systolische Wandspannung und
stimuliert eine chronisch fortschreitende Dilatat[@8-20].

Nach der Phase der Infarktexpansion folgt die mmdauernde Phase der Fibroblastenproliferation,
Kollagensynthese und Narbenbildung. AuRerdem bégthdiese Spatphase des linksventrikularen
Remodelings Prozesse der Myozytenhypertrophie (@meu 70%ige Zunahme des Zellvolumens)
und Anderungen der Ventrikelarchitektur, was insgaszu einer giinstigeren Verteilung der
erhdéhten Wandspannung fiihrt [15]. Dieser Vorgarmg, sbwohl durch sezernierte Botenstoffe als
auch durch die Dehnung der kardialen Zellen heemfgn wird, beschrankt sich nicht alleine auf
die infarzierte Muskulatur des Herzens, sondermiffiehuch das noch intakte Myokardrémote
myocardium) [15, 17]. Die plétzliche Anderung der systolisasheund diastolischen
Druckverhaltnisse [14], die neurohormonale Aktivieg sowie lokale autokrine trophische Faktoren
[21] bewirken eine Reexpression fetaler Gene, veeitheiner Synthese fetaler Proteine fuhren [21].
Die geénderte Genexpression fuhrt zu einer verég&ualitéat und Quantitat der extrazellularen
Matrix [22]. Es kommt zu einer extensiven Proliteva von Fibroblasten und zur Anregung der
Kollagensynthese. Dies fuhrt zu einer diffusenrstigellen, perivaskuldren und fokal reparativen
Fibrose [23, 24], die Myozyten demsmote myocardiurwerden zur Hypertrophie angeregt [14, 21].
Sowohl wahrend der akuten Phase des Myokardinfarkis auch in den Phasen des Remodelings
kénnen besonders in den Randzonen des Infarkteshé@poptotische als auch nekrotische Zellen
nachgewiesen werden [25-27]. In den Infarktrandbbes konnte bis 60 Tage nach einem AMI ein
Untergang von Kardiomyozyten durch Apoptose nacliggam werden [26]. Die Apoptoseraten in
diesen Randbezirken werden in der Literatur mit seiterschiedlichen prozentualen Angaben (2%
bis 12%) wiedergegeben, wobei als EinflussfaktatienZeitspanne zwischen dem Inarktereignis
und der jeweiligen Untersuchung, die Infarktgréfe,auch der Rekanalisierungszustand der initial

verschlossenen Koronararterie angegeben werden [27]

1.2 Apoptose
1.2.1 Mechanismen der Apoptose

Unter Apoptose wird ein hochgradig regulierter,|ldggscher Prozess des induzierten, intravitalen

Zelltodes verstanden [6]. Apoptose ist die nathidicForm der Zellmauserung, die das



Gleichgewicht zwischen Zellvermehrung und Zellefiation ermdglicht und physiologischerweise
wahrend der Embryonalentwicklung auftritt. AuRerdspielt sie bei zahlreichen pathologischen
Prozessen eine zentrale Rolle, wie beispeilsweisie der Elimination infizierter Zellen, bei
Autoimmun- und degenerativen Erkrankungen etc.riileoskopischen Zeichen der Apoptose sind
die Losung der Zellen aus dem Zellverband, einds@@lumpfung, Bildung blasiger Protrusionen
des Zytoplasmas, eine Verdichtung des Chromatits Rragmentierung des Zellkerns sowie die
Entstehung so genannter Apoptosekorperchen, wealoheeder stark geschrumpfte Zellen oder
deren Fragmente darstellen. AuRerdem kommt es amakteristischen Verdnderungen an der
Zellmembran: es entstehen kleine Blasen (= blaskommt zu einem Verlust der Mikrovilli und
zur Exposition von Phosphatidylserin an der AuRigesder Zellmembran. Die Elimination
apoptotischer Zellen erfolgt durch Phagozytose,aeiveb hierbei im Gegensatz zur Nekrose - nicht
zu einer Entzindungsreaktion des umgebenden Gewebest [27-29].

Die Induktion der Apoptose erfolgt Uber die AktiMieg einer Gruppe von aspartatspezifischen
Cystein-Proteasen, den so genannten Caspasen i@hbéns[27, 30]). Sie sind Teil einer teilweise
autokatalytischen, proteolytischen Kaskade. Caspdiselen sich in vitalen Zellen als inaktive
Proformen im Zytosol, aktiviert werden sie durclotpolytische Spaltung. Aktivierte Caspasen
spalten ihrerseits Substrate innerhalb der Zellé bewirken eine Degradation des Zytoskeletts
sowie nuklearer Proteine. Hierbei Ubernehmen disp&sen 3, 6 und 7 die Spaltung von fur die
Zellfunktion essentiellen Schltiisselmolekilen. Sexden daher als Exekutionscaspasen bezeichnet
und bilden die gemeinsame Endstrecke der versamed8ignalwege. Im Rahmen der Apoptose-
Kaskade werden auch Cafbhangige Endonukleasen aktiviert, die eine inideosomale DNA-
Spaltung hervorrufen. Diese Chromatin-Spaltung tfidunéchst zu grof3eren (50-300 Kilobasen)
und schlief3lich zu kleineren, 180-200 Basenpaagfiemten. Die DNA-Fragmente ergeben bei der
DNA-Elektrophorese, aufgrund ihrer unterschiedlichdolekiilgré3e und damit unterschiedlicher
Wanderungsstrecke im elektrischen Feld, ein charaskisches MustelDNA-Laddering.

Eine Technik zum Nachweis von apoptotischen ZdalheGewebematerial ist die TUNEL-Farbung
(terminal deoxynucleotidyl transferase [TdT]-mediated deoidinetriphosphat [dUTP] nick end-
labeling). Hier ermoglicht eine terminale Desoxynukleotidghsferase die Markierung von DNA-
Doppelstrangbriichen, was spater z.B. durch einrézenzmikroskop sichtbar gemacht werden
kann. Weitere Nachweismethoden der Apoptose simd Bindung von fluoreszensmarkiertem
Annexin V an Phosphatidylserin der Zelloberflacine der Nachweis von aktivierten Caspasen [26,
31].

Bei der Initierung der Apoptose sind zwei Hauptsigvege bekannt, ein intrinsischer und ein
extrinsischer Weg, welche letztendlich beide zeeiktivierung der Exekutionscaspasen fuhren.
Mitochondrien spielen in dem intrinsischen Signaweine zentrale Rolle. Unterschiedliche
Zellschadigungen, wie Hypoxie, Radikale, Toxinee@iotherapeutika und Bestrahlung kénnen eine

Stérung der normalen mitochondrialen Physiologiet rder Folge einer Anderung der



mitochondrialen Membranpermeabilitait bewirken. Duradas Offnen der mitochondrial-
permeability-transition-poréMPTP) oder Ruptur der aufReren mitochondrialen btam gelangen
Proteine aus dem intermembrandsen Raum in das dyteseigesetzt werden so Cytochrom c,
Smac/DIABLO, Endonuklease G (EndoG), Omim/Htr uabptosis-inducing facto(AIF). Die
Freisetzung von Cytochrom c ermdglicht im Zytoplasdie Ausbildung eines hochmolekularen
Komplexes, dem Apoptosom, der sich aus Cytochro@aspase 9 und dem Adapterprotein Apaf-1
(apoptotic peptidase activating factoy zusammensetzt. Die Apoptosomenbildung fuhrt e@tich

zur Aktivierung von Caspase 9, welche ihrerseiesEhekutionscaspase 3 aktiviert. Alternativ kann
freigesetztes Smac/DIABLO Caspasen indirekt duradgu8strierung von Caspase-Inhibitor-
Proteinen aktivieren. Die Freisetzung von EndoG dem mitochondrialen intermembrandsen
Raum verursacht seine Translokation in den ZellkBrort ermdglicht es direkt oder indirekt die
DNA-Fragmentierung [27].

Die extrinsische Signalkaskade wird Uber zellmem$t@ndige Rezeptoren, die Mitglieder der
death-receptoiSuperfamilie vermittelt. Zu ihnen zahlen beispielsweise derRageptor/CD95 und
der Tumor-Nekrose-Faktoo- (TNFa-) Rezeptor. Binden proapoptotische Liganden an die
entsprechenden Rezeptoren, wird eine Rezeptorakktion und die Formierung dedeath-
inducing signaling complexDISC) ausgeldst. Dieser Komplex rekrutiert me@r@rocaspase 8-
Molekile Uber das Adaptermolekias-associated death domain protdiRADD). Durch die
unmittelbare Néhe zwischen dem DISC und den Praesaspwerden diese aktiviert. Die aktivierte
Caspase 8 aktiviert ihrerseits die Exekutions-Csesi®a Der extrinsische Apoptosesignalweg kann
aber auch durch den Entzug spezifischer Hormone WWdehstumsfaktoren ausgeldst werden. So
fuhrt beispielsweise ein Fehlen von ThyreotropiSK) bei Thyreozyten zu einer apoptotischen
Degradation der Zellen [27].

Verbunden sind der intrinsische und der extrings&ignalweg Uber die Caspase 8. Caspase 8
spaltet im Zytoplasma der Zellen das Molekil BBHB domain-containing proapoptotic Bcl2
family membér welches daraufhin in das Mitochondrium trangozi Dort aktiviert es ein
proapoptotisches Mitglied der Bcl-2-Superfamilierasns Bak und ermdglicht die Freisetzung von
Cytochrom c [27].

AuBer den beiden beschriebenen Signalwegen misHBerdirags noch weitere genetische
Programme existieren, die zu einem apoptotischdlurfergang fuhren kénnen. Bei Mausen mit
einem gleichzeitig bestehenden Defizit an Caspased 9, welche fur die oben beschriebenen
Signalwege essentiell sind, konnte dennoch einuAtdrgang durch Apoptose nachgewiesen werden
[32].

Ein weiterer Weg, der zum apoptotischen Untergaog ¥ellen fuhrt, wird von Caspase 12
vermittelt. Caspase 12 ist im Endoplasmatischenk&lem (ER) lokalisiert und wird durch ER-
Stress aktiviert. Unter bestimmten Umstéanden, wim Beispiel Glukoseverlust der Zelle oder

Stérung der zellularen CaPlomoostase, akkumulieren ungefaltete Proteine RiLEmen und



provozieren so ER-Stress. Daraufhin wird Caspasekii2iert und in das Zytoplasma freigesetzt,
wo es die Exekutionscaspase 3 aktiviert [27, 33].

Als eine der Hauptregulationskomponenten des afieph@n Zelltodes hat sich die Bcl-2
Proteinfamilie herausgestellt. Sie besteht aus (Bax und Bak) und antiapoptotischen (Bcl-2, Bcl-
xL) Mitgliedern, welche entweder die Integritdt deitochondrialen Membran schiitzen oder sie
zerstoren und so die Freisetzung der proapoptetischtermembrantsen Proteine kontrollieren.
Mitglieder einer weiteren Klasse von TodeseffektoreamensBH3-only wirken als Liganden,
welche proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Famaidivieren oder antiapoptotische inaktivieren

kdénnen.

1.2.2 Apoptose im Herzen

Apoptose ist in die Pathologie zahlreicher Herzamkungerinvolviert. Wie bereits erwahnt, finden
sich in den Randzonen eines Myokardinfarktes sowaiirend der akuten als auch der chronischen
Phase apoptotische Zellen (Ubersicht in [26, 27]).

Die Exekutionscaspasen spalten in den Kardiomyozzéhlreiche Proteine des Zytoskeletts aie
Aktivin, a-Aktinin, Tropomyosin und kardiale Troponine. Innd&lyozyten wird die Apoptose
meist Uber den intrinsischen Signalweg induzietim@i hierfir sind Hypoxie, Reperfusion nach
Ischdmie und oxidativer Stress. Die Induktion dpoptose kann aber auch Uber den extrinsischen
Signalweg erfolgen. In adulten Kardiomyozyten findeich Fas-Liganden, deren Menge in
Abhangigkeit zu pathologischen Stimuli steigt [2hteressanterweise liegt der Blutspiegel von Fas-
Liganden bei Menschen mit Herzinsuffizienz hoher kzi gesunden Vergleichspersonen, was eine
Aktivierung des Fas-Fas-Liganden-Systems widerghnedkonnte [34]. In tierexperimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass Uber die Véenimg der Apoptose eine Abnahme der
kardialen Dysfunktion und der Mortalitat bei Hemirffizienz erreicht werden kann [25, 35-37].

Eine kardiale Uberexpression von Fas-Liganden fiilhvitro zu einer gesteigerten Apoptose [27].
Bei Lpr-Mausen, die kein Fas exprimieren, konntennfarkt-Reperfusions-Studien nach LAD-

Verschluss weniger apoptotische Zellen und Kleitgfiarktareale nachgewiesen werden [27, 38].

1.3 Experimentelle Ansatze zur Myokardprotektion

Der progrediente Verlust kontraktiler Kardiomyoaytwwéhrend eines akuten Myokardinfarktes, des
Postinfarkt-Remodelings und in den chronischeni8tader Herzinsuffizienz kann zunehmend die
linksventrikulare Funktion und die Krankheitsprogaoder Patienten verschlechtern [26]. Aus
diesem Grund werden seit einigen Jahren verscheedBunbstanzen und Stoffe auf ihre
kardioprotektive (u.a. auch antiapoptotische) Whdkuwiberprift. Ziel ist es, Wirkstoffe zu finden,

die protektiv auf Kardiomyozyten wirken, sie vor ogpotischem Untergang schitzen und
letztendlich dem Verlust an kontraktilen Zellen gagenwirken. Als ein diesbeziglich Erfolg

versprechender Kandidat wurde zunachst beispiedewesulin-Like Growth Factor -1(IGF-1)



angesehen [39]. In einer Studie wurde Ratten iemitschamie-Reperfusionsmodell eine Stunde
vor Ischamieinduktion durch Koronararterien-Okkarsil-10ug IGF-1 appliziert [40]. Das Ausmal
der myokardialen Schadigung wurde Uber einen Vefglder Creatinin-Kinase- (CK-) Freisetzung
im ungeschadigterseptum interventriculareind der infarzierten linksventrikularen Vorderwand
(LVFW) bestimmt. Scheinoperierte Tiere ohne Myolkaiarkt, denen lediglich die Tragersubstanz
appliziert wurde, zeigten keinen CK-Aktivitats-Urgehied zwischen den beiden Herzregionen. Die
mit IGF-1 behandelten Tiere wiesen im Vergleich ehenfalls infarzierten und reperfundierten
Vergleichstieren, welche nur mit der Tragersubstaelzandelt wurden, eine signifikant geringere
CK-Aktivitats-Differenz in den untersuchten Herzimwen auf. Die Herzschadigung durch die
Ischamie und die anschlieBende Reperfusion fiel pexinger aus als in der nicht mit IGF-1
behandelten Vergleichsgruppe. Immunhistochemisch@ly&en des ischamischen, reperfundierten
Gewebes zeigten einen ausgepragten Anstieg von Bidgmentation als Zeichen der Apoptose.
IGF-1 senkte signifikant die Inzidenz der myokaletiiaApoptose in diesem Modell. Des Weiteren
wurde nachgewiesen, dass IGF-1 die Akkumulationtrophiler Granulozyten in ischamischen
Regionen wahrend der Reperfusion hemmt. Diese bighiten-Akkumulation wird als eine
Hauptursache des Reperfusionsschadens angesehen [40

In einer weiteren Studie zur kardioprotektiven Wimlg von IGF-1 wurden transgene Mause
generiert, welche in ihren Kardiomyozyten IGE-iberexprimieren [39]. Diese Tiere zeigten im
Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen im Myokardinfarktnaell, dass die Uberexpression von IGF-1 die
Kardiomyozyten nach einem Infarkt vor dem Zelltathi&zt und Remodeling-Vorgédnge minimiert.
Es wurde in dieser Versuchsreihe allerdings austyéstellt, dass die Uberexpression von IGF-1 zu
einer Hypertrophie der Herzen fihrt. Daher schéanttheoretische Einsatz von IGF-1 fir klinische
Anwendungen limitiert zu sein.

Es wurde ebenfalls untersucht, inwieweit der Wagahstaktor Transforming-Growth-Factor3
(TGF) den negativen Einflissen von Tumor-Nekrose-Faktarnd den bei oxidativem Stress
entstehenden freien Radikalen bei myokardiellehdsie und Reperfusion entgegenwirken kann
[40]. Es zeigte sich jedoch, dass T@GFeine kardiale Fibrose sowie einen Zelluntergang vo
Kardiomyozyten durch Apoptose induziert [41]. Dalsr auch dieser Wachstumsfaktor fur die
klinische Anwendung eher nicht geeignet. Dennoti g8 Hinweise darauf, dass andere Mitglieder
der TGF-Superfamilie, dieBone morphogenetic proteingBMP), mdglicherweise uber
antiapoptotische Eigenschaften verfiigen, ohne ¢ilgpertrophie oder Fibrose des Herzens

auszulésen [42, 43].

10



1.4 Bone morphogenetic proteins

1.4.1 Familie derBone morphogenetic proteins

Bone morphogenetic proteifMP) sind auto- und parakrin wirkende multifakétle Cytokine
und werden der TGF-R-Superfamilie zugeordnet (Udiersn [44]). Sie bilden innerhalb dieser
Superfamilie die grof3te Untergruppe mit 14 von a@ssgnt 35 Mitgliedern [44-47]. Aul3er den
BMPs werden noch TGF-3s, Saugetier-Aktivine undhidme, glia cell line-derived neurotrophic
factor (GDNF), Wachstums- und DifferenzierungsfaktorerDES), Drosophila decapentaplegic
Genprodukte (dpp)Prosophila-gbb60A-Genprodukt, Xenopus Vgl-Genprodukte uwdillerian
inhibiting substancéMIS) zu der TGF-R-Superfamilie gezahlt [45-48].

Bone morphogenetic proteingurden 1965 von Urist et.al [49] erstmalig besebein. Bei Nagern
sind sie in der Lage, ektope Knochenbildung zu awhen, weshalb sie den
knochenwachstumstimulierenden Faktoren zugeordaedem [45, 50]. In den spaten 1980er Jahren
wurden mehrere BMPs aufgrund ihrer Fahigkeit, Kmochund Knorpelwachstum zu stimulieren,
isoliert und kloniert und konnten der Wachstumsidkimilie TGF- zugeordnet werden [45, 51].
Als knochenwachstumstimulierende Faktoren indunietie Bone morphogenetic proteirzich in
Zellen aufBerhalb osteogener Zelllinien die Aktivigy knochentypischer Enzyme. So kann die
spezifische biologische Aktivitat von BMPs Uber theluktion solcher Enzyme bestimmt werden.
Ein typisches, durch BMPs induziertes Enzym ist Alialische Phosphatase (AP). Der Nachweis
der AP-Induktion unter dem Einfluss von BMPs hathsials Aktivitatsnachweis deBone
morphogenetic proteinstabliert [52, 53].

BMPs sind jedoch auch in die Regulation von Wagahstifferenzierung, Chemotaxis und
Apoptose verschiedener Organe einbezogen [47, &4, sie nehmen eine Schlusselrolle im
Knochenstoffwechsel und bei der Regulation von Bapktionsvorgangen ein [44, 46]. Auch
wahrend der Embryogenese spielen BMPs eine wedentRolle. So sind sie an der regelgerechten
Entwicklung von Lunge, Haut, Intestinaltrakt, Zahnand des Herzens beteiligt [55, 56].

Aufgrund der Aminosauresequenz in ihrer terminal€arboxyl-Signal-Region koénnen die
Mitglieder der BMP-Familie in verschiedene Untempen unterteilt werden, deren spezifische
Funktionen zurzeit noch nicht vollstadndig geklaibds Insgesamt werden heute 14 BMP-
Untergruppen unterschieden.

Bone morphogenetic proteinwerden wie alle Mitglieder der TGF-3-Superfamibds groRRe
Vorlaufermolekile mit einer aminoterminalen Sigeaglsenz (15 - 25 AS) und einer sogennanten
Prodomane variierender Gréf3e synthetisiert, woteeBthnalsequenz fur den sekretorischen Prozess
und die Prodomane fur die Faltung, Dimerisierund Regulation der Aktivitat verantwortlich ist.
Im Rahmen der Proteinreifung wird das Vorlauferrkilean einer bestimmten Sequenz (RXXR)
geschnitten, so dass aus dem carboxy-terminalegid®eein C-terminales Peptid freigesetzt wird
und so das reife Protein entsteht [47]. Das C-teaini Peptid beinhaltet die aktivitatsvermittelnde

Region der Molekule und weist 7 bis 9, fur die TGfSuperfamilie charakteristische Cystein-Reste
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auf [57]. Von diesen Cysteinresten liegen sechsGaigppe vor und bilden tber Disulfidbriicken
einen charakteristischen ,Cysteinknoten”. Das sigbystein ist fur die Ausbildung einer weiteren
Disulfidbriicke  zwischen zwei BMP-Monomeren verantich. Das durch dieses
posttranskriptionale Prozessing entstandene Disterun biologisch aktiv und wird von den Zellen
ausgeschiuttet [44, 55]

1.4.2 Zelluldre Signaltransduktion

Die zellulare Signaltransduktion der TGF-R-Supeifi@nerfolgt tber Serin/Threonin-Kinase-
Rezeptoren. Werden diese durch Ligandenbindungiektiphosphorylieren sie intrazellular
spezifische Smad-Proteine welche anschlieRendnrZdlkern translozieren. Dort aktivieren sie
gemeinsam mit anderen Transkriptionsfaktoren diee@pression spezifischer Zielgene [58, 59].
Die Rezeptoren der TGF-R-Superfamilie werden inizRezeptortypen unterteilt. Die Typl-
Rezeptoren sind 50-55kDa grofR3e, in ihrem Grundmdst@ilférmige Proteine. Sie bestehen aus
einem extrazellularen Anteil mit einer Ligandenhindsstelle, einer Transmembrandoméane und
einem intrazellularen Anteil. Die Kinase-Domaéane Berzeptoren ist im Bereich des intrazellularen
Anteils an einer als L45-Ring bezeichneten Struktdmalisiert. Im inaktiven Zustand wird diese
Domane durch eine als GS-Doméne bezeichnete Reg®iiRezeptors blockiert. Benannt ist diese
GS-Doméne nach der hier enthaltenen charaktehstisGlycin-Serin-Folge. Sie driickt gegen die
Kinase-Domane des Rezeptors und disloziert aukdied/eg das katalytische Zentrum (Ubersicht
in [60-62]). Insgesamt existieren sieben verschied€&ypl-Rezeptoren bei S&ugetieren [44], von
denen drei BMP-Liganden binden: TyplA (BMPR-IA od&lk-3), TypIB (BMPR-IB oder Alk-6)
und TyplA-Aktivin-Rezeptor (ActR-IA oder Alk-2) [59%53].

