DIE SAURE SPHINGOMYELINASE UND DEREN BEDEUTUNG IN DER
HERZINSUFFIZIENZ

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultét

der Friedrich- Schiller- Universitéit Jena

von: Alexandra Pamin

geboren am 12.11.1994 in Forst (Lausitz)



Gutachter:

1. Hr. PD Dr. rer. nat. habil. Micheal Schwarzer
2. Hr. PD Dr. med. habil. Philipp Reuken

3. Hr. PD Dr. med. habil. Felix Heidrich

Tag der 6ffentlichen Verteidigung: 04.01.2022



1. INHALTSVERZEICHNIS

1. INHALTSVERZEICHNIS .....ccooiiiiiiieieieteieeses ettt ettt nnenas 3
2. ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......cooiiiiiieieieeeeeceeeeeeeee e senenesnaens 5
3. ZUSAMMENFASSUNG ...ccttiiiitiiieiieieieiesie ettt ettt sttt st ettt aensesae e 7
4. EINLEITUNG. .....iititiieieieiesie ettt ettt ettt ettt et be et sse s eneentensenbeeseenes 9

4.1, HerzinSUTTIZICNZ. ......oouiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt e 9

4.1.1.  Definition, Epidemiologische und gesundheitsokonomische Aspekte der

HeErZINSUTTIZIENZ ...ttt et e 9
4.1.2.  Atiologie, Pathophysiologie und molekulare Grundlagen ............c.c.ccccevvenneeee. 11

4.2, SPhINGOIPIAC. ..c..eiiiiiiiieiie ettt et eeas 14
4.2.1.  Ceramid: Struktur und Biosynthese ..........ccccoceeiiniiiiniiniininicnicceecnen 18

4.3, Saure SphinZOMYEIINASE........cecuerrieriiriiriiiieeiierteee sttt ettt sttt seeens 20
4.3.1.  Sphingosin-1-phosphat und Sphingosin-1 Phosphatphosphatase- 1.................. 22

4.4. Faktoren, die den Sphingolipidstoffwechsel beeinflussen: TNF- o und 4- HNE...... 23
4.5. Sphingolipidstoffwechsel und Herzinsuffizienz...........c.cccccovveviiieviiinncieenieeeieeeee, 24
5. ZIELSTELLUNG DER ARBEIT .....coooiiiiiiiieieiet ettt 26
6. MATERIAL & METHODEN ......oouiiiiiiiiiiiieieee ettt 27
6.1, MAAtEIIAL. ...ttt 27
0.1.1. THETE ettt ettt ettt ettt et et eas 27
0.1.2. GOTALE ...ttt ettt sttt e sat e et e e eas 27
6.1.3.  ChemiKalien .........ccciiiiiiiiiiiiee ettt ettt 28
0.1.4.  MedIKAMENTE ......eoviiiiiiiiiiiieriteeete ettt 29

0.2, MEhOAEN ...ttt 29
0.2.1.  StUAIENAESIZN ..eevieiiieiieeie ettt ettt e st et saeaens 29
6.2.2.  Chirurgische EIngriffe...........ccociiiiiiiiiiiiiieeeetee e 30
6.2.3.  Echokardio@rafie ..........cociiiiiiiiiiieiieee et 32
6.2.4. Organentnalime ..........c.cceccuieiiieiiieriieeieeitesteeeeete et et eesseeebeesteesbeessaesbeesaeaens 32



7.

6.2.5.  Proteinaufbearbeitung fiir Proteinanalyse ..........cccccoccveeevviencieeniieeeie e 33

6.2.6.  Proteinbestimmung nach Bradford.............cccoooivviiiiiiiiiiiniiieee e 34
6.2.7.  SDS- GeleleKtrophorese ........coviieiiieiiieiieeieeie ettt ees 35
0.2.8.  WESLEIN BlOT....c..iiiiiiiiieiiciesieeeee e 36
6.2.9.  Retrobulbére Blutentnahme..............cccoevieiiriininniiiiinienceeee e 38
6.2.10. Bestimmung der sphingolytischen Aktivitit im Blutserum .............c.cccceee. 38
6.2.11. StatiStiSChe AUSWEITUNG ....cc.veevieriieiieeie ettt eieeeee e e et sere e e seaeenseeees 42
ERGEBNISSE ...ttt ettt sttt et st sbe e saeen 43
7.1.  Morphometrische Parameter...........c.ccocviieiiiieiiiieciieecee e 43
7.2.  Echokardiografische Parameter............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 45
7.3.  Saure Sphingomyelinaseaktivitdt im Plasma..........ccccoceeviiniiiiniiniininiiniceccnee 48
74, Das ZytoKin TINF-0 .....cooiiiiiiiiiieee ettt et et 53
7.5.  CeramidstoffWeChSel .......cooiiiiiiiiie e 54
7.6 OX1dative SChAACN .......iiitiiiiiiiiee ettt et et 58
DISKUSSION ...ttt ettt sttt ettt b et sat e s bt e bees e e sae e bt eneesaeenbeenees 60

8.1.  Die Aktivitdt der sauren Sphingomyelinase im Herzmuskel wéhrend der Entstehung

einer durch Druckiiberlastung induzierten Herzinsuffizienz (Hypothese 1 & 2)................. 60

8.2. Wihrend der Entwicklung einer durch Druckiiberlastung induzierten

Herzinsuffizienz ist der Ceramidstoffwechsel verdndert. (Hypothese 3)........cccceeeennennien. 62
8.3, LIMItAtIONEN...cutiiiiiiiieiie ettt et ettt ettt e e beesbee et esneeebeesaeeens 65
8.4, SchlusSTOIGEIUNG ....couviiiiiiiii et et 66
9. LITERATURVERZEICHNIS .....oooiiiiiiiitee ettt sttt 67
10. TABELLENVERZEICHNIS .....c.ooiiiiiiiiiiieeeeet ettt 75
11. ABBILDUNGSVERZEICHNIS ..ottt 76
12, LEBENSLAUF ...ttt ettt ettt st be et e e sneennesneans 78
13. DANKSAGUNG ..ottt ettt sttt et e sttt eae e bt eneeeneesseensesneans 79
14. EHRENWORTLICHE ERKLARUNG .......ccoeviiiieieeieieeeececeeeeeeeeeee et 80



2. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

4- HNE
A

A

Abb.
APS
aSMAse
DC

E

E
EDV
EF
ESV

HI
KHK

Lsg.
LVEDD
LVESD
LVHW
LVVW
MI

min

4- Hydroxynonenal

Geschwindigkeit des aktiven Einstroms
Myokardbewegung wihrend des aktiven Einstroms
Abbildung

Ammonium Persulfate

Saure Sphingomyelinase
Diinnschichtchromatografie

Geschwindigkeit des passiven Einstroms
Myokardbewegung wihrend des passiven Einstroms
Enddiastolisches Volumen

Ejektionsfraktion

Endsystolisches Volumen

Gramm

Stunde

Herzinsuffizienz

Koronare Herzkrankheit

Kilogramm

Losung

Linksventrikuldrer Enddiastolischer Durchmesser
Linksventrikuldrer Endsystolischer Durchmesser
Linksventrikuldre Hinterwanddicke
Linksventrikuldre Vorderwanddicke
Myokardinfarkt

Minute

Milligramm

Milliliter

Mol

Millimol

Millisekunde

Nanometer

N-[(7- Nitro-2-1,3-Benzoxadiazol-4-yl) Amino|Hexanoyl

Mikrogramm




ul Mikroliter

S Sekunde

S1P Sphingosin- 1- Phosphat

S1P1 Spingosine-1-Phosphat- Phoshatase-1
SD- Ratten Sprague Dawley Ratten

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standardfehler

SG Sammelgel

Sm Sphingomyelin

SMAse Sphingomyelinase

SphK Sphingosinkinase

SPT Serin-Palmitoyl- Transferase

TAC Transverse Aortenkonstriktion

TG Trenngel

Tab. Tabelle

TNF- a Tumornekrose Faktor- a

\Y Volt

ZET Zentrale experimentelle Tierhaltung des Uniklinikums




3. ZUSAMMENFASSUNG

Die Herzinsuffizienz (HI) gehort in Deutschland zu den hdufigsten Todesursachen. Haufige
Ursachen fiir die Entwicklung der HI sind eine chronische Druckiiberlastung des Herzens,
hervorgerufen durch Hypertonie oder eine Stenose. Besonders in den letzten Jahrzehnten
riickte die saure Sphingomyelinase (aSMAse) gemeinsam mit dem Ceramidstoffwechsel im-
mer mehr in den wissenschaftlichen Fokus. Die Erkenntnisse des hochwirksamen bioaktiven
Lipidmediators Ceramid haben zu einem neuen, grundlegenden Verstindnis von der Patho-
physiologie der HI beigetragen. Es wird vermutet, dass besonders die Aktivierung der aSMA-
se fiir eine schnelle Ceramidbildung verantwortlich ist. Wéhrend der HI bedingen verschiede-
ne Reize iiber bisher noch nicht ganz verstandene Mechanismen die Sekretion des Enzyms auf
die Zelloberfldche. Die sich anschlieBende Bildung von ceramidhaltigen Doménen auf der
AuBenseite der Zellmembran verstirkt proapoptotische Signalwege und moduliert damit die
zelluldre Stressantwort.

Ziel dieser Arbeit war es, Verdnderungen in der Aktivitit der aSMAse, sowie assoziierter Pro-
teine des Ceramidstoffwechsels, wihrend der druckinduzierten HI- Pathogenese zu messen.
Zur Bestimmung der beteiligten oxidativen Schidigung bestimmten wir TNF-a und 4-HNE.
Wir untersuchten diese Verdnderung bei der druckinduzierten HI. Hierfiir wurde eine chroni-
sche Druckiiberlastung bei drei Wochen alten Sprague- Dawley- Ratten durch eine Aortenbo-
genverengung (TAC) fiir 2, 6 ,10 und 20 Wochen induziert. Dabei erfolgten die Untersuchung
der Herzfunktion mittels Echokardiografie und retrobulbire Blutentnahmen in regelméBigen
Zeitabstdnden. Diese Schritte wurden durch unsere Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Zu definier-
ten Zeitpunkten erfolgten Organentnahmen. Die Aktivitit der aSMAse wurde im Blutplasma
nach 2, 6, 10, 13, 18 und 23 Wochen bestimmt, sowie die Expression verschiedener Proteine
des Ceramidstoffwechsels nach 2, 10 und 20 Wochen im Herzgewebe mittels Western Bot
gemessen.

Die Arbeit zeigte, dass die durch Aortenbogenverengung induzierte Druckiiberlastung eine
progressive Hypertrophie des Herzmuskels mit normaler Ejektionsfraktion (EF) nach 2, 6 und
10 Wochen bedingt. Die Aktivitit der aSMAse zeigte nach 6 Wochen Hypertrophie einen
deutlichen Anstieg und erreichte nach 13 Wochen die maximale Aktivitit. Bei der Proteinex-
pression der aSMAse im Gewebe kam es zu einem initialen Anstieg nach TAC, welcher sich
wieder normalisierte. Auch Teile des Ceramidstoffwechsels, sowie die Konzentration von
TNF-a und 4-HNE zeigten Verdnderungen im Verlauf.

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivitit der aSMAse wihrend der
Entwicklung einer druckinduzierten HI verdndert ist. Dies konnte durch einen deutlichen An-
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stieg nach 6 Wochen TAC dargestellt werden. Auch waren Teile des Ceramidstoffwechsels
wihrend des Verlaufs der Erkrankung verdndert. Weiterhin konnten Verdnderungen in der
Proteinexpression von proinflammatorischen Zytokinen am Beispiel von TNF-a, sowie bei 4-

HNE, einem Marker fiir oxidative Schidigung, gezeigt werden.



4. EINLEITUNG

Der akute Myokardinfarkt, die ischdmische Herzkrankheit und die meist daraus resultierende
HI sind hdufige Erkrankungen mit grofler soziookonomischer Bedeutung. HI ist eine chroni-
sche Erkrankung. Sie ist mit einer dauerhaften Einschrinkung der Lebensqualitidt und Mortali-
tat assoziiert, weswegen die Entwicklung und Optimierung von Therapiemdglichkeiten eine
wichtige Rolle einnimmt (Stork et al. 2017, McMurray und Stewart 2000). HI betrifft mehrere
Organsysteme und fiihrt zu Stoffwechsel- und Funktionseinschrankungen (Dickstein et al.
2008). In den letzten Jahrzehnten riickte dabei der Sphingolipidkreislauf in den wissenschaft-
lichen Fokus (Park et al. 2008, Bielawska et al. 1997). So zeigte beispielsweise die Arbeits-
gruppe um Doehner et al., dass die aSMAse bei der chronischen HI unabhiingig von der Atio-
logie hochreguliert ist (Doehner et al. 2007). Somit 14sst sich vermuten, dass die aSMAse eine
Rolle in der HI spielt. Des Weiteren ist beim Sphingosin-1-Phosphat (S1P), einem Regulator
des Sphingolipidkreislaufes, bekannt, dass die Deletion von kardialen S1P- Rezeptor-1 in
Myokardzellen zu Herzversagen bei Mausen fiihrt (Knapp 2011). Die aSMAse ist ein Enzym,
das die Spaltung von Sphingomyelin in Phosphocholin und Ceramid bewirkt. Sie ist in den
wissenschaftlichen Fokus geriickt, weil sie iliber das Sphingolipid Ceramid, welches
proapoptotisch wirksam ist, maf3geblich an der Pathophysiologie verschiedener onkologi-
scher, psychiatrischer und internistischer Erkrankungen Anteil hat. So ist die aSMAse auch

bei der HI beteiligt (Brady et al. 1966).

4.1. Herzinsuffizienz
4.1.1. Definition, Epidemiologische und gesundheitsokonomische Aspekte
der Herzinsuffizienz

Die HI wird als Symptomkomplex mit einer eingeschridnkten peripheren Perfusion auf der
Grundlage einer verminderten kardialen Pumpfunktion definiert (Dickstein et al. 2008). Das
Herz ist somit nicht mehr in der Lage, den Organismus mit ausreichend Sauerstoff und Nahr-
stoffen zu versorgen, um den Stoffwechsel unter Ruhe, als auch unter Belastungsbedingungen
hinreichend zu gewéhrleisten (Hoppe und Erdmann 2001). Klinisch manifestiert sich die HI
mit typischen Symptomen wie z.B. Dyspnoe, Leistungsminderung, Miidigkeit und Fliissig-
keitsretention in den Lungen, in den unteren Extremitdten oder im Abdomen (Weinbrenner et
al. 2012).
Eine HI kann entweder das gesamte Herz (globale HI), oder einzelne Ventrikel betreffen. Da-
bei wird zwischen Rechts- und Links- HI unterschieden. Betrachtet man die linksventrikulédre

HI, so wird zwischen gestorter Fiillfunktion, d.h. diastolischer HI, und gestorter Pumpfunkti-
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on, systolischer HI unterschieden. Bei der diastolischen Herzschwiche steht vor allem die
Fliissigkeitsretention durch den Riickstau des Blutes in den Korperkreislauf, in Form von
Odemen, im Vordergrund. Die systolische Pumpleistung des Herzens ist erhalten. Ist diese
hingegen vornehmlich eingeschriankt, handelt es sich um eine ,,systolische* Dysfunktion. Bei
dieser zweiten Art ist die Pumpfunktion des Herzens deutlich eingeschriankt. Es kommt zu
einem Riickstau in den Lungenkreislauf. Somit stehen vor allem die Luftnot und die damit
verbundene Leistungsminderung im Vordergrund. Haufig treten Kombinationen der beiden

Hauptformen auf (Senni und Redfield 2001, Chatterjee und Massie 2007).

Mit einer Priavalenz von 1-3 Prozent zdhlt die Herzschwéche in den westlichen Industrienati-
onen zu den hiufigsten und schwersten Erkrankungen und stellt somit ein grofles Problem fiir
das Gesundheitswesen dar. Allein in Deutschland sind knapp 2,5 Millionen Menschen an HI
erkrankt (Stork et al. 2017, Jiang und Ge 2009, McMurray und Stewart 2000). Das lebenslan-
ge Risiko der Entwicklung einer HI betrdgt 1:5 (Bui et al. 2011). Die Inzidenz wird durch den
demografischen Wandel und paradoxerweise durch den zunehmenden gesundheitlichen Fort-
schritt in der Versorgung der Grunderkrankungen wie Myokardinfarkt (MI), oder koronare
Herzkrankheit (KHK) zukiinftig immer weiter steigen (Ohlmeier et al. 2015).

