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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CNI) zeigen ein erhdhtes kardiovaskulares
Risiko [131], unter anderem durch die Entwicklung einer Myokardialen Fibrosierung [65]. Fihrt
eine bestehende Niereninsuffizienz direkt oder indirekt zu einer Herzerkrankung, so spricht
man von einem renokardialen Syndrom [81]. Vorhofflimmern stellt die haufigste Arrhythmie bei
CNI dar [28]. Gleichzeitig fuhrt Vorhofflimmern per se zu einer atrialen Herzfibrosierung [140].
Myokardiale Fibrose kann neben Arrhythmien [7,18,87], auch zu einer Herzinsuffizienz fihren
[87]. Das Uramietoxin Indoxylsulfat (IS) wurde als mdgliches Bindeglied in der renokardialen
Verbindung vorgeschlagen [53], da IS eine pro-fibrotische Wirkung auf das Herz gezeigt hat
[75,118]. Inwieweit Uramitoxine die Entstehung von Vorhofflimmern bei CNI begunstigt, ist

jedoch nur unzureichend untersucht.

Ziele dieser Arbeit waren es, die Auswirkungen von Dialyseseren auf die Expression des
Fibrosemarkers Transforming Growth Factor beta (TGF-B), des Connective Tissue growth
Factors (CTGF), sowie auf die Kollagen 1A1 (Col1lAl) und 3Al (Col3Al1) Expression in

Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten zu untersuchen.

Mittels in vitro Zellkulturexperimenten wurden neonatale Kardiomyozyten und kardialen
Fibroblasten der Ratten fur 24 Stunden mit humanem gesunden- und Dialyseseren behandelt.
Die Inkubation der kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum fiihrte zu einer zunehmenden
Proteinexpression von CTGF um 39,8+11,3% (p=0,008), von CollAl um 112,9+22,6%
(p<0,001) und von Col3A1 um 105,2+22% (p<0,001) im Vergleich zu gesundem Serum. Fur
den Fibrosemarker TGF-3 konnte keine Veranderung der Proteinexpression der kardialen

Fibroblasten festgestellt werden.

In isolierten neonatalen Kardiomyozyten bewirkte eine Behandlung mit Dialyseserum im
Vergleich zu gesundem Serum eine TGF-R-Protein Expressionszunahme um 105,2+22%
(p<0,001) und eine CTGF-Protein Expressionszunahme um 526,6+194% (p=0,05). Neben der
Aktivierung der pro-fibrotischen Signalkaskade durch die Dialyseserumbehandlung, konnte
zudem eine 1,8-fach erhdhte Genexpression des Hypertrophiemarkers BNP (p=0,001) gezeigt
werden. Auch fiir den Ryanoid Rezeptor 2 (RyR2) konnte bei Behandlung mit Dialyseserum

eine Expressionszunahme um 1,7+0,3 (p<0,001) nachgewiesen werden.

Neonatale Kardiomyozyten zeigten sich zudem responsiv auf eine Stimulation mit 200umol/L
Indoxylsulfat. Dabei induzierte IS nach 24-stiindiger Inkubation eine Zunahme der TGF-R
Proteinexpression um 65,9+19,6% (p=0,03) im Vergleich zu unbehandelten Kardiomyozyten.

Dieser Effekt konnte in kardialen Fibroblasten nicht beobachtet werden.
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Zusammenfassung

Um im Zellkulturmodell die Auswirkungen von Vorhofflimmern (VHF) und CNI in Kombination
auf die kardiale Fibrose zu untersuchen, wurden diese beiden Komorbiditaten kombiniert.
Hierzu wurden neonatale Ratten-Kardiomyozyten in Dialyseserum inkubiert und gleichzeitig
wurde Vorhofflimmern simuliert, indem die Kardiomyozyten mit Hilfe von Elektroden
arrhythmisch stimuliert wurden. Als Kontrolle dienten Kardiomyozyten, welche in gesundes
Serum (Kontrollserum) inkubiert und rhythmisch stimuliert wurden. Die Kombination aus
arrhythmischer Stimulation und Behandlung mit Dialyseseren fur 24h, fihrte in
Kardiomyozyten zu einer Zunahme von TGF-3 um 185,1+43,2% (p=0,002 gegen rhythmische
Stimulation und Behandlung mit gesundem Serum). Um die Auswirkungen von VHF und CNI
auf neonatale kardiale Fibroblasten im Zellkulturmodell zu untersuchen, wurden zuné&chst
Kardiomyozyten fur 24 Stunden mit Dialyseserum behandelt und arrhythmisch stimuliert. Nach
24-stindiger Behandlung wurde das Medium genutzt, um damit kardiale Fibroblasten zu
behandeln. Nach 24 Stunden konnte eine Zunahme der TGF-R Proteinexpression um
436,4+82,8% (p<0,001 gegen die Behandlung mit rhythmisch stimuliertem gesundem Serum)
und fur die Kollagen-Expression um 164,1+33,4 (p<0,001 gegen die Behandlung mit

rhythmisch stimuliertem gesundem Serum) beobachtet werden.

Zusammenfassend fiihrt Dialyseserum in Kardiomyozyten zu einer zunehmenden Expression
der Fibrosemarker CTGF und TGF-, was mutmallich in kardialen Fibroblasten eine
vermehrte Kollagenexpression induziert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass pro-
fibrotischen Wirkungen von Dialyseseren, noch starker ausgepragt sind, wenn diese mit

arrhythmischer Stimulation kombiniert werden.
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Abstract

Abstract

An elevated cardiovascular risk is observed in patients with chronic kidney disease (CKD)
[131], which is partly attributed to the occurrence of myocardial fibrosis [65]. If pre-existing
kidney dysfunction leads directly or indirectly to cardiac disease, this is referred to as the
cardiorenal syndrome [81]. Atrial fibrillation (AF) is the most common arrhythmia observed in
CKD [28] and, in turn, AF itself promotes atrial cardiac fibrosis [140]. Myocardial fibrosis can
lead not only to arrhythmias [7,18,87] but also to heart failure [87]. The uremic toxin indoxyl
sulfate (IS) has been proposed as a potential link in the cardiorenal connection [53], as IS has
been shown to exert pro-fibrotic effects on the heart [75,118]. However, the extent to which
uremic toxins contribute to the development of atrial fibrillation in CKD remains insufficiently
investigated.

The aim of this study was to investigate the effects of dialysis serum on the expression of the
fibrosis marker transforming growth factor beta (TGF-B), connective tissue growth factor
(CTGF), as well as collagen 1A1 (Col1Al) and 3A1 (Col3A1l) in cardiomyocytes and cardiac
fibroblasts.

In vitro cell culture experiments were conducted using neonatal rat cardiomyocytes and cardiac
fibroblasts treated for 24 hours with either healthy human serum or dialysis serum. Incubation
of cardiac fibroblasts with dialysis serum led to a significant increase in CTGF protein
expression by 39.8+11.3% (p=0.008), Col1Al by 112.94+22.6% (p<0.001), and Col3Al by
105.2+22% (p<0.001), compared to treatment with healthy serum. No changes were observed
in TGF-B protein expression in cardiac fibroblasts.

In isolated neonatal cardiomyocytes, treatment with dialysis serum resulted in a TGF-f3 protein
expression increase of 105.2+22% (p<0.001) and CTGF protein expression increase of
526.6+194% (p=0.05), compared to healthy serum. Beyond activation of pro-fibrotic signaling
pathways, dialysis serum also induced a 1.8-fold increase in the gene expression of the
hypertrophy marker BNP (p=0.001). Furthermore, expression of the ryanodine receptor 2
(RyR2) was significantly upregulated by 1.7+0.3-fold (p<0.001).

Neonatal cardiomyocytes also responded to stimulation with 100 umol/L indoxy! sulfate. After
24 hours of incubation, IS induced an increase in TGF-f3 protein expression by 65.9+£19.6%
(p=0.03) compared to untreated cardiomyocytes. This effect was not observed in cardiac
fibroblasts.

To investigate the combined effects of atrial fibrillation (AF) and CKD on cardiac fibrosis in a
cell culture model, both comorbidities were simulated. Neonatal rat cardiomyocytes were
incubated with dialysis serum and simultaneously exposed to arrhythmic stimulation using
electrodes to simulate AF. As a control, cardiomyocytes were treated with healthy serum and

stimulated rhythmically. The combination of arrhythmic stimulation and dialysis serum

12



Abstract

treatment for 24 hours resulted in a TGF-B expression increase of 185.1+43.2% (p=0.002 vs.
rhythmic stimulation and healthy serum treatment).