Die Typll-Rezeptoren sind 70-80 kDa grol3e Protemmad bestehen ebenfalls aus einem
extrazelluldren, einem transmembrandésen und einemrazellularen Anteil. Die
Ligandenbindungsstelle ist an der extrazellularesmBne lokalisiert, der intrazelluldare Anteil
beinhaltet die Kinase-Doméne. Wird der RezeptorllTgprch Ligandenbindung oder Rekrutierung
durch einen Typl-Rezeptor aktiviert, fihrt dies Rmmosphorylierung der GS-Doméane des Typl-
Rezeptors und damit zu dessen Aktivierung [64].z&itrsind finf verschiedene Typll-Rezeptoren
bekannt, von denen die folgenden drei BMPs alsridga binden kénnen: BMPR-II (BMP-Typ II-
Rezeptor), ActR-1l (Activin-Typll-Rezeptor), ActRH (Activin-TyplIB-Rezeptor) [44].

Bei der weiteren Signaltransduktion nehmen Smadelr® eine zentrale Rolle ein. Es werden drei
Untergruppen von Smad-Molekillen unterschieden. Sematkine, die direkt mit den Typl-
Rezeptoren in Interaktion treten, werden dseptor-regulated-smaddR-Smads) bezeichnet. Zu
ihnen zahlen Smad 1, 2, 3, 5 und 8. Uber verschedBberflaichenstrukturen auf den Smad-
Molekilen kénnen diese durch einen aktivierten Titpkeptor erkannt werden. Diese spezifische
Identifikation der Smad-Molekiile ist von Bedeutudg, abhangig von der Ligandenbindung an die

verschiedenen Rezeptoren unterschiedliche SmaciReophosphoryliert werden. Eine Bindung
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von TGF-3 bewirkt die Aktivierung von Smad 2 undd® Bindung von BMP-Molekilen induziert
dagegen die Aktivierung von Smad 1, 5 oder 8 [3466].

Die zweite Gruppe der Smad-Molekile wird durch Srdadeprasentiert, welches als Co-Smad
(common mediator smatdezeichnet wird. Co-Smads binden im Zytoplasmaldivierte R-Smads.
Der R-Smad-Co-Smad-Komplex wird in den Zellkern gamiommen und beinflusst dort die
Regulation der Transkiption [43, 64].

Die dritte Gruppe besteht aus inhibitorisch wirkemdSmad-Proteinen, den I-Smads. Zu dieser
Gruppe gehéren Smad 6 und Smad 7. I-Smads ant@genisR-Smads und vermitteln einen
negativen Feedback-Mechanismus des TGF-R3-Signaswe&yaad 7 kommt im Zellkern vor und
wird nach Aktivierung des TGF-3-Signalings in dagtaplasma ausgeschleust, wo es die
Phosphorylierung der R-Smads durch Bindung und koang des aktivierten Rezeptors inhibiert
[62, 67]. Smad 6 befindet sich im Zytoplasma undikoriert mit dem Co-Smad 4 um die Bindung

von phosphorylietem Smad 1, welches durch diesangang inaktiviert wird [64].
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Abb.2: Signaltransduktion der TGF-3-Superfamidiaq [67]).
Durch Bindung eines extrazellularen Liganden an Bexzeptor-Typll dimerisieren die
beiden Rezeptoruntereinheiten. AnschlieRend wemigrch die Typll-Untereinheit die
Serin- und Threonin-Reste der Typl-Untereinheienmalb eines stark konservierten, in der
Néhe der Membran lokalisierten Sequenzmotivs phastibrt, wodurch die
Kinaseaktivitat der Typ-l Untereinheit aktiviert i Die SignalUbertragung in den Kern
lauft Uber SMADSs.

1.4.3 Intrazellulare Signalkaskade

Die aktivierten R-Smads l6sen sich aus der Binduitgdem Rezeptor und bilden auf dem Weg
Richtung Nukleus im Zytoplasma mit Smad 4 eineretoebligomeren Komplex. Die Anwesenheit
des Co-Smads ist erforderlich, da viele Co-Aktivatg -Repressoren und Transkriptionsfaktoren

nur durch den R-Smad/Co-Smad-Komplex rekrutiertderrkénnen. Aufierdem wird die Bindung
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hochster Affinitat an die DNA durch trimere Strutdn, bestehend aus einem Co-Smad und zwei R-
Smads, vermittelt [67].

Die exakte Funktionsweise aktivierter Smad-Komplere Zellkern ist noch weitestgehend
ungeklart. Bekannt ist jedoch, dass der R-Smad/i@aeSKomplex im Zellkern mit anderen
Transkriptionsfaktoren interagiert [42, 46, 47,8l-

Die Interaktion der MH1-Doméane der Smad-Proteiné aar DNA ist nicht selektiv. Alle Smad-
Proteine erkennen die Konsensus-DNA-Sequenz CAGAZ]. [Die Bindung hat eine geringe
Affinitat, so dass Co-Faktoren eingebunden werdéss®an, um eine feste und spezifische Bindung

der Smad Proteine an den Zielgenen zu erméglichen.

1.4.4 Regulationsmechanismen der BMP-Signaltransdtikn
Die Regulation des BMP-Signalweges erfolgt auf eeiedenen Stufen (Ubersicht in [44, 58]).

Extrazellular wird die Aktivitdit der BMPs durch kidierende Liganden-Bindungs-Proteine

moduliert. Diese binden potentielle Liganden unididst mit ihnen inaktive Komplexe, bevor die
BMP-Molekile mit den spezifischen Rezeptoren irgemeen konnen. Als Molekile mit dieser
regulatorischen Funktion konnten zum Beispiel ,Naggind ,Chordin® identifiziert und isoliert
werden. Beide binden mit hoher Affinitat vor all@&WP2 und BMP4 [44].

Bei der Einstellung des extrazellularen BMP-Gratiannehmen auf3erdem Antagonisten der
Liganden-Bindungs-Proteine Einfluss. Es handelh ¢ier um Metalloproteasen, welche Noggin
und Chordin spalten und so deren Interaktion mittBMolekilen verhindern. [67].

Die Regulation des BMP-Signalings auf Rezeptoreberfelgt zum einen Uber akzessorische
Rezeptoren, die die Bindung der BMPs an ihre Rezepterleichtern, zum anderen existieren
Faktoren, die eine Rezeptoraktivierung verhindern.

Der Pseudorezeptor ,BMP- und Aktivin- membrangetmmet Inhibitor* (=BAMBI) ist ein
Transmembranprotein, dessen extrazellulare Doméibeden von Typl-Rezeptoren weitgehend
identisch ist. Der kurze intrazellulare Anteil vBAMBI besitzt Ahnlichkeit mit dem katalytischen
Anteil des Typl-Rezeptors, allerdings weist er kedatalytisches Zentrum zur Vermittlung
intrazellularer Signale auf. BAMBI konkurriert mitypl-Rezeptoren um eine BMP-Bindung [44].
AuRerdem behindert BAMBI die Signaltransduktionaudie Ausbildung von Heterodimeren mit
Typl-Rezeptoren und verhindert auf diesem WegeAtikteszierung und die Signaltransduktion [73].
Ein zytosolisches Protein, mit dem NamEK506 binding protein-12(FKBP12) inhibiert die
Signaltransduktion der Typl-Rezeptoren. Es bindetdaren GS-Domane und verhindert so die
ligandenabhangige Phosphorylierung durch den TypHeptor [44, 74]

Auch intrazellular wird der BMP-Signalweg auf veéredenen Ebenen kontrolliert. Die Ubiquitin-
Ligase Smad-ubiquination-regulatory-factor{ESmurf-1) besitzt eine Interaktionsdoméne, mit de
sie Smad 1 und 5 erkennt und bindet, was zum Adba$mads fihrt. AuRerdem bildet Smurfl mit
Smad6 einen Komplex und inhibiert BMP-Typl-Rezeptof46, 64, 75].
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Wie bereits erwahnt, dbernimmt eine Untergruppe Siead-Proteine (die I-Smads) eine R-Smad
antagonistische Funktion und vermittelt einen nggatFeedback-Mechanismus des Signalweges.
Die beiden Vertreter dieser Gruppe sind Smad 63mdd 7. Smad 7 kommt im Zellkern vor und
wird nach TGFR-Signaling in das Zytoplasma ausdessh wo es die Phosphorylierung der R-
Smads durch Blockierung des aktivierten Rezeptoingbiert [62, 67]. Smad 6 befindet sich im
Zytoplasma. Liegt ein hoher Smad 6 Zytoplasmaspiege bindet Smad 6 an BMP-Rezeptoren
vom Typl und verhindert die Aktivierung von Smadslund 8 [44]. Weiterhin konkurriert es schon
in niedrigen Konzentrationen mit dem Co-Smad 4 uenBindung von phosphoryliertem Smad 1,
welches durch diesen Vorgang inaktiviert wird. Ei@mad 4-Uberexpression antagonisiert die
Wirkung von Smad 6 und schiitzt so den BMP-Signal{gdd. Liegt dagegen Smad 6 in héheren
Konzentrationen vor, inhibiert es sowohl den TGFalks auch den BMP-Signhalweg [44, 64, 67].

Im Zellkern wird die Akkumulation der Smad-Protethgérch Ras-aktivierte Erk-Kinasen verhindert.
Smad 1, 2 und 3 werden von den Proteinkinasen ErdLErk2 an ihrer DNA-Bindungsregion
phosphoryliert, was die DNA-Bindung verhindert ungm ubiquitinabhé&ngigen Abbau der Smads
fuhrt. Einen auslésenden Faktor fur diesen Vorgaett die Akkumulation von phosphoryliertem
Smad 2 dar [64].

Die Regulation des BMP-Signalweges auf Transkmstebene erfolgt durch Inhibitoren der Smad-
induzierten Transkription, zum Beispiel duimad interacting protein (SIP-1) [76].SIP-1 ist ein
Zinkfinger-homedomain-Proteidas Smad 1, 2, 3 und 5 binden und inaktivieremka

Auch das im Nucleus vorkommende Molekul Tob intexegspeziell mit aktivierten Smad
Proteinen und verhindert die Transkription ihrezlgene [46, 64, 77]. Aul3erdem wird im
Zellkern die Smad-induzierte Transkription durchibitoren wie zum Beispiel TGIF, ¢

Ski, and SnoN beeinflusg4]. Die Inhibition des Smad-Signalweges ist in Abbiid 3
dargestellt.

15



Abb.3.: Inhibition des Smad-Signalwegs (aus [[6&er Smad-Signalweg ist grau dargestellt, die
Inhibitoren orange und die inhibierten Stadien blau
1.4.5 BMP2
Bei BMP2 und dem nahe verwandten BMP4 handelt els sm die homologen Proteine der
Saugetiere zdecapentaplegi¢dpp) der Tauflieg®rosophila melanogasteBMP2 und dpp weisen
Zu 75% identische Aminosauresequenzen auf [45/98,
Dpp ist fur die Korperschemaformation wahrend denbByonalentwicklung bei Drosophila
verantwortlich, wahrend BMP2 in myokardialen Vofi&azellen in grol3en Mengen gebildet wird.
Diese Entdeckung legte den Schluss nahe, dass BBI®2 entscheidende Rolle bei der
Herzentwicklung spielt. Um diesen Zusammenhang wemau eruieren, wurden BMP2-Knockout-
Mé&use generiert [45]. Homozygote BMP2Embryonen weisen schwere Defekte in der Herz- und
Amnion/Chorionentwicklung auf, die mit dem Lebexhtivereinbar sind, so dass diese Embryonen
zwischen den Entwicklungstagen E7.0 und 10.5 steiBei diesen Mausen konnte zwar die Anlage
des embryonalen Herzens in der extraembryonalen igxhidhle nachgewiesen werden, es
entwickelte sich jedoch im Weiteren nur ein einfchlerzschlauch, wéhrend bei gleichaltrigen
Wildtypmausen an Tag E9.5 bereits ein differenegertHerz ausgebildet ist. Mit dieser
Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass BMP2emdhder embryonalen Herzentwicklung eine
entscheidende Rolle spielt und dass ohne BMPZdsfAdshildung eines funktionsfahigen Herzens
nicht moglich ist [45, 68, 80-83].
In  Zellkulturversuchen wurde fir BMP2 eine grofRe zahl unterschiedlicher Wirkungen
nachgewiesen. BMP2 induziert die Differenzierungsemehymaler Zellen zu osteoblastischen oder
knorpelbildenden Zellen [54] und stimuliert die Kagensynthese [84]. Weitere Studien
beschreiben, dass die Gabe von BMP2 die Differemzge embryonaler Stammzellen zu
Kardiomyozyten induziert [42, 81, 85, 86], wahreagide Uberexpression des inhibitorischen Smad 6

die kardiomyozytare Differenzierung verhindert [43Eine Schllsselfunktion der kardialen
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Morphogenese ist die Aktivierung des Transkriptfakiors Nkx 2.5, da dieser Transkriptionsfaktor
die frhe kardiale Genexpression reguliert [43]e Diugabe von BMP2 und TGF- in das
N&hrmedium von Zellkulturen undifferenzierter Stapefien bewirkt einen signifikanten Anstieg
der m-RNA von Nkx 2-5 und MEF2C als Marker der kaleh Differenzierung [86]. Auch weisen
embryonale Stammzellen nach Behandlung mit BMP2 T@&-3 signifikant h6here Anteile an
Myofibrillen auf [86]. Des Weiteren wurde gezeigss die Gabe von BMP2 die Apoptose von
neonatalen Kardiomyozyten nach Serumentzug durehlmtiuktion von Bcl-xL zu verhindern
vermag [43].

In adulten Herzmuskelzellen wurden bislang nur gerBMP-Effekte analysiert. Unlangst konnte
aber gezeigt werden, dass der Zusatz von BMP2 miteadKardiomyozyten die Aktivitat der
Phosphoinositol 3-Kinase (PI-3 Kinase) erhdht unde draktionelle Verkirzung der
Herzmuskelzellen steigert [56]. Auch konnte nachigean werden, dass mesenchymale
Stammzellen von Fisher-344-Ratten unter dem Zusiatzs Wachstumsfaktorgemisches, bestehend
aus Fibroblasten-growth-factor(FGF), Insulin-like-growth-factor1(IGF1) und BMP2, vermehrt
kardiale Transkriptionsfaktoren exprimieren. Wurdiase vorbehandelten Zellen gemeinsam mit
Kardiomyozyten co-kultiviert, konnte zum einen @instieg derGap junctionszwischen den Zellen
nachgewiesen werden, zum anderen gingen in demuKuibter Hypoxiebedingungen deutlich
weniger benachbart wachsende Kardiomyozyten durghop#ese zugrunde als in den
Vergleichskulturen. In einem MyokardinfarktmodeleibRatten fiihrte die Transplantation der
vorbehandelten Zellen zu einer Reduktion der Infatd3e sowie einer verbesserten Herzfunktion
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, der unbehdtedgellen transplantiert wurden [87].

Klinische Untersuchungen haben bislang zeigen kdnwess sich BMP2 fur unterschiedliche
therapeutische Interventionen am SkelettsystemeeigdMP2 wurde bereits mehrfach bei der
Behandlung von Knochendefekten, Osteoporose, Wkameal-Operationen und spinaler Fusion
erfolgreich eingesetzt [46]. Seit 2001 stehen sd\BdMP2 (InductOS®, Dibotermin alfa®) als auch
BMP7 (Osigraft®) als gentechnologisch hergestdiftedikamente zur Verfigung. BMP2 ist bei
offenen Unterschenkelfrakturen, BMP7 bei Pseudastm an der Tibia indiziert und zugelassen.

Sehr erfolgreich ist der Einsatz der BMPs als dafigne Spongiosaplastik bei Pseudarthrosen [88].
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2. Zielstellung
Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, iefevn die Gabe von BMP2 bei

Kardiomyozyten unter Stressbedingungen protektivekMidgen entfaltet. Um diese Fragestellung
zu klaren, wird analysiert, ob die Gabe von BMP2 positiven Auswirkungen in einem

Herzinfarktmodell bei Mausen fuhrt. Weiterhin wirdZellkulturexperimenten untersucht, welchen
Einfluss die Applikation von BMP2 auf das Uberlebamd die Apoptoserate adulter
Kardiomyozyten bei oxidativem Stress bzw. unter é¥p hat. Es wird untersucht, ob BMP2 die

Schlagfrequenz und Kontraktilitét von isolierteronatalen Rattenkardiomyozyten beeinflusst.
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3. Material und Methoden

3.1 Herstellung des BMP2 und Nachweis der biologiben Aktivitét

Das in dieser Arbeit verwendete BMP2 wurde frewfdlrweise von Frau Dr. Schwarz, Institut fr
Biotechnologie der Martin-Luther-Universitdt Haleittenberg, zur Verfiigung gestellt. Die
Herstellung des BMP2 wurde bereits ausfuhrlich besben [89].

Mittels PCR wurde die kodierende Sequenz von BMRi&rt, der Vektor pET11la (Novagen)
wurde zur Expression der cDNA in Escherichia celiwendet. Die Isolierung und Renaturierung
von BMP2 erfolgte Uber bakterielle Einschlusskoérgigcliusion bodies IB). Hierbei wurden
zunachst die IB-Proteine in 5M Guadinium-Chloridiége und anschlieBend in Puffer (0,1M
TrisHCI, 1M L-Arginin, 5mM EDTA, 5mM oxidiertes Gtathion und 2mM reduziertes Glutathion)
1:100 verdiinnt. Nach der Renaturierung (3 bis lgeTavurde BMP2 durch die Verwendung einer
Filtron-Minisette-cross-flow-Apparatur (Pal Gelmaafkonzentriert, anschlieend wurde der pH-
Wert auf 5,5 eingestellt und die Lésung gegen OTiMd, 75mM Essigsaure, 0,2M KRG, 5mM
EDTA und 6M Harnstoff dialysiert und danach filttieAbschlieRend wurden 30mg BMP2 auf eine
HiTrapTM Heparin-Sepharose-HP-Saule aufgetragerchNmehrfachem Waschen erfolgte die
Elution mittels NaCl-Lésung.

Bevor das BMP2 in den Experimenten eingesetzt wuedtolgte zunachst der Nachweis der
biologischen Aktivitat anhand der Induktion des ¥img Alkalische Phosphatase in Fibroblasten
(NIH3T3) [52, 53]. Hierzu werden NIH 3T3 Fibroblastin einer Dichte von f@ellen pro Well in
96-Well-Mikrotiter-Platten aufgetragen und in 200PMEM Medium dber Nacht bei 37°C
kultiviert. Am nachsten Tag wird dem Medium BMP2vierschiedenen Konzentrationen (Ong/ml,
50ng/ml, 100ng/ml und 200ng/ml) hinzugefiigt und Aedlen inkubieren in diesem Medium bei
37°C Uber einen Zeitraum von zwei Tagen. Anschhel3gird das Medium von den 96well Platten
abgesaugt und die Zellen mit 200ul PBS einmal gelasrs Dann werden 50ul Wasser pro Well
hinzugeben und die Platte dreimal auf Trockeneiogen und bei Raumtemperatur wieder
aufgetaut. Nun werden 50ul Assay-Mix (50 mM Glyeffer pH 10,3, 0,05% Triton X-100,
4mM MgCI ,, 5mM p-Nitrophenolphosphat) pro Well aufgetragewl wirken fur 2-3 Stunden bei
37°C ein. Anschlie3end wird die Absorbanz bei 40%@messen.

3.2 In vivo-Untersuchungen
3.2.1 Mause

Die Versuche werden an adulten weiblichen ICR-MAusit einem Mindestgewicht von 30g

durchgefuhrt. Bezogen werden die Tiere von dem #idHarlan-Winkelmann.
Die Mause haben freien Zugang zu Wasser und H#tefrROMIN Standard-Diat 1320) und sind
einem Hell-Dunkel-Wechsel alle 12 Stunden ausged®ig Lichtphase beginnt morgens um 6 Uhr.

19



Die Kennzeichnung aller Tiere erfolgt durch Setzten Ohrmarkierungen unter Narkose, so dass
eine eindeutige ldentifizierung jedes einzelnenrddemdglich ist. Alle Tiere werden einmal pro

Woche gewogen.

3.2.2 Herzinfarktmodell

30 Minuten vor der geplanten Infarzierung des Heszaeerden den Mausen unter 2,5% Isofluran—

Inhalationsnarkose entweder 80ng/g KG BMP2 geldsPBS oder nur die Tragersubstanz PBS
intraven®s retrobulbar injiziert, wobei dem Expegintator jedoch der Inhalt der jeweiligen Lésung
unbekannt ist.

Die Mause werden unter 2,5% Isofluran—Inhalatiorisvee orotracheal intubiert und an ein
Beatmungsgerat (MiniVent, Hugo Sachs Elektronik)gemthlossen. Die Beatmung und
gleichzeitige Aufrechterhaltung der Narkose erfohit 2,5% Isofloran in @ Die Mause werden mit
einem positiven Druck volumenkontrolliert beatmé&®RV). Vor Beginn der Operation werden
einmalig 5ug/g KG Rimadyl als Analgetikum subcutanabreicht.

Die Ligatur der LAD erfolgt, wie es in der Literatbeschrieben ist [90-92]. Im narkotisierten
Zustand werden die Tiere Uber dem linksseitigenr@haasiert. Praoperativ wird das Operationsfeld
desinfiziert. AnschlieBend wird ein Hautschnitt gdeal des Rippenverlaufes in Hohe des vierten
Interkostalraumes gesetzt. Die den Thorax bedeekdmaskulatur Kusculus pectoralis major et
minor) wird sorgfaltig freigelegt. Vorsichtig werden dMuskeln einzeln mit einem 5-0 Faden
umlegt und durch leichte Zugkraft separiert. Nundwder Thorax Uber einen interkostalen Zugang
im vierten Zwischenrippenraum auf der linken Seésffnet. Hierzu werden dieMusculi
intercostales des vierten Zwischenrippenraumes durchtrennt. Wrefdend wird die Lunge
vorsichtig beiseite geschoben und das Perikardr&ifDas Herz wird freigelegt und das linke
Herzkranzgefald (LAD) proximal seiner Hauptaufzweigudurch eine Ligatur unterbunden. Die
Ligatur war erfolgreich, wenn die anteriore Wand dimken Ventrikels sich blass verfarbt, die
Kontraktilitdt abnimmt und die LAD eine livide Fanbg annimmt.

Die Wunde wird in drei Schichten vernaht. Begonném mit der Adaptation der Rippen, es folgt
die Adaptation der separierten Muskulatur, zuletzt! die Haut geschlossen. Anschlielend werden
die Mause extubiert und wieder in einen Kafig gasen dem sie unter Aufsicht zu Bewusstsein
kommen.