Die HI ist nicht nur ein hidufiger Grund fiir eine Hospitalisierung, sondern auch einer der hiu-
figsten Griinde fiir eine hausirztliche Behandlung. Trotz zunehmender Inzidenzrate, zeigt die
Sterbestatistik eine gegenldufige Entwicklung. Ein Grund fiir den Riickgang der Todesfille ist
auf den Fortschritt der Therapien zuriick zu fiihren. Jedoch stellt die HI noch immer die fiinft

héufigste Todesursache in den Industrienationen dar (Weinbrenner et al. 2012)(sieche Abb.1).
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Haufigste Todesursachen 2017
in Tsd.

Chronisch ischamische 40,8
Herzkrankheit 36,1

Akuter Myokardinfarkt 27,1
(Herzinfarkt) 19,8

Lungen- und 28,7
Bronchialkrebs —— 16,4

Nicht naher bezeichnete e 12,6
Demenz 26,9

< Herzinsuffizienz [Herzsm— 14,1

rzmuskelschwiche) 24,1

Sonstige chronische 17,4
obstruktive Lungenkrankheit — 14,7

Hypertensive —— 7,1
Herzkrankheit 17,4

Vorhofflimmern und — ]
Vorhofflattern —— 13,6

Pneumonie, Erreger nicht I O,
ndher bezeichnet — ), 7

Brustdriisenkrebs 10,1
(Mamma) 18,4

M Mannlich ® Weiblich

© Wl Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019

Abbildung 1: Uberblick iiber die hiiufigsten Todesursachen in Deutschland im Jahr 2017 laut des
Statistischen Bundesamtes;

Die Herzinsuffizienz befindet sich an der 5. Stelle, hinter der chronisch ischdmischen Herzkrankheit
und dem akuten Myokardinfarkt (Bundesamt 2017).

4.1.2. Atiologie, Pathophysiologie und molekulare Grundlagen

Die héufigste Ursache in den westlichen Industrieldndern fiir die Entwicklung einer HI ist die
koronare Herzkrankheit mit 54-70% (Dickstein et al. 2008, Fox et al. 2001, McMurray et al.
2012). In fast der Hilfte der Fille wird diese von einer arteriellen Hypertonie begleitet. Neben
der koronaren Herzkrankheit ist der Myokardinfarkt ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Ent-
stehung der HI. Herzklappendefekte und erndhrungsbasierte Herzerkrankungen stellen dahin-
gegen in den Entwicklungsldndern eine hidufige Ursache dar.

Weitere Ursachen fiir die Entwicklung der Herzschwiche, neben den bereits genannten, kon-
nen Kardiomyopathien, Infektionserkrankungen und Herzrhythmusstorungen allein oder in
Kombination miteinander sein. Atiologisch bedeutend sind auch die Folgen von chronischen
Alkoholabusus, Rauchen, Bewegungsmangel und Adipositas, sowie eine reduzierte Insulin-
empfindlichkeit, wie sie beim Diabetes mellitus Typ 2 auftritt. Diese Ursachen sind mit einem
gestorten Fettsdure- und Glukosemetabolismus und dariiber hinaus mit einer mitochondrialen
Dysfunktion verbunden (Krum und Gilbert 2003, Ingelsson et al. 2005, Djoussé et al. 2007).
Ein Schliisselmerkmal von Typ-2-Diabetes ist die Insulinresistenz. Die Insulinresistenz ist ein
starker Zusammenhang zwischen Fettsdureiiberangebot und fehlerhafter Insulinwirkung in
Zielgeweben (Schmitz-Peiffer 2010). Eine aktuelle Hypothese zur Insulinresistenz untersucht

einen Zusammenhang mit der Akkumulation intramuskulérer Lipide. Hierbei handelt es sich
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v.a. um Diacylglycerinen (DAG), Ceramiden (Cer) und langkettigen Acyl- CoAs (Substrate
bei der De-novo- Synthese von Ceramiden und DAG). Bioaktive Sphingolipide wie Ceramid,
Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat kombinieren Uberernihrung, Entziindung und meta-
bolische Dysregulation und konnen zu einer Insulinresistenz fithren (Sokolowska und
Blachnio-Zabielska 2019). Eine erhohte Insulinkonzentration im Blut bedingt eine gesteigerte
Insulinantwort am Herzen. Es kommt zu einer Hypertrophie der Mitochondrien und ggf. zur
Dysfunktion (Stanley et al. 1997). In verschiedenen Studien konnte ein Zusammenhang zwi-
schen Diabetes mellitus und der mitochondrialen Dysfunktion gezeigt werden (Ritov et al.
2005, Kelley et al. 2002).

Ahnlich wie beim Typ-2-Diabetes, kommt es zum Beispiel auch bei der HI zu einer Verringe-
rung der Fettsdure- Oxidation mit einer relativen Zunahme der anaeroben Glykolyse und in
einigen Féllen mit einer Akkumulation von nicht oxidierten Fettsdure- Derivaten. Es kommt
zur Lipidakkumulation im Herzen. Dies kann zu einer Organfunktionsstérung fithren, was als
Lipotoxizitit bezeichnet wird. Ein mdglicher Mechanismus dafiir, konnte die durch Ceramid
vermittelte Hemmung der Aktivitdt der mitochondrialen Elektronentransportkette sein. Dies
fithrt zu einem erhdhten Sauerstoffverbrauch und einer zunehmenden ROS- Entstehung (reak-
tive Sauerstoffspezies) (Doenst et al. 2010, Ide et al. 1999, Griffiths et al. 2010, Schwarzer et
al. 2014, Marin-Garcia et al. 2001, Moe et al. 2004, Chaurasia und Summers 2015). ROS wird
meist durch ein Uberangebot von Fettsiuren verstéirkt gebildet und reduziert damit auch die
Insulinempfindlichkeit. Auch fiihrt ROS u.a. zu einer vermehrten Freisetzung von Ceramiden.
Zunehmende Hinweise deuten darauf hin, dass viele dieser Lipide (u.a. Sphingolipide, Cera-
mid) die Herzfunktion verschlechtern und zu strukturellen Myokardschéden fiihren, u.a. Herz-
fibrose, Myozytenapoptose, sowie zur verminderten Kontraktilitit. Die verminderte Kontrak-
tilitdt ist haufig auf eine mitochondriale Dysfunktion zuriickzufiihren. Die Reversibilitit die-
ser Dysfunktion, gemeinsam mit verschiedenen Schliisselschritten des oxidativen und glyko-
lytischen Metabolismus nach der Verbesserung des Herzstresses und Herzversagens legen
jedoch nahe, dass die Dysfunktion der Mitochondrien eine reversible Anpassung darstellt und
sekunddr zu den verdnderten Stoffwechselwegen ist (Neubauer 2007, Schulze et al. 2016).
Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte eine Assoziation zwischen kontraktiler und mitochond-

rialer Dysfunktion gezeigt werden (Schrepper et al. 2012, Schwarzer et al. 2013).

Unter Beriicksichtigung der genannten Ursachen wird deutlich, wie umfassend das dtiologi-

sche Spektrum der HI ist (Lip et al. 2000).
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All diese heterogenen Faktoren konnen zu strukturellen Umbauprozessen im Herzen fiihren,
dem sogenannten kardialen Remodeling, welches ein entscheidender pathophysiologischer
Faktor in der Entstehung der chronischen HI ist (Shah und Mann 2011).

Ein gesundes Herz nutzt fiir die ATP- Produktion Fettsduren, Glucose, Laktat, Aminosduren
und Ketonkorper. Je nach Stoffwechsellage (Fiitterungs- oder Hungerphase), circadiane
Rhythmen (Chatham und Young 2013), Funktionszustand des Myokards und Auswirkungen
von systemischen Stoffwechsellagen, besteht eine bevorzugte Substratverwertung (Goldberg
et al. 2012, Schulze et al. 2016, Lopaschuk et al. 2010). Ein gesundes, erwachsenes Herz ver-
wendet vorzugsweise Fettsduren als Brennstoff fiir die ATP- Produktion. Ein erkranktes Herz
verwendet dagegen eher Glucose (Goldberg et al. 2012). Bei fortschreitendem Myozytenaus-
fall sind diese jedoch nicht mehr in der Lage, ausreichend ATP aus Fettsduren und Glucose zu
generieren (Goldberg et al. 2012, Razeghi et al. 2001, Taegtmeyer et al. 2010).

Dies ist mit einer mitochondrialen Dysfunktion, einem verringerten oxidativen Metabolismus
und einer Anreicherung von toxischen Lipidzwischenprodukten verbunden (Lopaschuk et al.
2010, Chokshi et al. 2012, Sharma et al. 2004). Die Arbeitsgruppe um Ruiping Ji et al. hat
gezeigt, dass ein ventrikuldirer Umbau bei HI mit einer Akkumulation von potenziell toxi-
schen Lipiden verbunden ist (Ji et al. 2017). Die Ursachen und Folgen dieses verénderten
Fettstoffwechsels sind jedoch nicht vollstindig geklart. Ein Lipid, welches akkumuliert ist, ist
z.B. das Ceramid.

Bisher existiert kein allgemeingiiltiges, pathophysiologisches Modell fiir die Entwicklung der
HI. Bekannt sind aber verschiedene pathophysiologische Abldufe des komplexen Entste-
hungsmechanismus. Auf der Suche nach neuen Biomarkern riickte das Ceramid in den Fokus
der Forscher. Forschungen zeigen, dass Ceramide bei der Pathogenese der HI beteiligt sind.
So untersuchte u.a. das Team um Meeusen et. al die zentrale Rolle von Ceramid als Biomar-
ker bei kardiovaskuldrer Erkrankung (Meeusen et al. 2018).

Jiingste Studien haben gezeigt, dass Ceramide im Plasma mit schwerwiegenden kardiovasku-
laren Ereignissen bei Patienten mit myokardialer Ischdmie assoziiert sind (Mantovani et al.
2018).

Da die aSMAse das Schliisselenzym bei der Bildung des Ceramides ist, wird ihr neben den
Ceramiden im Plasma, eine entscheidende Beteiligung bei der Pathogenese von kardiovasku-
laren Erkrankungen zugesprochen (Kinnunen und Holopainen 2002). Derzeit ist es jedoch
noch nicht vollstindig geklirt, wie Insulinresistenz, mitochondriale Dysfunktion, Ceramide
bzw. die Aktivitit der aSMAse miteinander zusammenhdngen bzw. diese mit einer HI assozi-

iert sind.
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4.2. Sphingolipide

Die Sphingolipide wurden erstmals 1884 von Thudichum beschrieben. Seit dem nehmen sie
eine zunehmende Bedeutung in der Forschung ein. Gemeinsam mit anderen Phospholipiden,
Glykolipiden, Cholesterol und integralen Membranproteinen bilden sie das Geriist der Bio-
membran einer Zelle (Ramstedt und Slotte 2002).

Die chemische Grundstruktur der Sphingolipide setzt sich aus dem langkettigen Aminoalko-
hol Sphingosin, einer polaren Kopfgruppe und einer geséttigten Fettsdure, welche {iber eine
Amid- Bindung mit dem C2- Atom des Sphingosins verkniipft ist, zusammen (Merrill 2002).
Ein Uberblick iiber die chemische Struktur einzelner Sphingolipide ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Allgemeine Strukturformel der Sphingolipide, der Ceramide und des Sphingosin- 1-
Phosphats

Fiir das bessere Verstindnis ist nur eine Sphingosinbase (Sphingosin = rot) dargestellt. An dieser
Sphingosinbase ist beispielhaft nur eine Fettsdureart (Fettsdure = griin) N- acetyliert. Mit ,,R* ist der
Rest dargestellt.

Abbildung modifiziert nach Futerman und Hannun (Futerman und Hannun 2004).

Sphingolipide sind allgegenwértige Bestandteile von eukaryontischen Zellmembranen. Lange
Zeit ging man davon aus, dass diese v.a. eine strukturelle Rolle bei der Membranbildung ha-
ben. Forschungen unterstiitzen jedoch die signaltransduktive Bedeutung der Sphingolipide bei
der Modulation zahlreicher zelluldrer Ereignisse, wie Differenzierung, Proliferation, Apoptose
und Entziindung (Pettus et al. 2003).

Der Sphingolipidstoffwechsel besteht aus einem komplexen Geflecht von stark regulierten
Stoffwechselwegen, bei denen bioaktive Molekiile wie Ceramid, Sphingosin und Sphingosin-

I-phosphat (S1P) gebildet werden.
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Die Synthese der Sphingolipide findet im ER- Golgi- Apparat statt. Dieser Weg wird als De-
novo- Synthese bezeichnet. Einige dieser Reaktionen, die z.B. zu Ceramid fiihren, sind irre-
versibel (Ceramid im ER; ER-Cer). So kommt es in einer irreversiblen Reaktion zur Ubertra-
gung einer Phosphocholingruppe durch die Sphingomyelin- Synthase (SMS) von Phospa-
tidylcholin auf Ceramid, wodurch Sphingomyelin (SM) und Diacylglycerol gebildet werden.
Das De-novo synthetisierte Sphingomyelin verldsst den ER-Golgi- Apparat und wird zu un-
terschiedlichen Zellorganellen transportiert, so v.a. zu Lysosomen und zur Plasmamembran.
Das gebildete Sphingomyelin wird nun von verschiedenen Sphingomyelinasen im Lysosomen
hydrolisiert, wie bspw. von der aSMAse. Die Erzeugung von Cer aus SM kann u.a. durch
Zellstress und der damit verbunden Aktivierung von aSMAse bedingt werden. Das entstande-
ne Ceramid kann die Signalgebung in der Zelle in Richtung Apoptose, Differenzierung und
Zellzyklusstillstand beeinflussen. Ceramide, welche aus Sphingomyelin gebildet wurden,
konnen durch Ceramidasen zu Sphingosin abgebaut werden. Sphingosin kann zu Sphingosin-
1-Phosphat (S1P) phosphoryliert werden (siche Abb. 3). Dieses wiederum 16st weitere biolo-
gische Effekte, bspw. Zelliiberleben, aus. Das Sphingosin kann ebenfalls den Zyklus verlassen
und tiber den Sphingolipid- Weg abgebaut werden. Auch kann es recycelt werden, in dem es
erneut am Sphingomyelin-Kreislauf teilnimmt und durch Ceramid-Synthase zu Ceramid recy-

celt wird (Salvage Weg) (Adada et al. 2016).
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Abbildung 3: Der Sphingolipidkreislauf

Vereinfachte schematische Darstellung des Sphingolipid- Kreislaufs.

ER- Endoplasmatisches Retikulum; SMAse: Sphingomyelinase; CDase: Ceramidase; SIP: Sphingosin-
1-Phosphat

Abbildung modifiziert nach Adada et al. (Adada et al. 2016).

Seit tiber zwei Jahrzehnten sind Ceramid, Sphingosin und Sphingosin-1- Phosphat (S1P) an-
erkannte bioaktive Lipide, welche die Differenzierung, die Proliferation und das Uberleben
der Zelle regulieren. Forschungen zeigen, dass ein erhohter zelluldrer Spiegel von Sphingosin
und Ceramid hdufig mit der Induktion von Apoptose, Differenzierung bzw. Zellalterung asso-
ziiert ist (Hannun und Obeid 2002, Kim et al. 1991). Der Gegenspieler ist das S1P. Das S1P
fordert, im Gegensatz zu Ceramid und Sphingosin, die Zellproliferation, Angiogenese und das
Uberleben der Zelle und reguliert die Migration (Spiegel et al. 1994, Cuvillier et al. 1996).
Basierend auf zahlreichen Studien hat sich die Hypothese entwickelt, dass der relative Anteil
von S1P, Sphingosin und Ceramid das Schicksal der Zelle bestimmen kann (Hait et al. 2006),
siche Abb. 4.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des S1P- Sphingosin/- Ceramid Gleichgewichts.
Vereinfachte Darstellung des SI1P- Stoffwechsels. Sphingosin (Sph) wird durch die Sphingosinphos-
phatase katalysiert, wodurch S1P gebildet wird. Das SIP kann reversibel durch die Sphingosinkinase
zu Sphingosin oder irreversibel durch Sphingosin-1-phosphatlyase abgebaut werden. Sphingosin kann
durch Ceramidsynthase in Ceramid (Cer) umgewandelt werden. Die Umkehrreaktion wird durch die
Ceramidase katalysiert. SIP fordert dabei die Zellproliferation und das Zelliiberleben, wihrend Ce-
ramid und Sphingosin dazu neigen, Apoptose zu induzieren und den Zellzyklus anzuhalten.

Abbildung modifiziert nach Meng et al. (Meng et al. 2011).

Es ist bekannt, dass bestimmte bioaktive Sphingolipide, v.a. S1P und Ceramid, starke Aus-
wirkungen auf die Herzaktion bei experimenteller Ischdmie/ Reperfusionsverletzung haben.
Dabei hat jeder von ihnen eine andere Wirkung. Extrazelluldres S1P ist ein starker kardiopro-
tektiver Mediator. Die Hauptquelle fiir das S1P im Plasma sind Erythrozyten (Bode et al.
2010). Auch Thrombozyten und Endothelzellen kénnen SIP zur Verfligung stellen
(Venkataraman et al. 2008, Yatomi et al. 1995).

Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit S1P die Lebensfahigkeit von isolierten
Kardiomyozyten, die einer Hypoxie oder Ischdmie mit Reperfusion ausgesetzt waren, erhoht
(Karliner et al. 2001, Tao et al. 2010, Zhang et al. 2007). Auch zeigte sich, dass S1P die In-
farktgroBe und den linksventrikuldren enddiastolischen Druck verringert und die Regeneration
in isolierten, reperfundierten Maus- und Rattenherzen nach Ischdmie/Reperfusion beschleu-
nigt (Jin et al. 2002, Lecour et al. 2002, Theilmeier et al. 2006, Vessey et al. 2008). 2011
konnte die Arbeitsgruppe um Gomez et.al die Beteiligung des mitochondrialen S1P an der
Kardioprotektion bei Myokardverletzung und damit verbundene Mitochondrienschadigung
feststellen (Gomez et al. 2011).

In den Ischdamie-/Reperfusions- Verfahren konnte ein erhdhter Spiegel von Ceramid im Myo-
kard von isolierten, perfundierten Ratten- und Kaninchenherzen gemessen werden. Des Wei-
teren zeigte sich eine gesteigerte Apoptoseinduktion durch den erhohten Ceramid-Spiegel
(Argaud et al. 2004, Bielawska et al. 1997, Beresewicz et al. 2002, Cordis et al. 1998, Zhang
et al. 2001, Cui et al. 2004). Die Daten zur Auswirkung von Ischdmie/Reperfusion auf das
Verhalten von Sphingosin in isolierten, perfundierten Herzen sind umstritten. Es konnte dabei
sowohl eine Erhohung (Cavalli et al. 2002), als auch eine Verringerung (Cordis et al. 1998)
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des Plasmaspiegels beobachtet werden. In hoher Dosis wirkt Sphingosin kardiotoxisch, wéh-
rend es in physiologischer Konzentration kardioprotektiv wirkt (Vessey et al. 2008). In Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass Sphingosin an einer durch Mikroembolisation der Herz-
kranzgefaB3e bei Hunden hervorgerufenen Myokardfunktionsstorung beteiligt ist (Thielmann
et al. 2002). Es wurde auch vermutet, dass Sphingosin zu einer protektiven Wirkung auf durch

TNF-a geschéddigte Herzmitochondrien beitrdgt (Lacerda et al. 2010).

Zahlreiche Studien deuten auf eine Beteiligung von Sphingolipiden bei kardiovaskuldren Er-
krankungen hin. Die Arbeitsgruppe von Spijkers et. al zeigte, dass Hypertonie mit einer deut-
lichen Verdnderung der vaskuldren Sphingolipid-Biologie verbunden ist. So tragen bspw.
gesteigerte Ceramid- Spiegel und -Signale zu einem erhdhten Gefélltonus bei (Spijkers et al.
2011). Hypertonie ist ein Hauptrisikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und ist somit
auch am Pathomechanismus der HI beteiligt. Es ist mit einem erhohten Gefdf3tonus, einem
verminderten Vasodilatationspotenzial und einem inneren Umbau der Blutgefd3e verbunden.
Dies kann als endotheliale Dysfunktion bezeichnet werden. Die endotheliale Dysfunktion geht
mit einer beeintrdchtigten Empfindlichkeit der glatten Muskelzellen gegeniiber vasodilatie-
renden Faktoren einher. Es wurde erkennbar, dass die Regulation der Geféalreaktivitdt und des
Zellwachstums teilweise durch ein intrinsisches Netzwerk bioaktiver Lipide, den Sphingolipi-
den, vermittelt wird. Von den Sphingolipiden ist das Sphingomyelin in praktisch allen Zellen

zahlreich vorhanden (Vanhoutte und Boulanger 1995, Feletou et al. 2009).

4.2.1. Ceramid: Struktur und Biosynthese
Im Mittelpunkt des Sphingolipstoffwechsels steht das Ceramid. Die Ceramidstruktur ist in
Abb. 2 dargestellt. Ceramid kann sowohl de novo als auch durch Hydrolyse von Sphingomye-
lin bzw. komplexen Glykolipiden gebildet werden. Da diese Reaktionsschritte weites gehend
umkehrbar sind, kann Ceramid wiederum in Sphingosin umgewandelt werden oder als Sub-
strat fiir die Sphingomyelin- Synthese (Erzeugung von DAG) oder Glykolipiden dienen
(Hannun und Obeid 2002). Alle Gewebe konnen aus gesittigten Fettsduren und Sphingosin de

novo Ceramid synthetisieren. Somit sind Ceramide in allen Geweben vorhanden.

Ceramide sind komplexe Sphingolipide. Sie konnen als sogenannter ,,Koordinator* in der
zelluldren Antwort auf Stress angesehen werden (Pewzner-Jung et al. 2006). So nimmt der

hochaktive Lipidmediator Einfluss auf Zelldifferenzierung und Proliferation, Stress-Antwort
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und Inflammation, aber auch auf Apoptose und Zellseneszenz (Hannun und Obeid 2002). Die
Abb. 5 zeigt beispielhaft eine schematische Darstellung der Rolle vom Ceramid bei der In-
flammation.

Ceramide werden an Lipoproteine gebunden transportiert. Die Plasmakonzentrationen von
Ceramiden sind bei Patienten mit arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2, sowie bei
Insulinresistenz erhdht (Spijkers et al. 2011, Bergman et al. 2015, Huang et al. 2011, Haus et
al. 2009, Predescu et al. 2013). Sie fordern in Arterien die Infiltration von Lipoproteinen in
die GefdBwand (Li et al. 2014). Durch zahlreiche Stimuli akkumuliert Ceramid zu hochorga-
nisierten ceramidreichen Doménen auf der Zelloberfldche. Dies fiihrt zu einer Modulation der
biophysikalischen Eigenschaften der Zellmembran. Als Ausgangspunkt dieser, dienen inho-
mogen verteilte Aggregate aus Cholesterol und Sphingomyelin auf der Zelloberfliche. Sie
werden als ,rafts* bezeichnet (Simons und Ikonen 1997). Arterielle Plaques konnen bis zu 50-
fach mit bestimmten Ceramiden angereichert sein (Schissel et al. 1996). Dies ist zum einen
durch entziindliche Zytokine, wie TNF-o bedingt. Diese haben stimulierenden Einfluss auf
die Ceramidsynthase (Marathe et al. 1998).

Neben der Beteiligung an der Thrombozytenaktivierung, sind Ceramide auch an der En-
dotheldysfunktion durch Entkopplung des NO- Signalweges beteiligt (Spijkers et al. 2011,
Knapp et al. 2012, Zhang et al. 2012, Mugabo et al. 2011). Einige Studien konnten zeigen,
dass bestimmte Plasmaceramide in einem signifikanten Zusammenhang mit Herz-Kreislauf-
Erkrankungen stehen. Das von diesen Ceramiden ausgehende kardiovaskuldre Risiko war
unabhédngig vom Alter, Body-Mass-Index (BMI), Rauchstatus, Statineinnahme, Triglyceriden,
LDL und Cholesterin (Tarasov et al. 2014, Wang et al. 2017). Nachfolgende Studien haben
diesen Zusammenhang zwischen Ceramiden und kardiovaskuldren Tod oder dem akuten Ko-
ronarsyndrom binnen 1-5 Jahren bestétigt (Tarasov et al. 2014, Wang et al. 2017, Cheng et al.
2015, Havulinna et al. 2016, Laaksonen et al. 2016).

In einer Studie der Arbeitsgruppe um Meeusen et. al konnte verdeutlicht werden, dass eine
erhohte Plasmakonzentration von Ceramiden unabhingig voneinander mit schwerwiegenden
kardiovaskuldren Ereignissen bei Patienten mit oder ohne Erkrankung der Herzgefille ver-

bunden ist (Meeusen et al. 2018).
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Abbildung 5: Schematischer Uberblick iiber die Rolle der Ceramide bei der Inflammation
SMAse: Sphingomyelinase
Abbildung modifiziert nach Schmitz- Pfeiffer et al. (Schmitz-Peiffer 2010)

4.3. Saure Sphingomyelinase

Sphingomyelinasen sind Hydrolasen, welche Sphingomyelin in Ceramid und Phosphocholin
spalten (Abb. 6) (Thannhauser et al. 1938). In Abhéngigkeit ihrer katalytischen pH-Optima,
werden die Sphingomyelinasen in eine saure, neutrale und alkalische Form unterschieden und
sowohl nach Kofaktoren, Aktivierungswegen, als auch nach subzelluldrer Lokalisation einge-
teilt. Die aSMAse hat ihr pH- Optimum zwischen 4,0-5,0 (Goni und Alonso 2002). Besonders
Makrophagen und Endothelzellen sezernieren die aSMAse.

Die Beteiligung von SMAsen als Mediator von Entziindungen bei Herz- Kreislauf- Erkran-
kungen, wie Atherosklerose, Ischimie/ Reperfusionsschiden und der akut beeintrdchtigten
Kontraktilitit des Myokards konnte nachgewiesen werden (Marathe et al. 1999, Hernandez et

al. 2000, Oral et al. 1997).
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Abbildung 6 Die Reaktion der aSMAse

Die aSMAse hydrolisiert Sphingomyelin zu Phosphorylcholinen und Ceramid.
SMAse: Sphingomyelinase

Abbildung modifiziert nach Jenkins et al. (Jenkins et al. 2009).

V.a. bei inflammatorischen Vorgéngen scheint die aSMAse eine wichtige Rolle zu spielen, da
bei diesen Zellprozessen eine hohere Aktivitit gemessen werden kann (Claus et al. 2005). Die
Aktivitit der SMAse wird durch unterschiedliche Faktoren zur Entziindungsstimulation er-
hoht. Ein Aktivator ist so z.B. Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), aber auch oxidativer
Stress, der einen Anstieg von 4-HNE bewirken kann, kann die Aktivitdt der SMAse steigern
(Mathias et al. 1998, Doehner et al. 2007, Wong et al. 2000). Eine weitere Studie zeigt, dass
eine erhohte Aktivitdit der SMAse im Plasma von Patienten mit septischen Schock gemessen
werden konnte und diese zur Pathophysiologie der Organfunktionsstorungen beitragen kann
(Claus et al. 2005).

Auch in der Atherogenese spielt die aSMAse eine wichtige Rolle. Arteriosklerotische Plaques
setzen sich aus extrazelluldrer Matrix, mit Cholesterolester beladenen Makrophagen, glatten
Muskelzellen, sowie aus Lipoproteinaggregaten und verschiedenen Enzymen, v.a. der aSMA-
se zusammen (Tabas et al. 1993). Nicht nur das Endothel enthdlt die SMAse, auch im LDL
(Lipoproteine mit niedriger Dichte) ist das Enzym enthalten. Bei der Atherosklerose kommt
es zu einer Ansammlung von LDL in der arteriellen Intima, gemeinsam mit dem Apolipopro-
tein B- 100. Studien zeigen, dass die Kumulation von LDL in der Arterienwand ein wichtiger
Schritt bei der Entstehung der Atherosklerose ist, welche eine KHK und einen Myokardin-

farkt bedingen kann, die wiederum die hiufigsten Ursachen fiir eine HI sind (Kinnunen und
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Holopainen 2002). Auch bei der Bildung von Plaques spielt die SMAse eine wichtige Rolle.
Diese erhdhen das Myokardinfarktrisiko und dies kann somit zur HI fiihren.

Die aSMAse ist bei der HI unabhiingig von der Atiologie hochreguliert. Die Arbeitsgruppe
um Doechner et. al. konnte zeigen, dass die aSMAse-Aktivitit bei der HI mit dem klinischen
Status und der Schwere der Erkrankung zusammenhédngt und sich auf eine beeintrichtigte
periphere Vasodilatatorkapazitit bezieht. Somit zeigt sich, dass die aSMAse- vermittelte Sig-
naliibertragung zu regulatorischen Prozessen der Pathophysiologie der HI beitragen kann

(Doehner et al. 2007).

4.3.1. Sphingosin-1-phosphat und Sphingosin-1 Phosphatphosphatase- 1

Das Sphingosin-1- Phosphat ist ein natiirlich vorkommendes bioaktives Sphingolipid mit
wichtigen Funktionen in den Bereichen Entziindung, Herz- Kreislauf und Immunitét (Polzin
et al. 2017). Vorldufer fiir das Sphingosin-1-Phosphat ist das Sphingosin, welches als Substrat
fiir Sphingosinkinasen (SphK) dient. SIP wird in Zellen durch Phosphorylierung von Sphin-
gosin gebildet. Das Sphingosin wird somit durch die Sphingosinkinase in Sphingosin-1-
Phosphat und dieses wiederum durch die Sphingosin- 1-Phosphat- 1-Phosphatase wieder in
Sphingosin umgewandelt. Im Blut kann S1P meist in hohen Konzentrationen bestimmt wer-
den. Es dient als Schliisselmediator fiir zahlreiche physiologische und pathophysiologische
Reaktionen wie Zellproliferation, Differenzierung, Migration, Zelliiberleben aber auch u.a. fiir
Lymphozytentransport und vaskuldre Integritit. SIP bindet u.a. am SI1P1- Rezeptor. Die
S1P/S1P1- Rezeptorachse dient als wichtige Kontrolle der GefaBBpermeabilitit, und bedingt
u.a. Vasokonstriktion. Die Durchlissigkeit der Gefdlle kann hierbei verringert werden und
hemmt somit einen wichtigen Prozess von Entziindungen, bei denen eine GefdBBpermeabili-
titssteigerung eine zentrale Rolle spielt.

Die S1P Konzentration im Plasma wird mit dem Schweregrad der koronaren Herzkrankheit
und des Myokardinfarkts in Zusammenhang gebracht (Levkau 2015). Es wirkt innerhalb des
kardiovaskuldren Systems kardioprotektiv nach z.B. Reperfusionsschdden/ Ischdmie und kar-
dialen Remodeling (Means und Brown 2009). S1P hat antagonisierende Wirkungen gegen-
iiber dem Ceramid. Es wirkt proliferativ und neben seiner antiapoptotischen Wirkung, ist es
auch an der Zellmigration, Angiogenese und bei Immunfunktion beteiligt. (El Alwani et al.
2006) (Abb. 4). Damit dient es als Gegenspieler vom Ceramid (Pyne und Pyne 2010,
Rohrbach et al. 2017, Maceyka und Spiegel 2014).
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4.4. Faktoren, die den Sphingolipidstoffwechsel beeinflussen: TNF- o und
4- HNE

Tumornekrose Faktor- a
Der Tumornekrose- Faktor-a (TNF- a) gehort zu den proinflammatorischen Zytokinen. Be-
sonders die Stimulation von Monozyten, Makrophagen, Wachstumsfaktoren, aber auch von
TNF- a selbst und u.a. viralen Infektionen, bewirken die Ausschiittung aus z.B. glatten Mus-
kelzellen, wie sie in Blutgefdlen zu finden sind. In Kombination mit weiteren proinflammato-
rischen Zytokinen, bspw. IL-1, wird die Wirkung von TNF- a potenziert. Es wirkt u.a. auf
verschiedene Tumorzellen zytotoxisch, bewirkt die Differenzierung von Monozyten, unter-
stiitzt deren Ausbildung zu zytotoxischen T-Zellen und stimuliert die Wachstumshormonaus-
schiittung (Vassalli 1992).
Bei HI- Patienten fordert TNF- a eine Durchléssigkeitssteigerung der Zellmembran, in dem es
die aSMAse- Aktivitdt erhoht. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen TNF- a Ex-
pression und dem Schweregrad der HI (Feldman et al. 2000). Bereits 1990 kam die erste
Vermutung auf, dass TNF- o an der Pathogenese der HI beteiligt sein konnte. Es konnte ein
erhohter zirkulierender TNF- a- Spiegel bei Patienten mit Kachexie und HI im Endstadium

nachgewiesen werden (Beth Levine 1990).