To examine the impact of AF and CKD on neonatal cardiac fibroblasts in this model,
cardiomyocytes were first treated for 24 hours with dialysis serum and arrhythmic stimulation.
The conditioned medium was then used to treat cardiac fibroblasts. After another 24 hours, a
significant increase in TGF- protein expression by 436.4+82.8% (p<0.001 vs. treatment with
rhythmically stimulated healthy serum) and collagen expression by 164.1+33.4% (p<0.001)
was observed.

In summary, dialysis serum induces increased expression of the fibrosis markers CTGF and
TGF-B in cardiomyocytes, which likely stimulates enhanced collagen expression in cardiac
fibroblasts. This study demonstrates that the pro-fibrotic effects of dialysis serum are further

amplified when combined with arrhythmic stimulation.
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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Das Kardiorenale Syndrom

Eine CNI ist eine sehr weit verbreitete Erkrankung, die 8-16% der weltweiten Bevolkerung
betrifft und haufig von Patienten und Arzten unerkannt bleibt [22,52,64,113]. Nach Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) ist eine chronische Niereninsuffizienz als eine
Anomalitat der Nierenstruktur- oder Nierenfunktion, die langer als drei Monate bestehen und
Auswirkungen auf die Gesundheit haben, definiert [145]. Laut KDIGO 2013 muss eines dieser

Kriterien flr mindestens drei Monate vorhanden sein, um von einer CNI zu sprechen [145]:

Marker fur | Albuminurie (AER=30mg/ 24h; ACR =30mg/g
Nierenschadigung (mind. | Anomalitdten des Urinsediments

Eins) Elektrolytanomalien aufgrund einer tubularen Stérung
Histologische Anomalien

Durch eine Bildgebung festgestellte strukturelle Anomalien
Anamnese einer Nierentransplantation

Verminderte GFR GFR< 60ml/ min/ 1,73m?

Tabelle 1: Kriterien fur eine chronische Niereninsuffizienz [145]; AER=AlIbumin Excretion Rate;

ACR=Albumin Creatinine Ratio; GFR: Glomerulare Filtrationsrate;

Neben Komplikationen wie Anamie, Elektrolytstérungen, Mineral- und Knochenstérungen [59],
fuhrt eine CNI zu einer erhohten Inzidenz an kardiovaskuldaren Erkrankungen [131].
Gleichzeitig sind etwa 50% der Todesursachen bei CNI Patienten auf schwerwiegende
kardiale Ereignisse zurtickzufiihren [51]. Der Begriff des kardiorenalen Syndroms (CRS)
beschreibt, dass Herz und Niere in der Pathophysiologie verschiedener Erkrankungen eng
miteinander verbunden sind [26]. Die CRS-Klassifikation beinhaltet die zwei Hauptgruppen
des kardiorenalen und des renokardialen Syndrom. Die Grundlage der Einteilung leitet sich
vom zuerst erkrankten Organ ab [26,115]. Als chronisch renokardiales Syndrom, nach der
CRS Definition Typ 4, werden kardiovaskuldre Komplikationen bei Patienten mit CNI
bezeichnet [26,115,119].

So konnen chronische Nierenerkrankungen direkt (Verschlimmerung einer ischamischen
Herzerkrankung) und indirekt (Druck und Volumenuberlastung, die zur linksventrikularen
Hypertrophie fihrt) zu einer Herzerkrankung beitragen [81]. Als Zeichen der
Myokardzellschadigung ist bei Patienten mit CNI das natriuretische Peptid vom B-Typ (BNP)

erhoht [88]. Zudem kdnnen Patienten mit CNI ahnlich wie Patienten mit hypertensiver und
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chronisch ischamischer Herzkrankheit eine myokardiale Fibrose entwickeln [65]. Daneben
besteht ein hoheres Risiko fur Herzrhythmusstérungen und dem plétzlichen Herztod [26].
Insbesondere bei Patienten unter Hamodialyse sind kardiovaskulare Komplikationen sehr
haufig und treten mit einer Pravalenz von 80% auf [27]. So ist fur Patienten unter Hamodialyse
ein hohes Risiko fur Vorhofflimmern und ventrikulare Tachyarrhythmien beschrieben [26]. Die
bestehenden Elektrolytanomalie, sowie die Veranderungen des Blutdrucks und Blutvolumens
konnen zu den Arrhythmien beitragen [16,26].

Letztendlich sind die Mechanismen, die zu dem erhohten kardiovaskularen Risiko bei
Patienten mit CNI fihren, noch nicht abschlie3end geklart. Verschiedene Risikofaktoren wie
Diabetes mellitus, Bluthochdruck und Dyslipidamie h&ngen stark mit der Entwicklung von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD) zusammen [117]. Die herkémmlichen kardiovaskularen
Risikofaktoren reichen jedoch nicht aus, um das kardiovaskulére Risiko von CNI Patienten
ausreichend vorherzusagen [119]. Go et al. stellten fest, dass die Mortalitdtsrate mit
kardiovaskularen Ereignissen nach abnehmendem GFR-Intervall ansteigt und dass die GFR

ein unabhéangiger Risikofaktor fur die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat ist [44].

2.2 Urdmisches Syndrom und Uramische Toxine

Neben der entscheidenden Rolle der Niere in der Flissigkeitshomdbostase [112], ist auch die
Ausscheidung von metabolischen Endprodukten eine zentrale renale Funktion [2]. Das
Versagen der Niere, diese Aufgaben zu erfillen, manifestiert sich im klinischen Syndrom
Uramie [2]. Das Wort “Uramie” wurde verwendet, um den Zustand zu beschreiben, der mit
einer erhéhten Retention stickstoffhaltiger Verbindungen verbunden ist und mit einer erhéhten
Konzentration von Harnstoff im Blut einhergeht [2]. Im weiteren Verlauf stellte sich jedoch
heraus, dass eine Vielzahl an geldsten Stoffen retinieren [134]. Bis jetzt konnte noch kein
einzelner gel6ster Stoff, bzw. eine Gruppe an geldsten Stoffen mit Sicherheit als Ursache der
uramischen Erkrankung benannt werden [97]. Dieser Umstand, schrankt die Fahigkeit zur
therapeutischen Optimierung des Uramischen Syndroms ein [97]. Genau wie die Zahl an
retinierten Stoffen, sind die Symptome des uramischen Syndroms variabel und vielfaltig [2].
Das Syndrom kann sich mit Gefal3erkrankungen, Bluthochdruck, Anédmie, gastrointestinalen
Syndromen, Mineral- und Knochenerkrankungen, Stérungen des Elektrolyt- und
Wasserhaushalts, endokriner Dysfunktion, immunologischen- und neurologischen
Erkrankungen bis hin zum urdmischen Koma, prasentieren [2]. Aber auch eine urdmische
Kardiomyopathie ist eine mdgliche Manifestation, die mit einer linksventrikularen Hypertrophie
einhergeht und eng mit einer erhdéhten Mortalitat verbunden ist [31,86,104,109,110]. Uber die

Pathogenese der urdmischen Kardiomyopathie ist noch wenig bekannt [47].
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Die Retention von geldsten Stoffen, die bei physiologischer Nierenfunktion ausgeschieden
werden, ist in einem zunehmenden Nierenfunktionsverlust begriindet [134]. Wenn sich diese
Verbindungen negativ auf die biologische Funktion auswirken, werden diese als uramische
Toxine bezeichnet [43]. Die alleinige Exposition von urdmischen Toxinen kann per se zu einem
Verlust der Nierenfunktion fihren [1,125,133,142]. Insbesondere die therapeutische
Entfernung von proteingebundenen uramischen Toxinen ist weniger effizient, als die

Entfernung von kleineren, wasserloslichen Bestandteilen [133].

Insgesamt wurden 90 urdmische Retentionsverbindungen in die EUTox 2003 aufgenommen
[134]. In weiteren Veroffentlichungen wurde die Liste 2007 um 14 Verbindungen [94] und 2012
um weitere 56 Verbindungen erganzt [32]. Uramische Retentionsverbindungen werden
aufgrund lhrer physikochemischen Eigenschaften in drei Gruppen eingeteilt [79]. Zu der ersten
Gruppe gehdren freie wasserlosliche niedermolekulare oder kleine wasserlésliche Molekile
mit einem Molekulargewicht unter 500 Dalton, wie Harnstoff, Kreatinin und Phosphor. Molekile
in dieser GroRe werden zur Abschatzung der Effizienz der Nierenfunktion genutzt [79]. Zu der
zweiten Gruppe gehdren mittel grol3e Molekile mit einem Molekulargewicht von 500-32.000
Dalton, wie 32-Mikroglobulin, Parathormon und FGF 23. Die Entfernung der Molekile wird
durch die Hamodialyse limitiert, eine Verbesserung der Beseitigung kann durch Verwendung
von Hochflussmembranen oder von Konvektionstransport gewahrleistet werden [25,89,96]. Zu
der dritten Gruppe gehdren proteingebundene Molekile, wie Indoxylsulfat (IS), Homocystein
oder Paracresylsulfat (PCS). In der Regel besitzen diese ein Molekulargewicht unter 500
Dalton und sind an Albumin gebunden [79]. Die Entfernung der proteingebundenen Molekile
ist durch die konventionelle Hamodialyse und die Hochfluss-Hamodialyse stark eingeschrankt
[79]. Insbesondere die Frage nach der Toxizitat der proteingebundenen uramischen Toxine
rickt immer mehr in den Vordergrund. Dies scheint mit dem Problem der nicht-Dialysierbarkeit
und den anhaltenden uramischen Syndromen bei dialyseabhéngigen CNI-Patienten assoziiert
zu sein [79]. Vor allem IS hat zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen. Sowohl in vitro [75],
als auch in vivo [76] konnten pro-fibrotische Wirkungen von IS auf das Myokard beobachtet
werden. Wohingegen andere proteingebundene Uramietoxine nur geringe oder keine pro-

fibrotischen kardialen Wirkungen zeigten [77].