Scheinoperierte Mause werden identisch behandétdem Unterschied, dass keine Ligatur der
linken Koronararterie vorgenommen wird.

Postoperativ wird dem Trinkwasser der Tiere dregeléang Rimadyl als Analgetikum in einer
Konzentration von 50mg/l beigefiigt. Im Anschluss di@ Operation werden die M&use einmal

wochentlich gewogen.
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3.2.3 Echokardiographie
Unter 1,5% Isofluran—Inhalationsnarkose und Spattanng wird bei den Mausen die

Echokardiographie durchgefuhrt.

Von den Tieren werden sowohl praoperativ als adcha&ye nach dem LAD-Verschluss anhand von
Ultraschallaufnahmen des Herzens (PowerVision, ibash Sektorsonde 10 MHz) in der
parasternalen kurzen Achse folgende Variablen gesnes

Im M-Mode werden der linksventrikulare Innendiameémddiastolisch (LVIDD) und systolisch
(LVIDS), die Ejektions-Fraktion nach Teichholz (EFynd die fraktionelle systolische
Durchmesserverkirzungh{ortening FractionFS) bestimmt. Die ermittelte fraktionelle systohe

Durchmesserverkirzung (FS) berechnet sich dabeiolge

(LVIDD — LVIDS)
FS=

LVIDD

Abb.4: M-Mode Echokardiographie. Aufnahme in dargsternalen kurzen Achse vor LAD-
Verschluss

Im B-Mode wird die Flache des linken Ventrikels dumanuelles Umfahren der Endokardlinie mit
dem Cursor markiert und ausgemessen. Auf diese eMgerden die diastolische endokardiale
Flache und die systolische endokardiale Flachdarbedt Diese Flachenangaben werden bendtigt,
um die systolische Verkleinerung der linksventrdteh Flache im Kurzachsen-Schnitfréetion of
area change FAC), einen weiteren Parameter zur Beschreibueig Rumpfunktion des linken
Ventrikels, zu berechnen.

Die FAC [%] wird wie folgt ermittelt:

(Area diast. — Areatgys
FAC [%] = x 100
Area diast.
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Abb.5: B-Mode Echokardiographie. Aufnahmen einesrZzyklus in der parasternalen kurzen
Achse vor LAD-Verschluss, markierte Endokardkontales linken Ventrikels in der
Diastole (links) sowie in der Systole (rechts).

3.2.4 Fixation und Pr&parateherstellung

21 Tage nach dem LAD-Verschluss werden die Mauseutmit 2,5% Isofluran narkotisiert. Die
Tiere erhalten einen Trachealtubus und werden maedtibeatmet (siehe 3.2.2.). Nun wird der
Bauchraum vorsichtig eroffnet und das Zwerchfellrgeatellt, ohne gréRere Blutungen zu
verursachen. Unter Sicht wird das Zwerchfell vdwg links parasternal perforiert und
anschlieRend der Brustraum ohne Verletzung desedsrand der Lunge Uber die Durchtrennung
der Rippen eréffnet. Zur exakten Bestimmung detohisrphologischen Parameter erfolgt die
Entnahme des Herzens erst nach diastolisichsitu-Fixierung. Hierzu wird in den LV-Apex eine
Kanule eingefiihrt. Das rechte Herzohr wird resiziarm einen Abfluss der zugefiihrten
Flussigkeiten nach der Kreislaufdurchspiilung zudgiiohen. Uber die LV-Kaniile wird das Herz
und der Kreislauf zunachst mit 50ml einer kardigple KCL-Heparin-Losung (50mM KCL +
200IE/ml Heparin in PBS) durchspilt. AnschlieReniddwiber den gleichen Zugang das Gewebe
mit 50ml 4% PFA fixiert.

Entnommen werden das Herz, die Lunge, die LeberSgick des Zwerchfells und die Tibia. Das
Herz wird aus dem umgebenden Gewebe geldst, undulighrenden und abgehenden Gefalle
werden durchtrennt, so dass das Herz aus dem 8uustentnommen werden kann. AnschlieRend
wird die komplette Lunge entnommen und riickseioggkiltig die Verbindung zwischen Trachea
und Osophagus gelost. Die Leber wird unter dem |Edier Leberlappen aus dem Bauchraum
herausprapariert, und ein Stick des Zwerchfellsl veintnommen. Zunéchst werden die Organe
gewogen, und die Lange der Tibia wird mittels Linmasgemessen. Uber Nacht werden die Lunge,
die Leber, das Zwerchfell und das Herz in 30% Sade in PBS gelegt. Das Einbetten der Organe
erfolgt zur Vorbereitung auf die histologische Alkitung am nachsten Tag mit Polyfreeze™
Tissue Freezing Medium™ (Polyscience, Inc.). Hiexoied streng auf die raumliche Orientierung
der Herzen geachtet: es wird sichergestellt, daésder spateren Anfertigung der Kryoschnitte

jeweils Kurzachsenschnitte (vom Apex zur Herzbagis¥ultieren. Bei -20°C werden die
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eingebetteten Organe aufbewahrt, bis sie in einerfri@schnittkryotom geschnitten und auf

Objekttrager aufgezogen werden.

3.2.5 Herstellung der Schnittpraparate

Zunachst werden nach den Angaben des Hersteller©djekttrager mit Vectabond beschichtet
[VECTOR Laborities, Burlingame, CA 94010, USA]. Dichnittpraparate werden mit einem
Gerfierschnittkryotom (MICROM, HM 500 OMMicrom Laborgerate GmbH, Walldorf,
Deutschland) angefertigt.

Um spéater eine eindeutige Rekonstruktion der Heraehand der histologischen Schnitte zu
ermoglichen, werden alle Herzen jeweils vollstandijh. von Apex bis Basis) nach einem
standardisierten Vorgehen aufgearbeitet. Hierbai die Schnittdicke auf 25um eingestellt und 24
Schnitte dieser Dicke hergestellt. Pro Objekttragerden dabei vier Schnitte aufgezogen. Nach
diesen 24 Schnitten wird die Schnittdicke auf 10geauziert, und es werden 12 Préparate dieser
Dicke hergestellt, wobei jeweils drei Gewebescbniiuf einem Objekttrager platziert werden.
AnschlieBend wird das Kryotom erneut auf eine Stflicke von 25um umgestellt und der
beschriebene Zyklus wird wiederholt. Auf diese Weigrd fortgefahren, bis das gesamte Préparat
geschnitten ist.

Die Praparate von Lunge, Leber und Zwerchfell wender teilweise histologisch aufgearbeitet (im
Sinne von jeweils einer Stichprobe pro Organ),ldeewerden durchgehend Schnitte in einer Dicke
von 10pm angefertigt.

Alle Schnitte werden sofort nach ihrer Anfertiguagf beschichtete Objekttrager aufgezogen und
bei Raumtemperatur mindestens eine halbe Stundecigeet. Bis zu ihrer weiteren Bearbeitung

werden sie dann bei -20°C gelagert.

3.2.6 Trichrom-Farbung der Préparate und Infarktgrd Renbestimmung

Um fur die Auswertung der Infarktgrof3en vergleiatgh&chnitte der selben Ebenen bei allen Herzen
zu erhalten, werden den Praparaten zun&chst aningedirbter Schnitte die Objekttrager bestimmt,
an denen das erste Mal der Apex bzw. der Mitrafidayping angeschnitten sind. Hieraus werden
nun die vier Schnitte berechnet, die den linken tkfleel in fiinf gleiche Abschnitte teilen. Die
Objekttrager, die diese vier Schnitte enthalterrdee fur die Trichromfarbung verwendet (Kit der
Firma Sigma-Alderich Chemie GmbH, Minchen, Germany)

Nach den Angaben des Herstellers werden die Objgleit mit den 25um dicken Schnittpraparaten
zunachst zwei mal 15 Minuten in PBS-L6sung gewaschrin werden die Objekttrager fur 15
Minuten bei 56°C inBouin's Solution(Sigma-Alderich Chemie GmbH, Minchen, Germany) im
Brutschrank fixiert. AnschlieBend werden die Objeiger unter laufendem Wasser so lange
gesplilt, bis keine gelben Farbwolken mehr zu ssi@h Die Objekttrager werden in deionisiertes

Wasser eingetaucht und anschlieRend funf Minuteg ia Bieberich Scarlet-Acid-Fucsigefarbt.
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Hiernach werden die Objekttrager erneut in deieniss Wasser getaucht und nachfolgend funf
Minuten in Phosphotungstic/Phosphomolybdic Acid Solution gefarbt. Die
Phosphotungstic/Phosphomolybdic Acid Solutwitd kurz zuvor bei Raumtemperatur frisch
hergestellt aus 50n#hosphotungstic AcjdbOml Phosphomolybdic Acidnd 100ml deionisiertem
Wasser. Der nachste Farbeschritt ist das BadeSdawritte inAniline Blue Solutiorilir weitere funf
Minuten. Anschlielend werden die Objekttrager zwénuten in 1%ige Essigsaure gestellt.
SchlieRlich folgt die Entwasserung in einer autgtaden Alkoholreihe und in Xylol. Die Praparate
werden mit Entellan und einem Deckglaschen abgedercker dem Mikroskop betrachtet und
fotografiert.

Die auf die gleiche Weise behandelten Schnittpaipavon Lunge, Leber und Zwerchfell werden
unter dem Lichtmikroskop auf mikroskopisch sichébo®eréanderungen hin untersucht.

Fur die Bestimmung der Infarktgrésse werden dieitalen Fotos der Herzschnitte in dem
Programm ,Adobe Photoshop 7.2 in eine geeignetdgBdRe und Auflosung formatiert, um in
einem weiteren Schritt mit dem Program8cjon Imagédie Herzen und die Infarkte ausmessen zu
koénnen.

In dem ProgrammScion Image“kdnnen manuell mit dem Maus-Cursor des Computeesi&n
abgefahren und hierbei vermessen werden. Fir dséirBaung der InfarktgréRen wird mir dem
Cursor zunachst manuell die Endokardkontour und Pieikarkontour des linken Ventrikels
abgefahren und die sich ergebenden Strecken gemeSsschlieRend wird auf gleiche Weise die
Lange des infarzierten Segmentes sowohl endokaatBahuch perikardial bestimmt. Diese Daten
werden bei jedem Herz fur die vier zuvor ausgesrclichnitte (siehe oben) ermittelt, so dass dann

mit folgender Formel die Infarktgrof3e jeweils exbkstimmt werden kann:

> (LV endokardiale Infarktlange ¥ LV perikardiale Infarktlange)

InfarktgroRe =

MLV ges. endokardiale Cirkumferenztges. perikardiale Cirkumferenz)

3.2.7 Bestimmung der Myozytenquerschnittsflichen (I@SA)

Pro Herz werden fir die Bestimmung der Myozytengciemittsflachen (MCSA) jeweils zwei

Objekttrager mit 10um Schnittpraparaten verwenestwird hierfir ein bereits zuvor ausfuhrlich
beschriebenes Verfahren genutzt [93]. Die Objegéraverden zweimal jeweils 15 Minuten in PBS
gewaschen und anschlieBend 20 Minuten in 4% PFAhfixgert. Fir die Farbung der

Myozytenmembranen mussen die Préaparate fur funutdm mit PBS pH 7,4 und danach einmal
mit PBS pH 5,0 gewaschen werden. Dann wird Neuraage in einer Konzentration von 3,3U/ml
aufgetragen und fur eine Stunde bei 37°C inkubiertAnschluss werden die Objekttrager zweimal

mit PBS gesplilt. Fluorescein-konjugiertes Peanugldtmin [VECTOR Laborities, Burlingame,
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CA 94010, USA] wird in einer Konzentration von 5Smmy/aufgetragen und zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend werden ciwie dreimal mit PBS abgespuilt.

Um nun noch die Zellkerne der Myozyten darzusteland mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst
33258 [Molecular Probes, Inc., Eugene, USA] in eikenzentration von 5pg/nilir zehn Minuten
bei Raumtemperatur gegengefarbt. Im Anschluss wdet Uberschissige Farbstoff durch
dreimaliges Spulen mit PBS entfernt. Abschliesseind mit Mowiol (s. 3.4) eingedeckelt und die
Praparate Uber Nacht lichtgeschiitzt im Kiuhlschigaigert.

Am nachsten Tag erfolgt die Auswertung unter dersek&can-Mikroskop (LEICA DM IREZ2,
Typ: TCS SP-2; Leica Microsystems Heidelberg Gmtérmany). Bei 360facher VergréfZerung
wird im Bereich desSeptum interventriculardes Herzens eine Stelle aufgesucht, in der mdilich
viele Kardiomyozyten im Querschnitt angeschnittamd sVon dieser Stelle werden jeweils immer
die Fluoreszenz der Zellkerne (Hoechst 33258) uiel dibs angefarbten Kollagens (Peanut-
Agglutinin) aufgenommen.

Fur die Auswertung werden die Bilder in dem PrograpAdobe Photoshop 7.2 auf eine geignete
BildgroRe und Auflésung formatiert und die beidestds derselben Lokalisation (die Darstellung
des Kollagens und der Zellkerne) Ubereinander gelsg dass nun die Zellkerne in den
entsprechenden Herzmuskelzellen sichtbar sind. lilefend werden mit dem Progranfseion
Imagedie Kardiomyozyten ausgemessen, in denen einetallgichtbar ist. Da bei Kardiomyozyten
die Zellkerne zentral in den Zellen liegen, konserdie Myozyten-Durchmesser einheitlich etwa im
Bereich der Zellmitte bestimmt werden. Die Messdeg Myozytengrof3en erfolgt durch manuelles

Umfahren der Zellen mit dem Maus-Cursor.

3.2.8 Bestimmungq der interstitiellen Kollagen-Frakion (ICF)

Fir die Bestimmung der interstitiellen Kollagendgran (ICF) werden pro Herz zwei Objekttrager
der 10um dicken Schnittpraparate verwendet, es Wiadflr ein bereits zuvor ausfihrlich
beschriebenes Verfahren genutzt [93]. Da bei defanng des Kollagens durch Fluorescein-
Peanut-Agglutinin (siehe 3.2.7.) auch der Kollageeih der im Herzmuskel verlaufenden Gefal3e
mit angefarbt wird, ist zur exakten Ermittlung daterstitiellen Kollagen-Fraktion ein weiterer
Schritt notwendig, in dem die zwischen den Myozygaiegenen Kapillaren separat angefarbt
werden, um spater aus der Differenz des Gesamaf@tls (angefarbt durch Fluorescein-Peanut-
Agglutinin) und des Gefal3-Kollagens (visualisieutah Rhodamine-Griffonia Simplicifolia Lectin-

I) das interstitielle Kollagen bestimmen zu konnBa. eine Simultanfarbung von Gesamtkollagen
und Gefal3en nicht mit ausreichender Qualitat midst werden fur die Darstellung der Kapillaren
diejenigen Objekttrager verwendet, die den zuvaeibe fur die Fluorescein-Peanut-Agglutinin-
Farbung verwendeten direkt benachbart sind.

Zunachst werden die Praparate zweimal fur 15min. RBIS gewaschen und im Anschluss Uber

30min. mit PFA nachfixiert. Uberschissiges PFA widnn durch viermaliges funfminitiges
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waschen mit PBS entfernt. Danach wird Rhodaminé@in Simplicifolia Lectin-l (GSL I,
VECTOR Laborities, Burlingame, USA) in einer Veraiiimg von 1:400 aufgetragen und zwei
Stunden lichtgeschiizt bei Raumtemperatur inkubiert. Anschluss wird der Uberschussige
Farbstoff durch dreimaliges Spulen mit PBS entfemdtun wird das Praparat mit Mowiol
eingedeckelt und tiber Nacht lichtgeschuitzt im Kelimank gelagert.

Am néachsten Tag erfolgt die Auswertung der Prapanter dem Laser-Scan-Mikroskop (LEICA
DM IRE2, Typ: TCS SP-2). Hierzu wird bei 360fachéergroRerung im Bereich deSeptum
interventriculare des Herzens eine Stelle aufgesucht, in der mdilickele Kardiomyozyten im
Querschnitt angeschnitten sind. Von jedem Schnitirden zehn Bilder angefertigt, die
Kapillarmenge anhand der Fluoreszenz-Intensitat Hilfe eines standardisierten Vorgehens mit
dem Programm Scion Image bestimmt und schlieBlienvittelwerte miteinander verrechnet. Die
interstitielle Kollagen-Fraktion entspricht der tigten Kollagenmenge des mit Fluorescein-Peanut-
Agglutinin dargestellten Gesamt-Kollagens abziigllen anhand der Rhodamine-GSL1 bestimmten

mittleren Kapillarmenge (als Mafl3 des GefalRwandgelts).

3.3 Zellkultur
3.3.1 Zellpraparation

Adulte Rattenkardiomyozyten

Adulte Rattenkardiomyozyten wurden freundlicherwersn Frau Dr. Hoffmann-Heinroth aus dem
Institut fir Pharmakologie der Martin-Luther-Unigéét Halle-Wittenberg zu Verfigung gestellt
[94].

Die Praparation der Kardiomyozyten erfolg mit Hifeer Langendorff-Perfusionsapparatur, diese
dient zur Isolierung von Myozyten aus Myokardgewdbas entnommene Herz wird an ein System
angeschlossen, welches eine gleichmaliige PerfuggonKoronarien mit einer proteolytischen
Losung (Kollagenase) sichert, so dall es zu einegsémen Auflosung der interzellularen
Verbindungen des Herzmuskelgewebes kommt.Die Patiparbesteht aus drei Schritten. Zunéchst
erfolgt die Perfusion des Herzens, dann die Disperdes Gewebes und schlieBlich die
Anreicherung der stabchenférmigen Myozyten.

Vor der Entnahme der Herzen werden zwei Ratten jmit50mg/kg Pentobarbital-Losung
intraperitoneal (i.p.) narkotisiert, anschlieRendrden den Tieren jeweils 5000 IE/kg Heparin i.p.
verabreicht. Die Tiere erhalten einen Trachealtulmg werden maschinell beatmet. Nun wird der
Brustraum nach Rasur und Desinfektion der Haut ébex mediale Sternotomie eréffnet. Um den
Aortenbogen wird ein Faden gelegt und locker eimfaerknotet, der Knoten wird mit einer
Klemme fixiert. AnschlieBend wird die untef@rta thoracicadurchtrennt, das Herz vorsichtig aus
dem umgebenden Gewebe geldst und der AortenbogEibhe des Abganges dArteria carotis
communis sinistra durchschnitten. Das Herz wird enthommen und inkadie, begaste

physiologische NaCl-L6sung gelegt. Das zweite Hernrxd auf gleiche Weise entnommen.

26



AnschlieRend werden die Herzen an die Langendqofiakatur angeschlossen und mit der Losung
B fur etwa 5 min (siehe 3.4) perfundiert, bevor wig C (siehe 3.4) als Perfusionsmedium
verwendet wird. Die ersten 40ml der Spilflissigke#rden zunachst verworfen, danach wird die
Apparatur auf Reperfusion umgeschaltet. Nun wemledOml der Perfusionslosung C nach funf
Minuten 25ul einer 100mmol/l Cag&losung zugegeben. Nach weiteren funf Minuten werde
erneut 25pl der 100 mmol/l Ca&llésung und nach nochmals funf Minuten werden wigahe50p|
der 100 mmol/l CaGlLésung zugegeben, so dass eine final&’-Banzentration von 0,1mmol/l
erreicht wird.

Die Perfusionsflissigkeit wird unter dem Mikroskagf den Gehalt von Kardiomyozyten Uberprift.
Schliel3lich werden die Herzen nacheinander aus\gparatur entnommen und auf einem Uhrglas
der rechte Ventrikel sauber abgetrennt und verworfBer linke Ventrikel wird mit zwei
Skalpellmessern zerschnitten und mit 25ml der ang\@paratur enthommenen Perfusionslésung in
einen Teflonbecher Uberflhrt. Dieser wird in eii@ivarmes Wasserbad gestellt und begast. Alle
zwei Minuten werden nun die Gewebsstlickchen mieresterilen 25ml-Pipette aufgesaugt und
langsam wieder auslaufen gelassen. Dieser Vorgang iler zehn Minuten wiederholt und
anschliel3end die entstandene Suspension in zweiR&imchen tberfuhrt.

Das sich nun in Dispersion befindende Gewebe weidib0 U/min tber zwei Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wird der Uberstand abgesaugt und distaaedene Pellet in Losung D (siehe 3.4)
resuspendiert. Die Suspension wird nun erneut B8 W/min fir zwei Minuten zentrifugiert,
anschlieRend wird der Uberstand auch hier abgesdagtPellet in Losung D resuspendiert und
durch einen Nylonfilter (Bichnertrichter) filtrierDie so hergestellte Zellsuspension wird auf vier
15ml-R6hrchen verteilt. Es erfolgt die Sedimentatier Zellen von einer H6he von 5 cm fur zehn
Minuten. Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt] die sedimentierten Zellen werden erneut mit
Losung D resuspendiert und nochmals Uber einenmagieit von 10 min sedimentiert. Als letzter
Praparationsschritt werden die Zellen nun in M188dium aufgenommen (siehe 3.4).

Neonatale Rattenkardiomyozyten

Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden freundlicleése/ von der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dr. Muller-Werdan, Klinik fur Innere Medizin 1ll, biversitatsklinik der Martin-Luther-Universitéat
Halle-Wittenberg zu Verfigung gestellt [95, 96].

Zum Anlegen der Kulturen werden ein bis drei Talge Ratten per Genickbruch getdtet und in ein
Becherglas mit 70% Ethanol getaucht. AnschlieReatan die Extremitaten mit sterilen Kanllen
fixiert und der Thorax mittels einer Schere erdffrigas Herz wird aus dem umgebenden Gewebe
geldst, mit Pinzetten entnommen und anschlieBerdhi Petrischale mit eiskalter PBS gelegt.

Ca. 50 Herzen werden mittels zweier steriler SKlpga 1mm3 grof3e Stiicke zerkleinert, und mit
Hilfe einer abgebrochenen Pasteurpipette wird dewdhbebrei in ein Becherglas mit Ruhrer
tberfihrt. Es werden 10ml einer 37°C warmen Tngianungslosung (siehe 3.A)gesetzt und fur

15 Minuten geriihrt. AnschlieRend wird der Uberstaadvorfen. Den Zellen werden nun zehn mal
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jeweils 5ml Trypinisierungslosung zugefugt, anse®énd zehn Minuten lang gerthrt und der
Uberstand gesammelt. Das Becherglas wird dabestaitler Aluminiumfolie abgedeckt und bei
leichtem Ruhren in den 37°C Brutschrank gestellbeidtande werden mit einer Pasteurpipette
abgenommen und in insgesamt zehn Gewebekulturréhr@BKR) gesammelt, in denen sich je 2ml
Wachstumsmedium fir Rattenkardiomyozyten befindgiehé 3.4). Die GKR werden auf Eis
gelagert, die Trypinisierungslosung wird bei 37%lalssen.