TNF- a bewirkt eine hypertrophe Wachstumsreaktion in den Myokardzellen. Dies konnte eine
adaptive Reaktion auf himodynamischen Stress sein (Yokoyama et al. 1997). Es wirkt nega-
tiv ionotrop auf das Herz. Altere Studien legen nahe, dass Sphingosin die unmittelbare nega-
tiv- ionotrope Wirkung von TNF- a in Herzzellen vermittelt und sich somit der Tumornekro-
se-Faktor a und der Sphingolipid-Kreislauf beeinflussen (Oral et al. 1997). Die Arbeitsgruppe
um Dressler et. al. zeigte, dass eine erhohte TNF- a Konzentration zu einer raschen Verringe-
rung des Membran- Sphingomyelin- Gehalts fiihrt und gleichzeitig eine Erhohung der Cera-
mid- Konzentration bedingt. Dabei stimuliert TNF- a die Sphingomyelinase und Ceramid-
aktivierten Proteinkinasen (Dressler et al. 1992). Weiterhin sind TNF-o und andere Zytokine
an der Pathogenese von Muskelschwund und Herzkachexie beteiligt und hdngen mit der
Uberlebensprognose bei HI zusammen (Anker et al. 2004, Rauchhaus et al. 2000). Obwohl
der veridnderte Sphingomyelin- Signalweg eine Reaktion auf erh6hte TNF- a Konzentration in
verschieden Geweben bedingt, wurde die Bedeutung der aus dem Endothel stammenden zir-
kulierenden SMAsen bei der HI bisher unzureichend untersucht (Strle et al. 2004, Brindley et
al. 1999).
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4- Hydroxy-2 Nonenal

4- HNE, ist ein reaktives Aldehyd, das aus der Lipidperoxidation mehrfach ungesittigter Fett-
sduren entsteht. Bei diesem Vorgang werden wiederum Proteine unter Bedingungen des oxi-
dativen Stresses modifiziert, d.h. geschiadigt. Es ist. an der Signalisierung von oxidativem
Stress, Zellproliferation, Transformation oder am Zelltod beteiligt. 4- HNE spielt bei Herz-
Kreislauf-Erkrankungen eine Rolle. Es kommt u.a. zu einer Akkumulation von 4- HNE bei
atherosklerotischen Lisionen. 4- HNE fordern chronische Entziindungen, beeintrdchtigen die
Permeabilitidt von GefaB3zellen und kann bei der Apoptose von Endothelzellen beteiligt sein
(Dalleau et al. 2013, Herbst et al. 1999, Zhang et al. 2010, Hajjar und Haberland 1997, Hegyi
et al. 1996). Eine Verabreichung von 4- HNE kann ein kontraktiles Versagen verursachen und
proarrhythmische Verdnderungen am Herzen bedingen (Haenen et al. 1989).

4-HNE kann Proteine kovalent modifizieren und somit deren Funktion verdndern. Kommt es,
wie bei der HI, zu metabolischen und hdmodynamischen Stress, werden reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) vermehrt ausgeschiittet und die Bildung von Aldehyden durch Lipidper-
oxidation gefordert. Dies fiihrt zu einer Steigerung der myokardialen Hypertrophie und einer
vermehrten Bildung von 4-HNE. Somit dient 4-HNE auch als Marker fiir oxidativen Stress.
Oxidativer Stress fiihrt somit zu einem Fortschreiten der HI und bewirkt eine vermehrte Bil-
dung der Sphingolipidmediatoren Ceramid und S1P, welche an stressinduzierten Zellreaktio-
nen beteiligt sind. Die redoxempfindlichen SMAsen und Sphingosinkinase-1 sind an der
Ubertragung von Stresssignalen auf S1P bzw. Ceramiden beteiligt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass 4-HNE im Plasma und 4- HNE- Proteine im Myokard bei Patienten mit HI, er-
hoht sind (Mak et al. 2000, Nakamura et al. 2002, Dalleau et al. 2013, Cing-Frais et al. 2013,
Ide et al. 1999). Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen 4- HNE und der Neovaskula-
risation in humanen atherosklerotischen Plaques. In humanen atherosklerotischen Lésionen
zeigte sich eine erhohte Konzentration von 4-HNE. Die angiogene Wirkung von 4- HNE kann
iiber einen Signalweg vermittelt werden, der die ROS- Bildung und die anschlieBende Akti-

vierung des Sphingolipid- Weges umfasst (Camare et al. 2017).

4.5. Sphingolipidstoffwechsel und Herzinsuffizienz
Die Entstehung der HI ist hdufig ein langer Prozess. Zunehmende Untersuchungen stiitzen
eine ausgeprdgte Rolle der Sphingolipide, u.a. des Ceramidsignals bei kardiovaskuldren
Krankheitszustdnden. Ceramide sind, wie eingangs erwihnt, eine Klasse von Sphingolipiden

und Second- Messenger- Molekiilen, welche verschiedene Zellfunktionen vermitteln (Hla und
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Dannenberg 2012). Sie werden auf verschiedenen molekularen Wegen synthetisiert. Unklar
ist jedoch, wie die Ceramidproduktion im normalen und im pathologischen Myokard reguliert
wird, z.B. durch die aSMAse. Das Verstindnis dieser Signalwege ist von hoher Relevanz,
weil Anderungen in der Ceramidsynthese und deren Akkumulation im Herzgewebe, zu einer
Myokardverletzung und einem Fortschreiten einer HI beitragen konnen (Park et al. 2008,
Bielawska et al. 1997). Bisher wurde kaum untersucht, wie sich der Sphingolipidstoffwechsel

wihrend der Entstehung einer durch Druckiiberlastung induzierten HI verhilt.
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5. ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Ziel dieser Arbeit war es, die Aktivitit der aSMAse wihrend der Entwicklung einer durch
Druckiiberlastung induzierten HI zu bestimmen und die Expression verschiedener Schliissel-
enzyme/ bzw. -substrate des Sphingolipidstoffwechsels zu untersuchen.
Dazu wurden folgende Hypothesen untersucht:
Hypothese 1:

Die Aktivitdt der aSMAse verdndert sich wéahrend einer kardialen Druckiiberlastung.
Hypothese 2:

In der Herzinsuffizienz ist die Aktivitdt der aSMAse stark erhoht.
Hypothese 3:

Wihrend der Entwicklung einer durch Druckiiberlastung induzierten HI ist der Cera-

midstoffwechsel verdndert.
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6. MATERIAL & METHODEN

6.1. Material
6.1.1. Tiere
Fiir die Versuche wurden ménnliche Sprague- Dawley Ratten (SD- Ratten) aus der eigenen
Zucht im ZET des Forschungszentrums Lobeda verwendet. Die Versuchstiere wurden in
standardisierten Kéfigen gehalten und erhielten freien Zugang zu Futter und Wasser. Es waren
eine konstante Umgebungstemperatur von 21°C und ein 12 Stunden Lichtzyklus gegeben.
Alle Versuche wurden von dem Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelhygiene und Verbrau-
cherschutz unter der Reg. Nr. 02-015/12 genehmigt und in den Laboratorien der Klinik fiir
Herz- und Thoraxchirurgie des Universitdtsklinikums Jena durchgefiihrt. Die verwendeten
Geridte sind in Tab. 1, die verwendeten Chemikalien in Tab. 2 aufgelistet. Die verabreichten

Medikamente sind der Tab. 3 zu entnehmen.

6.1.2. Gerite

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Geriite

Verbrauchsmaterialien/ Gerate Hersteller

Analysewaage/ Feinwaage

Teflonhomogenisator RE16 Janke & Kunkel, IKA- Labortechnik

Zentrifuge (sollte max. 1600x g erreichen)

Fluoreszenzmessgerdt Synergy 2 Bio Tek

Heizblock (bis 99°C)

Vortexer

Elektrophoresekammer Biorad Mini PROTEANJ ® 3 Cell, kom-
plettes System

Transfersystem Biorad TRANS- BLOT® SD, SEMI- DRY
TRANSFER CELL

Plattformschiittler

Imaging- Gerédt LAS 3000 Fujifilm

Wasserbad mit Heizspindel

Speedvac

Kieselgelplatten

FLA5000
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6.1.3. Chemikalien

Tabelle 2:Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Triton-X 100 Sigma, T9284
Tris- HCL Sigma, T3253
NaCl Roth, 9265.1
NaF Sigma, S7920
NayP,0, Sigma,S6422
PMSF Roth, 6367.1
Naz;VO, Sigma, S6508

Protease Inhibitor Cocktail- Tabletten (Com-
plete mini)

Tris (basisch)

SDS( Natriumdodecylsulfat)
Dithiothreitol (DTT)

EDTA

Glycerol

Bromphenolblau

Glycerin

Methanol

Tween 20

H,0,

Chemiluminescence reagent for horseradish
peroxidase

HCL

Ammoniumperoxisulfat (APS)
Isopropanol (2- Propanol)
Essigsdure

Comassieblau
Magermilchpulver

BSA

Proteinstandard

Farbereagenz- Konzentrat

30% Polyacrylamid

Roche, 11697498001

Roth, 5429.3
Roth, 2326.2
Roth, 6908.1
Roth, 8043.3
Sigma, G7893
Roth, A512.1
Roth, T873.2
Roth, 4627.5
AppliChem, A1389
Sigma, 34, 988-7
SERVA, 42582.02

Roth, K025.1

Roth, 9592.2
Sigma, 15, 246-3
Roth, 3738.5
Serva. 17524
Roth, T145.2
Sigma, A7906
Sigma, P0834
Biorad, 500-0006
AppliChem, A1672
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TEMED Sigma, T8133
Naphtol Blue Black Fluka, 70492
Precision Protein Streptacin- HRP Conjugate  Bio- Rad; 161-0380

Primér- und Sekundérantikorper Verschiedene Hersteller

6.1.4. Medikamente

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Medikamente

Medikamente Wirkstoff

Ketamin Ketaminhydrochlorid
Novaminsulfon Metamizol- Natrium- Monohydrat
Rompum Xylazinhydrochlorid

Thiopental Thiopental- Natrium

6.2. Methoden
6.2.1. Studiendesign

Um die Aktivitit der aSMAse wihrend der Entwicklung einer durch Druckiiberlastung indu-
zierten HI zu messen, wahlten wir folgendes Versuchsdesign.

3 Wochen alte, mdnnliche SD-Ratten erhielten eine transverse Aortenkonstriktion (TAC).
Gleichalte Geschwistertiere ohne TAC fungierten als Kontrolltiere. Beide Gruppen, TAC-
sowie Kontrolltiere, wurden {iber die folgenden 20 Wochen regelméBig echokardiografisch
untersucht und retrobulbdr Blut entnommen. Ein schematisches Versuchsdesign ist in Abb. 7
dargestellt.

Nach 2 und 10 Wochen, sowie zum Zeitpunkt der systolischen HI, definiert als eine links-
ventrikuldre Verkiirzungsfraktion < 30%, wurden die Tiere getdtet und eine Organentnahme
durchgefiihrt. Die systolische HI trat bei den Tieren in der Regel mit einem Alter von ca. 23

Wochen auf.
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Alter in Wochen

TAC 5 9 13 16 19
\ 2 6 10 13 16
Wochen
nach TAC 4 x 4 l Z

1.Blutentnahme
2.Blutentnahme
3.Blutentnahme
4 Blutentnahme
5.Blutentnahme
6.Blutentnahme

Abbildung 7: Studiendesign
Schematische Darstellung des verwendeten Studiendesigns.
TAC: Transverse Aortenkonstriktion

6.2.2. Chirurgische Eingriffe

Unsere Arbeitsgruppe etablierte die verwendete Methode. Diese wurde urspriinglich im Jour-
nal um Zaha et al. publiziert (Zaha et al. 2003).

Eine Konstriktion des Aortenbogens kann eine kiinstliche Druckiiberbelastung des Herzens
schaffen, welche sich zu einer HI entwickelt. Der operative Eingriff erfolgte an ménnlichen
SD Ratten, welche zum Zeitpunkt des Eingriffes ca. 21 Tage alt waren und im Mittel 50g wo-
gen. Fiir die Operation wurden die Tiere mit einer Narkose, bestehend aus Ketamin 10%,
Xylazin 2% und aqua dest. im Verhéltnis 1:1:2 andsthesiert (3 ml/kg Korpergewicht i.p.).

Die Intubation fand zu Beginn der Operation statt. Hierfiir erfolgte eine Hauter6ffnung im
Bereich des Halses bis hin zur Trachea. Diese wurde anschlieBend mit Hilfe einer stumpfen
Pinzette frei prapariert. Unter visueller Kontrolle und Nutzung einer 16G Kantiile als Tubus,
erfolgte die Intubation der Tiere. Die Kaniile wurde an einem Beatmungsgerit angeschlossen
und das Tier mit Raumluft beatmet. Uber einen zweiten Hautschnitt oberhalb des Sternums,
wurde der Aortenbogen aufgesucht und mit einer stumpfen Pipette frei pripariert, sodass nun
die Ziigelung erfolgte. Hierfiir wurde unter Verwendung einer modifizierten Zange, ein Ge-
faBclip aus Titan zwischen dem Abgang des Truncus brachiocephalicus und der linken Arteria
carotis communis platziert. Durch die Modifizierung der Zange, verschlieit der eingesetzte
GefiBclip die Aorta nicht vollstindig, sondern hinterldsst eine Offnung von ca. 0,35mm (siche

Abb.8).
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Metallclip
linke A. Carotis

Truncus
brachiocephalicus

Aortenbogen

Abbildung 8:Foto der Aortenclipstelle am frei priparierten Aortenbogen.

Links ist der frei priparierte Aortenbogen dargestellt. Die rechte Abbildung zeigt schematisch den Ort
des Metallclips. Die Clipstelle befindet sich zwischen dem Truncus brachiocephalicus und der linken
Arteria carotis. Dieser Prozess fiihrt zur Induktion einer Driickiiberlastung.

A. Carotis: Arteria Carotis

Im Anschluss an die Clipapplikation wurde sowohl die Léngsdurchtrennung des Brustbeins,
als auch die Operationswunde mittels Naht verschlossen (siche Abb. 9). Sobald die Tiere wie-
der eine Spontanatmung erlangten, wurden sie extubiert. AnschlieBend erfolgte fiir die néchs-

ten drei bis vier Tage eine Schmerzmedikation mit Metamizol iiber das Trinkwasser.

Abbildung 9: Intubierte Ratte bei Zustand nach der Einbringung des Aortenclips.
Mediane Thorakotomie Wunde mit Naht verschlossen.
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6.2.3. Echokardiografie

Um das Auftreten kardialer Verdnderungen, morphologisch wie auch funktionell, genau zu
dokumentieren, wurden die TAC-Tiere, aber auch die Kontrolltiere in regelmiBigen Abstdn-
den echokardiografisch untersucht.

Die echokardiografische Untersuchung erfolgte unter Narkose. Hierfiir wurde Isofluran (An-
flutung 5%, Erhalt 1,5%) verwendet. Im Anschluss wurde die Brust rasiert und die Positionie-
rung des Tieres in Riickenlage auf einem beheizten Untersuchungstisch durchgefiihrt. Zuerst
wurde der Zweikammerblick der linken Herzseite auf Hohe des Papillarmuskels aufgesucht.
Dies wurde durch die parasternale Ausrichtung des Schallkopfes erreicht. Hierbei konnten
Aufnahmen des linken Ventrikels im M- Mode (Bild entlang einer Schnittlinie im Zeitverlauf)
erzielt werden. Es konnten neben der Herzfrequenz, auch Aussagen iiber die Wanddicken der
Vorder- und Hinterwand in Systole und Diastole gewonnen werden. Weiterhin ermoglichte
der M- Mode eine Erfassung der end- systolischen (LVESD) und end- diastolischen
(LVEDD) Durchmesser des linken Ventrikels. Weitere Parameter wurden aus den Ergebnis-

sen der echokardiografischen Messung ermittelt.

Ejektionsfraktion in % = ( EDV -ESV) / EDV

Verkiirzungsfraktion (Fractional Shortening) in % = (LVEDD-LVESD) /LVEDD
EDV = Enddiastolische Volumen

ESV = Endsystolisches Volumen

Eine Beurteilung der vier Kammern durch den Vierkammerblick konnte durch Neigung des
Schallkopfes erreicht werden. In dieser Ebene konnte die Myokardbewegung mittels Tissue
Doppler am septalen Mitralanulus bewertet, sowie mittels Pulsed- Wave Doppler die Flussge-

schwindigkeit liber der Mitralklappe ermittelt werden.

Die Methodik der transversen Aortenziigelung, sowie die echokardiografischen Untersuchun-
gen und retrobulbédren Blutentnahmen, wurden von Mitarbeitern der Herz- Thorax- Chirurgie
der Universitit Jena durchgefiihrt. Mein Teil der Arbeit begann mit der Organentnahme und

Probenaufbereitung, sowie der anschliefenden Messungen.

6.2.4. Organentnahme
Zu den jeweiligen definierten Zeitpunkten (2-, 10-, 20 Wochen) erfolgte bei einem Teil der

Tiere eine Organentnahme.
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Nach Bestimmung des Korpergewichtes, wurde Thiopental (150 mg/ kg) mittels intraperi-
tonealer Injektion appliziert. Der Bauch- sowie der Brustraum wurden nach der Priifung der
residualen Reflexe erdffnet. Dabei wurde auf mogliche Fliissigkeitsansammlungen in Form
von Asitzes/ Pleuraerguss, sowie auf krankhafte Verdnderungen der Organe geachtet. Nach
der Herzexplantation wurde dieses in 0,9%iger Natriumchloridlosung (NaCl) auf Eis gekdihlt.
Nun folgten die Entnahmen und die einzelnen Gewichtsbestimmungen von Lunge und Leber.
Die linke Tibia wurde entnommen und gemessen.