2.2.1 Indoxylsulfat

Als reprasentatives uramisches proteingebundenes Toxin kumuliert Indoxylsulfat (IS) bei
eingeschrankter Nierenfunktion im Blut und im Gewebe [43]. Die Konzentration vom gesamten
IS kann bei Patienten mit fortgeschrittenem Nierenfunktionsverlust bis zu 500 umol/L betragen.
Bei der gesunden Bevolkerung liegt zum Vergleich eine Konzentration von 0,1-2,39 pumol/L vor
[75]. Die derzeitige konventionelle Hamodialyse ist bei der Entfernung dieses Toxins

unwirksam [75], da 90% des IS an Albumin gebunden ist [124]. Der 1S-Albumin Komplex ist
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grol3er als die Poren der Dialysemembran [106], sodass 90% des IS auch nach der Dialyse
bei uramischen Patienten zirkuliert [75]. Die freie Form von IS kann bei gesunden Probanden
im Wesentlichen nicht nachgewiesen werden [105]. Es ist bekannt, dass IS eine pro-fibrotische
Signalkaskade in der Niere induziert, was auch das Voranschreiten der CNI beschleunigt
[98,106]. Lekawanvijit et al. konnten zudem pro-fibrotische Signalkaskaden durch IS auf das
Myokard nachweisen [75]. Ebenso beschrieben diese eine pro-hypertrophe Wirkung von IS
auf Kardiomyozyten und eine entziindungsférdernde Wirkung von IS [75]. Die pro-fibrotische
Wirkung wurde durch eine vermehrte Kollagen Expression nach 48-stiindiger Behandlung von
kardialen Fibroblasten mit IS von 0,1 nmol/L bis 200 umol/L gezeigt, wobei die pro-fibrotische
Wirkung von 3 pmol/L bis 200 pmol/L nachzuweisen war [75]. Zudem wurde eine Monozyten
Zelllinie genutzt und eine erhdhte Expression von TNF alpha, IL-6 und IL-13 beobachtet, was
sowohl pro-fibrotische, als auch pro-hypertrophe Wirkung auf Kardiomyozyten zur Folge hat
[75]. Yang et al. detektierten die pro-hypertrophe Wirkung von IS, indem neonatale
Kardiomyozyten fiir 48h mit 500 umol/L IS behandelt wurden, was zu einer erhdhten mRNA
Expression der Hypertrophiemarker ANP, BNP und 3-MHC fuhrte [143].

In einer Studie von 2017 konnte auch durch Paracresylsulfat (PCS), ein ebenfalls zu 90% an
Albumin gebundenes Uramie Toxin [75,84], die Induktion von pro-hypertrophen Genen in
Kardiomyozyten und die Induktion von pro-fibrotischen Genen in kardialen Fibroblasten
nachgewiesen werden [118]. So konnte fir IS (10 umol/L) und PCS (100 pmol/L) nach 18-
stindiger Behandlung eine erhdhte Expression der Fibrosemarker TGF-B und CTGF in
kardialen Fibroblasten und HK2-Zellen festgestellt werden [118]. Fujii et al. zeigten einen
Zusammenhang zwischen Indoxylsulfat und oxidativen Stressmarkern im Herzgewebe [41].
Auch eine Uramie fuhrt bei bestehender urdmischer Kardiomyopathie, zu oxidativem Stress
[69], weshalb die Rolle von IS am urdmischen Syndrom zu diskutieren ist. Es konnte
festgestellt werden, dass ein hoher Indoxylsulfatspiegel im Serum mit einer QT-Zeit
Verlangerung assoziiert ist, was wiederum das Risiko fir ventrikulare Arrhythmien erhoéht
[127]. In isolierten Kaninchenvorhéfen konnte zudem ein proarrythmogener Effekt von

Indoxylsulfat durch oxidativen Stress nachgewiesen werden [17].

Aufgrund der eben genannten Wirkungen von Indoxylsulfat auf das Herz, die ebenfalls in der
Pathogenese des renokardiale Syndrom eine entscheidende Rolle spielen, wurde
Indoxylsulfat als potenziell fehlendes Glied in der renokardialen Verbindung vorgeschlagen
[53,78] .

2.2.2 Entstehung von Indoxylsulfat

Nachdem die Aminoséure Tryptophan mit der Nahrung aufgenommen wurde und den

Dickdarm erreicht hat, wird diese von Darmmikrobiotika in Indol umgewandelt und in den
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Blutkreislauf aufgenommen [136] (siehe Abb.1). Es wurden mindestens 85 verschiedene Indol
produzierende Bakterienarten identifiziert [34]. Indol wird in der Leber weiter oxidiert und
sulfatiert, um IS zu bilden, welches durch tubuléare Sekretion ausgeschieden wird [43]. Nach
der Verabreichung von Breitbandantibiotikum konnte eine geringere Ausscheidung von
Indoxylsulfat im Urin detektiert werden, was vermutlich auf eine Verringerung der
indolbildenden Darmmikrobiotika zurickzufihren war [80]. Aronov et al. verglichen Plasma
von Patienten unter Hamodialyse mit vorhandenem Colon und Patienten ohne Colon und
stellten fest, dass IS bei Patienten ohne Colon nahezu nicht vorhanden war [5]. Diese
Ergebnisse liefern also Hinweise darauf, dass insbesondere der mikrobielle

Dickdarmstoffwechsel als Hauptquelle fur Indoxylsulfat dient [43].

Aus der Nahrung

aufgenomMmenes e o _®, Indol m— ?

Tryptophan Y
k 0

Herzinsuffizienz
Arrhythmien Indoxylsulfat
Atherosklerose

®
1 ~ ® /
strukturelle und i %

elektrische >

Umgestaltung ®

CNI mit retiniertem
Indoxylsulfat

Abb. 1: Schematische Darstellung der Synthese von Indoxylsulfat und dessen
Auswirkungen auf das Herz-Kreislauf-System (Modifiziert aus [43]). Mit der Nahrung
aufgenommenes Tryptophan wird durch Darmmikrobiotika (1) zu Indol metabolisiert. Indol wird
aus dem Darm in das Blut aufgenommen und in der Leber zu Indoxylsulfat metabolisiert (2).
Das zirkulierende Indoxylsulfat wird normalerweise durch renale tubuldre Sekretion
ausgeschieden und sammelt sich bei chronischer Niereninsuffizienz (CNI) an (3). CNI und
uramische Toxine konnen zur Darmdyshiose beitragen (4). Indoxylsulfat verursacht
strukturelle und elektrische Umbauten im Herz und tragt damit zur Herzinsuffizienz, Arrhythmie
und  atheroskleriotischen  Erkrankungen bei (5). Umgekehrt fordern  Herz-

Kreislauferkrankungen das Voranschreiten einer Niereninsuffizienz (6) [43].
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2.3 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern (VHF) ist die héaufigste anhaltende Arrhythmie, von der derzeit Uber 33
Millionen Menschen betroffen sind [19]. Da das Risiko von VHF mit zunehmendem Alter steigt,
wird erwartet, dass sich die Pravalenz, aufgrund der Bevolkerungsdemographie in den
nachsten 40 Jahren mehr als verdoppelt [71]. VHF tritt haufig bei Patienten mit Hamodialyse
auf [122] und stellt gleichzeitig die haufigste Arrhythmie bei Patienten mit CNI dar [144]. Die
Arrhythmie ist mit einem erhdhten Risiko fur Schlaganfall, Thrombembolie und einer erhdhten
Mortalitdt verbunden [15,108,144]. Die Richtlinien des American College of Cardiology
definieren Vorhofflimmern als ,,Supraventrikulare Tachyarrhythmie mit unkoordinierter
Vorhofaktivierung und  daraus resultierender  Verschlechterung der  atrialen
Kontraktion“[14,24,42,63]. Zu den Merkmalen im Elektrokardiogramm gehdren unregelmaRige
RR-Intervalle, das deutliche Fehlen einer Wiederholung von P-Wellen und eine unregelmafige
elektrische Aktivitat [63].