Die GKR werden Uber zehn Minuten bei 1400U/min BRaumtemperatur zentrifugiert. Im
Anschluss werden die Uberstande verworfen und digstandenen Pellets in je 5ml
Wachstumsmedium fur Rattenkardiomyozyten resuspendi

Zur Bestimmung der Zelldichte vitaler Zellen in d&rspension wird diese mit Trypanblau verdinnt
und die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer audgez¥itale Zellen sind in der Lage, bei
intakten Membranen den Farbstoff Trypanblau auseieften, wahrend bei abgestorbenen Zellen
die Zellmembran fur den Farbstoff durchlassig wamldal’ diese Zellen sich blau anfarben.

Die Zellsuspension wird anschliessend auf die gewofite Dichte mittels Wachstumsmedium
verdiunnt. Die Zellkulturschalen werden zuvor mit Bldatrigel™ Matrix beschichtet (BD
Bioscience). Hierfur wird das Matrigel in einem Waltnis von 1:10 mit 199+ Medium gemischt
und in die Zellkulturschalen gefillt, anschlieRenerden die Schalen bei 37°C getrocknet.
Schlie3lich wird in die vorbereiteten Schalen delglispension gegeben, wobei jeweils 400.000

vitale Zellen pro 25c#a Zellkulturschalen ausplattiert werden.

3.3.2 Untersuchungen zur BMP2-induzierten Stressréestenz adulter Rattenkardiomyozyten

In einer ersten Serie von Experimenten soll anetyswerden, ob die Gabe von BMP2 die
Widerstandsfahigkeit von  adulten  Kardiomyozyten egdtber oxidativem  Stress
(Wasserstoffperoxid) erhoht. Hierfur wird zunéclsts einer 30%igen J@,-Stammldsung eine
200mM HO,-Ldsung durch Verdinnung mit deionisiertem Wassggdstellt. Von dieser Losung
werden anschlieBend 16ul mit 16ml Zellkulturmedigemischt. Von dieser Losung werden je 3ml
den Zellkulturen hinzugefiigt, so dass eine finalg@}Konzentration von 200umol/l in den
Kulturschalen resultiert. Als nachstes erfolgt éigiem Teil der Zellkulturen der Zusatz von BMP2
in einer finalen Konzentration von 40ng/ml, 80ng/amd 160ng/ml. Die Rattenkardiomyozyten
werden anschlieend fir 24 Stunden bei 37°C inkublen folgenden Tag wird das Nahrmedium
unter Beibehalten der jeweiligen Konzentration ¥y®, und BMP2 vorsichtig gewechselt. Nach
weiteren 24h Inkubation bei 37°C erfolgt am dritiégrsuchstag die Fixierung und Beurteilung der
Kulturen (siehe unten).

In einer weiteren Serie von Experimenten werden Kadiomyozyten unter Hypoxie (2%
Sauerstoff im Vergleich zu 21% Sauerstoff) inkubiembei einem Teil der Kulturschale wiederum

BMP2 in den genannten Konzentrationen zugegebed. wiuch bei diesen Zellkulturen erfolgt
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zwischenzeitlich ein Mediumwechsel, die Fixierungl BBeurteilung der Zellen wird ebenfalls nach
72 Stunden vorgenommen.

Fir die Bestimmung der vitalen und apoptotischelledeam Ende der 3tagigen Inkubationszeit
wird das Nahrmedium abgesaugt und in die Schalenhfrhergestellte Fixierungslésung aus 4%
Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4) fur 30 Minuten dege Danach wird die Fixierungsldosung
abgesaugt und die Schalen werden mit PBS gewasthanwird mit einem Wattestdbchen ein
trockener Kreis um eine Flache in den Schalen gazognd mit einem Fettstift (PAP-Pen)
nachgefahren. Daraufhin werden die Zellen, die sinkrhalb dieses Kreises befinden, zweimal mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wird vorsichtig auf diiche eine frisch hergestellte
Permeabilisierungslosung, bestehend aus 0,1% THt@00 in 0,1% NatriumCitrat, aufgetragen.
Diese wirkt Uber funf Minuten (gekuhlt auf Eis) elm Anschluss werden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen.

Fur den TUNEL-Assay (Roche Diagnostics GmbH, Mammh&ermany) werden stets eine Positiv-
sowie eine Negativ-Kontrolle mitgefihrt, um die takte Funktion des Tests zu Uberprifen. Zur
Generierung der Positivkontrolle wird auf die fiten, permeabilisierten Zellen DNAse-I in einer
Konzentration von 100pg/ml fur 10 Minuten bei Raemperatur gegeben, um so DNA-
Strangbriiche zu induzieren. In diesen 10 Minuterd wiie TUNEL-Reaktionsldsung nach den
Angaben des Herstellers hergestellt. Fir die Lostingerden 50ul der Enzymlésung mit 100ul
Verdunnungspuffer vermischt. Losung B wird durche dfugabe von 550ul PBS zu der
Markierungslésung hergestellt. Hieraus werden 2@@rhommen und in ein extra Réhrchen fir die
Negativkontrolle gefiillt. Zu dem Rest der LosungvBd nun 50ul Loésung A gegeben und bis zur
Anwendung auf Eis gekihlt.

Nun werden alle Schalen mit PBS zweimal gewasched, die Reaktionslosung wird auf die
Positivkontrolle und die echten Proben aufgetragk, Negativkontrolle wird Losung B (ohne
Enzym) hinzugeflgt. Die Zellen werden nun in Duhkd bei 37°C fir eine Stunde inkubiert.
Anschlieend werden die Proben dreimal mit PBS gelen und die Zellkerne zehn Minuten mit
Hoechst 33258 (Molecular Probes) in einer Konzéiotmavon 5ug/ml gegengefarbt. Im nachsten
Schritt wird der Uberschissige Farbstoff durchrdadiges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen
werden mit PBS bedeckt und unter einem Fluoresziknssikop (Leica MZFL IlI, Fluolll; Leica
Microsystems Heidelberg GmbH, Germany) bei einéfd¢hen Objektiv-VergréRerung angesehen
und fotografiert. Hierbei werden jeweils sowohl dmeit dem Hoechst-Farbstoff angefarbten
Zellkerne fotographiert (blaues Fluoreszenzsigredh,auch die durch die TUNEL-Reaktion grin
markierten, apoptotischen Zellkerne.

Die Fotographien werden fir die spatere Ausweriardgem Programm ,Adobe Photoshop 7.2“ auf
die gleiche Bildgrdfie und Auflosung formatiert. Caef den Fotographien sichtbaren Zellkerne

werden manuell ausgezéhlt.
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3.3.3 Bestimmung der Auswirkungen von BMP2 auf Kontktilitdtsparameter neonataler

Rattenkardiomyozyten

Zur Bestimmung der Kontraktilitdtsparameter der nagalen Rattenkardiomyozyten wird ein im
Labor der Universitatklinik fir Innere Medizin Ider Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
seit mehreren Jahren etabliertes Verfahren vervej@de 96]. Hierbei werden mit Hilfe eines
Polarisationsmikroskopes und einer CCD-Kamera (@haoupled Device-Kamera) die spontan
kontrahierenden neonatalen Rattenkardiomyozytendém Zellkultur erfasst und auf einen
Computermonitor Ubertragen. Durch die Kontraktionatler Zellen entstehen lokale
Helligkeitsschwankungen, die registriert und zur s@weibung des Kontraktionsverhaltens
verwendet werden. Um den ginstigsten Erfassungshamaximaler Helligkeitsschwankungen am
Kardiomyozyten zu finden, wird mit Hilfe der PC-Maeine Photodiode Uber den ausgewahlten
Bildausschnitt (ROI) von 20*20 Pixeln des bewegteides verschoben. Die Diode wird so
positioniert, dass mit einer Helligkeitszunahme Hientraktion (Systole) erfasst wird. Der PC
berechnet den durchschnittlichen HelligkeitswertR@l fir jedes Halbbild und zeigt das Ergebnis
an einem vertikalen Balkenindikator an. Die Heldgkschwankungen sind an den Grenzen
kontrahierender Zellen besonders hoch. Ist diet&linag optimal, pulsiert der Balkenindikator mit
konstanter Amplitude und der jeweiligen Herzfrequeron 0,2 bis 5 Hz. Ist ein optimaler
Untersuchungsbereich gefunden, wird eine Aufzeiofgngestartet, und nach Ablauf einer zuvor
festgelegten Auswertungsdauer (1min) werden dieegesanen Helligkeitsanderungen als Datei
gespeichert [97]. In dies&fersuchsanordnung werden neonatale Rattenkardigiemanalysiert,
denen BMP2 in verschiedenen Konzentrationen (08@0yzw. 160 ng/ml) zugefiigt wird. Beurteilt
wird sowohl die Kontraktionsfrequenz der Zellen abluch die Geschwindigkeit der
Einzelkontraktionen als ein Mal3 der Inotropie.

In erganzenden Experimenten werden die Zellen dukpplikation eines elektrischen Feldes
festfrequent mit 2Hz stimuliert, wobei erneut diesGhwindigkeit der Einzelkontraktionen erfafl3t

wird.

3.4 Reagenzien
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Lésungemierefolgendermalen hergestellt:

PBS-L6sung
80 g NaCl werden mit 2,0 g KCI, 14,4 g MO, und 2,0g KHPQO, in einem sterilen Gefal}

gemischt und auf 1000ml mit deionisiertem Wassdgefullt. Der pH-Wert wird auf 7,2 bis 7,4

eingestellt.
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4% Paraformaldehyd -L6sung (PFA)

409 PFA werden in 800ml deionisiertem Wasser uRtéiren auf 60°C unter einem Abzug erhitzt.
Es werden einige Tropfen NaOH zugegeben, bis seh.dsung klart. Im nachsten Schritt werden
nun 100ml einer 10fach konzentrierten PBS-Losumgugeben und die LOsung mit deionisiertem
Wasser auf 1000ml aufgefillt. AnschlieRend wird Hiesung filtriert und der pH-Wert auf 7,0
eingestellt. Die 4%ige PFA-LOsung wird in Kunstéitehalter gefillt und bei -20°C gelagert.

Mowiol:

2,4g Mowiol werden mit 6g Glycerol in einem GefaGt germischt, anschlieRend werden 6ml
deionisiertes Wassers beigefligt. Die Losung wird filr ca. vier Stunden bei Raumtemperatur
stehen gelassen. AnschlieBend werden 12ml 0,2M(fpHs8,5) hinzugeflgt und die Lésung wird
auf einer Heizplatte unter stdndigem RUhren aufC56fhitzt, bis sich die Losung klart (ca. 10

Minuten). Das fertige Mowiol wird bei -20°C gelager

Losungen fiur die Prparation adulter Rattenkardiomyozyten
Losung A (440ml)Joklik-Minimum Essential Medium (=MEM)
NaHCQ 24,0 mmol/l
MgSQ, 0,6 mmol/l DL-Carnitin 1,0 mmol/l

Creatin 10,0 mmol/l Taurin 20,0 mmol/l

Lésung B (150ml): Losung A + 1mmol/l Cag¥ Trypsin (60 — 180 U/ml) (100ml)

Lésung C (150ml): L6sung A + 0,1% Rinderserum Albumin + Tryp&@ — 180 U/ml)
+ Collagenase (90 U/ml)

Lésung D (140ml)Losung A +1% BSA FAF + 0,1 mmol/l CaCl
Losung A-D werden mit Carbogen (95%(% CQ) begast. Bei 37°C wird der pH auf 7,2
eingestellt. Wahrend der Reperfusion wird der pH4&ét 1N HCI korrigiert.

Medium 199+ (M199+)

M199 + 10% newborn calf serum(NCS) + 1% Pen/Strep (100U/ml Penicillin, 100ug/mi
Streptomycin)

Losungen fir die Praparation neonataler Rattenkardomyozyten:
CMRL-Grundmedium:  NacCl (135 mM), KCL (5,40 mM), NajO* H,O (0,36 mM)
CaCl * 2 HO (1,30 mM), MgSQ@* 7 H,O (0,97 mM),
NaHPO4 * 2 HO (1,49 mM), Glucose (wasserfrei) (7,5 mM),

31



HEPES (10 mM)
Antibiotikum: Gernebcin ( = Tobramycin ) 40rhg/

Wachstumsmedium fiir neonatale Rattenkardiomyozyten:
CMRL-Grundmedium (400ml) + Horse-Serum (HS) 10%n(§0+ Fetal Calf Serum (FCS) 10%
(50ml)

Phosphat buffered saline A / Glucose, Ca 2+, Mgge {PBSAG 10*), Ansatz fur 11:

NaCl [137 mM] (80g) + KCI [2,7 mM] (2g) + NBPQO, * 2 H,O [10,6 mM] (18,8g) + KHPO, [2,1
mM] (2,99) + Glucose (wasserfrei) [5mM] (9,0g) +uGbse [5SmM] (9,919)

PBSAG 1* : PBSAG 10* 1:10 verdinnen

Trypsinisierungslésung:

Trypsin : 1:250 (Fa. Serva) 2,5g auf 100ml PBSAG 1*

Collagenase: Worthington (Collagenase Typ CLSdl, Biochrom KG, Berlin, Germany)
1,0g auf 250ml PBSAG 1*

5ml Trypsin und 9ml Collagenase in einer steriléas€he auf 100ml mit PBSAG auffillen.

Tab.1l: Verwendete Materialien unter Angabe destdbers

Material Hersteller
ALTROMIN STANDARD-DIAT 1320 Altromin Gesellschaft UF Tiererndhrung
GmbH, Lage, Deutschland
FORANE®/ FORENE® (Isofluran) Dragerwerk AG laidk, Deutschland
Rimadyl Pfizer GmbH, ksawhe, Deutschland
BMP2 Institut fur Beechnologie
Martin-Luther-Universitat Halle

Wittenberg, Deutschland

Polyfreeze™ Tissue Freezing Medium™ Polysmeinc., Warrington, USA

Vectabond™ Reagent for Tissue Sectjoviector Laboratories, Burlingame, USA

Adhesion

ACCUSTAIN ® Bouin’s Solution Sigma-Aldrich® Chem{@mbH, Miinchen
Deutschland

Accustain™ Trichrome Stain (Masson) Sigma Daslics, Minchen, Deutschland

Fluorescein Peanut agglutinin Vector Laboratofs)ingame, USA
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Rhodamine-Griffonia Simplicifolia Lectin |
(GSL I, BSL )

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Hoechst 33258

Molecular Probes, Incgdae, USA

BD Matrigel™ Matrix

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

In situ cell death detection Kit, Fluorescein| Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Leica Bi-Ocular Mikroskop (Leica DM IL) | Leica Microsystems Heidelberg GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Leica MZFL Ill, Fluolll ™ Leica Mrosystems Heidelberg GmbH,
Heidelberg, Deutschland

LEJ (Fluoreszenzlichtquelle) Lergggelektronik Jena GmbH, Jena,

Deutschland

LEICA DM IRE2

Leica Micsgstems Heidelberg Gmbh

Heidelberg, Deutschland

——

Mouse Ventilator MiniVent (Typ: 845)

Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparat
GmbH, March-Hugstetten, Deutschland

us

Mikrotom-Kryostat HM 500 OM

Microm LaborgerateGmbH, Walldorf,

Deutschland

3.5 Statistik

In allen Abbildungen werden, sofern nicht andergegieben, die Mittelwerte + SEM dargestellt. Fur

die Prufung auf Signifikanz wurde der t-Test flpgarte bzw. ungepaarte Stichproben verwendet.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0,05 wurdestgifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse
4.1 Nachweis der biologischen Aktivitdt von BMP2

Um die biologische Aktivitt des fur die eigenenpEximente verwendeten, rekombinanten BMP2
vor Beginn der Versuchsreihen zu testen, werden3N84Fibroblasten mit unterschiedlichen
BMP2-Konzentrationen im Nahrmedium inkubiert. AngRend wird die Aktivitdt des Enzyms
Alkalische Phosphatase, die typischerweise in di@gdllinie nur nach Induktion durch BMP2
exprimiert wird, mittels Messung der Absorbanz imestt. Abbildung 6 zeigt, dass in dem
eingesetzten Konzentrationsbereich von 0 bis 20ningin linearer Zusammenhang zwischen
BMP2-Konzentration und Enzyminduktion besteht. Dietegt, dass das verwendete BMP2 eine
dosisabhéngige Induktion des Enzyms Alkalische piatsise bewirkt und somit biologisch aktiv

ist, es eignet sich daher fur die Anwendung inidefolgenden geplanten Versuchen.

0,3

Alkalische Phosphatase (405 nm)

0,0 T ‘ T
0 100 200
BMP2 [ng/ml]

Abb.6: Nachweis der biologischen Aktivitat von BMR#hhand der Induktion des Enzyms
Alkalische Phosphatase.

4.2 In-vivo-Untersuchungen

Nachdem die biologische Aktivitat des rekombinan®hP2 sichergestellt war, sollten die
Auswirkungen der Gabe von BMP2 im Myokardinfaktmibdier Maus analysiert werden. Hierfir
wurde bei adulten weiblichen Mausen 30 Minuten nachGabe von 80ng/g KG BMP2 bzw. von
PBS (Kontrolle) die linke Koronararterie operatierschlossen, die resutierenden Auswirkungen
wurden im Verlauf mittels Erfassung morphometriscbaten, serieller Echokardiographie sowie
durch histologische Analysen untersucht. Um diepamsischen Auswirkungen der OP, die nicht
durch die Infakt-Induktion begriindet sind, abgrenze kénnen, wurde bei einigen Tieren lediglich

eine Schein-Operation (Sham) vorgenommen.
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4.2.1 Morphometrie

Als morphometrische Vergleichparameter werden uthen Zeitraum der Versuchsdauer die
Korpergewichte sowie am Ende des Beobachtungsasita die Organgewichte von Lunge, Leber
und Herz, sowie die Lange der Tibia der Tiere pasi.

Zu Beginn der Versuchsreihe werden alle Tiere g@mognd nur diejenigen fir die Versuche
zugelassen, welche ein Mindestkérpergewicht von &@fgveisen. Die Ausgangsgewichte werden
dokumentiert, und die Tiere werderach der experimentellen Induktion eines Myokatiktes
durch Ligatur der linken Koronararterie im Verlaldr Versuchsreihe einmal wéchentlich gewogen.

Tabelle 1 gibt die mittleren Kérpergewichte im \éar der Versuchdauer wieder.

Tab.2: Mittelwerte der Korpergewichte der verwerdeVersuchstiere. *= p<0,05 innerhalb der
jeweiligen Versuchsgruppe im Vergleich zum préaopeea Wert,” = p<0,05 im Vergleich
zur Sham-Gruppe am jeweiligen Untersuchungszeitpunk

Korpergewicht [g]
Praoperativ | 7d postoperativ| 14d postoperativ| 21d pmtoperativ
Sham
382+1,.2 36,71 37,6 £0,9 37414
(N=19)
BMP2
37,2+ 15 34,3t 1,1 339+1,1+* 34,0+ 1,1%
(N=14)
PBS
35,2+ 1,0 33,9+1,1 33,3+ 1,1¥ 33,8+ 1,2¢
(N=15)

Die Auswertung der praoperativ erfassten Korpergbktei zeigt, dass sich die Tiere der
Versuchsgruppen im Hinblick auf die Ausgangsgevechticht unterscheiden. Bei den

scheinoperierten Mausen findet sich wahrend deetdnthungen keine relevante Anderung der
Korpergewichte. Es lasst sich zwar 7 Tage nach @&ilrauma eine leichte Gewichtsabnahme
feststellen, die Korpergewichte normalisieren sich Verlauf der Untersuchungen dann jedoch
wieder. Nach Induktion der Myokardinfarkte lassthssowohl innerhalb der BMP2- als auch der
PBS-Gruppe eine anhaltende Abnahme der Korpergeavielgistrieren, welche in beiden Gruppen
14 und 21 Tage nach dem Infarkt signifikant ist.igblien beiden Infarktguppen ergibt sich in
Bezug auf die Veranderungen der Kdrpergewichté/gesuchtiere kein relevanter Unterschied.

Am Ende der Versuchsreihe werden nach der Orgaalemia die Gewichte der Herzen, der Lungen
und der Leber aller Tiere bestimmt (Tabelle 2).flaglen sich hierbei keine Unterschiede der

korpergewichts-bezogenen Organgewichte zwischervelesthiedenen Gruppen.
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Tab.3: Mittlere Organgewichte der Versuchsgruppemage nach Myokardinfarkt (* =,05 zu

Sham).
Sham BMP2 PBS
(N=9) (N=14) (N=15)
Herz [mg] 270+1,2 3002 280+1
relatives Herzgewicht
7,1+04 8,9+ 0,8 8,2t 0,4
[mg/g]
Lunge [mg] 461 + 37 535+ 61 555+ 57
relatives Lungengewicht]
12,0+ 0,9 15,4+ 1,6 15,9+ 1,7
[mg/g]
Leber [mg] 2066 + 87 1775+ 61* 1869+ 81
relatives Lebergewicht
54,1+ 7 52,1+ 2,3 52,7+ 2,4
[mg/g]

4.2.2 Uberlebensanalyse

Um zu untersuchen, inwiefern die Gabe von BMP2 dhsrleben nach Myokardinfarkt
beeinflusst, wird bis zum Versuchsende (21 Tageh ia&D-Verschluss) das vorzeitige
Versterben von Versuchstieren dokumentiert. Die aden Daten ermittelten
Uberlebenskurven sind in Abbildung 7 dargestelt.i& zu erkennen, dass innerhalb der
Gruppe der Schein-operierten Tiere keine vorzaitigeodesfalle auftreten. Dagegen
versterben von den Mausen, bei denen nach Vorbkimandnit PBS ein Myokardinfakt
induziert wurde, insgesamt 12 von 26 Tieren. Ek Faérbei auf, dass der Uberwiegende
Anteil der Todesfalle sich innerhalb der erstenS2dnden nach LAD-Verschluss ereignet
(10 Tiere = 38%), weitere Piere (8%) versterben in den darauf folgenden 4&&n. In
den sich anschliesenden Tagen sind dann jedoch waiiteren Todesfalle zu beobachten.
In der mit BMP2 behandelten Gruppe Uberleben sigmt mehr Tiere das akute
Infarktereignis im Vergleich zur PBS-Kontrollgrupf®4 von 17 (82%) BMP2, vs. 16 von
26 (62%) PBS). Im zeitlichen Verlauf versterben teres 3 Tiere der BMP2-Gruppe bis
einschlie3lich zum zweiten postoperativen Tag. iiera spateren Zeitpunkt werden auch

in dieser Gruppe keine weiteren Todesfalle beolehcht
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Zum Zeitpunkt des Versuchsendes 21 Tage nach @eatoyen LAD-Ligatur leben noch 11
von 17 Tieren der BMP2-Versuchsgruppe gegeniberoi426 der PBS-Versuchsgruppe,
dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikgmt0,16).