Das Herz wurde nach der Entnahme wiederholt mit NaCl gespiilt und von extrazellulirem
Gewebe befreit. Anschlieend erfolgte die Bestimmung des Gesamtherzgewichtes, sowie des

Ventrikelgewichtes. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80°C aufbewahrt.

6.2.5. Proteinaufbearbeitung fiir Proteinanalyse
Das Herzgewebe wurde in fliissigem Stickstoff gemdrsert und anschlieBend bei -80°C aufbe-
wahrt. In 450 pl des gekiihlten Proben- Puffers (Tab.4 -6), wurden 50 mg des Herzpulvers
iiberfiihrt und auf Eis aufbewahrt. Das tiberfiihrte Gewebe wurde fiir 1min mit einem Teflon-
pistill (600-800 rpm) homogenisiert, fiir 15 min auf Eis gestellt und im Anschluss bei
16.000xg zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiber-
fiihrt, das Pellet verworfen. AnschlieBend wurde nach der Bradford- Methode der Proteingeh-

alt des Uberstandes bestimmt.

Im Anschluss an die Proteinbestimmung erfolgte die Aliquotierung der extrahierten Proteine
sowie die Zugabe von 3x Ldmmli- Puffer (Tab.7), um eine Probe mit einem Proteingehalt von
40 pg/10 pl zu erhalten. Die fertigen Western Blot- Proben wurden bis zur Verwendung bei
-20°C autbewahrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Proben- Puffer- Stocklosung

Chemikalien

10% Titron- X 100

1 M TrisHCL pH 7,5
2M Nac(Cl

0,5 M NaF

0,25 M Na,P,0,
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Tabelle 5: Erstellung des 10ml Proben- Puffer

Chemikalien Endkonzentration auf 100ml

6, 95 ml aqua dest. Vorlegen

Zugabe von:

200 pl TrisHCL 20 mM Tris 7,5
245 pul NaCl 50 mM NacCl

1000 pul NaF 25 mM NaF

600 ul NayP,0, 12,5 mM Na,P,0,
1000 pl Triton- X 100 1% Triton- X

Tabelle 6: Nachtréigliche Zugabe fiir den Proben- Puffer

Frisch zu 10ml hinzugeben:

Complete mini- Tablette 1 pro 10 ml
PMSF 10 mg/ ml Ethanol 44 ul
NazVO0, 0,1 M 200 pl

Tabelle 7: Zusammensetzung des Limmli- Puffers 3x fiir 100 ml

Chemikalien Gewicht
Dithiothreitol (DTT) 2100 mg
EDTA 111,67 mg
Tris- HCL 363,4 mg
SDS 10,0 g
Glycerol 40,0 ml
Bromphenolblau 1 % 2,0 ml

6.2.6. Proteinbestimmung nach Bradford

Um beim Western Blot vergleichbare Proteinmengen pro Spur auftragen zu kdnnen, wurde

fiir jede Probe die Proteinbestimmung nach der Bradford- Methode (Bradford 1976) durchge-

fiihrt. Photometrisch lieBen sich die entstandenen Farbintensititen, abhéngig vom Proteingeh-

alt, bestimmen. Das Absorptionsmaximum lag bei 595 nm.

Die einzelnen Proben wurden verdiinnt, mit dem Bradford- Reagenz versetzt und auf eine 96-

Loch-Mikrotitierplatte aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 3 min, wurde die Absorp-

tion der Proben bei 595 nm ermittelt. Ein mitgefiihrter Leerwert dient dem Hintergrund- Ab-
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gleich. Die Ermittlung des tatsédchlichen Proteingehalts der Probe erfolgte mit Hilfe einer Ka-

librierungskurve des Proteinstandards (Rinderserum- Albumin).

6.2.7. SDS- Gelelektrophorese
Genutzt wurden selbst hergestellte Gele mit einer Sammelgelkonzentration von 4 % und einer
Trenngelkonzentration von 12 %. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tab. 8 und 9 darge-

stellt.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Trenngel- Pufferlosungen A & B sowie Herstellung 10%iges APS

TG- Puffer A TG- Puffer B 10%iges APS

180ml 2 M Trizma- Hydro- 242ml 2 M Trizma- Hydro- 100mg/ml aqua dest
chlorid chlorid

570ml 2M Trizma Base 8ml 2M Trizma Base
20ml 20% SDS- Lsg. 20ml 20% SDS- Lsg.
Mit auqa dest. auf 1L Mit aqua dest. auf 1L
pH 8.8

TG: Trenngel; APS: Ammonium Persulfate

Tabelle 9: Zusammensetzung der Trenn- & Sammelgele

Fiir 1 Gel Sammelgel 4 % Trenngel 10%
H,0O (ml) 3,05 8,18

30%iges Polyacrylamid (ml) 0,67 6,67

TG- Puffer A (ml) X 5,00

SG- Puffer B (ml) 1,25 X

TEMED (pl) 5 20

10%i1ges APS (ul) 33 130

Gesamtes Volumen (ml) 5 20

TG: Trenngel; SG: Sammelgel; APS: Ammonium Persulfate

Mit Hilfe der SDS- Gelelektrophorese konnten die zu untersuchenden Proteine aufgetrennt
werden, wobei jede Tasche mit ca. 8 pl Protein bzw. 3 pl Marker als Molekulargewichtstan-
dard von der Firma Ferment as. bzw. BioRad beladen wurde. Die Gelelektrophorese wurde in
Laufpuffer (Tab. 10) bei 30mA wéihrend der Einlaufphase und bei ca. 50mA wéhrend der
Auftrennphase je Gel durchgefiihrt.
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Stocklosungen des Laufpuffers, der TBS- Losung & des Trans-
ferpuffers., Herstellung der einfachen Losungen vom Laufpuffer, TBS-T und des Transferbuffers.

10x Stock Laufpuffer 10x Stock TBS 10x Stock Transferpuffer

144 g Glycin 87,6 g NaCl 30 g Trizma Base

10 g SDS (50ml 20%ige Lsg.) 60,5 g Tris 2 g SDS (10 ml 20%ige Lsg.)

30 g Trizma Base pH auf 8,0 bei 20°C 141 g Glycin

Mit dest H,O auf 1 L auffiilllen = Mit dest. H,O auf 1 L Mitdest. H,O auf 1 L auffiil-
auffiillen len

1x Laufpuffer 1x TBS-T 1x Transferpuffer

100 ml 10x Stocklésung 100 ml 10x Stocklosung 100 ml 10x Stocklésung

+ 900 ml Aqua dest. + 900 ml Aqua dest. + 200 ml Methanol

+ 1 ml Tween 20 (0,1%)  + 700 ml Aqua dest.

dest: destilliert

6.2.8. Western Blot
Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF- Membran iibertragen. Hier-
fiir wurde ein Transferpuffer (Tab. 10) genutzt. Das Blotting wurde fiir ca. 3 Stunden bei einer
Stromstirke von 13 V durchgefiihrt. Zur Uberpriifung, ob die Proteine vollstindig aus dem
Gel transferierten, wurde das geblottete Gel hinterher mit 0,05 %iger Coomassie- Losung
angefarbt.
Die Membran wurde nun fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler in Blockierld-

sung inkubiert.

Blockierlosung: 5%ige Blockierlosung: 50 ml TBS- T + 2,5 g Magermilchpulver

Darauf folgend wurde die Membran 3x fiir je ca. 10 min mit TBS- T (Tab. 10) gewaschen und
anschliefend iiber Nacht mit dem jeweiligen primiren Antikorper (sieche Tab. 11) bei 4 °C

inkubiert. Nun erfolgten wieder drei Waschschritte mit je 10min Dauer in TBS- T.
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Tabelle 11: Uberblick iiber die verwendeten Primiirantikiorper

Bezeichnung Hersteller Konzentrati-  Produktnum-
on mer

4- Hydroxynonenal Abcam 1: 1000 ab46545
Acid- Ceramidase Santa Cruz 1: 500 sc-28486

Acid Spingomyelinase Abcam 1:1000 ab83354
Sphingosin-1- Phosphat Abcam 1:1000 ab140592
Sphingosin-1- Phosphatase-1- Phosphat ~ Abcam 1:500 ab108435
Tumornekrose- faktor- alpha Abcam 1:250 ab66579

Je nach verwendetem primdrem Antikorper, wurde der sekunddre Antikdrper (siehe Tab. 12)
gewihlt. Dieser wurde in TBS- T verdiinnt und die Membran darin fiir 1 h bei Raumtempera-

tur inkubiert, bevor diese wieder drei Mal fiir je 10 min mit TBS- T gewaschen wurde.

Tabelle 12: Uberblick iiber die verwendeten Sekundiir- Antikérper

Bezeichnung Hersteller Konzentration Produktnum-
mer

Anti-mouse-IgG Sigma 1: 2000 A9044

Anti-rabbit-IgG Sigma 1: 5000 A6154

Unter Verwendung des Chemilumineszenzprinzips, konnte der peroxidasegekoppelte Anti-
korper detektiert werden. Es kam zu einer Bildung von reaktionsfahigen Stoffen, welche mit-
einander reagieren und dabei Licht emittieren. Dafiir wurden 1 Teil H,O, mit 99 Teilen Che-
milumineszenzldsung der Firma Serva gemischt und die Membran darin fiir ca. 1- 3 min in-
kubiert. Somit wurden die proteinspezifischen Banden sichtbar gemacht, mit dem Imaging-
System LAS3000 detektiert und anschlieBend im 8-bit Tiff- Format zur spateren Auswertung
gespeichert.

Um die PVDF-Membran von gebundenen Antikdrpern zu befreien, wurde sie fiir 1h in Ablo-
se- Puffer eingelegt und anschlieBend drei Mal mit TBS-T gewaschen. Dadurch werden die
Antikorper aus ihren Bindungen geldst und die Membran kann ein weiteres Mal verwendet
werden. Im Anschluss wurden die Arbeitsschritte ab dem Blockieren wiederholt und ein ande-
rer Antikorper verwendet. Dieses Vorgehen kann mehrmals erfolgen. Die gebunden Antikdr-

per auf der Membran wurden maximal drei Mal abgeldst (siehe Tab. 13).
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Tabelle 13: Ubersicht iiber die Zusammensetzung des Ablosepuffers und der Coomassie Gelfiirbeld-
sung

Ablosepuffer Coomassie Gelfirbelosung.

(=1M Glycin)

37,54 g Glycin 25 ml Isopropanol
pH unter Verwendung konz. HCL auf 1,8 bei 10 ml Essigsédure
20°C einstellen 50 mg Coomassie

Lsg. mittels Aqua dest. auf 500 ml auffiillen ~ Lsg. mit aqua dest. auf 100ml auftiillen

6.2.9. Retrobulbire Blutentnahme
Die Tiere wurden mit Isofluran kurzzeitig narkotisiert. Das Anésthetikum wurde mit Hilfe
eines Verneblers verabreicht. Nach Sicherstellung einer suffizienten Narkose, erfolgte im Na-
ckengriff die Stauung der Halsvenen und darauffolgend die retrobulbédre Blutentnahme aus
dem Venenplexus. Hierfiir wurde eine heparinisierte Kapillare verwendet. Nach erfolgreicher

Blutentnahme, wurden die Tiere in den Kéfig zuriickgesetzt.

Die Proben wurden auf Eis gestellt und anschlieend erfolgte mittels Zentrifuge die Trennung
des Blutes in die festen Blutbestandteile und in Serum bzw. EDTA- Plasma. Das Serum /
EDTA-Plasma wurde von den festen Bestandteilen abpippetiert und bei — 80°C bis zur weite-

ren Verwendung gelagert.

6.2.10. Bestimmung der sphingolytischen Aktivitit im Blutserum

Standardisierung:

Das gewéhlte Verfahren zur Ermittlung der sauren sphingolytischen Aktivitdt im Blutserum,
beruht auf einer in der Arbeitsgruppe fiir Anésthesie etablierten Methode (Claus et al.2005).
Es eignet sich vor allem fiir die Bestimmung der Enzymaktivititen in nicht korpuskuldren
Proben, wie beispielsweise Serum. Probenmenge, Inkubationszeit, sowie ein gesittigtes Sub-
stratangebot im optimalen Milieu (pH 5,0, Kofaktor 2mM Zn2+) bilden die Eckparameter fiir
die Messung einer maximalen katalytischen Effizienz. Das aus dem fluoreszierenden Substrat
C6-NBD-Sphingomyein wurde zu dem Produkt C6-NBD-Ceramid umgesetzt. Nach einer
definierten Reaktionszeit wurde das gebildete C6-NBD- Ceramid diinnschichtchromatogra-

fisch vom Substratiiberschuss getrennt und densitometrisch bestimmt (Abb. 10).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des fluoreszierenden Produkts: C6-NBD- Ceramid.

Das C6-NBD- Ceramid, welches gemessen wird, entsteht durch Abspaltung der Phosphocholingruppe
durch die aSMAse. Deren plasmatische Enzymaktivitdt kann anschlieffend mithilfe einer diinnschicht-
chromatografischen Aufirennung unter standardisierten Reaktionsbedingungen bestimmt werden.
aSMAse: saure Sphingomyelinase; NBD: N-[(7- Nitro-2-1,3-Benzoxadiazol-4-yl)Amino] Hexanoy!

Fiir die Bestimmung der enzymatischen Aktivitit der aSMAse im Blutserum, diente ein flu-
orimetrisches Verfahren. Als Substrat fiir die enzymatische Reaktion wurde ein C6-
Sphingomyelin verwendet, welches durch ein Fluorophor markiert war. Am Stickstoffatom
des Sphingomyelin trug das fluoreszierende Sphingomyelin einen NBD- Fluorophor. Der
hydrophile Phosphocholinrest vom Sphingomyelinmolekiil wurde durch die enzymatische
Reaktion abgespalten, wodurch Ceramid entstand. Dieses trug weiterhin den hydrophoben
NBD- Fluorophor. Unter Ausnutzung der Hydrophobizitit des Ceramides, wurde mit Hilfe
einer Diinnschichtchromatographie das Ceramid vom Sphingomyelin getrennt. Dies gelang,
weil das Ceramid aufgrund der hydrophoben Eigenschaft auf der Kieselgelplatte weiterlautt,
als das Sphingomyelin. Die umgesetzte Menge an Ceramid konnte nun aufgrund seines Fluo-
reszenzsignals densitometrisch ausgewertet und mit Hilfe einer Kalibrierungsgeraden die en-
zymatische Aktivitit quantifiziert werden.

Fiir die Aktivitidtsbestimmung von Enzymen sind optimale Reaktionsbedingungen eine wich-
tige Voraussetzung. So miissen fiir die aSMAse- Aktivitit u.a. eine ausreichende Substratsat-
tigung und Verfiigbarkeit des Cofaktors Zink, eine der Korpertemperatur entsprechende Reak-
tionstemperatur von 37°C, sowie ein Milieu mit einem pH- Wert von 5,0 gegeben sein.

Die arithmetische Grundlage fiir die Berechnung der Enzymaktivitit [pmol(ml*h)™]bildet die

lineare Beziehung zwischen der Produktfluoreszenz und dem Substratumsatz. Eine Kinetik
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Nullter Ordnung, gemall der Michaelis- Menden- Theorie vorausgesetzt, errechnet sich die
Regressionsgerade:

f(x) = 164800x + 131082 (R> = 0,98, n=50) (Claus et al. 2005)

Probenvorbereitung und Inkubation:

Die als 50 pl vorliegenden Serumproben (-80 °C) wurden langsam auf Eis aufgetaut. Parallel
wurde das bereits hergestellte Cs-NBD-Sphingomyelin (1mg NBD- Ces. Sphingomyelin wurde
in 1080 ul Methanol gelost und a 20 pl auf Eis aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -34°C
gelagert) in 1 ml Inkubationspuffer (Zusammensetzung siche Tab. 14) verdiinnt. Jeder einzel-
ne Reaktionsansatz im Reaktionsgefd3 enthielt ein Gesamtvolumen von 200 pl. Dabei setzte
sich dieses Volumen aus 10 pl Serum in 150 pl Inkubationspuffer und 40 pl Cs — NBD-
Sphingomyelin zusammen. Zum spéteren Vergleich der Messungen wurde immer jeweils eine

serumfreie Kontrolle (Blank) mitgefiihrt.