Verschiedene Schlisselkonzepte fur die Induktion und Aufrechterhaltung von VHF sind
beschrieben. So kann VHF durch schnelle und anhaltende ektopische Aktivitat
aufrechterhalten werden, oder durch den Wiedereintritt von elektrischer Aktivitat entstehen. In
normalem Herzgewebe ist es weniger wahrscheinlich, dass die elektrischen Eigenschaften
des Atriums den Wiedereintritt einer elektrischen Aktivitat unterstitzen. Es kommt jedoch im
Verlauf zu einer strukturellen Umgestaltung, die durch mikroskopische Prozesse, wie der
Fibrosierung und durch makroskopische Prozesse, wie der atrialen Dilatation gekennzeichnet
sind. Durch dieses atriale Remodelling wird der Wiedereintritt und die Entstehung von

elektrischer Aktivitat und ektopen Schlagen gefordert [30,140].

Die myokardiale Fibrose spielt also eine zentrale Rolle in dem Pathomechanismus des
Vorhofflimmerns. Durch die Fibrosierung wird die normale elektrische Weiterleitung gestort,
was einen proarrhythmischen Effekt ausldst [102]. Die Tatsache, dass VHF Fibrose induziert
[140], passt zu der Annahme, dass VHF selbst ein atriales Remodelling induziert, was zur
Aufrechterhaltung des Vorhofflimmerns beitragt [60]. Dies stimmt mit den klinischen
Beobachtungen Uberein, dass paroxysmales VHF haufig in ein permanentes VHF (ibergeht
[140] . Auch in Zellkulturmodellen konnte der Zusammenhang von VHF und kardialer Fibrose
belegt werden. In in vitro Studien simulierten Slawik et al. Arrhythmien durch arhythmische
Stimulation und zeigten dabei eine Zunahme der Kollagen | und Kollagen Il Expression in
kardialen Fibroblasten. Der zu Grunde liegende Mechanismus wurde in einer ebenfalls
erhdhten Expression der Fibrosemarker CTGF und TGF-3 begriindet [121].

Zusammenfassend kann die myokardiale Fibrose als gemeinsamer Pathomechanismus,

sowohl des Vorhofflimmerns [140], als auch der CNI [144] angesehen werden, wobei die CNI
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und das Vorhoffimmern selbst, neben der Fibroseentwicklung, durch vielfaltige, oben
genannte Mechanismen, zur Entwicklung bzw. Aufrechterhaltung eines Vorhofflimmerns

beitragen.

2.4 Myokardiale Fibrose

Fibrose ist eine UberméaRige und schlecht organisierte Bildung von Matrixproteinen im
Interstitium von Organen. Eine beeintrAchtigte Wundheilungsreaktion auf Grund von
Gewebeschaden oder Infektionen kann dieser zu Grunde liegen [21]. Viele Daten zeigen, dass
Fibrose durch tberschielRende Reparaturprozesse entsteht [39,91,100]. Aus einer Vielfalt an
chronischen Erkrankungen kann sich nach vielen Jahren Latenz eine Fibrose entwickeln, was
die Gewebefunktion nachtraglich erheblich beeintrachtigt [21]. Auf vielfaltige Reize hin, kann
es zu einer vorubergehenden Aktivierung von Fibroblasten kommen, was zu deren
Proliferation und einer Produktion an extrazellularer Matrix (ECM) fuhrt [58]. Bei der Fibrose
ist die ECM-Bildung durch eine unverhaltnisméRige Anreicherung von Kollagen und anderen
Matrixproteinen, die die Herstellung einer normalen Gewebefunktion und -Architektur
verhindern, gekennzeichnet. Ein progredientes Organversargen ist haufig die Folge [21]. In
gesundem Bindegewebe wird die Produktion, Ablagerung und Organisation von

extrazellularen Matrixmolekilen durch den Abbau von vorhandener ECM ausgeglichen [21].

Wahrend der klassischen Wundheilung lagern Fibroblasten hauptséachlich fibrillare Kollagene
vom Typ | und Il in der entstehenden Matrix ab. Strukturelle Unterschiede zwischen einer
gesunden ECM und einer pathologischen, bestehen v.a. in der unterschiedlicher Anordnung

der Kollagenfasern [21].

Myokardiale Fibrose kann ebenso durch zahlreiche schadigende Reize ausgeldst werden [70],
was in einer Veranderung der Herzarchitektur und einer Funktionsstérung gipfelt. Eine
myokardiale Fibrose erhtht die Steifheit des linken Ventrikels und behindert so die Kontraktion
und Entspannung des Herzens. Zudem beeintrachtigt die kardiale Fibrose die
mechanoelektrische Kopplung und fihrt somit zu Arrhythmien [7,18,87]. Myofibroblasten
sezernieren Wachstumsfaktoren, welche eine Herzhypertrophie induzieren [90], was

wiederum eine Herzinsuffizienz begunstigt [87].

Schadigende Stimuli, wie z.B. VHF [140] oder Uramietoxine [75] l6sen eine Freisetzung von
pro-fibrotischen Wachstumsfaktoren und Zytokinen aus [70]. Dies fuhrt zu einer Aktivierung
von verschiedenen Signalwegen und Transkriptionsfaktoren. Diese Prozesse haben eine
Umwandlung von Fibroblasten in Myofibroblasten, die das hochkontraktile alpha-SMA
exprimieren, sowie die Bildung und Freisetzung von weiteren pro-fibrotischen

Wachstumsfaktoren und Zytokinen in Myofibroblasten, zur Folge. Grundsatzlich kénnen die
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Zytokine und Wachstumsfaktoren, die von kardialen Fibroblasten, Kardiomyozyten, oder
Entziindungszellen gebildet werden, erneut auf Kardiomyozyten oder auf kardiale Fibroblasten
wirken, zu einer positiven Ruckkopplung fihren und wiederum die Fibrose verstarken
[40,70,87] (siehe Abbildung 2).

Aktuell existieren noch keine evidenzbasierten Therapien, die eine signifikante Wirksamkeit
bei myokardialer Fibrose zeigen. Was vor allem darin begriindet wird, dass der vollstandig
zugrunde liegende Mechanismus der Fibrose immer noch unklar ist [87].

2.4.1 Die Rolle von TGF-3, CTGF und Ang Il bei der Fibroseinduktion

Durch eine Vielzahl an Zytokinen wird die voriibergehende Aktivierung der Fibroblasten
reguliert [20]. Insbesondere flr TGF-3 wurde nachgewiesen, dass dieser die Proliferation von
Fibroblasten und die Ablagerung von ECM, unter anderem tber eine Erhdhung der Kollagen |
und Il Expression, aktiviert [10,93]. TGF-R3, ein homodimeres Polypeptid mit 25kDa [6], gilt als
einer der starksten profibrotischen Stimuli fur Fibroblasten [58]. AuRerdem sind Uber TGF-3
vermittelte Signaltransduktionen bekannt, welche den Abbau der ECM inhibieren [120]. Auch
bei der myokardialen Fibrose ist TGF-3 einer der bekanntesten fibrinogenen
Wachstumsfaktoren [87], was viele Studien durch eine erhéhte Expression bei einer kardialen
Fibrose belegen [74,137]. Es wird zudem angenommen, dass TGF-3 die Transformation von
Fibroblasten zu Myofibroblasten induziert [23]. Einige Autoren beschreiben, dass TGF-3 durch
Myofibroblasten freigesetzt wird und dann parakrin auf Kardiomyozyten wirkt und zu
Hypertrophie und Apoptose dieser fuhrt [62] (siehe Abbildung 2). Nach Freisetzung des
Wachstumsfaktors kann dieser wiederum in einer positiven Riuckkopplungsschleife zu einer
Aktivierung und Proliferation von Fibroblasten beitragen [67]. Andere Studien belegen aber
auch die entscheidende Rolle der Kardiomyozyten bei der Fibroseentwicklung. Kuwahara et
al. zeigten, dass es beim Verlust der kardiomyozytenspezifischen TGF-3 Signallibertragung,
nach Induktion einer Druckbelastung im Herzen, zu einer geringeren myokardialen
Fibrosierung kam [74]. Auch der Bindegewebswachstumsfaktor (Connective Tissue Growth
Factor; CTGF), ein Cystein-reiches Peptid mit 36-38kDA [13], induziert das
Fibroblastenwachstum und die ECM Bildung [58]. So konnte eine erhthte Kollagen-l mRNA
Expression in Fibroblasten nach CTGF Behandlung beobachtet werden [38]. CTGF ist ein dem
TGF- nachgeschalteter Mediator und kann viele der profibrotischen Aktionen von TGF-3
vermitteln [13,55,58]. Das Ausmalf der CTGF Expression scheint zudem mit dem Grad der
Fibrose zu korrelieren [56,57]. Andere Studien weisen jedoch darauf hin, dass CTGF nur eine
begrenzte Fahigkeit zur Induktion von kardialer Fibrose aufweist. Es zeigte sich, dass es bei
einer CTGF Uberexpression zu keiner vermehrten myokardialen Fibrose in Ratten- und

Mauseherzen kam [98]. Bei Induktion einer Herzschadigung in CTGF-uberexprimierenden
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Méausen kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe nur zu einer vergleichbaren kardialen Fibrose
[46].