1,0J — BMP2 PBS
0,8 - |
c
3
2 0,6
3
D
0,41 p=0,03 p=0,16
(Tag 21)
0ol (Tagl)
o(0O+—m/m—
0 7 14 Tage 21

Abb.7: Uberleben adulter ICR-Mause nach Induktenes Myokardinfarktes durch operativen
LAD-Verschluss. Den Tieren wurde 30 Minuten vor détD-Ligatur eine i.v.-Injektion
von entweder PBS oder 80ng/g BMP2 appliziert.

4.2.3 Echokardiographie
Um die Auswirkungen der Myokardinfarkte und der &alon BMP2 auf die Herzfunktioin vivo

analysieren zu konnen, werden die Mause mitteilssti@rakaler Echokardiographie untersucht.
Von den Tieren werden sowohl praoperativ als aucii&e nach Induktion des Myokardinfarktes
Ultraschallaufnahmen des Herzens in der paraseaiairzen Achse in Hohe der Papillarmuskel
angefertigt. Die erhobenen Werte sind in Tabeltie@estellt.

Um Veranderungen der linksventrikularen GeometrieHinblick auf eine sich entwickelnde
Dilatation zu beurteilen, wird der linksventrikuiddmnen-Diameter enddiastolisch (LVIDD) sowie
systolisch (LVIDS) bestimmt.Die Pumpfunktion deskin Ventrikels wird sowohl Uber 1-
dimensionale Parameter aus dem M-Mosleo(tening fraction(FS), EF nach Teichholz) als auch
anhand des im B-Bild bestimmten 2-dimensionalenafaterfraction of area changdFAC)
bestimmt. Ergénzend wird aus den RR-IntervallerHtiezfrequenz bestimmt.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich bezlglich der gH#fie und —funktion keine Unterschiede
zwischen der unbehandelten Kontrollgruppe und déeir-operierten Tieren finden lassen. Bei den
Tieren mit Ligatur der LAD finden sich dagegen diebt Veranderungen der linksventrikularen
Geometrie und Pumpfunktion. Es zeigt sich sowolldee PBS- als auch der BMP2-Gruppe eine
signifikante Dilatation des linken Ventrikels, gibzeitig findet sich eine signifikante Abnahme der
shortening fraction,der Ejektionsfraktion und der FAC. Zwischen dendbai Infarktgruppen
besteht allerdings kein signifikanter Unterschiegkzilglich der erhobenen Messwerte (LVIDD,
LVIDS, FS, FAC und EF).
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Auch bei der Analyse der Herzfrequenz zeigt sichdeiutlicher Effekt der LAD-Ligatur: sowohl die

Tiere der PBS- als auch der BMP2-Gruppe haben itteMiine signifikant hdhere Herzfrequenz als
die Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe bzw.esdperierte Tiere. Innerhalb der Tiere mit
Myokardinfarkt kann festgestellt werden, dass dieradn der mit BMP2 behandelten

Versuchsgruppe eine signifikant hohere Schlagfregaefweisen als die der PBS-Versuchsgruppe.

Tab.4: Echokardiographische Parameter des linkemtriels. * p<0,05 vs. Sham,p<0,05 vs.

PBS.

PBS BMP2
Kontrolle Schein-OP (21d nach (21d nach
(keine OP) (Sham) LAD- LAD-
Verschluss) Verschluss)
LVIDD [mm] 44+0,1 43+0,1 57+0,1% 5,6 +0,2"
LVIDS [mm] 2,6 0,1 2,6+0,1 4,9+ 0,2 4,7 +0,3"
FS 0,42 +0,01 0,42+ 0,01 0,15 0,02 0,17+ 0,04
EF (Teichholz) 0,78+ 0,02 0,78: 0,03 0,35+ 0,047 0,39+ 0,06
FAC [%] 62+ 1 62+ 1 29+ 37 30+ 37
Frequenz [min] 488+ 5 ATT+ 2 515+ 6* 542+ 6"

4.2.4 Bestimmung der InfarktgréRen

Fur die Bestimmung der InfarktgroRen werden diezBlerder Tiere, die bis zum Versuchsende
Uberlebt haben, anhand histologischer Schnittpaf@arufgearbeitet. Von den nach standardisierter
in situ-Fixierung entnommen Herzen werden Kryoschnitteeagjgt, und mittels Trichromfarbung
werden die verschiedenen Gewebeanteile wie ung6.3beschrieben, gefarbt, so dass sich im
Ergebnis die Muskulatur rot farbt, wahrend siclid#es Narbengewebe blau darstellt.

Abbildung 8 zeigt

Versuchsgruppen. Das Herz eines schein-operierienesT wird in Abbildung 8A gezeigt, anhand

Beispiele von Trichrom-gefarbtePraparaten der verschiedenen
dieses Schnittpraparates konnen die verschiedematoraischen Strukturen eines gesunden
Mausherzens beschrieben werden. Der linke Vent(iké) weist eine sehr muskulése Wand auf
und ist von seiner aul3eren und inneren Formgebamnghernd rund. In den epikard-nahen Anteilen
sowie teilweise auch in tieferen Muskelschichtemdseinige Anschnitte von Koronargefalden zu
erkennen. An der freien Wand des LV sind die beiBapillarmuskel angeschnitten, die in das
Lumen des Ventrikels hineinragen. Die freie linksvikulare Wand geht am unteren Bildrand in
das Septum interventricularéber, das den LV vom sehr viel schmaleren rechtemtrikel (RV)

trennt. Der rechte Ventrikel schmiegt sich halbnfondig an dasSeptum interventricularedie
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Muskulatur seiner Wand ist wesentlich diinner a¢gsd#éis linken Ventrikels, und auch das Lumen
des RV ist deutlich schmaler als das des linkentNets.

Abb.8: InfarktgroRenbestimmung. Kryoschnitte (25uvop Herzen adulter ICR-Méuse 21 Tage
nach experimenteller Induktion eines Myokardinfaskt durch Ligatur der linken
Koronararterie. A) Herz eines schein-operierterrsT{&ham, kein Infarkt), B) infarziertes
Herz nach i.v. Injektion von BMP2 (80ng/g) 30 mirar Koronarligatur,C) infarziertes
Herz nach i.v. Injektion von PBS 30 min. vor Kordigatur.

Im Vergleich zu diesem gesunden Herzen weisennfiégzierten Herzen deutliche Veréanderungen
auf (Abb. 8B und C): in der linksventrikularen Versvand ist bei beiden Herzen deutlich ein
transmuraler Infarkt anhand der blau gefarbten &latberkennen. Im Narbenbereich ist die Wand
des linken Ventrikels im Vergleich zu den nichtarfierten Bereichen erheblich ausgedinnt. Die
groRte Infarktausdehnung zeigt sich an den end@ard Myokardanteilen. Wéahrend in den

Infarktrandbereichen die &uf3eren, epikardialen Miaskrschichten noch erhalten sind und sich rot
darstellen, finden sich die inneren, endokardna®ehichten hingegen infarziert und zu einer, sich
blau anfarbenden fibrésen Narbe umgewandelt. Déskgai ist das nicht infarziert&eptum
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interventriculare der Infarkt-geschadigten Herzen im Vergleich zihest-operierten Tieren
hypertrophiert, und der rechte Ventrikel weist giti3eres Lumen auf.

Aber auch die beiden Infarktgruppen weisen Unteestehzueinander auf. Abbildung 8B zeigt das
infarzierte Herz der mit BMP2 behandelten Versucdhgge, Abbildung 8C eines der PBS-
Versuchsgruppe. Beide Herzen weisen transmuraledévaandinfarkte auf, allerdings ist die
Infarktausdehnung unterschiedlich ausgepragt. Defarkt des Herzens aus der PBS-
Versuchsgruppe betrifft nur die anteriore und angeerale Wand. Nicht infarziert sind dagegen das
Septum interventriculare und die Hinterwand. Hieddie Papillarmuskeln nicht von dem Infarkt
betroffen und ragen noch sichtbar in das linksvlewtire Lumen vor. Insgesamt ist die
Infarktausdehnung gegeniber dem der BMP2-Versuohpgr deutlich geringer. Der Infarkt der
BMP2-Versuchsgruppe betrifft beinahe die gesamgee fiVandflache des linken Ventrikels und
greift auch auf den anterioren Anteil des Septutarirentrikulare Uber. Infarziert sind hier auch die
Papillarmuskeln, welche als solche kaum noch etd@nsind. Deutlich wird weiterhin, dass das
linksventrikulare Lumen sich mit der Infarktgréerandert. Das Lumen des infarzierten Herzen der
BMP2-Versuchsgruppe ist im Vergleich mit dem deSPBersuchsgruppe vergréert.

Bei der histologischen Quantifizierung der Infarki@en (Abb.9) zeigt sich, dass die mittlere
Infarktausdehnung der mit BMP2 behandelten Maudesint 8% signifikant grofer ist als die der
mit PBS behandelten Tiere, welche eine mittlerarktusdehnung von 46+ 9% aufweisen (p <
0,05).
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Abb.9: Histologische Infarktgrof3enbestimmung. Veigh der Infarktgrof3en beider
Versuchsgruppen 21 Tage nach experimenteller limluldines Myokardinfarktes durch
Ligatur der linken Koronararterie. Bertcksichtigidsnur Tiere, die bis zum 21 Tag nach
dem Myokardinfarkt Uberlebt haben, vorzeitig verséme Tiere flieRen nicht in die
Berechnung mit ein. * p<0,05

4.2.5 Bestimmung des Postinfarkt-Remodelings

Zur Beurteilung des Postinfarkt-Remodelings desrinicht vom Infarkt betroffenen Myokards

werden 10um dicke Kryoschnitte der Herzen untersudhikroskopisch wird dasSeptum
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interventriculare aufgesucht und die Myozytenquerschnittsflache (MM)CSowie die interstitielle
Kollagenfraktion (ICF) als typische Parameter desnBdelings bestimmt. In Abbildung 10 sind
exemplarisch histologische Praparate der verschesdé/ersuchsgruppen dargestellt. Das grin
angefarbte Kollagen umgibt die Kardiomyozyten uratht deren &ufRere Form sichtbar. Zentral in
den Herzmuskelzellen gelegen stellt sich der Zailkdau dar.

Abbildung 10A zeigt einen reprasentativen Aussthaus demSeptum interventricularesiner
schein-operierten Maus. Die Myozyten liegen hieg éieinander und werden nur von einem
schmalen Saum interstitiellen Kollagens umgebere &ilRere Form und Lange der einzelnen
Muskelzellen variiert geringfligig. Der Uberwiegerfd#eil der Zellen, in denen zentral ein Zellkern
angeschnitten ist, ist von der Querschnittsflacb#estgehend ahnlich.

Im Vergleich mit diesem Praparat fallen in den iobAddung 10B und C gezeigten Ausschnitten des
Septum interventricularmfarktgeschadigter Herzen mehrere Unterschiegldirge. Der Anteil des
interstitiellen Kollagens ist vermehrt, und auche diQuerschnittsflachen der einzelnen
Kardiomyozyten sind deutlich vergrof3ert. Aber austischen den beiden Infarktgruppen fallen
Unterschiede auf. Die Myozytenquerschnittsflaches ith Abbildung 10C gezeigten Préaparates aus
der BMP2-Versuchsgruppe sind im Mittel gro3er aés@uerschnittsflachen des in Abbildung 10B
dargestellten Praparates der PBS-Versuchsgruppe.

Bei der quantitativen Ausmessung der MCSA zeidh,sitass die Myozytenquerschnittsflachen im
Septum interventricularberzgesunder Mause im Mittel 1514um? betragt. Die Myozyten der mit
PBS vorbehandelten Infarktgruppe sind mit einetlengn Querschnittsflache von 188,4um2 im
Vergleich zu der gesunden Kontrolle signifikantgréfRert. Auch die der mit BMP2 vorbehandelten
infarzierten Herzen sind mit einer mittleren Quéarstisflache von 21 7 pm? im Vergleich mit
der gesunden Kontrolle signifikant vergroRert. Zkisn den Infarktgruppen besteht ein
signifikanter Unterschied: die BMP2-Versuchsgruppmat im Mittel signifikant gréRere
Myozytenquerschnittsflachen gegeniiber der PBS-¥migsgruppe (p = 0,013) (Abb.11).
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Abb.10: Kryoschnitte (10um) von Herzen adulter I8Ruse 21 Tage nach experimenteller
Induktion eines Myokardinfarktes durch Ligatur dieken Koronararterie. Ausschnitt aus
dem Septum interventriculareDas die Kardiomyozyten umgebende interstitiell@l&gen
ist griin angefarbt, Zellkerne blau. A) Gruppe dehnein-operierten Mause, B) mit PBS
behandelte Tiere, C) mit BMP2 behandelte Tiere

250

200+

150 +

MCSA [um2]

50

Sham BMP2 PBS

Abb.11:Darstellung der mittleren Myozytenquerstisflaichen imSeptum interventriculare1d
nach Myokardinfarkt. Signifikanz-Niveaus: *< 0,05.
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Bei der Ermittlung der interstitiellen Kollagen-kteon (ICF) wird auch das Gefal3wandendothel
angefarbt. Um eine exakte Bestimmung der ICF zangdn, wird das GefalBwandendothel und
damit der Kollagenanteil in den Gefallwanden sepamgefarbt und von der ICF subtrahiert. In
Abbildung 12 wird das gefarbte Endothel der Kryastth im Bereich des Septum interventriculare
der Versuchsgruppen gezeigt.

Die Messung der ICF ergibt fur die schein-operiefiéere ein mittlerer Kollagenanteil von 52
0,3%. Mit einer mittleren interstitiellen Kollageaktion von 6,1+ 0,2% in der PBS-
Versuchsgruppe und 6,5 0,2% in der BMP2-Versuchsgruppe weisen die infg@&thadigten
Herzen einen zwar tendenziell einen hoheren Amteiinterstitiellem Kollagen im Vergleich zur
gesunden Kontrolle auf, dieser Unterschied istailhgs statistisch nicht signifikant. Auch zwischen
den Infarktgruppen besteht beziglich der mittleranerstitiellen Kollagen-Fraktion kein

signifikanter Unterschied. Die Ergebnisse der Megssind in Abbildung 13 als Diagramm

dargestellt.

Abb.12: Kryoschnitte (10um) von Herzen adulter IBRuse 21 Tage nach experimenteller
Induktion eines Myokardinfarktes durch Ligatur dieken Koronararterie. Ausschnitt aus
dem Septum interventriculareDas Gefal3wandendothel ist rot. A) Gruppe der isehe
operierten Mause, B) mit PBS behandelte Tiere, €BMP2 behandelte Tiere.
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Abb.13: Quantifizierung der Interstitiellen Kolkg-Fraktion im Bereich deSeptum
interventriculare21 Tage nach Induktion eines Myokardinfarktes dusigatur der LAD.

4.2.6 Lichtmikroskopische Untersuchung der Organpr@arate _von Lunge, Leber und

Zwerchfell

Zur Beurteilung der histomorphologischen Differamzewischen den Behandlungsgruppen
bezlglich weiterer Organsysteme wurden 25um dickkeni8praparate von Lunge, Leber und
Zwerchfell der Tiere angefertigt und ebenfalls nadem Trichrom-Protokoll gefarbt. Die
Lungengewebe zeigten typischerweise Anschnitte Beonchien und der Alveolen. Die
Schnittpraparate der Versuchsgruppen unterschisadgn nicht voneinander, Verdnderungen der
Gewebestruktur konnten nicht festgestellt werdeie BPraparate der Leber zeigten in beiden
Versuchsguppen eine normale Lappchenstruktur, ol und Zentralvenen waren gut erkennbar,
die intrahepatischen Gallengadnge nicht gestaut. inéersuchten Zwerchfellmuskeln wiesen
typische Skelettmuskelmerkmale auf. Die einzelnemsefn lagen dicht beieinander,
lichtmikroskopisch war kein Unterschied zwischem déersuchsgruppen erkennbar. Insbesondere

fanden sich bei keinem Organ Anhalte fur eine ektdépochen- oder Knorpelbildung.

4.3 Zellkulturversuche

4.3.1 Auswirkungen von BMP2 auf isolierte Kardiomyayten unter oxidativem Stress und

Hypoxie
In den folgenden Zellkulturexperimenten sollte usieht werden, welchen EinfluR BMP2 auf

adulte Rattenkardiomyozyten ausibt, die verschism&tressbedingungen ausgesetzt sind.

Unter normalen Zellkulturbedingungen (Kontrollgrigeigen vitale adulte Rattenkardiomyozyten
eine stabchenféormige Form (siehe Abbildung 14).t&#ei Zellen haben durch Spaltung und
Umorientierung ihrer intrazytoplasmatischen Eleraentnd den Verlust der Fahigkeit, auf

Oberflachen zu haften, eine gedrungenere, kuggkdjéorm.

44



Abb.14: Lichtmikroskopische Darstellung einer Prikndtur adulter Rattenkardiomyozyten
(Phasenkontrast).

Einfluss von oxidativem Stress bzw. Hypoxie aufiiRiikulturen adulter Rattenkardiomyozyten.

Adulte Rattenkardiomyozyten, die unter normalen iBgen kultiviert werden (Kontrollgruppe),
weisen auch nach 48-stundiger Inkubation eine Bgiiférmige Morphologie auf und zeigen eine
gute Adhéarenz an den Kulturschalen, bei der Quaistiting finden sich im Mittel 219 + 44 vitale
Kardiomyozyten pro Gesichtsfeld. Im Vergleich hieeeigen Kardiomyozyten aus Zellkulturen, die
in Gegenwart von 200uM 0, inkubiert werden, nach 48 Stunden deutliche Vezéumigen. Zum
einen ist zu erkennen, dass die Gesamtzahl andfaydizyten deutlich reduziert ist. Des Weiteren
unterscheidet sich auch der morphologische Zusdandgerbliebenen Zellen von den unbehandelten
Kontroll-Kardiomyozyten. Lichtmikroskopisch sind mwuoch wenige stdbchenférmige Zellen
erkennbar, der grofRte Teil der Zellen ist abgerunde haftet nur noch teilweise auf den
Kulturschalen, bei der Quantifizierung finden st 27 + 13 signifikant weniger vitale Zellen pro
Gesichtsfeld.

Auch bei der Detektion apoptotischer Zellkerne ehitt TUNEL-Assay k&nnen Unterschiede
zwischen Kontroll- und kD,-behandelten Kulturen festgetellt werden. Wahrendtemu
Kontrollbedingungen 19 + 4 TUNEL-positive Zellkeraks Ausdruck der Apoptose pro Gesichtsfeld
gezahlt werden, lassen sich in depOkbehandelten Kulturen mit 72 + 10 TUNEL-positiven
Zellkernen signifikant mehr apoptotische Zellenmaeisen.

Als weiteres Modell wurde die Inkubation der Kamdynzyten unter Hypoxie in die Versuche
einbezogen. Hierbei wurde der Sauerstoffgehalt nkubbator auf 2% (statt 21%) reduziert. Die
Inkubation unter Hypoxie fuhrt nach 48 Stunden ém &ellkulturen zu deutlichen Verénderungen.
Auch hier kommt es zu einer deutlichen Reduktionr dgesamtzellzahl an adhéarenten
Kardiomyozyten, und morphologisch sind nur noch igrertypische Stabchenformen vitaler Zellen
zu erkennen. Der Uberwiegende Teil der in den Keftworhandenen Zellen ist abgerundet und
haftet nicht mehr auf dem Boden der Kulturschalie. mikroskopische Quantifizierung zeigt, dass
die Anzahl vitaler Kardiomyozyten auf 138 + 38 fi3esichtsfeld reduziert ist (Kontrolle: 219 + 44).
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Allerdings zeigt sich im TUNEL-Assay, dass die Ahizapoptotischer Kardiomyozyten mit 22 + 8
apoptotischer Zellkerne pro Gesichtsfeld sich nigbsentlich von Kontrollkulturen unterscheidet
(Abbildung 16).

Abb.15: Zellkulturen adulter Rattenkardiomyozytkehtmikroskopische Darstellung,
Fluoreszensfarbung der Zellkerne mit Hoechst 33@58ind C) und der apoptotischen
Zellkerne mit TUNEL (B und D), Positivkontrolle de&rbung A) und B), Negativkontrolle
der Farbung C) und D)
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Abb.16: Einfluss verschiedener Inkubationsbedingmngauf das Uberleben von adulten
Rattenkardiomyozyten (Zellkultur). A): Mikroskoplse Bestimmung der Anzahl nicht-
apoptotischer Kardiomyozyten. B: Quantifizierungopimtischer Kardiomyozyten mittels
TUNEL-Assay, dargestellt ist der prozentuale AnfBUNEL-positiver Zellkerne in den
Kulturen. HO,: 48 Stunden Inkubationszeit in Gegenwart von 20044®@,. Hypoxie: 48
Stunden Inkubation unter 2% Sauerstoff * p<0,05

Auswirkungen von BMP2 auf adulte Rattenkardiomyenyih Gegenwart von j@,

Um zu prifen, ob BMP2 kultivierte Kardiomyozytenrvden negativen Auswirkungen von
oxidatem Stress zu schitzen vermag, wid den Zéllier, die in Gegenwart von 200puM®3
inkubiert werden, BMP2 in verschiedenen Konzerdren hinzugefiigt. Es zeigt sich, dass die
Gabe von BMP2 in den Zellkulturen zu einer Steiggrder Anzahl vitaler Zellen pro Gesichtsfeld
fuhrt. Dieser Effekt ist dosisabhéngig und erreisbin Maximum bei einem Zusatz von 80ng/ml
BMP2. In diesen Zellkulturen kdnnen mit 72 + 27alén Zellen pro Gesichtsfeld im Vergleich mit
den korrespondierenden Kulturen ohne BMP2 (27 xsi@ifikant mehr intakte Kardiomyozyten
nachgewiesen werden.