Tabelle 14: Zusammensetzung des Inkubationspuffers

Inkubationspuffer

124ul NaAcetat (100mM; pH 0,5)
16ul 0,1% MP,O in 100mM NaAcetat
10u] 2 mM Zinksulfat in 100mM NaAcetat

Nachdem die Proben gemischt wurden, wurden diese fiir zwei Stunden in ein 37°C messendes
Wasserbad gestellt. Hierdurch wurde die enzymatische Hydrolyse des fluoreszierenden Sub-
strates durch die aSMAse aktiviert. AnschlieBend wurden die Proben weiterverarbeitet oder

bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch zwischengelagert.

Lipidextraktion, Diinnschichtchromatografie und Werteermittlung:

Methanol, Wasser

Diinne weil3e Phase: Proteine

Chloroform- Phase: Fette: Sphingolipide, SMAse- Farbstoff usw.

N—

Abbildung 11: Schematische 3- Phasen Darstellung nach Zentrifugation
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Nach abgeschlossener Inkubationszeit im Wasserbad, wurden pro Probe je 250 ul Methanol
und 500 pl Chloroform hinzugefiigt. Dieser Arbeitsschritt wurde unter dem Abzug durchge-
fiihrt. Der entstandene Ansatz wurde gut gemischt und bei 1000 g fiir drei min bei 4 °C zentri-

fugiert. Es bildeten sich 3 Phasen (sieche Abb. 11).

In der unteren Chloroformphase 16sten sich die Lipide. Diese wurde in ein neues Reaktionsge-
fa} iiberfiihrt. Zur Maximierung der Ausbeute und Vermeidung des Verschleppens wéssriger
Phasenbestandteile bzw. Proteine, wurde der Schritt zur Phasentrennung wiederholt. Dabei
wurde erneut 300 pl Chloroform auf die verbliebene wéssrige Phase gegeben und bei 4 °C bei
1000 g fiir drei Minuten zentrifugiert. Es wurde anschlieBend die untere Chloroformphase in
das bereits bestehende Reaktionsgefd3 pipettiert. Das daraus resultierende lipidhaltige Ex-
trakt, welches u.a. C6- NBD- Ceramid und C6-NBD-SM enthilt, wurde in einer Zentrifuge

bei 30 °C fiir zwei Stunden lichtgeschiitzt zu einem sichtbaren Lipidpellet verdampft.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Laufpuffers fiir die Diinnschichtchromatografie

Laufpuffer

65ml Chloroform
25ml Methanol

4ml einer 2M Ammoniakldsung

Die Lipidpellets wurden nun in 10 pl Methanol geldst und auf eine Kieselgelplatte (10 cm x
20 cm) tbertragen. Nach Verdunsten des Methanols, wurden diese in eine mit Laufpuffer
(siehe Tab. 15) gesittigte und lichtgeschiitzte Diinnschichtchromatografieckammer, welche
sich in einem Abzug befand, gestellt. Durch Wechselwirkung zwischen mobiler und stationa-
rer Phase im dampfgesittigten Umfeld in der Laufkammer, trennten sich die Lipide auf. Die
Lauffront erreichte nach ca. 30 min eine Hohe von etwa 9 cm. Nach 10 min Trocknung der
Kieselgelplatten wurde die Produktfluoreszenz des NBD markierten C6- Ceramides in einem
Fluoreszenzlichtscanner mit den Parametern Emission 473 nm, Verstdrkung 300 V, LBP Fil-
ter, 50 um Auflosung detektiert und im IMG- Format abgespeichert. Unter Verwendung der
Software AIDA (Vers. 3.52.046) erfolgte die zweidimensionale densitometrische Erfassung
und Digitalisierung der fluoreszierenden C6-NBD- Ceramid- Banden in Light Absorption
Units (LAU) abziiglich des Leerwertes (Blank). Eine beispielhafte Abb. ist im Ergebnisteil
dargestellt (siche Abb.15).
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6.2.11. Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit Sigma Plot 13.0 (Systat Software). Mittels t- Test
(Zweistichprobentest), wurden die Mittelwerte der beiden Gruppen auf signifikante Unter-
schiede gepriift. Fiir den Vergleich im zeitlichen Verlauf wurde die One-Way- ANOVA (Va-
rianzanalyse) angewendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant

gewertet.

42



7. ERGEBNISSE

Im folgenden Ergebnisteil werden die Tiere, die eine Aortenstenose erhalten haben, als TAC-
Tiere bezeichnet und die, die keine Aortenstenose erhalten haben, als Kontrolltiere. Die Tiere
der beiden Gruppen wurden zu den definierten Zeitpunkten (2, 10 und 20 Wochen) willkiir-

lich ausgewéhlt und fiir die einzelnen Versuche verwendet.

7.1.  Morphometrische Parameter
Die Tiere tolerierten die Aortenziigelung gut. Die postoperative Sterblichkeit lag bei weniger
als 5 %. Bei den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten wurde das Korpergewicht der Tiere
bestimmt und zu den Organentnahmen die einzelnen Gewichte von Leber, Lunge und Herz
ermittelt.
Die Tab. 16 zeigt die absoluten Organgewichte zu den verschiedenen Zeitpunkten (2, 10 und
20 Wochen). Bei der Gegeniiberstellung des Korpergewichts von TAC- und Kontrolltieren
fanden sich Unterschiede. Die Kontrolltiere waren im Mittel signifikant schwerer. Das absolu-
te Herzgewicht war bereits ca. 2 Wochen und wéhrend des gesamten Untersuchungszeitrau-
mes nach der Aortenziigelung signifikant erhoht. Ein Hinweis auf eine Links- HI gibt die sig-
nifikante Zunahme des Lungengewichts und das gemessene Lebergewicht zu den verschieden
Untersuchungszeitpunkten.
In der Abb. 12 sind die relativen Organgewichte von Herz, Ventrikel, Lunge und Leber bezo-
gen auf die Tibialdnge dargestellt. Die Tibialdnge ist ein konstanter Parameter fiir das Alter
der Tiere. Somit konnten die Organgewichte unabhingig vom Korpergewicht beurteilt wer-
den.
Die Abb. 12-1 zeigt eine Zunahme des Verhiltnisses vom Herzgewicht zur Tibialdnge tiber
die Zeit. Auch in der Abb. 12-2, in der das relative Ventrikelgewicht in Bezug auf die Tibial-
ange dargestellt ist, ist eine Zunahme im Verlauf erkennbar. Es zeigt sich sowohl in
Abb. 12-1, als auch in Abb. 12-2 ein signifikanter Anstieg bei den TAC- Tieren im Vergleich
zu den Kontrolltieren. Das Verhiltnis vom relativen Lungengewicht zur Tibialdnge wird in
Abb. 12-3 ersichtlich. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme bei den TAC- Tieren gegeniiber
den Kontrolltieren im zeitlichen Verlauf. In der Abb. 12-4 ist das Verhiltnis vom Leberge-
wicht zur Tibialdnge dargestellt. Es zeigt sich ein relativ konstantes Verhiltnis.
Ein Hinweis auf ein zunehmendes Linksherzversagen wird durch die signifikante Zunahme
des Lungengewichts (Tab.16), sowie durch den stetigen Anstieg des Verhiltnisses vom relati-
ven Lungengewicht zur Tibialdnge (Abb.12-3) deutlich. Das Lebergewicht (Tab.16) nimmt in

beiden Gruppen im zeitlichen Verlauf zu. Es besteht ein relativ konstantes Verhiltnis von
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Leber- zur Tibialdnge (Abb. 12-4). Es zeigen sich signifikante Unterschiede in Abb.12-4 nach
2 und 20 Wochen.

Mit zunehmender Dauer der Druckiiberbelastung, erhdhte sich auch die Haufigkeit eines

Pleuraergusses. Zusétzlich trat bei einem Teil der Tiere eine Aszites auf. Dies ist Ausdruck

der zunehmenden kardialen Druckbelastung.

Tabelle 16: Morphometrische Daten nach kardialer Druckiiberlastung (2, 10, 20 Wochen)

2 Wochen 10 Wochen 20 Wochen
Parameter Kontrolle TAC Kontrolle TAC Kontrolle TAC
Korpergewicht 168 + 10 124 + 3* 421 +£19 313 £ 17*%** 565+ 10 379 £ 15%**
(8)
Herzgewicht 598 + 32 676 £ 17* 1138 £40 1997 + 89*** 1427 £38 2209 £ 82***
(mg)
Lungengewicht 915+ 39 814 £26 1593 +£356 2596 + 246* 1724 £41 3365 + 281 ***
(mg)
Lebergewicht 8,2+0,5 5,3 +£0,2%* 15,5+0,5 11,1£0,6%** 16,6 £0,5 15,0+£0,9
(8)
Tibialdnge 27,704  256+0,5%* 38,2+0,5 36,2 +0,7* 439+02 40,7 +£0,6%**
(mm)

Mittelwert + SEM; * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
TAC: Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der einzelnen Organgewichte (Herz-, Ventrikel-, Lungen-
und Lebergewichte) nach 2, 10 und 20 Wochen im Verhiiltnis zur Tibialinge

1) Herzgewicht- zu- Tibialdinge; 2) Ventrikelgewicht- zu- Tibialdnge; 3) Lungengewicht- zu Tibialinge;
4) Lebergewicht- zu- Tibialdnge; Blau: Kontrolle; Rot: TAC- Tiere

Mittelwert = SEM; * p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001

TAC: Transverse Aortenkonstriktion

7.2. Echokardiografische Parameter
Sowohl die Kontroll- als auch die TAC- Tiere wurden zu ausgewihlten Zeitpunkten durch
unsere Arbeitsgruppe echokardiografisch untersucht. Abb. 13 zeigt exemplarisch den Quer-
schnitt des linken Ventrikels eines Kontrolltieres, eines TAC-Tieres in der Hypertrophie, so-
wie eines TAC-Tieres in der HI. Mit Hilfe dieser Bilder lassen sich die morphologischen Ver-
anderungen im Herzen nachvollziehen. Sowohl die Wanddicke, als auch der Durchmesser des
Ventrikels des Kontrolltieres im linken Bild sind unaufféllig. Im mittleren Bild deutet die ver-
groflerte Wanddicke auf eine ausgeprdgte Hypertrophie des Ventrikels hin. Das rechte Bild

zeigt eine echokardiografische Aufnahme eines insuffizienten Herzens. Die Wand ist weiter-
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hin verdickt und der Durchmesser des Ventrikels ist stark vergroBert. Hier zeigt sich in der

Echokardiografie eine verminderte Kontraktilitdt des Herzens.

Ti5:08.8
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21 APR_ @9
16: 12:58
2/8/A/F3
HERZZENTRUM
Padiatrie
448
517

Padiatrie
478
385

VSTE 58
KOMP 75

ySTK 58 o USTK 5@
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2CH
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Abbildung 13: Echokardiografische Aufnahmen

Die Abbildungen zeigen je einen reprdsentativen Schnitt der kurzen Achse des linken Ventrikels von
1-Kontrolltieren, 2- Tieren nach 6 Wochen TAC (kardiale Hypertrophie) und 3- Tieren nach 20 Wo-
chen TAC (kardiale Insuffizienz). Bei der Untersuchungsmethode handelt es sich um die transthoraka-
ler Echokardiografie.

TAC: Transverse Aortenkonstriktion

In der Abb. 14 sind ausgewdhlte echokardiografische Daten der beiden Gruppen grafisch dar-
gestellt.

Eine kardiale Druckiiberlastung hatte im Gegensatz zum Alter der Tiere keinen Einfluss auf
die Herzfrequenz (Tab. 17). Dahingegen verdnderte eine kardiale Druckiiberlastung die Mor-
phometrie des Ventrikels deutlich. Hinterwand sowie Vorderwand des linken Ventrikels wur-
den in der Druckiiberlastung signifikant dicker (Abb. 14-1). Weiterhin verénderte sich der
Durchmesser des linken Ventrikels. Nach zwei Wochen Druckiiberlastung wurde der Durch-
messer signifikant kleiner, nahm jedoch in den kommenden Wochen zu und war schlieBlich
im Vergleich zu den Kontrolltieren dilatiert (Abb. 14-2). Die systolische Funktion, welche die
Pumpfihigkeit bzw. Kontraktilitdt des linken Ventrikels beschreibt, war nach zwei Wochen
Druckiiberlastung gesteigert, nahm jedoch im Laufe der Zeit deutlich ab und fiel nach ca. 20
Wochen unter den Referenzwert von FS (Fractional Shortering) <30% (siehe Abb. 14-3). Die
Ejektionsfraktion (Abb. 14-4) ist ein MaB fiir die Herzfunktion. Es zeigte sich eine signifikan-
te Abnahme der Herzfunktion der TAC- Tiere mit zunehmender HI im Verlauf der Zeit. Die

diastolische Funktion, welche die Fiillung des linken Ventrikels beschreibt, verdnderte sich
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signifikant ab der 6. Woche (Abb. 14-5). Es zeigte sich eine deutliche Verdnderung der dias-
tolischen Funktion der TAC- Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren. In der Abb. 14-6 ist
das Verhiltnis der passiven frithdiastolischen Ventrikelfiillung zu der aktiven spétdiastoli-
schen Ventrikelfiillung grafisch dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied des
Verhiltnisses ab der 6. Woche nach Aortenkonstriktion zwischen den beiden Gruppen, sowie
ein deutlicher Anstieg bei den TAC- Tieren. Diese Erkenntnisse wurden unter anderem in
Schrepper et al. publiziert (Schrepper et al. 2012).

Die Tab. 17 gibt einen Uberblick iiber weitere gemessene echokardiografische Parameter bei

Kontroll- und TAC- Tieren. Diese wurden nach 2, 6, 10 und 20 Wochen ermittelt.

Tabelle 17: Ubersicht iiber ausgewiihlte echokardiografische Parameter nach 2, 6, 10 und 20 Wo-
chen

2 Wochen 6 Wochen 10 Wochen 20 Wochen

Parame- Kontrolle TAC Kontrolle TAC Kontrolle TAC Kontrolle TAC

ter

HF 423+ 7 454+ 8 368+ 5 357+ 5 352+ 8 341+ 3 356+ 9 319+ 4

k3k skskek

E 943 +£28 911+17 990+ 44 1253+ 38 907+ 25 1234+ 30 924+ 32 1223 +51
skksk skksk kkk

A 508 £44 525+ 61 632+ 48 264+ 43 590+ 32 205+ 19 543+ 27 160+ 12
skksk skksk kkok

HF- Herzfrequenz (Schidge pro Minute); E - friihdiastolische, passive LV-Fiillung (cm/s); A - spdtdi-
astolische, aktive LV-Fiillung (cm/s); TAC: Transverse Aortenkonstriktion
Mittelwert + SEM; * p < 0,05; **p < 0,01, ¥***p < 0,001

Die gemessenen Parameter weisen darauf hin, dass Versuchstiere mit einer Aortenkonstrikti-
on, einem typischen Verlauf der druckiiberlastungsinduzierten HI folgen. Die kardiale Druck-
iiberlastung fiihrt zunichst zu einer starken Hypertrophie des linken Ventrikels, auf Grund
dessen sich der Durchmesser des Ventrikels verkleinert und die Pumpfunktion jedoch zu-
ndchst gesteigert wird. Dann kommt es zu einer gestorten Fiillung des linken Ventrikels und
einem stetigen Absinken der Pumpfunktion. Dies ist assoziiert mit Pleuraergiissen und Aszi-
tes. Die Hypertrophie des linken Ventrikels bleibt weiterhin bestehen. Durch die gestorte
Pump- bzw. Fiillfunktion des Ventrikels kommt es schlussendlich zu einer Dilatation des lin-
ken Ventrikels. Dieser Verlauf der druckiiberlastungsinduzierten HI im Rattenmodell ent-

spricht in etwa der Entstehung einer HI durch eine Aortenstenose im Menschen.
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Abbildung 14: Grafische Darstellung der echokardiografischen Parameter

1)Wanddicke des linken Ventrikels in der Diastole; 2) LVEDD -Linksventrikuldrer enddiastolischer
Durchmesser; 3) Fractional Shortening- Verkiirzungsfraktion, 4) EF- Ejektionsfraktion; 5) E/E ‘-
Verhdltnis zwischen den maximalen Geschwindigkeiten des passiven Mitraleinstrom (E, mittels PW-
Doppler) und der friihdiastolischen Mitralanulusgeschwindigkeit (E', mittels TDI); 6) E/A- Verhdltnis
passive friihdiastolische Ventrikelfiillung zur aktiven spdtdiastolischen Ventrikelfiillung, Blau: Kon-
trolltiere; Rot: TAC- Tiere;

Mittelwert + SEM; * p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001

TAC: Transverse Aortenkonstriktion

7.3. Saure Sphingomyelinaseaktivitit im Plasma
Die Aktivitdt der aSMAse wurde indirekt anhand der Umsetzung des fluoreszierenden Cera-

mides in den Plasmaproben der Ratten bestimmt (Abb.15). In der Abb. 15 ist das Negativbild
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der durchgefiihrten Diinnschichtchromatografie dargestellt, mit Hilfe dessen die Aktivitit der
aSMAse in Abhdngigkeit der Zeit bestimmt wurde.