Ebenso wird Angiotensin Il (Ang Il) als ein zentraler Mediator bei der kardialen Fibrose
beschrieben [87]. Angll ist ein Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems, welches eine
zentrale Rolle fur das Voranschreiten einer Nierenschadigung und auch fiir das
Voranschreiten einer Herzinsuffizienz spielt [36]. Das Wachstum, die Adhasion und die ECM
Bildung von kardialen Fibroblasten kann durch Ang Il induziert werden [68]. Zudem vermittelt
Angll die kardiomyozytdre Hypertrophie und die Freisetzung von profibrotischen
Wachstumsfaktoren durch Kardiomyozyten [66,116]. Auch TGF-R spielt in dieser
Signalkaskade eine entscheidende Rolle, da zahlreiche Wirkungen von Angll Gber TGF-3
angestof3en werden [68].

Zusammenfassend steht also fest, dass vor allem TGF-R eine zentrale Rolle bei der kardialen
Fibroseentwicklung [87] und Aufrechterhaltung einnimmt [120]. Die Rolle von CTGF, als dem
TGF-I3 nachgeschalteter Mediator bei der Fibrogenese, ist umstritten [13,46,55,58].

Ang Il
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Abb. 2: Fibrotische Sighalmechanismen zwischen verschiedenen Zellpopulationen im
Herzen (Modifiziert nach [87]). Die Fibrose kann durch proinflammatorische Zytokine und
profibrotische Molekile, die zur Kommunikation zwischen Kardiomyozyten, kardialen
Fibroblasten und Entziindungszellen dienen, vermittelt werden [87]. Ang Il (Angiotensin II);
AT1 (Angiotensin Il Typl Rezeptor); ECM (extrazellulare Matrix), IL (Interleukin); TGF-i3
(transformierender Wachstumsfaktor-3); TRR (TGF-R-Rezeptor);
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2.5 Ziele der Arbeit:

Martin et al. zeigten anhand eines Tiermodells mit einem milden Nierenfunktionsverlust, dass
sich nach einem 4-wo6chigen Intervall eine myokardiale Fibrose entwickelte [92]. Diese
Beobachtungen konnten durch das Urdmietoxin Indoxylsulfat ausgelést worden sein, da IS
insbesondere auf kardiale Fibroblasten pro-fibrotische Wirkungen gezeigt hat [75]. Eine
myokardiale Fibrose ist klinisch von grofRer Relevanz, da diese in Arrhythmien [7,18,87], oder
einer Herzinsuffizienz gipfeln kann [87]. Vorhofflimmern selbst kann zu einer kardiale Fibrose
fuhren [140] und stellt gleichzeitig die haufigste Arrhythmie bei CNI dar [144].

Insgesamt fehlen Studien, die die direkte Auswirkung von dialysepflichtiger CNI auf die
myokardiale Fibrose beschreiben. Diese wéren notig um signifikant wirksame Therapien fur

die myokardiale Fibrose zu entwickeln, die aktuell noch fehlen [87].
Somit soll in dieser Arbeit gezeigt werden:
1. Die Auswirkungen von Dialyseseren auf die Expression der Fibrosemarker TGF-i3,

CTGF und Kollagen in isolierten Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten der Ratte.

2. Die Auswirkungen von Indoxylsulfat auf die Fibrosemarker TGF-3, CTGF und Kollagen

in isolierten Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten der Ratte.

3. Die Auswirkungen einer arrhythmischen elektrischen Stimulation in Kombination mit
Dialyseseren (Komorbiditatenmodell) auf die Expression von TGF-R und auf Kollagen
in isolierten Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten der Ratte, sowie auf ANP, BNP

und auf RyR2 in Kardiomyozyten als Hypertrophiemarker.
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3.Materialien:

3.1 Antikdrper
3.1.1 Primérantikdrper

Tab.2: Liste der genutzten Primarantikorper:

Col1Al Santa Cruz Biotechnology
Col3Al Santa Cruz Biotechnology
CTGF (L-20) Santa Cruz Biotechnology
TGF-31 Santa Cruz Biotechnology

GAPDH (6C5)

Santa Cruz Biotechnology

3.1.2 Sekundarantikérper

Tab. 3: Liste der genutzten Sekundarantikdrper:

Goat Anti-Rabbit IgG-Peroxidase

Sigma-Aldrich Chemie

Goat Anti-Mouse IgG Konjugat

(H+L) -HRP Bio-Rad Laboratories

Rabbit Anti-Goat IgG-Peroxidase

3.2 Sonden fur RT-PCR

Tab. 4: Liste der TagMan Sonden fir RT-PCR:

Sigma-Aldrich Chemie

ANP (Rn00664637_g1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

BNP (Rn00580641_m1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

Col1Al1 (Rn01463848 m1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

Col3A1(RN01437681_m1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA
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CTGF (Rn01537279_g1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

HPRT (Rn01527840_m1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

RyR2 (Rn01470303_m1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

TGF-R1 (Rn00572010_m1)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

3.3 Enzyme, Kits

Tab.5: Liste der genutzten Enzyme und Kits:

Substanz

Hersteller

Collagenase Typ 2

Worthington Biochemical, Cell Systems

DC Protein Assay Reagent A

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

DC Protein Assay Reagent B

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Developer G 153 A

Agfa, Mortsel, Belgien

Developer G 153 B

Agfa, Mortsel, Belgien

ECL Western

Reagents

Blotting Detection GE,

Healthcare, Miinchen

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Pankreatin

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Rapid Fixer G 354

Agfa, Mortsel, Belgien

TagManTM FastUniversal PCR Master Mix
(fast Master Mix)

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA
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3.4 Losungen, Medien, Puffer

Tab.6: Liste der genutzten Losungen, Medien und Puffer:

Losung, Medium, Puffer

Zusammensetzung

ADS-Puffer

6,78 g/l NaCL

4,76 g/l HEPES

8 ml/l Na2HPO4 (0,1 M in A. dest.)
1 g/l Glukose

0,4 g/l KCL

8 ml/l MgSO4 x 7 H20 (0,1 M in A. dest.)
Aqua dest.

Binding Buffer fir FACS-Analyse

119,15 mg Hepes
409,08 mg NaCl

18,3775 mg CaCl2
50 ml Aqua dest.
pH 7,4

Elektrophoresepuffer (10x)

144 mg/ml Glycin
30,3 mg/ml Tris

10 mg/ml SDS Aqua dest.

Enzym-Mix fur Kardiomyozyten-Isolation

80 ml ADS-Puffer
48 mg Pankreatin (= 0,6 mg/ml)

40 mg Collagenase (= 0,5 mg/ml)

Kardiomyozyten-Hungermedium

F 10 (HAM + Glutamin)

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Kardiomyozyten-Nahrmedium

F 10 (HAM + Glutamin)
+ 10 % Horse-Serum
+ 5 % Fetal calf serum (Kélberserum)

+ 1 % Penicillin/Streptomycin

Hungermedium kardialer Fibroblasten

DMEM
+ 1 % Penicillin/Streptomycin

+Refobacin 40mg
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Nahrmedium kardialer Fibroblasten

DMEM
+ 10 % Fetal calf serum (Kalberserum)
+ 1 % Penicillin/Streptomycin

+Refobacin 40mg

Ladepuffer fir Western Blot

5 ml 50% Glycerol
1,25 g 10% SDS
2,5ml 0,625 M Tris

125 pl/ml 1 M DTT Aqua dest.
pH 7,6

Lysepuffer fur Proteine

5ml 1M Tris pH 6
20 ml 10% SDS
10 ml Glycerol

15 ml Aqua dest.

Vor der Proteinernte Zugabe von:

1 pl Leupeptin (10mg/ml) pro ml Lysepuffer

1 pl PMSF (100mM) pro ml Lysepuffer

0,6 ul Aprotinin (10mg/ml) pro ml Lysepuffer

PBS (10x)

Aqua dest.

NaCl 80 g/l

KCI 2 g/l
Na2HPO4 14,4 g/l

KH2PO4 2,4 g/l pH 7,4

PBS-Tween (10x)

PBS (10x) 1%

Tween 20 pH 7,4

Transferpuffer fir Western Blot (5x)

29 mg/ml Tris
145 mg/ml Glycin

5 mg/ml SDS Aqua dest.