Des Weiteren wird erneut der prozentuale Anteil paptischer Kardiomyozyten bestimmt. Hier
zeigt sich, dass sich mit steigendem Zusatz von BNgPdenziell die Anzahl der apoptotischen
Kardiomyozyten pro Gesichtsfeld reduziert. Der maade Effekt liegt auch hier bei einer BMP2-
Konzentration von 80ng/ml: mit 43 £10 TUNEL-posgén Zellen pro Gesichtsfeld findet sich eine
signifikante Reduktion der Apoptosen gegeniber Kentrollsituation ohne BMP2 (72 + 10
Apoptosen pro Gesichtsfeld; Abbildung 17).
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Abb.17: Einfluss steigender BMP2-Konzentrationehdae Anzahl intakter (A) bzw. auf die Anzahl
apoptotischer adulter Rattenkardiomyozyten (B) Ibkubation in Gegenwart von 200uM
H,0, nach 48 Stunden InkubationsZ&iellkultur). * p<0,05
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Abb.18: Zellkulturen adulter Rattenkardiomyozytkechtmikroskopische Darstellung,
Fluoreszensfarbung der Zellkerne mit Hoechst 332BRwu) und der apoptotischen
Zellkerne mit TUNEL (grin) bei Inkubation in Gegeatv von 200uM HO, nach 48
Stunden Inkubationszé®Zellkultur). A und B ohne BMP2-Zusatz C und D &i@ng BMP2

Wirkung von BMP2 auf adulte Rattenkardiomyozyteieutdypoxie

Als néchstes wurde der Effekt von BMP2 auf die wrigpoxie inkubierten Kardiomyozyten
untersucht. Auch in diesen Versuchen zeigt BMP2reiprotektiven Effekt: dosisabhéngig erhoht
sich die Anzahl vitaler Kardiomyozyten unter dems&iz von BMP2. In dieser Versuchsreihe
erweist sich das Wirkungsmaximum von BMP2 erneuteliger Konzentration von 80ng/ml. Hier
werden mit 196 + 42 signifikant mehr vitale Zellpro Gesichtsfeld nachgewiesen, als dies in den
korrespondierenden Kontrollkulturen der Fall ist3§1+ 38 vitale Zellen pro Gesichtsfeld;
Abbildung 19A).

Bereits zuvor hatte sich gezeigt, dass es beintebhtion unter Hypoxie nicht zu einem vermehrten
Auftreten von Kardiomyozyten-Apoptosen kommt (sigki#h. 16B). Auch die Zugabe von BMP2
hat unter diesen Bedingungen keinen Einflu3 aufHthefigkeit von Kardiomyozyten-Apoptosen
(Abbildung 19B).
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Abb.19:Einfluss steigender BMP2-Konzentrationen aulie Anzahl vitaler adulter
Rattenkardiomyozyten (A) sowie die Haufigkeit vomrliomyozyten-Apoptosen (B) bei
Inkubation der Zellen unter Hypoxie fir 48h. * peb,

Abb.20: Zellkulturen adulter Rattenkardiomyozytkechtmikroskopische Darstellung,
Fluoreszensfarbung der Zellkerne mit Hoechst 332BRwu) und der apoptotischen
Zellkerne mit TUNEL (grin) bei Inkubation unter Hype nach 48 Stunden
Inkubationszei¢Zellkultur). A) ohne BMP2-Zusatz B) mit 80ng BMP2
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4.3.2 Wirkung von BMP2 auf Kontraktilititsparameter neonataler Rattenkardiomyozyten

Um zu prifen, ob BMP2 Einfluss auf die Kontrakdititvon Kardiomyozyten nimmt, werden in

Kulturen neonataler Rattenkardiomyozyten verscliedeParameter der Kontraktilitat und
Relaxation der Myozyten unter steigenden BMP2-Katrationen untersucht. Die Versuche werden
sowohl an spontan kontrahierenden als auch an rislgkt stimulierten Kardiomyozyten

durchgefinhrt.

Spontan kontraktile Kardiomyozyten

Der Einfluss steigender BMP2-Konzentrationen a@f sipontane Kontraktionsfrequenz sowie die
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit derzéikontraktionen wird an spontan kontraktilen
Rattenkardiomyozyten untersucht. In diesen Exparigrefindet sich eine Kontraktionsfrequenz der
Kardiomyozyten ohne Zusatz von BMP2 von 19 + 2 Kkaktionen pro Minute, die
Kontraktionsgeschwindigkeit der einzelnen Kontrakén liegt bei 2,2 £+ 0,6 AUa(bitrary unitg
und die Geschwindigkeit der Relaxation bei 1,33AU.

Die Zugabe von BMP2 zu den Zellkulturen erhoht sigant die Schlagfrequenz der spontan
kontraktilen Kardiomyozyten. Dies zeigt sich anhaled Abnahme debeat-to-beatintervalle und
ist sowohl bei einer BMP2-Konzentration von 80ng/ads auch bei 160ng/ml BMP2 nachweisbar
(Abb 21A).

Auch im Hinblick auf die Verkirzungsgeschwindigkeigér Myozyten bei der Aufzeichnung der
einzelnen Kontraktionen wird tendenziell ein Effekbon BMP2 festgestellt. Wahrend die
unbehandelte Kontrollgruppe eine mittlere Kontraksigeschwindigkeit von 2,2 + 0,6 AU zeigt,
wird unter dem Einfluss von 80ng/ml BMP2 eine Steiusng auf 2,7+ 0,5AU und bei 160ng/ml auf
2,9 £ 0,4AU beobachtet, allerdings sind die genamtutnterschiede nicht signifikant.

Ahnliche Effekte werden auch bei der Untersuchuag Relaxationsgeschwindigkeit festgestellt.
Auch hier hat BMP2 in steigenden Konzentrationememi positiven Einfluss auf die
Relaxationsgeschwindigkeit spontan kontraktilerdi@myozyten. Die unbehandelte Kontrolle zeigt
eine Relaxationsgeschwindigkeit von 1,3 + 0,3AUr deisatz von 80ng/ml BMP2 steigert die
Geschwindigkeit auf 1,4 + 0,3AU und der von 160AdaMP2 auf 1,6 + 0,3AU (Unterschiede nicht
signifikant).
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Abb.21: Einfluss steigender BMP2-Konzentrationenf #ontraktilititsparameter von spontan
kontrahierenden isolierten neonatalen Rattenkargliayten. A) Schlagintervall der
spontanen  Kontraktionen. (B) Geschwindigkeit der nzElkontraktionen. (C)
Relaxationsgeschwindigkeit.* p<0,05
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Kardiomyozyten unter elektrischer Stimulation (PPagi

Fiar weitere Messungen werden die Kardiomyozytertifeh durch die Anlage eines elektrischen
Wechselfeldes zu Kontraktionen mit einer Frequemz 2Hz (=120 Kontraktionen/min) angeregt,
und erneut werden die durch den Zusatz steigenddPZBKonzentrationen hervorgerufenen
Anderungen des Kontraktions- und Relaxationsvezhaltbeobachtet. Hierbei findet sich bei der
unbehandelten Kontrollgruppe eine Geschwindigkeit Hinzelkontraktionen von 1,7 + 0,3 AU.
Unter dem Einfluss von BMP2 kommt es bei einem Zusan 80ng/ml zu einer signifikanten
Steigerung der Kontraktionsgeschwindigkeit auf 2,9,7 AU, bei 160ng/ml BMP2 findet sich
ebenfalls eine signifikante Erhéhung auf 2,5 A2 (Abb. 22).

Ahnlich verhalt es sich bei elektrisch stimuliertdtardiomyozyten fiir die Messung der
Relaxationsgeschwindigkeit. Hier weisen die Koriwardiomyozyten eine
Relaxationsgeschwindigkeit von 1,1 + 0,4 AU aufi dasatz von BMP2 bewirkt eine Steigerung
auf 1,6 £0,5 AU (80ng/ml BMP2) bzw. auf 1,5 +0,6 AW60ng/ml BMP2), allerdings sind die

gefundenen Unterschiede statistisch nicht signifika
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Abb.22: Einfluss steigender BMP2-Konzentrationerf die Geschwindigkeit der Kontraktion
elektrisch stimulierter Kardiomyozyten (A) sowiefalie Relaxationsgeschwindigkeit (B).
(Zellkultur). *p < 0.05
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5. Diskussion

Die koronare Herzkrankheit (KHK) mit ihrer wichtige Komplikation, dem akuten
Myokardinfarkt, ist eine der Haupttodesursachendén westlichen Industrienationen [98, 99].
Etablierte Methoden, welche zu einer schnellen Repen des ischdmischen Myokards fihren,
haben in den letzten Jahren zu einer Senkung dalitkedes AMI gefuhrt [98-100]. Dennoch liegt
sogar unter idealen Bedingungen zwischen der Itdegnose und der kompletten Reperfusion des
Myokards eine kritische Zeitspanne, in der es wiiesswert ware, zusatzliche Verfahren zur
Myokardprotektion einsetzen zu kénnen.

Verschiedene Strategien der so genannten Prakoméiting filhren in tierexperimentellen
Untersuchungen zu einer Verbesserung der myokardidbchamietoleranz [39, 40]. Unter
Préakonditionierung versteht man die Vorbehandlueg dyokards entweder vor dem akuten
Myokardinfarkt oder vor der kompletten Reperfusites occludierten Gefalzes mit dem Ziel, die
Ischamietoleranz des Gewebes zu verlangern unérs&/drlust kontraktiler Zellen zu minimieren.
In diesem Rahmen wurden Substanzen wie IGF-1 unB-F@n Hinblick auf ihre protektiven
Effekte auf die Ischamietoleranz des Myokards uddu& vor Reperfusionsschaden untersucht [40,
41]. So konnte z.B. die Arbeitsgruppe um M. Buenkesinem Ischdmie-Reperfusionsmodell bei
Ratten kardioprotektive Eigenschaften des Wachdaki@ms IGF-1 nachweisen [40]. In diesen
Versuchen wurde Ratten vor Ischamieinduktion IGR-¥erschiedenen Konzentrationen intravens
verabreicht. Es konnte am Ende der Versuchsreibeeigt werden, dass die myokardialen Schaden
unter IGF-1-Applikation geringer waren als die d@ntrollgruppe. Eine weitere Arbeitsgruppe
generierte transgene Mause (FVB.Igf+/-), welchiéien Kardiomyozyten IGFf Giberexprimieren
[39]. Die Uberexpression von IGF-1 schiitzte die Egen des lebensfahigen Myokards nach einem
Infarkt vor dem Zelltod und minimierte Remodeling®gange. Allerdings wurde in dieser
Versuchsreihe festgestellt, dass die UberexpressioniGF-1 zu einer Hypertrophie des Herzens
fuhrt. Daher scheint der theoretische Einsatz @1 fur klinische Anwendungen limitiert zu sein.
Als weiterer vielversprechender Kandidat fir die ddgrdprotektion wurde der Wachstumsfaktor
transforming-growth-factor 5 (TGF{3) dahingehend untersucht, inwiefern er den negative
Einfluissen von Tumor-Nekrose-Faktar und den bei oxidativem Stress entstehenden freien
Radikalen bei myokardialer Ischamie und Reperfusioigegenwirken kanjd0]. TGF{3 induzierte
jedoch eine kardiale Fibrose und steigerte die Kamgozyten-Apoptosen, sodass auch hier der
klinische Einsatz nicht moglich erscheint [41].

Weitere Studien haben jedoch Hinweise darauf ergelgass andere Mitglieder der TGF-
Superfamilie, dieBone morphogenetic proteinBMP), mdglicherweise Uber antiapoptotische
Eigenschaften verfligen, ohne eine Hypertrophie Bidepse des Herzens auszuldsen [42, 43].

In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werdess dlie Gabe von BMP2 die Apoptoserate

neonataler Rattenkardiomyozyten nach Serum-Entzdgziert [42]. In der zitierten Studie wurden
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ventrikulare neonatale Rattenkardiomyozyten unemu@entzug Uber 48 Stunden mit und ohne
BMP2-Zusatz kultiviert. AnschlieRend wurde mittdIINEL-Assay sowie mit einem ELISA die
Vitalitat der Zellen untersucht. Fir diese Versuoharden neonatale Rattenkardiomyozyten
zunachst fiur 24 Stunden in Medium 199 + 10% Ff@e&\ calf serurpinkubiert. Fur die folgenden
24 Stunden wurde der Serumanteil im Medium zunaahsi% reduziert, im Anschluss folgten 12
Stunden Inkubationszeit unter komplettem SerumentiNach Ablauf dieser Inkubationsphase
wurde den Zellkulturen BMP2 zugeflgt, und die ZeNeurden Uber weitere 48 Stunden kultiviert,
bevor sie lysiert und analysiert wurden. Es korigebei gezeigt werden, dass BMP2 die durch den
Serumentzug induzierte Fragmentation der DNA sigmift reduzierte, und im TUNEL-Assay
wurden in den mit BMP2 behandelten Zellkulturenn#igant weniger apoptotische Zellen
nachgewiesen als in den Kontrollkulturen. Weiteninrde in dieser Arbeit tUber eine Westernblot-
Analyse nachgewiesen, dass BMP2 bei Kardiomyozgtamh acht Stunden Serumentzug zu einer
raschen und dosisabhéngigen Phosphorylierung vad Smfuhrt, wobei der maximale Effekt bei
einer BMP2-Konzentration von 80ng/ml beobachtetdearkonnte. Weiterhin wurde belegt, dass
bei héheren Smad 1-Spiegeln die Apoptoseraten safiiese Arbeit zeigte aul3erdem, dass BMP2
und Smad 1 die Expression des antiapoptotischenteiRso bcl-xL in  neonatalen
Rattenkardiomyozyten erhéhen: der Zusatz von 80nBMP2 bewirkte in den Zellkulturen einen
deutlichen Anstieg der mRNA von bcl-xL, mit einenaximalen Anstieg 24 Stunden nach BMP2-
Applikation. Auch auf Proteinebenen konnte bcl-xiL gesteigerter Konzentration nach BMP2-
Applikation in dieser Versuchsreihe mittels WeshdotrAnalyse in Kardiomyozyten nachgewiesen
werden. Zusammenfassend belegt diese Arbeit sdast die Gabe von BMP2 durch Aktivierung
von Smad 1 und bcl-xL der durch Serum-Entzug inelten Apoptose von neonatalen
Kardiomyozyten entgegenwirkt. Einschrankend mudsgh konstatiert werden, dass Aussagen zu
einer moglicherweise existierenden protektiven BMW®gkung gegentber oxidativem Stress oder
Hypoxie - pathophysiologisch eher relevanten Sim&n - nicht getroffen und dass alle
Untersuchungen ausschliesslich an neonatalen, mpédhich an adulten Zellen vorgenommen
wurden.

Des weiteren finden sich in der Literatur Angabemss die Aktivierung des BMP-Signalweges in
Kardiomyozyten zur Reduktion der myokardialen Sdofpdnlg nach Ischamie-Reperfusion fuhrt
[101]. Durch Experimente mit transgenen Mausen, 8mad 1 kardiomyozyten-spezifisch
Uberexpremieren (aMHC-Smad1), wurde in der Vergahgie gezeigt, dass die Aktivierung des
Smad 1-Signalweges zu kardioprotektiven EffektemtfiUnter Kontrollbedingungen zeigten die
Smad 1-transgenen Mause bei der echokardiogramhnisahd histologischen Untersuchung der
Herzen keine pathologischen Veranderungen im Vietglmit dem Wildtypstamm. In einer Serie
von Experimenten wurde bei diesen Tieren durch tulgader LAD fur eine Stunde eine
Myokardischamie, gefolgt von einer Stunde Repeofusiinduziert, als Kontrollgruppe kamen

altersgleiche Wildtyptiere zum Einsatz. Die folgendJntersuchungen beziglich der Apoptoseraten
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im Infarktgebiet mittels TUNEL-Assay und DNA-Laddeg zeigten signifikant weniger
apoptotische Zellen in den Herzen der transgeneneTiWeiterhin wurden die Herzen mittels
Western-Blot auf die Menge an Smad 1 und bcl-xLuntersucht. Auch hier wiesen die generierten
transgenen Tiere signifikant hohere Konzentratioden genannten Proteine auf, als dies bei
korrespondierenden Wildtypen zu beobachten wargldgende Zellkulturexperimente wurden an
neonatalen Rattenkardiomyozyten durchgefiihrt. Esd@n Hypoxie und Reperfusionsstudien an
nativen Rattenkardiomyozyten mit und ohne BMP2-Zusdurchgefuhrt. Aulerdem wurden
Rattenkardiomyozyten mit dem adenoviralen Smad dtdfe(Ad-Smad 1) infiziert, um eine
gesteigerte Smad 1-Expression in diesen Zellen energeren. Dem Nahrmedium der nativen
Zellkulturen wurde BMP2 zugesetzt und die Zellen I2 Stunden in diesem Medium Kkultiviert.
AnschlieBend wurden diese Zellkulturen fir 24 Samdnter Hypoxie kultiviert, gefolgt von funf
Stunden Oxygenierung. Es wurde beobachtet, dabsrefts 15 Minuten nach BMP2-Applikation
zu einem signifikanten Anstieg von phosphorylier@mad 1 in den Kardiomyozyten kam und dass
nach Reoxygenierung der Zellen unter BMP2 ernent Asistieg der so detektierten Smad 1-
Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Eine BMP24\gtion bei Hypoxie ohne anschlieRende
Oxygenierung zeigte keine protektiven Effekte. Attmé Versuche wurden auch mit den adenoviral
transduzierten Zellen durchgefuhrt. Hier wurde ggizelass 12 Stunden nach adenoviraler Infektion
mit Ad-Smad 1 eine Phosphorylierung von Smad fstdét. Auch kam es zu einer Steigerung der
bcl-xL und [-Catenin-Expression sowie einer Redwktider Caspase 3-Aktivitat, was
Ubereinstimmend als Zeichen einer antiapoptotisch®dirkung interpretierbar war.
Zusammenfassend wurde in dieser Studie somit fsifiedass sowohl der Zusatz von BMP2 zum
Nahrmedium bei neonatalen Kardiomyozyten als auieh Wberexpression von Smad 1 das
Kardiomyozytenuberleben nach Hypoxie und anschidBeReoxygenierung signifikant verbessern
und die Apoptoseraten senken kann [101].

Vor dem Hintergrund dieser Daten soll im Rahmeneaigenen Arbeit untersucht werden, inwiefern
die pharmakologische Gabe von BMP2 im chronischdarktmodell bei Mausen ebenfalls zu
protektiven Effekten fuhrt und durch welche Mecharen dies ggf. zu erklaren ware.

Das fur die Untersuchungen verwendete BMP2 wurdkein Institut fir Biotechnologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg rekombinant ¢gestellt [89]. In friheren Untersuchungen
konnte bereits gezeigt werden, dass das so heigeBt® P2 biologische Aktivitat besitzt [89]: bei
in vivo Versuchen mit Ratten zeigte das rekombinant htalies BMP2 ein osteoinduktives
Potential. In den eigenen Zellkulturexperimentemdwiber die Indukion des Enzyms Alkalische
Phosphatase die biologische Aktivitat des verwemd&MP2 erneut bestétigt und im untersuchten
Konzentrationsbereich eine lineare Dosis-WirkungziBhung nachgewiesen. Hierfir wird ein
etablierter und in zahlreichen friiher publiziergdien verwendeter Assay angewendet [102]: als
Knochenbildung-stimulierender Wachstumsfaktor induz BMP2 auch in Fibroblasten die

Aktivierung knochentypischer Enzyme, so dass di@ogische Aktivitdt von BMP2 Uber die
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Induktion der Alkalischen Phosphatase bestimmt werdkann [52, 53, 102]. Der BMP2-
Aktivitatstest zeigt, dass das verwendete BMP2 domgsgemald eine konzentrationsabhéngige
Steigerung der Aktivitat der Alkalischen PhosphatasNIH 3T3-Zellen bewirkt.

Als zentraler Bestandteil der eigenen Arbeit soleinemin-vivo Modell mit adulten ICR-Mausen
der Einfluss von BMP2 auf das Uberleben der Verstiete und die kardialen Umbauvorgange
nach Induktion eines Myokardinfarktes durch Ligatier LAD untersucht werden. Hierzu erfolgt
zunachst eine echokardiographische Untersuchungvdesuchstiere vor dem operativen LAD-
Verschluss, um spater diese Werte mit den echagnaiphischen Untersuchungen 21 Tage nach
der Infarkt-Induktion vergleichen zu kdnnen. Vorduiktion des Myokardinfarktes betragt der
enddiastolische linksventrikulare Innendiameter IW) 4,4 + 0,1 mm. In der Literatur finden sich
als Vergleichswerte fir adulte CD1- bzw. ICR-Magsér ahnliche Angaben (zwischen 4,19 +0,03
mm und 4,23+0,48 mm [103-105]. Die 21 Tage nach dbtyokardinfarkt gemessenen
enddiastolischen LV-Diameter betragen in der miSRihandelten Versuchsgruppe 5,7 £ 0,1 mm
und in der mit BMP2 behandelten Gruppe 5,6 + 0,2. imder Literatur wird berichtet, dass die
progressive Dilatation des linken Ventrikels nachD:Verschluss bis zwei Wochen nach dem
Infarkt rapide voranschreitet, wahrend spater dentikeldurchmesser nahezu konstant bleibt
[106]. Die in der Literatur vier Wochen nach derfahit bei bei CD-1 Mausen gemessenen LVIDD
zwischen 5.5 £0.2 mm bis 6,2 0,1 mm konnen saisiiVergleichsmald herangezogen werden [92,
107, 108]. Ubereinstimmend sind die Ventrikel dageaen Versuchstiere nach dem Infarkt im
Vergleich mit den praoperativ erhobenen Wertengdmunden Kontrolle deutlich dilatiert und mit

den andernorts beschriebenen Werten nach LAD-Veissergleichbar.

Bei den echokardiographischen Untersuchungen finggh erwartungsgemaR erhebliche
Unterschiede zwischen den beiden Infarktgruppen S(PBMP2) im Vergleich mit der
Kontrollgruppe der scheinoperierten Tiere: der nisthe Verschluss der LAD schlagt sich in einer
Dilatation des linken Ventrikels sowie einer Abnahder Pumpfunktion (FS, EF, FAC) nieder. Die
Behandlung der Infarkt-Tiere mit PBS oder BMP2 fijadoch zu keinen Unterschieden hinsichtlich
der echokardiographisch bestimmten Parameter deksvéntrikularen Geometrie oder
Pumpleistung. Allerdings unterscheiden sich diddre Infarktgruppen beziglich der Herzfrequenz:
hier lasst sich sowohl eine signifikante Steigerwwy Schlagfrequenz beider Infarktgruppen
gegenuber den praoperativ erfassten Kontrolldatdeeneen, dartiber hinaus findet sich eine
signifikant héhere Herzfrequenz der BMP2-Gruppecgéiper der PBS-Gruppe.

Die hoheren Herzfrequenzen der Infarktgruppen gégemder Kontrollgruppe ergeben sich durch
physiologische Kompensationsmechanismen, bei déeeschlechte linksventrikulare Funktion mit
einem Abfall des Schlagvolumens durch eine Stergerder Herzfrequenz ausgeglichen werden
soll, um so dem drastischen Abfall des Herzzeitwmlos entgegenzuwirken und eine adaquate

Versorgung der Peripherie zu gewahrleisten. EingeveeZunahme der Herzfrequenz unter BMP2-
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Behandlung im Vergleich zur PBS-Gruppe stellt scgnien Hinweis darauf dar, dass nach BMP2-
Gabe die Infarkt-Ausdehnung grofRer sein konnte ialsder PBS-Gruppe. Ein direkter
(pharmakologischer) Effekt des BMP2 auf die Helgiienz ist dagegen nicht anzunehmen, da die
echokardiographischen Untersuchungen und damit diechlessung der Herzfrequenz erst 21 Tage
nach der BMP2-Gabe erfolgt sind.