Die Tab. 18 zeigt die errechneten Daten der aSMAse Aktivitét. In der Abb. 16 ist die statisti-
sche Analyse der Kontrolltiere im Zeitverlauf dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Un-
terschied bei den Kontrolltieren bei 2 zu 10 Wochen, sowie bei 10 zu 13 Wochen. Des Weite-
ren war ein signifikanter Unterschied bei 13 zu 23 Wochen erkennbar. In der statistischen
Analyse der TAC- Tiere ergab sich im Zeitverlauf ein signifikanter Unterschied zwischen 2
zu 10 Wochen, sowie bei 2 zu 13 Wochen und 2 zu 18 Wochen (Abb. 17).

In der Abb. 18 ist die relative Aktivitdt der aSMase von TAC- Tieren im zeitlichen Verlauf
iiber 23 Wochen dargestellt. Dabei wurden zur besseren Ubersicht die dazugehdrigen Kon-
trollen auf eins gesetzt. Wahrend sich nach 2 Wochen in beiden Gruppen noch eine nahezu
dhnliche Aktivitit zeigte, kam es nach 6 Wochen zu einem deutlichen Anstieg der Aktivitat
der aSMase bei den TAC- Tieren gegeniiber den Kontrolltieren. Die maximale Aktivitit der
aSMase war bei den TAC- Tieren nach ca. 13 Wochen erreicht. Es lieB sich ein Unterschied
zwischen den Kontroll- und TAC- Tieren nach 10 und 18 Wochen darstellen. Nach 18 Wo-
chen Hypertrophie zeigte sich bei den operierten Tieren eine Abnahme der aSMAse Aktivitét.
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Abbildung 15: Negativbild des fluoreszierenden Ceramides zur indirekten Bestimmung der aSMAse-
Aktivitit

Die oberste helle Bande zeigt das gemessene NBD markierte C6- Ceramid. Die mittige helle Bande
zeigt das tibrige, nicht gebundene NBD.

Die Abb. erfolgte mit einem Fluoreszenzlichtscanner. Die Zahlenwerte geben die Wochen an. Dabei
steht Blau fiir die Kontrolltiere und Rot fiir die TAC- Tiere.

B: Blank (Leerwert); NBD: N-[(7- Nitro-2-1,3-Benzoxadiazol-4-yl)Amino] Hexanoyl; markiertes C6-
Ceramid: am C6- Atom des Ceramides ist der Marker gebunden; TAC: Transverse Aortenkonstriktion

Tabelle 18: Uberblick iiber die Daten des sauren Sphingomyelinase Assay

Mittelwert Anzahl
Zeitpunkt Kontrolle TAC Kontrolle TAC
2 Wochen 55815+1139 57136+ 992 5 5
6 Wochen 60542+177 63568+1636 4 5
10 Wochen 62913+2036 69030+1437* 5 5
13 Wochen 65479+804 67445+302 4 3
18 Wochen 60070+1767 66066+£1721* 4 5
23 Wochen 58159+1574 6258612676 5 5

Mittelwert + SEM; * p < 0,05; **p < 0,01, ¥**p < 0,001
TAC: Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 16: Aktivitiit der aSMAse von Kontrolltieren im Zeitverlauf

Blau: Kontrolltiere; Buchstaben reprisentieren Unterschiede im One- Way ANOVA- Test.

Mittelwert + SEM; aSMAse: saure Sphingomyelinase
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Abbildung 17: Aktivitit der aSMAse von TAC- Tieren im Zeitverlauf
Buchstaben reprdsentieren Unterschiede im One- Way ANOVA- Test; Rot: TAC- Tiere;
Mittelwert + SEM; aSMAse: saure Sphingomyelinase; TAC: Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der aSMAse- Aktivitit in Bezug zu den Kontrolltieren
Die Kontrolltiere wurden auf 1gesetzt und werden durch eine waagerechte Linie reprisen-
tiert; Rot: TAC- Tiere

Mittelwert + SEM; * p < 0,05; **p < 0,01; *** p<0,001

aSMAse: saure Sphingomyelinase; TAC: Transverse Aortenkonstriktion
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7.4. Das Zytokin TNF-a

Der Tumornekrose- Faktor-a (TNF- a) gehort zu den proinflammatorischen Zytokinen. Bei
HI- Patienten fordert TNF- a eine Durchlédssigkeitssteigerung der Zellmembran, in dem es die
aSMAse- Aktivitdt erhoht. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen TNF- a Expres-
sion und dem Schweregrad der HI (Feldman et al. 2000).

Abb. 19 zeigt eine Analyse des Proteingehaltes an TNF-a im Herzgewebe, welche durch die
Western Blot Methode ermittelt wurde. Die Abb. 20 zeigt den zeitlichen Verlauf der TNF-a
Konzentration nach 2,10 und 20 Wochen bei Kontroll- und den TAC-Tieren.

Es zeigte sich ein konstanter Proteingehalt von TNF-a in den Kontrolltieren. Bei den TAC-
Tieren war der kardiale Gehalt an TNF-o zum 2 und 10 Wochen Zeitpunkt dhnlich dem der
Kontrolltiere. Zum Zeitpunkt der HI war der Gehalt in den TAC-Tieren leicht erhoht, dies war

jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 19: Darstellung von TNF-a (25 kDa) mittels Western Blot

Mittige Bande detektiert TNF- o, Beidseits aufsen sind die Banden des verwendeten Markers sichtbar.
Dieser zeigt je eine deutliche Bande bei 20 kDa und 40 kDa. Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere

M: Marker; a: 2 Wochen; b: 10 Wochen, c: 20 Wochen; TNF- a:Tumonekrosefaktor- alpha;, TAC:
Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 20: Statistische Darstellung des Proteingehalts von TNF-a nach 2, 10 und 20 Wochen
im Herzhomogenat

Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC; Mittelwert £ SEM

TNF- o.: Tumornekrosefaktor- alpha; TAC: Transverse Aortenkonstriktion
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7.5. Ceramidstoffwechsel
Im folgenden Abschnitt sind ausgewihlte Proteine im Ceramidstoffwechsel beschrieben. Die

Abb. 21 gibt eine schematische Darstellung der Proteine. Diese sind griin eingerahmt.

[ Sphingomyelin ] Phospohochetin

Diacylglycerin —//'T

o %’ \s_\mSe
Phosphatidylcholin
er-Ceramid | Sphingolipid- | Ceramid
Kreislauf
Cy
e /
CDase

Sphingosin

}

S1P
!

EXIT

De- novo- Synthese

Abbildung 21: Vereinfachte schematische Darstellung des Sphingolipidkreislaufes

Die untersuchten Proteine sind griin umrandet.

ER- Endoplasmatisches Retikulum; SMAse: Sphingomyelinase; CDase: Ceramidase; S1P: Sphingosin-
1-Phosphat;

Diese Abbildung ist modifiziert nach Adada et al.(Adada et al. 2016).

Saure Sphingomyelinase

Abb. 22 zeigt die Western Blot Analyse der aSMAse. Sie reprisentiert sich in der Proteinana-
lyse als Bande bei ca. 50kD.

Abb. 23 zeigt die grafische Auswertung des Western Blots. Die Proteinexpression der aSMase
in den Kontrolltieren war relativ konstant. In den TAC-Tieren zeigte sich 2 Wochen nach
TAC ein deutlicher, aber nicht signifikanter Anstieg in der Proteinexpression, verglichen mit
den gleich alten Kontrolltieren. Diese verstirkte Expression lief sich nach 10 und 20 Wochen
jedoch nicht mehr nachweisen.

Es lieB sich von einem initialen Anstieg der aSMase nach Aortenziigelung ausgehen, welcher

sich im Verlauf der Erkrankung jedoch wieder normalisierte.
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Abbildung 22: Darstellung der aSMAse (50 kDa) mittels Western Blot

Mittige Bande detektiert aSMAse; Beidseits auffen sind die Banden des verwendeten Markers sichtbar.
Dieser zeigt je eine deutliche Bande bei 40 kDa und 60 kDa. Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere

M: Marker; a: 2 Wochen, b: 10 Wochen; c: 20 Wochen; aSMAse: saure Sphingomyelinase; TAC:
Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 23: Grafische Darstellung des Proteingehalts der sauren Sphingomyelinase nach 2, 10
und 20 Wochen im Herzhomogenat
Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC; TAC: Transverse Aortenkonstriktion; Mittelwert = SEM

Ceramidase

Ein weiteres Enzym im Ceramidstoffwechsel ist die Ceramidase. Mit Hilfe vom Western Blot
(Abb.24) wurde der Ceramidasegehalt bestimmt und anschlieBend grafisch dargestellt
(Abb.25). In der Abb. 25 zeigt sich die Ceramidase als Bande bei ca. 55kDa. Die Proteinex-
pression der Ceramidase im Herzhomogenat von den TAC- Tieren lag immer {liber den der

Kontrollen.
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Abbildung 24: Darstellung der Ceramidase(55 kDa) mittels Western Blot

Mittige Bande detektiert die Ceramidase; Beidseits aufien sind die Banden des verwendeten Markers
sichtbar. Dieser zeigt je eine Bande bei 40 kDa und 60 kDa. Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere

M: Marker; a: 2 Wochen; b: 10 Wochen; c: 20 Wochen; aSMAse: saure Sphingomyelinase; TAC:
Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 25: Grafische Darstellung des Proteingehalts der Ceramidase nach 2, 10 und 20 Wochen

im Herzhomogenat
Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere; TAC: Transverse Aortenkonstriktion; Mittelwert = SEM

Sphingosin-1-Phosphat

Die Abb. 26 zeigt die Western Blot Analyse vom Sphingosin-1-Phosphat. Sie zeigt sich in der
Proteinanalyse als Bande bei ca. 100kDA. In der Abb. 27 ist die grafische Auswertung des
Western Blots dargestellt. Die Proteinexpression von S1P bei den Kontrolltieren war relativ
konstant, wobei die gro3te Konzentration nach 2 Wochen bestand. In den TAC- Tieren zeigte
sich ein stetiger Anstieg der Proteinexpression. Der Anstieg war jedoch aufgrund der hohen

Standardabweichung nicht signifikant verglichen mit den gleichaltrigen Kontrolltieren.
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Abbildung 26: Beispielhafte Darstellung des S1P (100 kDa) mittels Western Blot

Mittige Bande detektiert die Ceramidase, Beidseits aufen sind die Banden des verwendeten Markers
sichtbar. Dieser zeigt je eine Bande bei 60 kDa und 130 kDa. Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere

M: Marker; a: 2 Wochen; b: 10 Wochen; c: 20 Wochen,; SIP: Sphingosin-1-Phosphat;, TAC: Trans-
verse Aortenkonstriktion
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Abbildung 27: Grafische Darstellung des Proteingehalts von S1P nach 2, 10 und 20 Wochen im
Herzhomogenat

Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere; TAC: Transverse Aortenkonstriktion;, SIP: Sphingosin-1-
Phosphat; Mittelwert + SEM

Sphingosin-1-Phosphatase-1

Die Abb. 28 zeigt die Western Blot Analyse der Sphingosin-1-Phosphatase-1. In Abb. 29 ist
die Konzentration der S1P1 in den Kontroll- und TAC- Tieren im zeitlichen Verlauf grafisch
gegentiiber gestellt. Die Proteinexpression war in den beiden Gruppen weitestgehend dhnlich.

Zu keinem Zeitpunkt zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 28: Darstellung des S1P1(49 kDa) mittels Western Blot

Mittige Bande detektiert die SIP1; Beidseits auflen sind die Banden des verwendeten Markers sichtbar.
Dieser zeigt je eine Bande bei 40 kDa und 60 kDa. Blau: Kontrolltiere;, Rot: TAC- Tiere

M: Marker, a: 2 Wochen, b: 10 Wochen; c¢: 20 Wochen; SI1P1: Sphingosin-1 Phosphatase-1; TAC:
Transverse Aortenkonstriktion
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Abbildung 29: Grafische Darstellung des Proteingehalts von S1P1 nach 2, 10 und 20 Wochen im
Herzhomogenat

Blau: Kontrolitiere; Rot: TAC- Tiere; Mittelwert + SEM SIP1: Sphingosin-1-Phosphatase-1; TAC:
Transverse Aortenkonstriktion

7.6. Oxidative Schiden
4-HNE
4- Hydroxy-Nonenal ist ein reaktives Aldehyd, welches aus der Lipidperoxidation mehrfach
ungesittigter Fettsduren entsteht. Bei diesem Vorgang werden wiederum Proteine unter Betei-
ligung des oxidativen Stresses modifiziert, d.h. geschddigt. Dabei entstehen zusitzlich reakti-
ve Sauerstoffspezien (ROS). Kommt es wie bei der HI, zu metabolischen und hdmodynami-

schen Stress, werden ROS vermehrt ausgeschiittet.

58



Die Abb. 30 zeigt die Western Blot Analyse vom 4- HNE. Sie ist in der Proteinanalyse als
Bande bei ca. 50kDA dargestellt. In der Abb. 31 ist die grafische Auswertung des Western
Blots dargestellt. Die Proteinexpression von 4-HNE schwankte bei den Kontrolltieren zu den
unterschiedlichen Messzeitpunkten. Die grof3te 4-HNE Konzentration bestand nach 2 Wochen
bei den Kontrolltieren, fiel nach 10 Wochen und stieg wieder erneut nach 20 Wochen. In den
TAC- Tieren zeigte sich, dhnlich wie in den Kontrolltieren, ein Wechsel der Proteinexpressi-
on zu den verschiedenen Zeitpunkten. Es gab jedoch zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 30: Darstellung von 4-HNE ( kDa) mittels Western Blot

Mittige Bande detektiert das 4-HNE, Beidseits auflen sind die Banden des verwendeten Markers sicht-
bar. Dieser zeigt je eine Bande bei 40 kDa und 60 kDa. Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere

M: Marker; a: 2 Wochen; b: 10 Wochen, c: 20 Wochen; 4-HNE: 4- Hydroxy-Nonenal; TAC: trans-
verse Aortenkonstriktion
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Abbildung 31: Grafische Darstellung des Proteingehalts von 4-HNE nach 2, 10 und 20 Wochen im
Herzhomogenat

Blau: Kontrolltiere; Rot: TAC- Tiere; 4-HNE: 4- Hydroxy-Nonenal; TAC: Transverse Aortenkonstrik-
tion; Mittelwert + SEM
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8. DISKUSSION

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Druckiiberlastung des linken Ventrikels zu
einer stufenweisen Entwicklung der HI bei Ratten fiihrt. Die Druckiiberlastung bedingte eine
progressive Hypertrophie des Herzmuskels mit normaler Ejektionsfraktion (EF) nach 2, 6 und
10 Wochen. Im Verlauf kam es zu einer Hypertrophie mit Dilatation und beeintrachtigter EF.

Dieser Prozess ist mit einer Verdnderung der Aktivitdt der aSMAse wihrend der Phase der
Hypertrophie assoziiert. Die Aktivitdt der aSMAse zeigte nach 6 Wochen Hypertrophie einen
deutlichen Anstieg und erreichte nach 13 Wochen die maximale Aktivitét. Bei der Proteinex-
pression der aSMAse im Herzhomogenat kam es zu einem initialen Anstieg nach TAC. Somit
konnte gezeigt werden, dass sich die Aktivitit der aSMAse wihrend der Entwicklung einer
druckinduzierten HI verdndert. Weiterhin waren Teile des Sphingolipidstoffwechsels verin-
dert. Mit zunehmender HI kam es zu einer vermehrten Expression des proinflammatorischen
Zytokins TNF- a, sowie zu Schwankungen der 4-HNE Proteinexpression als Marker fiir oxi-

dative Schiaden im Entwicklungsprozess der Erkrankung.

8.1. Die Aktivitit der sauren Sphingomyelinase im Herzmuskel wihrend
der Entstehung einer durch Druckiiberlastung induzierten Herzinsuf-

fizienz (Hypothese 1 & 2)

In den Tieren, die eine TAC erhalten haben, dndert sich die Aktivitdt der aSMAse

Die Aktivitdt der aSMAse verdnderte sich wiahrend des Erreichens der einzelnen HI- Stadien.
Das konnte sowohl mittels Proteinexpressionsmessung im Herzgewebe, als auch durch Akti-
vitdtsmessung im Plasma der SD- Ratten gezeigt werden.