Transferpuffer fir Western Blot (1x)

200 ml 5x-Transferpuffer

200 ml Methanol
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600 ml Aqua dest.

5% Trockenmilch-Ldsung

50 ml 1x PBS-Tween

2,5 g Trockenmilchpulver

3.5 Sonstige Substanzen

Tab. 7: Liste der sonstigen Substanzen:

Substanz

Hersteller

Acrylamid Electrophoresis Reagent
30%

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Ammoniumpersulfat

SERVA Electrophoresis, Heidelberg

Annexin V-FITC Apoptosis detection
kit

BD Biosciences

Aprotinin

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Chloroform

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

di-Natriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

DMEM Medium

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Dithiothritol (DTT)

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Ethanol Merck, Darmstadt

FACS Clean BD Biosciences

FACS Rinse BD Biosciences

F 10 Medium Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

FKS (Fetales Kélberserum)

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
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Glucose Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Glycerol Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
HEPES Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Horse Serum

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Indoxylsulfat

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt

Kaliumphosphat

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Kalziumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Leupeptin

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Magnesiumsulfat

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

NCS (Neonatal Calf Serum)

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Ponceau-Rot

SERVA, Heidelberg

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

PMSF (Phenylmethansulfonfluorid)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Propidiumiodid

BD Biosciences

Propanol-2

Merck, Darmstadt
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Refobacin

Merck, Darmstadt

RNA Isolation Reagent (RNA pure)

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

SDS (Sodium dodecyl sulfate)

VWR International, Darmstadt

TEMED (Tetramethylethylendiamid)

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Tris-hydroxyethyl-aminoethan

VWR International, Darmstadt

Trypanblauldsung

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Trypsin Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Tween 20 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt

3.6 Verbrauchsmaterialien

Tab. 8: Liste der genutzten Verbrauchsmaterialien:

Material

Hersteller

Cell Scraper

Sarstedt, Inc., Newton, USA

Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5, 2ml)

Sarstedt, Inc., Newton, USA

EASYstrainerTM

Greiner bio-one, Frickenhausen

FACS-R06hrchen

BD Falcon

Falcon (50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Falcon Cell Strainer 70pum

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

Glas-Pipettenspitzen (5, 10, 25 ml)

Greiner-bio. one, Frickenhausen
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High Performance autoradiography film

GE Healthcare, Minchen

Mini-Trans-Blot Filterpapier

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Objekttrager VWR International, Darmstadt

Optical Adhesive Film Applied Biosystems- Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, USA

Reaction Plate(0,1ml), 96 well (PCR-Platte) | Applied Biosystems- Fisher Scientific,

Pittsburgh, PA, USA

Zellkulturschale (6 bzw. 10 x 2 cm)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschale P6 Primaria

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

3.7 Gerate

Tab. 9: Liste der genutzten Gerate:

Gerat

Hersteller

Autoklaviergerat Tutthauer 3850 EL

Tuttnauer Europe B. V., Breda,

Niederlande

Eismaschine Scotsman Frimont MF 22

Scotsman Frimont, Milano, Italien

Entwicklungsautomat Curix 60

Agfa, Mortsel, Belgien

FACS-Gerat, FACSCalibur

Becton Dickinson

Heracell 150 Cell Culture Incubator

Heraeus Holding, Hanau

Metallblockthermostat HTMR-133

HLC Biotech, Bovenden

Mikroskop Olympus CK 2

Olympus
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Mini Trans-Blot Cell

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA

Mini-Protean Gelgie3stand

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA

Mini Trans-Blot System

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA

Pipettierhilfe Pipetus Akku

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Power Pac 200 Power Supply

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA

Real Time PCR System, Step One Plus

Applied Biosystems- Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, USA

Roéntgenkassette (24 x 30 cm)

Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Scanner CanoScan D1250 V2F

Canon, Krefeld, Deutschland

Schittel- und Mischgerat Polymax 1040

Heidolph Instruments, Schwabach

Schittelwasserbad Typ 1086

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwendel

Sicherheitswerkbank Heraeus HS 12

Heraeus Holding, Hanau

Sicherheitswerkbank Heraeus KS 12

Heraeus Holding, Hanau

Spectrophotometer, NanoDrop 2000

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

Thermal Cycler for PCR

Thermo Electron Corp. Massachusetts, USA

Uberkopfschittler REAX 2

Heidolph Instruments, Schwabach

Vortexer VV3

VWR International Darmstadt

Waagen:

ALC-Series, 0.0001 g Analytical

Acculab UK, Edgewood, NY Balances
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VIC-Series 0.01 g Precision Balances

Acculab UK, Edgewood, NY

Zentrifugen:

Biofuge pico

Heidolph Instruments, Schwabach

Kihlzentrifuge 1 K 15

SIGMA Laborzentrifugen, Osterode am Harz

Megafuge 1,0

Heraeus Holding, Hanau

Ultrazentrifuge L7-55

Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA

Zentrifuge NAPCO 2019R

3.8 Auswertprogramme

Tab. 10: Liste der genutzten Auswertprogramme:

Anwendungsgebiet

Auswertprogramm

Betriebssystem

Microsoft Windows Vista

Western Blot Bandenanalyse

UVP Lab works Version 4.6

Image Studio Light
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4. Methoden

4.1.1 Tierversuchsanzeige

Die Tierversuchsanzeige erfolgte am 24.07.2017 nach 84 Absatz 3 Tierschutzgesetz.

4.1.2 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten neonataler Ratten

Zur Isolation wurden 3-5 Tage alte Sprague Dawley Ratten (Charles River) benutzt. Zu Beginn
wurden diese mittels einer Schere dekapitiert und der Kérper mit 70-prozentigem Ethanol
gespult. Darauthin wurde der Thorax mit einer weiteren Schere eréffnet und damit das Herz
freigelegt und von Gefal3en getrennt. In einer im Durchmesser 10cm grof3en Petrischale mit
ADS-Puffer (siehe Tab.6) wurden die Herzen gesammelt und von Geféal3en, sowie von den
Vorhofen getrennt. Die Ubriggebliebenen Ventrikel wurden mittels eines Cutters in kleine
Stlicke geschnitten. Nachdem der ADS-Puffer ohne Gewebestlicke entfernt wurde, wurde
10ml Enzym-Mix in der Schale hinzugegeben und das Ganze in einer sterilen Flasche
gesammelt. Der Mix wurde dann bei 37 Grad Celsius fur 10 Minuten im Schiittel- Wasserbad
bei 90U/min inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Uberstand verworfen und erneut 10ml
Enzym-Mix hinzugegeben und wieder nach dem obigen Procedere im Wasserbad fur 20
Minuten inkubiert. Nach erneuter Inkubation wurde der Uberstand in einem 50ml
Reaktionsgefal? mit 2 ml NCS (Serum von neugeborenen Kalbern) gesammelt, um den Verdau
zu beenden. Das Reaktionsgefal wurde daraufhin bei Raumtemperatur mit 700rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und zum Ubriggebliebenen Pellet wurden 4ml
NCS hinzugegeben und das Pellet durch leichtes Schiitteln geldst. Bis zum Ende der Isolation
wurde das 50ml Reaktionsgefald in dem Brutschrank bei 37 Grad Celsius und 5% CO2 mit
leicht aufgesetztem Deckel, um den Gasaustausch zu ermdglichen, inkubiert. Wahrend der
Zentrifugation wurde die Inkubation des Ubrigen Ventrikel Gewebes mit 10 ml Enzym Mix im
Schittler-Wasserbad wiederholt. Das oben beschriebene Vorgehen wurde weitere 5mal mit
jeweils absteigenden Inkubationszeiten (25min., 25min., 15min., 10min., 10min.,)
durchgefiihrt. Die daraus entstandenen ReaktionsgefaRe mit gelostem Pellet mit NCS wurden
im Brutschrank bis zum Ende der Isolation inkubiert. Daraufhin wurden die Zellsuspensionen
aller Falcons zusammen pipettiert und erneut wie oben fiir 5min bei 700rpm zentrifugiert. Der
daraus resultierende Uberstand wurde erneut entfernt und dem verbleibenden Pellet wurde
2ml Kardiomyozyten Nahrmedium hinzugegeben. Das Pellet wurde durch leichtes Schitteln
im Nahrmedium geldst. Die so entstandene Zellsuspension wurde mittels Filter, der nur fir
Zellen bis 70um durchlassig ist, filtriert und auf 3 Petrischalen ausgesét. Fir 60 Minuten
wurden die Petrischalen im Brutschrank bei 37 Grad Celsius und 5%CO2 inkubiert. Wahrend

diesem Procedere adhéarierten die Fibroblasten am Boden der Schale. Nach 60 Minuten
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Inkubation wurden die Uberstande der Petrischalen, welche Kardiomyozyten enthalten,
zusammen pipettiert und die Petrischalen mit den adhérierten Fibroblasten wieder mit 2ml
Kardiomyozyten-Medium gefillt und im Brutschrank inkubiert. Zur Zellzahlung wurden 10 pl
Kardiomyozyten-Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau vermischt und in eine Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Dabei stellen sich die intakten Kardiomyozyten im Mikroskop farblos
da, wahrend membrangeschadigte Zellen sich durch das Trypanblau dunkelblau darstellen.
Nach der Zellzdhlung konnten nun die Kardiomyozyten in gewinschter Dichte in Six-

Wellplates mit 2 ml Kardiomyozytenmedium ausgesét werden.