Der Nachweis einer unterschiedlichen Herzfrequenzr dVersuchstiere bei den
echokardiographischen  Untersuchungen konnte jedo@lir die Bestimmung der
Kontraktilitaitsparameter von Bedeutung sein, daHiaz im physiologischen Bereich die Erhéhung
der Herzfrequenz mit einer Steigerung der Kontligktibeantwortet (sog. Bowditch- oder Treppen-
Phanomen).

In der eigenen Arbeit wird den Versuchstieren 3@ wor der Ligatur der LAD eine Injektion von
BMP2 bzw. PBS verabreicht. Die Auswertung des (#imrhs der Tiere zeigt, dass BMP2 das
Survival der Mause in der Akutphase des Infark#s $tunden nach LAD-Verschluss) verbessert.
Nach Angaben in der Literatur versterben zwische32% der Mause innerhalb der ersten 24
Stunden nach einem induzierten Infaik®6, 109, 110], weitere 15% in den folgenden dmgen
und nochmals weitere 19-40% innerhalb der ersteon&mach dem Infarktereignis [106, 109, 110].
Bei den Untersuchungen der eigenen Versuchsreiiséevieen innerhalb der ersten 24 Stunden 38%
der Tiere der mit PBS behandelten Kontrollgruppeitéfe 12% versterben innerhalb der ersten drei
Tage nach dem LAD-Verschluss. Zu einem spéatereripdigit verstarb kein Tier dieser
Versuchsgruppe. Diese Werte sind mit den in degratur angegebenen Zahlen vergleichbar und
spiegeln die Ubliche Letalitat nach LAD-Ligatur béusen wieder.

In der BMP2 Versuchsgruppe versterben im Vergléclglich 14% der Tiere innerhalb der ersten
24 Stunden nach dem Infarkt, in den folgenden Tagjercht sich dieser Unterschied jedoch
weitgehend den zuvor beschriebenen Relationen ars{i®&ben von 18% der Tiere innerhalb der
ersten 3 Tage; weitere 7% innerhalb der folgentfexhen). Dieses Ergebnis zeigt, dass innerhalb
der eigenen Versuchsreihe die Applikation von BMRR einer akuten Reduktion der Letalitat
innerhalb der ersten 24 Stunden im Infarktmodetl aus bewirkt. Die 21-Tage-Letalitdt nach
LAD-Verschluss betragt in der BMP2 Versuchsgrup@8oc3in der Kontrollgruppe 46%; dieser
Unterschied ist jedoch aufgrund der begrenzten Ainzan Versuchstieren nicht mehr signifikant.
Die GrolRe und Ausdehnung der entstandenen MyoKardie wird anhand histologischer
Gewebeschnitte untersucht.

Bereits 1979 konnte von Pfeffer et al. bei Rattezeigt werden, dass Infarktgré3en, welche
weniger als 30% der linksventrikularen Zirkumferermusmachen, zu keinem langfristig
detektierbaren Funktionsverlust des linken Ventsikghren[111]. Erst ab einem Verlust von mehr
als 30% der funktionellen Myokardmasse konnte m ztierten Untersuchungen eine anhaltende
und progrediente Einschrankung der linksventriletdFunktion festgestellt werden (erniedrigter

systolischer Blutdruck, erniedrigter arterieller tididruck, verlangerte Auswurfzeit). Liegt der
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Verlust bei mehr als 46%, tritt eine Stauungsingighz in Ruhe auf, erkennbar an einem erhéhten
rechts- und linksventrikularen Fullungsdruck, einesrminderten Ejektionsfraktion und einer
herabgesetzten Minuten-Volumen-Arbeit [111]. Dahst es wichtig, in tierexperimentellen
Untersuchungen bei kleinen Nagern reproduzierba Echamie von mindestens 30% des linken
Ventrikels zu induzieren, wenn Auswirkungen aufoetische Infarkt-bedingte Umbauvorgénge des
Herzens untersucht werden sollen.

Nach einem Verschluss der LAD, welche die Vordemvdes linken Ventrikels unter Einschluss
des Apexbereiches versorgt, kommt es bei Nagesbhiéngigkeit der Hohe des Verschlusses zu
einem unterschiedlich groRen Verlust an Myokard. fBalen sich auch in der Literatur
unterschiedliche Angaben beziglich der GroRRe dirzierten Infarkte, welche in den Angaben von
8 bis 65% der linksventrikularen Zirkumferenz im ddanodell variieren (Ubersichten in [91, 112,
113)).

Im Jahr 2004 wurde von N. Degrabriele eine expertale Arbeit durchgefiihrt, in der die fir
standardisierte Versuche im Mausmodell optimaleatlichohe der LAD zur Induktion groRer,
transmuraler Infarkte ermittelt werden sollte [L1¥)ie hohe Ligatur am atrioventrikularen
Ubergang filhrte zwar verlasslich zu sehr groRemstraralen Infarkten, war aber auch mit einer
signifikant erhohten Letalitat der Versuchstieragesellschaftet. Eine Ligatur 3mm distal des
atrioventrikularen Uberganges induzierte groRestramale Infarkte, wies aber eine deutlich bessere
Uberlebensrate der Versuchstiere auf. Die im Rahrden eigenen Experimente gewdhite
Ligaturhohe liegt in etwa an diesem als optimalgatiirstelle definierten Punkt, so dass durch die
Occlusion der LAD reproduzierbar Infarkte induziererden, welche mehr als 30% des linken
Ventrikels ausmachen. So betragt in den eigenenerirpnten die Infarktgrofe der PBS-
Kontrollgruppe 46% * 9% des linksventrikularen Négiods.

Im Rahmen der eigenen Arbeit wird festgestelltsddie Tiere der BMP2 Behandlungsgruppe, die
bis zum Ende des Versuches (21 Tage nach LAD-VRrseh Uberleben, signifikant grof3ere
Infarkte aufweisen als die Tiere, denen lediglitdh Tragersubstanz PBS vor dem LAD-Verschluss
intravenos injiziert wurde (61 + 8% gegeniiber 46%%). Ubereinstimmend hierzu zeigt sich bei
der Betrachtung der Herzgewichte der Versuchstiedass die Herzen der BMP2-
Behandlungsgruppe tendenziell mit 3@ 2 mg etwas schwerer sind als die der PBS-
Vergleichsgruppe (280 = 1 mg). Dieses Ergebnishetist auf den ersten Blick paradox, da anhand
der Uberlebens-Analyse dokumentiert ist, dass m€lre der BMP2-Gruppe das akute
Infarktereignis Uberleben. Es hatte somit vermutetden kdnnen, dass die Infarkte der mit BMP2
behandelten Mause eine geringere Ausdehnung haimkrlia Tiere daher nicht an einem akuten
kardiogenen Schock versterben — und sich so dasfisamt bessere Uberleben in den ersten 24
Stunden nach der Operation erklart. Allerdings kdiese Hypothese aufgrund der histologischen
Aufarbeitung der Herzen nicht aufrechterhalten wardda die LAD-Ligatur bei beiden Gruppen

aufgrund der Verblindung identisch vorgenommen wuicann davon ausgegangen werden, dass

59



die ,Area at risk“ zwischen den Gruppen vergleichbar gewesen istBefand-Konstellation von
einem verbesserten Uberleben der akuten Infaktpbmsgseits bei einer andererseits signifikant
groReren Infarktausdehnung innerhalb der Uberlebend/ersuchstiere legt daher die
Schlussfolgerung nahe, dass nach BMP2-Behandlufenlfr auch Tiere mit relativ grof3en
Infarkten die Akutphase des AMI uberlebt haben,hiwgegen Tiere der PBS-Gruppe mit
vergleichbar groRBen Infarkten verstorben sind. Dals¢ die mittlere Infarktgrof3e bei den
Uberlebenden Tieren der BMP2-Versuchsgruppe grdiBeatie in der PBS-Gruppe.

Diese Beobachtung macht deutlich, dass BMP2 daglélism der Versuchtiere besonders bei
grof3en transmuralen Infarkten verbessert und offiedbs Risiko, an einem kardiogenen Schock zu
versterben, herabsetzt. Weiterhin weist die Kaplayer-Analyse darauf hin, dass eine einmalige
Injektion von BMP2 30 Minuten vor dem LAD-Verschtuskeinen Einfluss auf die
Wahrscheinlichkeit des Versterbens der Tiere um deitten und vierten Tag nach dem
Infarktereignis nimmt.

Echokardiographisch hétte erwartet werden kdnnass dlie Herzen der mit BMP2 behandelten
Mause aufgrund der histologisch nachgewiesenen egedl Infarktausdehnung auch groRere
linksventrikulare Diameter aufweisen, da das Ausie® Remodelings und damit der progressiven
Dilatation nicht nur von der Lokalisation, sondemtscheidend auch von der GrofRe des Infarktes
abhangig ist [15-17, 106]. Dieses Ergebnis lassti amterschiedliche Interpretationen zu. Zum
einen konnten relativ geringe Unterschiede aufgrunsbn methodisch bedingten
Messungenauigkeiten der echokardiographischen betekntgehen, zum anderen kénnte durch
eine funktionelle Kompensatian vivo die Dilatation tatséchlich geringer ausgepragh sés dies
allein aufgrund der Infarktgrof3e zu erwarten ware.

Am wahrscheinlichsten ist ein kombiniertes Auftrebeider Hypothesen.

Nach einem Myokardinfarkt laufen in den geschadigtderzen komplexe Umbau- und
Anpassungsvorgange ab, die adglyerse remodelirigbezeichnet werden und zu denen auch die
Entwicklung einer Hypertrophie zahlt [13, 14, 21141 Der Begriff des kardialen Remodelings
wurde urspringlich ausschlieZlich zur BeschreibdgigVeranderungen im Herzen nach einem AMI
benutzt [115]. Dabei beschreibt der BegrifRgmodeling im eigentlichen Sinne eine
Umstrukturierung und Umverteilung von Gewebebedtilmh, die physiologischerweise in dem
sich verandernden Gewebe bereits vorhanden simdeDieranderungen sind keinesfalls immer an
ein pathologisches Geschehen geknipft, sonderitgenfcauch im Sinne einer physiologischen
Anpassungsreaktion und sind als ein bedingt raWesiGeschehen zu betrachten [13, 115]. Daher
wird der Begriff des kardialen Remodelings heutehdiiiir die Beschreibung der Veranderungen am
Herzen eingesetzt, bei denen andere UrsachennaMyeikardinfarkt zugrunde liegen, wie z.B. der
adaptiven Hypertrophie bei Mehrbelastung [13, 1134s Remodeling kann je nach Ursache

symmetrisch oder asymmetrisch verlaufen. Ein Belsfgir ein symmetrisches Remodeling ist die
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konzentrische Belastungshypertrophie, wie sie bdm ,Sportlerherz* auftritt. Das durch einen
akuten Myokardinfarkt ausgeléste Remodeling istedag ein asymmetrischer Prozess, welcher
sowohl das infarzierte Gebiet, als auch das infamké Myokard betrifft. Getriggert wird das
kardiale Remodeling durch eine mechanische DehmgmgVyozyten, meist in Kombination mit
weiteren Faktoren, wie einer persistierenden IsebAwerschiedenen Hormonen oder vasoaktiven
Peptiden, welche den mechanischen Faktor modiémigt3, 115].

Die nekrotischen Herzmuskelzellen des Infarktgesiebewirken schon wahrend der ersten 24
Stunden nach dem akuten Infarktereignis eine Auigsalgy von proinflammatorischen Zytokinen,
wie z. B. TNFe, IL-13 und IL-6, sowie die Bildung freier Radikalgs folgt die Einwanderung von
Neutrophilen und Makrophagen, welche das nekratistblimaterial resorbieren. Schon wahrend
dieses Vorganges, noch bevor die Narbenbildung hdufbroblastenproliferation und
Kollagenablagerung beginnt, kann die erste Phas&kdmodelings beobachtet werden. Diese Phase
ist vor allem durch die Infarktexpansion gepragteeDilatation des infarzierten Gewebes, welche
nicht durch eine weitere Nekrotisierung von Myokadsgeldst wird. Dieser Vorgang wurde
erstmals 1978 von Hutchin und Bulkley beschriebeah lberuht auf einem Auseinanderweichen von
Muskelfasern aufgrund der Verminderung vitaler Mgten im infarzierten Gebiet [116]. Besonders
ausgepragt ist dieser Vorgang in den apikalen Regiades linken Ventrikels [13, 15-17, 115].
Wahrend des weiteren Heilungsverlaufes dringen daBindegewebszellen in das
Myozytenkompartiment vor, verbinden die separiefNkrskelfasern und verleihen der entstehenden
Narbe Festigkeit. Es kommt zu einer extensiveniferation von Fibroblasten und zur Anregung
der Kollagensynthese [23, 24]. Je nach Speziesrtider Vorgang der Narbenbildung zwischen
Wochen und Monaten an [18]. Bei Mausen konnte bespeise zwischen dem siebten und
vierzehnten Tag nach einem Infarkt eine massiveobBlhstenproliferation und Kollagensynthese
nachgewiesen werden, welche erst nach ca. zwei tdorsabile Werte und damit wahrscheinlich
das Ende der ,Heilungsphase’ erreicht [106].

Durch den Verlust von Kardiomyozyten entsteht diimetischer Wandabschnitt, was akut zu einer
Mehrbelastung und Uberdehnung des noch funktioiggahMyokards und einer Anderung der
systolischen und diastolischen Druckverhaltnissetf{iL4]. Diese Veranderungen betreffen daher
nicht nur das eigentlich durch die Ischamie betnodf Myokardareal, sondern fuhren auch zu
Veranderungen in infarkt-fernen Regionen, dem Reagiogl des remote myocardium® Als
Reaktion auf die verdnderte hamodynamische Situaifolgt eine neurohormonale Aktivierung
und die Freisetzung lokaler autokriner trophiscHesktoren [21]. Durch die gesteigerte
Wandspannung werden Barorezeptoren auf der Myoaptflache aktiviert, und es kommt zu
einer Hypertophie der Kardiomyozyten, was zu eitmivolumenzunahme von bis zu 73%eine
Angaben zu Standardabweichung etc.) fuhren kanh [R8rch die Hypertrophie nimmt unter
anderem die Wanddicke zu. Nach dem Laplace schegetfze welches besagt, dass die

Wandspannung bei gleichem Radius und Innendruckhdaime vermehrte Wanddicke abnimmt,

61



wird durch die Hypertophie somit eine erhdhte Waateiung kompensatorisch reduziert. Als
negative Folgen der Kardiomyozytenhypertrophie e Entwicklung der ventrikuldren
Hypertrophie zu nennen, welche zu eindiagstolic stiffness'mit verminderter diastolischen Fillung
fuhrt und auch eine Einschrankung der systolis¢h@npfunktion nach sich zieht. Aul3erdem ist die
Koronarreserve deutlich vermindert und es bestamt @6here Pravalenz fiur die Entwicklung

ventrikularer Rhythmusstorungen [117].

Auch die Struktur des Bindegewebes zwischen dendimoyozyten wird im Rahmen des
Remodelings verandert, und es kann eine gesteig#étesierung beobachtet werden [13, 15, 18,
115, 118, 119]. Diese wird unter anderem durchldli@le Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Systems mit einer Steigerung des Angiotensin I8t Aldosteron-Spiegels im Herzgewebe induziert
[13, 115]. Versagen die Kompensationsmechanismerfuhdtionsfahigen Muskulatur, fuhrt die
dauerhafte Erhohung des AT II- und Aldosteronspgegea einer interstitiellen und perivaskularen
Fibrose. Folge hiervon ist sowohl eine Versteifugs Myokards mit der Konsequenz einer
Relaxationsstérung, als auch eine Verlangerung Ri#fusionsstrecke zwischen Kapillaren und
Zellen, was eine vermehrte Ischamieneigung beddtt 115] und die Gefahr einer weiteren
Abnahme der Herzfunktion beinhaltet.

In der eigenen Arbeit werden die Querschnittsflactder Myozyten im Bereich des nicht
infarziertenSeptum interventricularals ein Parameter des Remodelings, der die Hyjpdrie des
remote myocardiurwiederspiegelt, untersucht.

Yang et al. [106] beschrieb Myozytenquerschnitedfén bei 10-12 Wochen alten, mannlichen
C57BL/6J-Mausen einen Monat nach Ligatur der LADnvin Mittel 290um? und in der
Kontrollgruppe ohne Myokardinfarkt von 150pum? (keiAngaben zu Standardabweichung etc.).
Die Arbeitsgruppe um LaPointe et al. [12@jt bei 12 Wochen alten, méannlichen C57BL/6J-Mausen
Myozytenquerschnittsflachen von 149umz bei schairiepen Tiere und von 302um?2 14 Tage nach
LAD-Verschluss angegeben (keine Angaben zu Staabargichung etc.). In der genannten
Publikation von Yang et al. [106] wird die Zunahdwr MCSA als ein bis zum vierten Monat nach
dem Infarkt progredient verlaufender Prozess bésohin. Bei adulten ICR-Mausen wurden bei
scheinoperierten Tieren durchschnittliche Myozytesrgchnittsflachen von 155 + 9 Amnd 28
Tage nach einem Infarkt inremote myocardiungon 230 + 32 pm[92].

Auch in den eigenen Versuchen sind die durchsdichigh Myozytenquerschnittsflachen nach
Myokardinfarkt signifikant gré3er als die der scheperierten Kontrolltiere. In den hier
durchgefuhrten Versuchen liegt die durchschnitdiBhCSA der schein-operierten Tiere bei ¥54
pumz2, die der mit BMP2 behandelten Versuchsgruppe2i@ + 7 um2 und die der PBS-
Versuchsgruppe bei 18% 8 um2. Die mit BMP2 behandelten Tiere weisen sogriffl3ere
Myozytenquerschnittsflachen auf als die der PBSaBdhungsgruppe. Diese Beobachtung kann auf

die groReren Infarkte und die daraus resultierendben beschriebenen Mechanismen des
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Postinfarkt-Remodelings zuriickgefiihrt werden. De®men wurde allerdings in der Literatur auch
die Eigenschaft von BMP2 beschrieben, die Bilduogtiaktiler Proteine in Kardiomyozyten zu
induzieren [86]. Obwohl dieser Effekt in den eigerexperimenten nicht ausgeschlossen werden
kann, erscheint es jedoch aufgrund der Versuchagesy (einmalig BMP2-Applikation vor
Infarkt-Induktion) als wenig wahrscheinlich, dassesd als wesentlicher Mechanismus der
beobachteten Effekte anzusehen ist.

Bezlglich der interstitiellen Fibrose als weitefiailaspekt des kardiale Remodelings beschreibt die
Arbeitsgruppe um Fang Yang vier Wochen nach einamhdLAD-Ligatur induzierten Infarkt bei
10-12 Wochen alten, méannlichen C57BL/6J-Mausen #iterstitielle Kollagenfraktion (ICF) von
ca. 11% im Vergleich zu einer ICF von 4,5% der scloperierten Tiere (keine Angaben zu
Standardabweichung etc.) [106, 120]. Weiterhin wub&obachtet, dass die ICF bis zum vierten
Monat nach dem Infarkt kontinuierlich zunimmt unand bei ca.13% konstant bleibt [106]. Eine
andere Arbeitsgruppe beschreibt bei 12 Wochen ,alt@imnlichen C57BL/6J-Mausen &ahnliche
Werte mit einer normalen ICF von 5,4% und 14 Tagehneinem Infarkt durch LAD-Ligatur von
10,4% (keine Angaben zu Standardabweichung et20Q][Bei ICR-Mausen werden in der Literatur
bei gesunden Tieren ICF-Anteile von 5,5 + 0,6% @8dTage nach einem Infarkt von 6,8+ 0,7%
beschrieben [92]. In den eigenen Versuchen werde&e nach dem Infarkt fiir die schein-
operierten Tiere eine ICF von 5t20,3% gemessen. Die infarktgeschadigten HerzemiddBMP2
behandelten Tiere weisen eine ICF von ,8,2% und die der mit PBS behandelten Tiere vorx6,1
0,2% auf. Innerhalb der Infarktgruppen weisen derd der BMP2-Behandlungsgruppe, bei denen
wie beschrieben eine grofere Ausdehnung der Myo¥akde vorlag, eine gréf3ere interstitielle
Kollagen-Fraktion auf. Da die Fibrosierung der ikfgeschadigten Herzen Uber einen Zeitraum von
vier Monaten erfolgt [106], kénnen ICF-Werte vorl% bis 6,5% 21 Tage nach einem Infarkt
durchaus als in der Norm liegend betrachtet wertteder Literatur wird beschrieben, dass BMP2
die Kollagensynthese induziert [84]. Es ist abernitht davon auszugehen, dass eine einmalige
praoperative BMP2 Applikation flr die gesteigertelligensynthese der mit BMP2 behandelten
Tiere nach Myokardinfarkt im Sinne eines direktéragmakologischen Effektes verantwortlich ist.
Vielmehr ist anzunehmen, dass die Induktion deddgainsynthese durch die oben beschriebenen
Mechanismen im Rahmen des Postinfarkt-Remodelirigye Der Unterschied der Kollagenmenge
zwischen den beiden Infarktgruppen ist durch di@RRgren Infarktgebiete der BMP2
Behandlungsgruppe erklart [15, 17, 18, 115, 119].

Da das Ausmal3 des kardialen Remodelings von deBeGdér verlorenen kontraktilen Wandflache
abhangig ist (s.0.), ist die vergrofRerte MCSA u@é in der BMP2-Versuchsgruppe zu der PBS
Versuchsgruppe durch die signifikant grof3eren kidaeale erklart.

In Bezug auf andere Organsysteme zeigen sich kdidetmikroskopisch erkennbaren

Veradnderungen durch eine einmalige BMP2-Applikation
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Nach einer Schadigung konnen Herzmuskelzellen arSchiedenen Wegen verloren gehen.
Gegenwartig werden drei Arten des Zelltodes unkeesien: die Apoptose, die Onkose und die
Autophagie. Bei der Apoptose, dem programmierterlltate handelt es sich um einen
energieverbrauchenden, irreversibelen Vorgang, iveelauch als suizidaler Zelltod bezeichnet wird
(Ubersicht in [28]). Morphologisch sind eine Zelsempfung, Kondensation des Chromatins und
normal erscheinende Mitochondrien zu beobachtere. fllulare DNA wird in gleich grofe
Fragmente von 185 bis 200 bp, dem sogennanten Dadidring zerteilt. Die Zelle wird
fragmentiert, und es bilden sichapoptotic bodies" mit intakter Membran aus, die von
Makrophagen phagozytiert werden. Die Apoptose ftiietmeist Einzelzellen, daher fehlt die
lokalisierte Entziindungsreaktion, welche regelbeaftder Onkose zu beobachten ist [121, 122].