In der Phase der Hypertrophie des Herzen kam es nach 6 Wochen TAC zu einem Anstieg der
Aktivitdt von der aSMAse. Dieser erreichte nach 13 Wochen Hypertrophie sein Maximum. Es
kam zu einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen nach 10, als auch
nach 13 Wochen. Das verwendete Verfahren zur Aktivititsmessung der aSMAse im Plasma
wurde von der Arbeitsgruppe Claus et al. etabliert (Claus et al. 2005). Auch die Proteinex-
pression der aSMAse im Herzhomogenat, welche mittels Western Blot bestimmt wurde, war
verandert. Es kam zu einem initialen Anstieg nach TAC, welcher sich wieder normalisierte.
Die Aktivitiat war in den Tieren, die eine Aortenkonstriktion erhalten haben, stets hoher.

Wir hatten sowohl bei der Messung der Aktivitdt der aSMAse im Rattenplasma, als auch in

der Untersuchung der Proteinexpression der aSMAse und Teile des Sphingolipidstoffwechsels
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im Herzhomogenat, eine Kontroll-, als auch eine TAC- Gruppe. In unserer Arbeit konnte auf-
grund dessen ebenfalls gezeigt werden, dass bei den gesunden Kontrolltieren die Aktivitit der
aSMAse und deren Proteinexpression im Herzgewebe, sich mit dem Wachstum der Tiere ver-
andert.

Bisher gibt es nach unserem Kenntnisstand kaum weitere Studien, die die Aktivitdt der aS-
MAse im Plasma oder im Herzhomogenat von Ratten in einem vergleichbaren HI- Modell
misst. Ein Vergleich ist somit schwierig. Dass eine verdnderte Aktivitidt des Enzyms im Plas-
ma fiir zahlreiche pathologische Stoffwechselprozesse verantwortlich ist, wurde jedoch be-
reits in vielen Arbeiten beschrieben. So untersuchte die Arbeitsgruppe um Claus et al. die
Aktivitdt der aSMAse in humanen Plasmaproben bei Sepsis Patienten und konnte eine Verén-
derung mit Fortschreiten der Erkrankung der Aktivitit messen (Claus et al. 2005, Wong et al.
2000). Die Arbeitsgruppe um Doehner et al bestimmte die sekretorische SMAse Aktivitit
mittels fluorimetrischer Methode bei Patienten mit chronischer HI und bei Kontrollprobanden.
Es zeigte sich, dass die SMAse Aktivitit unabhingig von der Atiologie erhoht war (Doehner
et al. 2007).

Unsere Arbeitsgruppe verwendete dieselbe Messmethode wie Claus et al., daher lassen sich
beide Studien diesbeziiglich miteinander vergleichen. Beide Gruppen konnten eine Anderung
in der aSMAse Aktivitdt messen. Wir verwendeten jedoch Rattenplasmaproben von Tieren,
die eine druckinduzierte HI entwickelten. Die Arbeitsgruppe um Claus et al verwendete hu-
mane Plasmaproben von Sepsis-Patienten. Beide Arbeiten zeigen eine Dynamik in der Aktivi-
tat der aSMAse, lassen sich aber nur hinsichtlich der Messmethode direkt miteinander ver-
gleichen.

Die Arbeitsgruppe um Doehner et al bestimmte, wie auch unsere Arbeitsgruppe, die SMAse
Aktivitit bei HI. Jedoch verwendeten sie, wie auch die Studie von Claus et al., humane Pro-
ben. Die Studie von Doehner et al ermittelte die Aktivitit der sekretorischen SMAse, wihrend
wir uns auf die aSMAse konzentrierten. Somit sind diese beiden Studien nur eingeschréankt
mit dieser Arbeit vergleichbar.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Aktivitdt der aSMAse in der HI- Pathogenese bei Ratten
verdandert ist. Es lieB sich ein Zusammenhang der erhdhten Aktivitdt der aSMAse im Plasma
von SD- Ratten im Verlauf der HI- Entwicklung darstellen. Damit l4sst sich eine Beteiligung
der aSMAse an der Pathophysiologie der HI annehmen. Die Hypothesen, dass sich die Aktivi-
tat der aSMAse wihrend der kardialen Druckiiberlastung veréndert und deren Aktivitét in der

HI stark erhoht ist, konnte somit bestétigt werden.
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8.2. Wihrend der Entwicklung einer durch Druckiiberlastung induzierten
Herzinsuffizienz ist der Ceramidstoffwechsel verindert. (Hypothese
3)

Wir untersuchten die Proteinexpression der Ceramidase im Herzhomogenat mit Hilfe des
Western Blot Verfahrens, dabei lag diese bei den TAC- Tieren stets oberhalb der Proteinex-
pression von den gleichaltrigen Kontrollen. Eine mogliche Ursache konnte im Zusammen-
hang mit einer erh6hten Aktivitdt der aSMAse im Herzgewebe stehen. Die aSMAse wandelt
Sphingomyelin in Ceramid um. Des Weiteren konnte es jedoch auch zu Stérungen in den Ab-
bauwegen der Ceramide gekommen sein, was in dieser Studie nicht speziell untersucht wurde.
Ceramid wird physiologischer Weise schnell zu S1P und Sphingosin umgesetzt, da Ceramid
in groBeren Mengen sowohl pro-apoptotisch als auch zelltoxisch wirkt. Somit kommt es zu
einer erhdhten Proteinexpression von Ceramidasen, und dem Abbauprodukt, dem S1P, damit
das angefallene Ceramid schneller abgebaut werden kann (Pettus et al. 2002, Adada et al.

2016).
Dies konnte eine mogliche Ursache fiir die gemessene erhohte Ceramidaseexpression im
Herzhomogenat bei der HI sein. Eine aktuelle Studie um die Arbeitsgruppe von Hadas et.al.
fand heraus, dass es nach einem Myokardinfarkt zu einer Verdnderung des Sphingolipid- Me-
tabolismus durch die Uberexpression der sauren Ceramidase kommt. Die Arbeitsgruppe ver-
wendete hierflir ein Mausmodell (Hadas et al. 2020). Der Myokardinfarkt ist eine der hdufigs-
ten Ursachen fiir die Entwicklung der HI. In unserer Studie untersuchten wir jedoch die patho-
logisch molekularbiologischen Prozesse auf Grundlage der druckinduzierten HI. Weiterhin
fiihrten wir unsere Versuche am Rattenmodell durch und verwendeten die Western Blot Me-
thode, wihrend die Studie um Hadas et al. das Mausmodell und u.a. die Immunfluoreszenz-
methode verwendete. Obwohl beide Studien die Proteinexpression im Herzhomogenat be-
stimmten, lassen sich die Studien nur teilweise miteinander vergleichen. Eine weitere aktuelle
Studie um Lemaitre et. al zeigt ebenfalls eine Assoziation zwischen erhdhten Plasmaspiegeln
von Ceramid und Sphingomyelin, und damit auch indirekt eine erhohte Aktivitit der Cera-
midasen, mit einem erhohten Risiko fiir HI (Lemaitre et al. 2019). Diese klinische Studie
verwendete humane Plasmaproben bei HI- Patienten. Sowohl unsere Studie, als auch die um
Lemaitre et al. untersuchten Teile des Ceramidstoffwechsels bei der HI. Ein Vergleich zwi-
schen den beiden Studien ist jedoch schwierig, da v.a. ein groBer Unterschied bei der Proben-

herkunft besteht.
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Die vorliegende Arbeit zeigte, dass die Konzentration von Sphingosin-1 Phosphat mit zuneh-
mender Schwere der HI im Herzmuskelgewebe der TAC- Tiere im Vergleich zu den Kontroll-
tieren ansteigt. Diese Messungen waren jedoch nicht signifikant. Es ldsst sich vermuten, dass
mit steigendem HI- Grad, die Entziindungsphase fortschreitet. S1P soll somit diesem Prozess
entgegenwirken und die Proteinexpression ist erhoht. Das wiirde den gemessen Anstieg in den
Herzmuskelzellen erkldren. Beriicksichtigt man die wesentlichen Auswirkungen von S1P auf
kardiale und vaskuldre Funktionen in experimentellen Modellen, ldsst sich annehmen, dass
S1P ursdchlich beteiligt in der Pathophysiologie der HI ist. Dies konnte in zahlreichen Studien
bewiesen werden (Polzin et al. 2017). Polzin et al untersuchte die Assoziation der Plasma-
Sphingosin-1-Phosphat-Konzentrationen bei Patienten, ob diese mit ischdmischer Herzkrank-
heit mit systolischer HI assoziiert sind. Dabei konnte er eine Assoziation feststellen. In unse-
rer Studie verwendeten wir anstatt humanen Proben, Herzhomogenat der Ratte. Des Weiteren
untersuchten wir die Proteinexpression von S1P bei einer druckinduzierte HI und nicht bei
einer ischdmischen Herzkrankheit, sodass diese Studien nur eingeschrinkt miteinander zu

vergleichen sind.

Das S1P1 katalysiert den Abbau von S1P durch Gewinnung und Recycling von Sphingosin
zum langkettigen Ceramid. Wir bestimmten die Proteinexpression des S1P1 mit Hilfe der
Western Blot Methode im Herzgewebe von TAC Tieren und gleichaltrigen Kontrollen. Zu
keinem Zeitpunkt konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermit-
telt werden. In beiden Gruppen war die Proteinexpression von S1P1 annéhernd gleich.

Die Studie um Keul et al. zeigte, dass eine auf Kardiomyozyten beschrinkte Deletion von
S1P1 bei Méusen zu einem Fortschreiten einer Kardiomyopathie fiihrt. Somit spielt die S1P1-
Funktion eine Schliisselrolle in der Herzphysiologie. Die Arbeitsgruppe fiihrte die Versuche
am Mausmodell durch (Keul et al. 2016). Beim Vergleich dieser Arbeit mit der um Keul et
al., zeigt sich, dass in beiden Versuchen ein unterschiedliches Tiermodell verwendet wurde.
Die o.g. Studie konnte erfolgreich das Szenario durch pharmakologische Hemmung von S1P1
reproduzieren und somit einen Zusammenhang von S1P1 und der Herzphysiologie aufzeigen.
In dieser Arbeit wurde die Western Blot Methode zur Bestimmung der Proteinexpression von
der Sphingosin-1-phosphatase-1 bestimmt und nicht direkt dessen Rezeptor gehemmt, was

weniger sensitiv sein konnte.

63



Wihrend der druckinduzierten HI kommt es zu Verdnderungen der TNF- o- und 4-HNE-
Proteinexpression

In unserer Untersuchung zeigte sich eine Zunahme der Proteinexpression des proinflammato-
rischen Zytokins TNF- a bei den operierten Tieren beim Fortschreiten der HI, wéhrend sich
die Proteinexpression bei den Kontrolltieren im Verlauf der Zeit kaum verdnderte und anna-
hernd konstant blieb. TNF- a bedingt hypertrophe Wachstumsreaktionen in Myokardzellen,
was eine Anpassungsreaktion an himodynamischen oder Umweltstress sein kann (Yokoyama
et al. 1997). Weiterhin deutet die Studie um Oral et al. darauf hin, dass die negativ ionotrope
Wirkung, welche durch TNF- a bedingt werden kann, durch Sphingosin vermittelt werden
konnte (Oral et al. 1997). Weitere Studien zeigen, dass TNF- a die Aktivitdt von aSMAse
beeinflussen kann (Feldman et al. 2000, Torre-Amione et al. 1996).

Bereits eine friihe Studie von Levine et al. fand heraus, dass die zirkulierenden TNF-a- Spie-
gel bei Patienten mit HI und Kachexie im Endstadium erhdht sind. Es handelte sich hierbei
um eine humane Studie, bei der die TNF- o Konzentration aus dem Blutserum bestimmt wur-
de (Levine et al. 1990). Eine andere Studie der Arbeitsgruppe von Torre-Amione et al unter-
suchte humane Plasmaproben von Patienten der NYHA-Gruppen I-III. Dabei konnten sie
nachweisen, dass der zirkulierende Spiegel des proinflammatorischen Zytokins mit Ver-
schlechterung der HI ansteigt(Torre-Amione et al. 1996). Bei beiden Studien wurden humane
Blutproben verwendet, sodass diese schwer mit unserer Messung der Proteinexpression im
Herzhomogenat von Ratten zu vergleichen sind. Die Studie von Bozkurt et al. fiihrte ebenfalls
die TNF- a Messung am SD- Rattenmodel durch. Die Tiere erhielten eine TNF- a- Infusion
und wurden im Verlauf echokardiografisch untersucht. In der Echokardiografie konnten Ver-
anderungen in der linksventrikuldren Struktur und Funktion, bis hin zur HI dargestellt werden
(Bozkurt et al. 1998). Diese Studie wurde wie unsere am Rattenmodel durchgefiihrt. Jedoch
wurde hier keine druckiiberlastungsinduzierte HI indiziert, sondern die direkte Wirkung von

TNF- a untersucht, sodass beide Studien nicht komplett mit einander vergleichbar sind.

In unserer Arbeit wurde der Gehalt von 4- Hydroxynonenal im Herzhomogenat mittels Wes-
tern Blot Verfahren bestimmt. Sowohl bei den TAC- Tieren, als auch bei den gleichaltrigen
Kontrolltieren zeigten sich Schwankungen in der Proteinexpression von 4-HNE im Verlauf.
Zu keinem Zeitpunkt konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen fest-
gestellt werden.

Die Messung von 4-HNE ist schwierig, da es duflerst reaktiv und damit instabil ist. Die Studie

um Mak et al untersuchte die Hypothese, dass Aldehyde, einschlieBlich 4-HNE, bei Patienten
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mit HI erhoht sind. 4-HNE wurde im humanen arteriellen Plasma mittels Gaschromatogra-
phie- Massenspektrometrie gemessen. Die Werte wurden bei Patienten mit eingeschrénkter
LV-Funktion und normaler Herzfunktion bestimmt. Es zeigte sich, dass 4-HNE im Plasma
von HI- Patienten im Vergleich zu Patienten mit normaler LV- Funktion konstant erhoht wa-
ren. AuBlerdem wurde deutlich, dass der erhohte Spiegel mit einer Beeintrachtigung der LV-
Kontraktilitdt verbunden ist (Mak et al. 2000). Die Arbeitsgruppe um Nakamura et al. unter-
suchte immunhistochemisch die Expression von 4-HNE auf humanen Endomyokardbiop-
sieproben. Dabei handelte es sich um Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie. Es zeigte
sich, dass die myokardialen 4-HNE modifizierten Plasmaspiegel bei Patienten mit einer dila-
tativen Kardiomyopathie im Vergleich zu den Spiegeln der Kontrollpersonen signifikant er-
hoht waren und das somit der oxidative Stress bei Myokardien von HI-Patienten erhoht ist
(Nakamura et al. 2002).

Wir untersuchten die Proteinexpression von 4-HNE bei einer druckinduzierten HI im Myo-
kard. Auch bei uns kam es, wenn auch zu keinem signifikanten, zu einem Anstieg beim Fort-
schreiten der HI. Jedoch verwendeten wir eine andere Messmethode fiir die Proteinbestim-
mung von 4-HNE im Herzgewebe, als die o.g. Arbeiten, welche eventuell weniger sensitiv

war.

Alles in allem zeigt sich, dass das Gleichgewicht zwischen Apoptose und Zellproliferation
stetig versucht, in Balance zu bleiben und sich die Konzentrationen der einzelnen Enzyme/

Proteine mit zunehmendem Stadium der HI verandern.

8.3. Limitationen

In meiner Arbeit wurde sowohl bei der Messung der Proteinexpression im Herzgewebe, als
auch im Plasma der Versuchstiere eine geringe Stichprobengrofle von im Durchschnitt fiinf
Tieren pro Gruppe pro Messzeitpunkt verwendet. Auf Grund der geringen Stichprobengrofle
konnte bereits ein Ausreifler eine Verfalschung der Gruppenstatistik bedingen. Bei der kriti-
schen Bewertung der Arbeit sollte jedoch auch bedacht werden, dass die Versuche am Tier-
modell durchgefiihrt wurden und daher eine sehr grole Gruppenstirke ethisch nicht zu vertre-
ten ist.

Weiterhin sollten die verwendeten Messmethoden kritisch betrachtet werden. Das Western
Blot Verfahren setzte sich aus zahlreichen Einzelschritten zusammen. In jedem einzelnen

Schritt konnten Fehlerquellen auftreten. Obwohl wir nach einem standardisierten Protokoll
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arbeiteten, konnten kleinste Veranderungen im Ablauf oder in der Geriteeinstellung zu Ver-

dnderungen der Messergebnisse gefiihrt haben.

8.4. Schlussfolgerung
Die strukturellen und funktionellen Veranderungen in der HI-Entwicklung sind mit einer Ver-
dnderung in der aSMAse- Aktivitit im Blut assoziiert. Diese Aktivitdtsverdnderung, sowie die
verdnderte Proteinexpression im Ceramidstoffwechsel, deuten auf eine Beteiligung der aS-
MAse in der HI- Entwicklung hin und bilden ein potentielles neues Ziel in der Behandlung

der chronischen HI.
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