4.2 Proteinisolation fir Western Blot

Zum Ernten der Zellen wurde 100 ul Lysepuffer (siehe Tab.6) pro Sixwell bendtigt. Zur
Stocklosung wurden vor dem Ernten 1 pl/ml Stock Lysepuffer
PMSF(Phenylmethylsulfonylfluorid), 1pl/ml Stock Lysepuffer Leukopeptin und 0,6ul/ml Stock
Lysepuffer Aprotinin hinzugefugt.

Zunachst wurde das Zellmedium abgesaugt und dann die Sixwells mittels 1xPBS gewaschen.
Der Waschschritt wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nachdem pro Sixwell 100ul Lysepuffer
hinzupipettiert wurde, wurden die Zellen mittels Cell-Scraper abgeschabt und dann in einem
Eppendorf-Gefald gesammelt. Die Lysate wurden fur 5min bei 96 Grad Celsius in dem neuen
Eppendorf-Gefald gekocht und danach bei -20 Grad Celsius zur Aufbewahrung eingefroren

oder direkt weiter genutzt.

4.3 Quantitative Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Proteinbestimmung wurden in ein 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefa? 2ul der zu
bestimmende Probe gegeben und 198 pl Aqua dest. hinzugegeben (Verdinnung 1:10). Die
Proteinbestimmung nach Lowry beruht auf zwei Reaktionen. Dabei wurde zunachst 100ul Dc
Protein Assay Reagent A hinzugeflgt. In dieser alkalischen Ldsung kommt es zur
Biuretreaktion zwischen den Peptidbindungen der Probe und das Kupfer (I1)-lonen der Lésung,
wobei ein blau-violetter Komplex entsteht. Danach wurde 800 pl Dc Protein Assay Reagent B
(Molybdatophosphorsaure Wolframatophosphorsare) hinzugegeben. Dieses wird von dem
oben beschriebenen biuretahnlichen Komplex wiederum reduziert und es entsteht eine
intensive Blaufarbung. Die Intensitéat der Blaufarbung ist nun proportional zum Proteingehalt.
Dies wurde zur quantitativen Proteinbestimmung genutzt und mittels Photometer bei 750nm
detektiert. Dieses Prinzip wurde pro Probe als eine Dreifachbestimmung angewandt und am

Ende der Mittelwert erhoben.
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4.4 Western Blot Analyse

Beim Western Blot werden Proteine mittels Elektrophorese nach GroR3e aufgetrennt und
danach auf eine Membran (bertragen. Detektiert werden die Proteine schlie3lich mittels
Antikdrper. Zun&chst wurde die Membran mit einem Primarantikorper inkubiert. Die
entsprechenden Priméarantikdrper wurden dann mittels monoklonaler Peroxidase oder
Fluoreszenz-gekoppelter Sekundarantikbrper detektiert. Dabei ist die entstehende

Bandenintensitat proportional zur nachgewiesenen Proteinmenge der Probe.

4.4.1 Gelelektrophorese

Zu 20ug der verwendeten Probe wurde dieselbe Menge an 1xLadepuffer hinzugegebenen,
dem zuvor DTT (Dithiothreithol 1:20) hinzugefugt wurde. DTT dient zur Denaturierung, indem
die Tertiarstruktur durch Reduktion der Disulfidbricken aufgebrochen wird. Um die
Eigenladung der Proteine in der Gelelektrophorese abzuschirmen, ist im Ladepuffer SDS
enthalten, sodass eine konstante negative Ladung entsteht. Anschlie3end erfolgte ebenfalls

zur Denaturierung das Kochen bei 70°C fir 7 Minuten.

Die Gelelektrophorese erfolgte nach dem Prinzip der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE). Es wurden 10%ige SDS-Tris-Glycin- Polyacrylamid-Gele (siehe Tab. 11)
verwendet. Zunachst wurden die Substanzen fur das Trenngel (siehe Tab. 11) unter dem
Abzug zusammen pipettiert und schlief3lich mit Aqua dest. bedeckt, um eine gerade Gelgrenze
zu erhalten. Nachdem Aushéarten des Trenngels, wurde das nun deutlich abgrenzbare Aqua
dest. entfernt. Das schon wahrend der Aushartung vorbereitete Sammelgel wurde, wie in Tab.
11 beschrieben mit TEMED vermischt und auf das Trenngel gegeben. Zusatzlich wurde ein
Gelkamm eingesetzt, um die Bildung der Proben-Slots zu gewahrleisten. Nach Aushartung
des Sammelgels wurden die Proben und ein Low-Range Marker, als Ladekontrolle, mittels
Hamilton Spritze in die Slots geflllt. Nach dem Einflllen des Elektrophoresepuffers wurde die
Elektrophorese mit einer konstanten Stromstarke von 30mA gestartet. Beendet wurde die

Elektrophorese, nachdem die Proben bis zum Ende des Gels durchgelaufen waren.

Tab.11: Zusammensetzung der 10%igen SDS-Tris-GlycinPolyacrylamid-Gele

Substanz Trenngel (10%) Sammelgel
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Aqua dest. 7,9 ml 3,4 ml
30% Acrylamid Mix 6,7 ml 0,83 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 5,0 ml 0,63 ml
10% SDS 0,2 ml 0,05 ml
10% Ammonium-Persulfat 0,2 ml 0,05 ml
TEMED 0,008 ml 0,005 ml

4.4.2 Proteintransfer

Zum Proteintransfer wurde das Mini Trans Blot System von Biorad genutzt. Der Transfer
erfolgte mittels eines senkrecht zum Gel verlaufenden elektrischen Feldes auf eine
Nitrocellulosemembran (Biorad). Durch die negative Ladung des im Ladepuffer enthaltenen
SDS wandern die Proteine zur Anode und bleiben an der Membran haften. Zuvor wurden
Membran und Elektrophoresegel in Transferpuffer getrankt und die Luftblasen ausgestrichen.
Zum Proteintransfer wurde eine Stromstarke von 200mA fir 45min angelegt. Nach dem
Transfer erfolgte als Ladekontrolle und zur Uberpriifung der Methode die Ponceau-Rot
Farbung. Dabei wurde Ponceau-Rot auf die Membran gegeben und die Uberschissige Farbe
mittels Aqua dest. entfernt. Danach wurde die Membran mit 5%iger Milch fir 30min mittels

Schuttelgerat geblockt, um die unspezifischen Banden zu blockieren.

4.4.3 Proteindetektion

Die Inkubation erfolgte zunachst mittels Priméarantikdrper in 5%iger Milch. Dieser Vorgang
wurde fur 12 Stunden bei 4°C durchgefihrt. Dabei binden die spezifischen Antikdrper an die
entsprechenden Epitope. Um nach der Inkubation die nicht-oder unspezifisch gebundenen
Antikdrper zu entfernen erfolgten mehrere Waschschritte (2x5min PBS-Tween, danach
2x10min PBS-Tween, dann 2x5min PBS). Danach wurde die Membran beim langsamen
Schitteln mit dem entsprechenden Sekundarantikdrper fir 30min inkubiert. Wahrend dieser
Inkubation binden die Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper an die Fc-Fragmente der
Primarantikbrper. Um erneut die unspezifisch gebundenen und (berschiissigen
Sekundarantikdrper zu entfernen erfolgten erneut die oben genannten Waschschritte. Danach
wurde ECL (enhanced chemilumineszenz) fir eine Minute bei abgedunkeltem Raum auf die
Membranen gegeben, die Reste abgestrichen und durch eine Chemilumineszenzreaktion die
Banden auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht. Je nachdem welches Protein zu detektieren
war, variierten die Auflegezeiten der Roéntgenfilme auf den Membranen. Zur Auswertung
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wurden die entstandenen Banden eingescannt und densitometrisch mittels UVP-Lab Works
Version 4.6 und Image Studio Light analysiert. Als Referenz wurde das House-Keeping Protein
GAPDH genutzt.