Mit Onkose wird nach Schaper et al. der akziddetigklltod durch auf3ere Noxen, beispielsweise
durch Ischdmie bezeichnet [123]. Im Gegensatz zpopfose lauft die Onkose ohne eine
Aktivierung der Caspasen-Kaskade ab und ist keiergi@-verbrauchender Prozess [122, 123].
Morphologisch fihrt die initiale Zellschadigung 8ehaden im Bereich des Sarkolemms. Es kann
ein Zellédem, eine Membranleckage und eine Degtmikder Mitochondrien bei zunachst intaktem
Zellkern beobachtet werden. Durch den Austritt $gsonaler Enzyme und die Aktivierung des
Komplementsystems kommt es zu einer EntziindungsoealDie Onkose betrifft in der Regel
Zellgruppen [121-123].

Der Begriff Nekrose wird von vielen anderen Autorém die Beschreibung des akzidentiellen
Zelltodes (nach Schaper: ,Onkose) benutzt. Nachfassung von Schaper et al. beschreibt der
Vorgang der Nekrose allerdings den abschliessefteress des Zellabbaus nach jeder Art des
Zelltodes (sowohl nach Apoptose als auch nach Gnaafiretend) [123].

Neben der Apoptose wurde eine weitere Art des pragrierten Zelltodes entdeckt, die Autophagie,
welche als programmierter Zelltod Typ Il bezeichneird [122, 124, 125]. Der Begriff
Autophagozytose stammt aus dem Griechischen undubetd,sich selbst essen®. Zunachst wurde
die Autophagie als Mechanismus entdeckt, der demydtieg von Zellbestandteilen dient. Es
werden hierbei intrazytoplasmatische Bestandteilaterschiedlicher Grof3evon einer
Doppelmembran umschlossen und ein sogenanntes Wagopom gebildet. Dieses verschmilzt
dann mit einem Lysosom, und der Inhalt wird in €iezelnen Bausteine degradiert. Anschlie3end
werden die einzelnen Molekile, z.B. Aminosaurem ger Vakuole ins Cytosol zuriicktransportiert
und somit dem Stoffwechsel erneut zur Verflgundedie$124].

Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass untésggn Umstanden Autophagie auch zu einem
programmierten Zelltod fihren kann. Der autophdgis€od wird vor allem beobachtet, wenn die
Apoptose gehemmt wird, die Zellen nicht leicht Mdiakrophagen beseitigt werden kdnnen oder
eine massive Zelldegeneration auftritt. Bei der oplitagie erfolgt die Zelldegradation tber

zelleigene Lysosomen [26, 122, 124].
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In friheren Studien konnte fur BMP2 eine antiapbpthie Wirkung durch die Induktion des Smad
1-Signalwegs bei neonatalen Rattenkardiomyozyteh i$&®rum-Entzug nachgewiesen werden [42,
43]. In diesem Modellsystem induziert BMP2 die Bild) des antiapoptotischen Faktors bcl-xL
[42].

In Zellkulturversuchen wird im Rahmen der eigengbel untersucht, inwieweit BMP2 protektive
Effekte unter oxidativem Stress auf adulte Rattetikanyozyten zeigt. Im Rahmen eines
Myokardinfarktes sind wéahrend der Ischdmie als auabh einer Reperfusion die Myokardzellen
einem erhohten oxidativen Stress ausgesetzt, wageflgchaden und -verlust fihrt. Um in
Zellkulturen oxidativen Stress zu induzieren, hahsler Einsatz von Wasserstoffperoxid, einem
stabilen molekularen Oxidans, etabliert.

In den eigenen Versuchen wird nachgewiesen, dasgdudatz von 200uM ¥, den Anteil vitaler
Kardiomyozyten in Primarkulturen adulter Rattenkamayozyten senkt und zur deutlichen
Steigerung der Apotoserate fuhrt. Die Zellschadigmittels anhaltender Hypoxie (Inkubation der
Zellen unter reduziertem Sauerstoffgehalt im Inkabaon 2% statt 21% fur 48h) fuhrt bei den
Experimenten auch zu einer signifikanten Abnahme wdtlen Herzmuskelzellen, allerdings
unterscheidet sich der prozentuale Anteil der agmuhen Kardiomyozyten nicht von
unbehandelten Kontrollkulturen. Dieses Ergebnigtziei Ubereinstimmung mit zuvor publizierten
Ergebnissen [123], dass die Mehrzahl der Zelleerudypoxie nicht durch Apoptose verloren geht
sondern dass die Hypoxie primér zu einem Zelltadld®nkose fiihrt.

In den eigenen Experimenten fiihrt der Zusatz vonPBMu Zellkulturen, in denen durchy®
oxidativer Stress induziert wurde, zu einem konagiinsabhangigen Anstieg der vitalen Zellen. In
den Kontrollkulturen, denen 200uM,®, zugesetzt wurde, konnten 27 + 13 vitale Zellen pro
mikroskopischem Gesichtsfeld gesehen werden. DeatZuvon 40ng/ml BMP2 bewirkte eine
Zunahme auf 43 £ 17 Zellen, der Zusatz von 80n&mP2 einen signifikanten Anstieg auf 72 + 27
Zellen und der Zusatz von 160ng/ml BMP2 auf 49 +\2@le Myozyten pro Gesichtsfeld.
Gleichzeitig kann nachgewiesen werden, dass deeilAah apoptotischen Kardiomyozyten mit
steigender BMP2-Konzentration abnimmt. Bei dem Easeon 80ng/ml BMP2 konnte eine
signifikante Reduktion der apoptotischen ZelleniomMittel 31% detektiert werden. Auch 40 und
160ng BMP2 fuhrten zu einer signifiknaten Abnahnex dpoptotischen Zellen. Hiermit wird
demnach belegt, dass BMP2 isolierte adulte Rattditkayozyten vor der durch oxidativen Stress
induzierten Apoptose zu schitzen vermag.

Bei den Zellkulturversuchen, in denen die Kardiomyen unter anhaltender Hypoxie kultiviert
werden, findet sich unter Zugabe von BMP2 ebenétissignifikanter Anstieg der vitalen Zellen. In
den Kontrollkulturen konnten bei Inkubation unteypdxie 138 + 38 vitale Kardiomyozyten pro
Gesichtsfeld gezahlt werden. Der Zusatz von 80ng®BMewirkte eine signifikante Zunahme der
vitalen Zellen pro Gesichtsfeld auf 197 + 42. Adieigs hat BMP2 hier keinen Einfluss auf die

Apoptose-Haufigkeit. Dies ist insofern nicht vendenlich, da in diesem Modellsystem wie oben
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beschrieben nicht Apoptose, sondern Onkose (,NeKroals entscheidener Mechanismus der
Zellunterg&nge anzusehen ist.

Es ist ein erstaunlicher Befund, dass BMP2 soweinl durch HO, induzierten apoptotischen als
auch den durch Hxpoxie ausgelosten onkotischertadeffiu verhindern vermag. In der Literatur
wurde zuvor beschrieben, dass eine gezielte Expresson Bcl-xL in einem Modell der
Kryokonservierung von Rattenherzen sowohl zu kigineinfarktzonen (Nekrosezonen) fiihrt, als
auch einen apoptotischen Zelltod der Myozyten velbit [126]. Diese Beobachtung ist daher
hochst interessant, da andere Studien belegen,BMBR zu einer Aktivierung von Bcl-xL fuhrt
[42, 101]. Vor dem Hintergrund dieser Datenlage rkalie Hypothese aufgestellt werden, dass
BMP2/ Bcl-xL einer Signalkaskade angehoren, wekitn@ohl mit dem Ischamie-induzierten nicht-
apoptotischen Zelltod, als auch der Apoptose irdibanyozyten interagiert.

Zusammenfassend ergibt sich, dass BMP2 das Ubarlgba Kardiomyozyten sowohl unter
oxidativem Stress als auch unter Hypoxie nachhaéipessert.

Der grofdte protektive Effekt konnte in den Zellkuéxperimenten bei einer Konzentration von
jeweils 80ng/ml BMP2 beobachtet werden. Ob diegitbten Wirkungen des BMP2 auch hier Gber
den Smad 1 Signalweg und die Induktion des anti@pigphen bcl-2-Familienmitgliedes Bcl-xL
erfolgt, ist im Rahmen der eigenen Arbeit nicht emsticht worden. In weiterfihrenden
Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte jedochigewrerden, dass die Applikation von BMP2
in Kulturen adulter Kardiomyozyten die Phosphonyliey von Smad 1/5/8 bewirkt. In diesen
Experimenten wurden supraphysiologische BMP2-Daosgen eingesetzt, um eine mogliche
Koaktivierung des TGFR-Signalweges sichtbar zu macks zeigte sich aber, dass BMP2 auch in
diesen hohen Konzentrationen den TGF3-Signalweg aitiviert und somit unerwtinschte, durch
den TGFR3-Signalweg vermittelte Wirkungen nicht inéut werden [127, 128]. Desweiteren zeigte
sich in erganzenden Zellkulturexperimenten, dasses Bedingungen der vollstandigen Anoxie zu
einer vermehrten Entleerung der ATP-Speicher sauieSpaltung von Caspase 3 kommt — der
Zusatz von BMP2 verminderte sowohl den ATP-Verbhaats auch die Caspase 3 Aktivierung
[127, 128].

In weiterfihrenden Experimenten der eigenen Arbaitgpe wurde die Anzahl apoptotischer Zellen
in Mausmodell mit chronischem LAD-Verschluss untetst. Nach praoperativer BMP2-
Applikation fand sich hierbei im Vergleich zu einmit PBS behandelten Kontrollgruppe eine
signifikant reduzierte Anzahl apoptotischer Zeltmwohl in der Randzone des Myokardinfarktes als
auch imremote myocardiurfil27, 128]. Die geschilderten Ergebnisse untermmaireihrer Summe
somit weiter den im Rahmen dieser Arbeit erhoberBafund der antiapoptotischen und
zytoprotektiven Wirkung von BMP2.

In einer weiteren Versuchsreihe im Rahmen der eigé&rbeit wird die Wirkung von BMP2 auf das

Kontraktionsverhalten kultivierter neonataler Raki@diomyozten analysierDie Untersuchungen
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an isolierten Herzmuskelzellen erlauben eine Destallyse der maximalen Zellkontraktion und der
Verkirzungsdynamik.

In der Versuchsreihe mit spontan kontrahierendema@len Rattenkardiomyozyten zeigt sich unter
BMP2-Gabe im Trend eine Steigerung der Kontraktiomsd Relaxationsgeschwindigkeit der
Einzelkontraktionen als Hinweis auf einen positietropen Effekt. Ausserdem findet sich bei
Zusatz von 80ng/ml BMP2 eine signifikante Steiggrumler Kontraktionsfrequenz. In
Untersuchungen, bei denen die Kardiomyozyten miereifestgelegten Frequenz von 120 pro
Minute elektrisch stimuliert werden (2Hz), zeigtclsi eine signifikante Steigerung der
Kontraktionsgeschwindigkeit (= positiv inotroper f&t) unter dem Einfluss von BMP2 im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe. Audie Relaxationsgeschwindigkeit (=
Lusitropie) der Zellen wird durch BMP2 bei diesegrsuchsanordnung signifikant gesteigert.

Um eine Anderung der Herzfrequenz und Kontraktilitd vivo zu erreichen, werden durch das
adrenerge System Signalkaskaden in Gang gesetetemdie intrazellularen Kalzium- und cAMP-
Spiegel verandern (Ubersicht in [129]). Der erhd@&halt an cAMP aktiviert die Proteinkinase A,
welche ihrerseits unter anderem Troponin |, denyp-Kalziumkanal und Phospholambdan
aktiviert [130]. Darlber hinaus wird in den Herzeon S&ugetieren Uber G-Proteine auch die
Phosphoinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase) aktiviererschieden Studien haben ergeben, dass die PI-
3-Kinase Einfluss auf die Kontraktilitat von Kardigozyten nimmt [130] und dass der
Adenosinmonophosphatspiegel im Sarkoplasmatischetikl®um auch Uber die PI3-Kinase
reguliert wird [131].

In der Literatur wurde beschrieben, dass BMP2 dieinduktion der Phosphoinositol-3-Kinase die
Kontraktionsgeschwindigkeit adulter Rattenkardiomyten erhoht [56]. Es ist derzeit noch nicht
bekannt, ob die oben genannten positiv-inotropaeh-ahronotropen Effekte von BMP2 durch eine
Modulation des cAMP-Spiegels uber die PI-3-Kinadelgt, wie dies aufgrund der geschilderten
Zusammenhange vorstellbar ware.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass eine Aqik desBone morphogenetic protein das
Uberleben der Versuchstiere nach einem akuten MyaKarkt im Mausmodell verbessert.
Insbesondere Tiere mit sehr grof3en Myokardinfarkdé® in der Kontrollgruppe bereits friih nach
der Infarktinduktion versterben, Uberleben nach e&alon BMP2. Anhalt fur unerwiinschte
Wirkungen, wie fibrotische Veranderungen an ande@ngansystemen, finden sich nach der
einmaligen Verabreichung von BMP2 hierbei nichtlikddturexperimente belegen, dass die Gabe
von BMP2 antiapoptotische Effekte unter Bedingungem erhéhtem oxidativen Stress entfaltet und
die Hypoxie-Resistenz von Kardiomyozyten verbesdei® Gabe von BMP2 fuhrt aul3erdem zu
kontraktilitatssteigernden Effekten an isolierteertinuskelzellen. Die Gabe von BMP2 kdnnte

daher einen Therapieansatz zur Myokardprotektiostelen.
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6. Schlussfolgerungen

Im murinen Herzinfarktmodel der Maus verbessert BMRas Uberleben der Versuchstiere nach
einem akuten Myokardinfarkt.

BMP2 fihrt bei adulten Kardiomyozyten unter Stresbbgungen in der Zellkultur zu protektiven

Effekten. Die Vitalitdt von adulten Kardiomyozytevird unter Hypoxie bzw. in Gegenwart von

H,0, durch BMP2 signifikant gesteigert.

BMP2 fuhrt bei neonatalen Kardiomyozyten zur sidfaifiten Steigerung der spontanen
Kontraktionsfrequenz und der Inotropie von elektristimulierten Kontraktionen.

Die Gabe von BMP2 konnte daher moglicherweise eivietversprechden Therapieansatz zur

Myokardprotektion darstellen.
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7. Zusammenfassung

Diese Arbeit untersucht, inwiefern die Gabe von BMPMei Kardiomyozyten unter
Stressbedingungen zu protektiven Effekten fuhrt. diese Fragestellung zu klaren, werden in
einem in-vivo-Myokardinfarktmodell bei adulten ICR-M&ausen durdhgatur der linken
Koronararterie Myokardinfarkte induziert, nachdem @iere 30 Minuten zuvor eine Injektion von
BMP2 beziehungsweise PBS (= Kontrollgruppe) ernahetten. Das Uberleben der Tiere wird
protokolliert, und 21 Tage nach dem VerschlussLddd werden die Herzen auf die Infarktgréfie,
die Myozytenquerschnittsflachen und die interdi#i&ollagenfraktion als Parameter dadverse
remodelingauntersucht. Teile der Lunge, der Leber und desr&hfells werden lichtmikroskopisch
auf pathologisch erscheinende Veranderungen, wimpek Knochenbildung oder vermehrte
Fibrosierung, untersucht. Echokardiographisch werd@aoperativ. und nach dem Infarkt
morphologische und funktionelle Parameter der Herire vivo bestimmt. Weiterhin wird in
Zellkulturexperimenten untersucht, welchen Effek¢ dcabe von BMP2 auf die Vitalitat und
Apoptoserate von adulten Kardiomyozyten unter Hypdzw. in Gegenwart von B, hat. Es wird
analysiert, ob BMP2 die Schlagfrequenz und Koniiittt von isolierten neonatalen
Rattenkardiomyozyten beeinflusst.

Die Untersuchungen ergeben, dass die Applikatiam BMP2 im murinen Herzinfarktmodell der
Maus das Uberleben der Versuchstiere in den erdterStunden nach einem Myokardinfarkt
verbessert. In der Kontrollgruppe zeigen die Timresehr groRen Infarkten in den ersten Stunden
nach dem Infarkt eine sehr hohe Letalitdt. Die Gabe BMP2 fihrt in dieser Zeit zu einer
Reduktion der Sterblichkeit. Auf histologischer Bbeschlagt sich dies in dem zunachst paradox
erscheinenden Effekt nieder, dass die mittlererkidasdehnung der lberlebenden Tiere in der
BMP2-Gruppe 21 Tage nach dem LAD-Verschluss sikaifi grofRer ist als bei den Kontrolltieren.
Dies kann jedoch dadurch erklart werden, dass BMR2-Behandlung auch Tiere mit sehr grol3en
Infarkten Uberleben, die in der PBS-Vergleichsgruppreits friih versterben und daher nicht mit in
die Analysen eingehen. Die Zellkulturuntersuchungergeben, dass BMP2 bei adulten
Kardiomyozyten unter Stessbedingungen protektivéekig zeigt. Die Vitalitdit von adulten
Kardiomyozyten wird sowohl unter Hypoxie als aushGegenwart von Wasserstoffperoxid,Q5)
durch BMP2 signifikant gesteigert, und BMP2 reddzite HO,-induzierte Apoptose von isolierten
adulten Kardiomyozyten. BMP2 fiihrt bei heonatalewdfomyozyten zur Steigerung der spontanen
Kontraktionsfrequenz und der Inotropie von elektristimulierten Kontraktionen. Die Gabe von

BMP2 kénnte daher mdglicherweise einen Therapidazsa Myokardprotektion darstellen.
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9.Thesen:

1.

10.

Der akute Myokardinfarkt ist eine der Haupttodesonen in den westlichen
Industrienationen.

Bei einem akuten Myokardinfarkt liegt selbst untelealen Bedingungen zwischen
Infarktdiagnose und kompletter Reperfusion des &sthchen Myokards eine kritische
Zeitspanne, in der zuséatzliche Verfahren zur Mydgeotektion eingesetzt werden konnten.
Diese Arbeit untersucht, inwiefern die Gabe von BMBei Kardiomyozyten unter
Stressbedingungen zu protektiven Effekten fuhrt. diese Fragestellung zu klaren, werden
in einem in-vivo-Myokardinfarktmodell adulten ICR-Mausen durch Lligader linken
Koronararterie (LAD) Myokardinfarkte induziert, rratem die Tiere 30 Minuten zuvor eine
Injektion von BMP2 beziehungsweise PBS erhaltetehat

In den eigenen Experimenten fuhrt die Ligatur dabLbei adulten ICR-Mausen zu grol3en
transmuralen Vorderwandinfarkten.

Die Applikation von BMP2 verbessert im murinen inerzinfarktmodell der Maus das
Uberleben der Versuchstiere in der Akutphase naib-Verschluss. In der Kontrollgruppe
zeigen die Tiere mit sehr grof3en Infarkten in deste@ Stunden nach dem Infarkt eine sehr
hohe Letalitat, die Gabe von BMP2 fiihrt in dieseitZu einer deutlichen Reduktion der
Sterblichkeit.

Auf histologischer Ebene schlagt sich dies in demézhst paradox erscheinenden Effekt
nieder, dass die mittlere Infarktausdehnung derléibenden Tiere in der BMP2-Gruppe 21
Tage nach dem Myokardinfarkt signifikant grol3eralst bei den Kontrolltieren. Dies kann
jedoch dadurch erklart werden, dass nach BMP2-B#tag auch Tiere mit sehr grol3en
Infarkten Uberleben, die in der PBS-Vergleichsgrufyereits friih versterben und daher
nicht mit in die Analysen eingehen.

Die transmuralen Myokardinfarkte filhren im infafethen Septum interventriculare
(remote myocardiudrzu einer Hypertrophie der Kardiomyozyten.

Die infarktgeschadigten Herzen weisen eine verraghterstitielle Fibrosierung auf.
Aufgrund des besseren Uberlebens der akuten Pleasklybkardinfarktes ist am Ende des
Beobachtungszeitraums die mittlere Infarktausdebrivei den Uberlebenden Tieren in der
BMP2-Gruppe gegeniber der PBS-Gruppe signifikanholtr Dies schlagt sich
Ubereinstimmend in dem Befund wieder, dass auchsdi@eindaren Veranderungen des
adverse remodeling®CSA, ICF) in der BMP2-Gruppe starker ausgespsiyl.
Zellkulturuntersuchungen ergeben, dass BMP2 beiltexduKardiomyozyten unter
Stessbedingungen protektive Effekte zeigt. Die IWdtbvon adulten Kardiomyozyten wird
unter Hypoxie bzw. in Gegenwart von Wasserstoffper¢H,O,) durch BMP2 signifikant

gesteigert.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Der Zusatz von 200mM D, senkt den Anteil vitaler Kardiomyozyten in Zellkiuien und
steigert signifikant den Anteil apoptotischer Zglle

Anhaltende Hypoxie (Absenkung des Sauerstoffgehattelnkubator von 21% auf 2% fur
48 Stunden) fuhrt bei den Experimenten zu eineniféiginten Abnahme der vitalen
Herzmuskelzellen, allerdings unterscheidet sich gtezentuale Anteil der apoptotischen
Kardiomyozyten hier nicht von unbehandelten Kofiittdturen. Hypoxie fuhrt primér zu
einem Zelltod durch Onkose.

BMP2 fihrt in Zellkulturen, in denen durch,®}, oxidativer Stress induziert wurde, zu
einem konzentrationsabhangigen Anstieg der vitakardiomoyzyten und zu einer
signifikanten Abnahme der apoptotischen Zellen. BMRBchitzt isolierte adulte
Rattenkardiomyozyten demnach vor der durch oxidatiStress induzierten Apoptose.
BMP2 fluhrt in Zellkulturversuchen, in denen Kamdigozyten unter anhaltender Hypoxie
kultiviert werden, zu einem signifikanten Anstiegrditalen Zellen. BMP2 schiitzt isolierte
adulte Rattenkardiomyozyten vor der durch Hyporguzierten Onkose.

BMP2 fihrt bei neonatalen Kardiomyozyten zur Steigg der spontanen
Kontraktionsfrequenz und der Inotropie von elektristimulierten Kontraktionen.

Die Gabe von BMP2 kbénnte daher moglicherweise einEnerapieansatz zur

Myokardprotektion darstellen
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