4.5 Durchflusszytometrische Analyse

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen, die in hoher Geschwindigkeit an einem Lichtstrahl
vorbeiflieBen, nach unterschiedlichen Eigenschaften, wie GroéfR3e, Struktur oder Farbung

aufgetrennt.

Das Auftrennprinzip beruht auf unterschiedlichen Emissionen der Zellen, bei Passage eines
im Gerat befindlichen Laserstrahls. Dabei passiert jede Zelle einzeln, durch einen Hullstrom
fokussiert, den Laser. Das dadurch entstehende Streulicht wird in einem Detektor ausgewertet.
Die Streulicht Menge steht dabei in direktem Verhaltnis zu Zellaufbau und GroR3e. Jeder Zelle
wird dabei ein Punkt im Koordinatensystem zugeordnet. Die daraus resultierende Auswertung

wird als Dot Blot bezeichnet.

In dieser Arbeit wird die durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung von Apoptose- und

Nekroserate von Zellen aus einer Zellkultur genutzt.

4.5.1 Analyse von Apoptose und Nekrose

Zunachst wurden die Durchflusszytometrie geeigneten Réhrchen (BD Falcon) beschriftet,
1xPBS erwarmt und 1ml Trypsin pro Sixwell aufgetaut. Danach wurden die Sixwells aus dem
Inkubationsschrank genommen, das Medium abgesaugt, und mit dem erwarmten 1xPBS
gewaschen. Als néchstes wurde 1ml Trypsin/Well hinzupipettiert. Nachdem das Zell-
Trypsingemisch fur 3 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubierte, wurden die
Zellen durch leichtes Klopfen abgeldst und der Ablésevorgang mit dem Mikroskop kontrolliert.
Die proapoptotische Wirkung des Trypsins wurde durch Hinzugabe von 1ml NRVM-

Medium/Well gestoppt und das Zell-Medium Gemisch in das vorbereitete R6hrchen pipettiert.

Als nachstes wurden die R6hrchen bei 700U/min fir 5min zentrifugiert, um eine Sedimentation

der Zellen am Boden zu gewahrleisten. Der Uberstand wurde ohne Zellpellet abgesaugt.

Danach wurden mittels Pipette 100ul Binding Buffer (siehe Tab.6) und 5ul Annexin V-FITC
Apoptosis detection kit (BD Biosciences) pro Probe hinzugegeben, gevortext und fur 15
Minuten inkubiert. Annexin V ist in dem Annexin V-FITC Apoptosis detection Kit an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, welcher die Detektion im Durchflusszytometer gewéhrleistet.
Waéhrend der Inkubation bindet Annexin V an Phosphatidylserin. Der Binding Buffer liefert

dabei das dazu notige Kalzium. Phosphatidylserin befindet sich bei vitalen Zellen an der
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Innenseite der Zellmembran, sodass Annexin V nicht binden kann. Bei apoptotischen Zellen
wird Phosphatidylserin an die Aul3enseite der Membran transportiert. Bei nekrotischen Zellen
wird die Zellmembran durchléssig, sodass Annexin V ebenfalls binden kann. Nur durch die
Behandlung mittels Annexin V kann also nicht zwischen apoptotischen und nekrotischen

Zellen unterschieden werden.

Daher wurden nach den 15-mindtigen Inkubationen 10ul Propidium-lodid und 200ul Binding
Buffer hinzugegeben und gevortext. Das fluoreszierende Propidium-lodid dringt nur in
nekrotische Zellen mit durchlassiger Zellmembran ein und interkaliert mit DNA und RNA. Dabei
wird das Fluoreszenzsignal verstarkt, was bei der durchflusszytometrischen Analyse detektiert
werden kann. Annexin V und Propidium-lodid positive Zellen wurden zur Nekroserate gezahlt.
Annexin V positive und Propidium-lodid negative Zellen zahlten zur Apoptoserate. Die Angabe
erfolgte hierbei in Prozent zur Gesamtzellrate. Bei einer analysierten Zellzahl von 25.000
wurde die Messung beendet. Die Messergebnisse wurden graphisch in verschiedenen
Quadranten dargestellt. Dabei entsprach UR (=upper right) dem rechten oberen Quadranten,
also den Annexin V und Propidium-lodid positiven Zellen (nekrotisch). LR (=lower right)
entsprach dem rechten unteren Quadranten und damit den Annexin V positiven und

Propidiumiodid negativen Zellen (apoptotisch) (siehe Abb. 3).

- C2.020 - H202.004
8 =)
© L]
=3 27
UR ; UR

Propidium_lodide
102
|
Propidium_lodide
102
L

LR

. .
10 0 10° 104
Annexdin-¥ FITC Annexin-Y FITC

Abb. 3: Graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse im Dot blot von
Apoptose und Nekrose; links: native neonatale Kardiomyozyten; rechts: Positiv-Kontrolle

nach 60-minttiger Inkubation mit 500uM H202; (gezeigt sind eigene Daten)
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4.6 Reverse Transkription Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)
4.6.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte aus isolierten Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten aus der
Zellkultur. Dabei wurde zundchst das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden, um Zellreste und
tote Zellen zu entfernen, mit 1XxPBS gewaschen und dann pro Schale 1ml RNA pure (Sigma-
Aldrich Chemie) hinzugefiigt. Dieses Einreagenzsystem dient der Isolierung der Gesamt-RNA
und der Denaturierung von RNasen. Die Zellen wurden mittels eines Cell scraper vom
Schalenboden geldst und in 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefalle pipettiert. Nachdem 300ul
Chloroform, welches die Proteine denaturiert, hinzugefiigt wurde, wurden die Proben gevortext
und bei 4 Grad Celsius fur 30min mit 14000U/min zentrifugiert. Dabei kam es zu einer
Auftrennung in eine RNA-, DNA- und Proteinphase. Die wassrige obere RNA-Phase wurde in
500ul Propanol-2 pro Eppendorf-Reaktionsgefal? iber Nacht bei -20 Grad Celsius gefallt. Zur
weiteren Fallung wurde die Probe zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 800l
eisgekuhltes 70%iges Ethanol hinzugegeben. Das weile RNA-Pellet konnte nach erneuter
Zentrifugation gut abgegrenzt werden. Der Uberstand wurde verworfen und nach dem
Trocknen der Pellets wurde die RNA in 20ul Bidestiliertes Wasser fiir eine Minute
resuspendiert. Nach 5-mindtiger Inkubation im 65 Grad Celsius warmen Heizblock, konnte die
RNA-Konzentration der Proben mittels NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)
spektralphotometrisch gemessen werden. Die Reinheit der Nukleinsdure wurde dabei mittels
eines Absorbtionsverhaltnis von 260/280nm gemessen. Einer reinen Losung entspricht dabei

ein Quotient von 1,8-2,0.

4.6.2 Reverse Transkription

Mittels reverser Transkription wird RNA in cDNA (complementary DNA), welche bei der Real
Time PCR amplifiziert werden kann, umgeschrieben. Die reverse Transkription wird genutzt,
um die mRNA-Expression der Zellen nachweisen zu kénnen. Zunachst wurde die RNA-
Konzentration der Probe gemessen und so viel Probe vorgelegt, dass 2ug RNA vorhanden
war. Zur Reversen Transkription wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) verwendet. Gemafd Hersteller wurde der Mix wie folgt zusammen

pipettiert:

Tab. 12: Zusammensetzung des Mix zur Reversen Transkription:

Puffer 2ul/Probe
DNTP-Mix 0,8ul/Probe
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Random-Primer 2ul/Probe
Reverse Transkriptase 1pl/Probe
Rnase-Inhibitor 1pl/Probe
Aqua dest. 3,2 pl/ Probe

Die zur reversen Transkription nétigen Warmeschritte wurden durch den Thermal Cycler
(Thermo Electron Corp) automatisch generiert. Zunachst wurde dabei der Ansatz erhitzt, um
die Sekundarstruktur der RNA zu denaturieren und daraufhin wieder abgekuhlt. Dabei lagerten
sich die zufélligen Primer, die als Ausgangspunkt der neuen cDNA dienten, an die
komplementaren RNA-Abschnitte an. Diese wurden unter Erwarmung mittels des Enzyms
reverse Transkriptase verlangert. Die Polymerase synthetisierte dabei RNA oder DNA
abhangig den neuen cDNA-Strang. Als Substrat dienten die ebenfalls im Ansatz enthaltenen
Nukleotide.

4.6.3 Real Time PCR

Bei der Real Time PCR wurde die cDNA als Template genutzt. Zundchst wurde die cDNA

1:10 mit Aqua dest. verdunnt. Danach wurde der Mix pro Probe wie folgt vorbereitet:
10ul fast Master Mix (Fisher Scientific)

1pl Sonde entsprechend des zu amplifizierenden Templates

8ul Aqua dest.

In die PCR-Platten (Applied Biosystems- Fisher Scientific) wurde zuerst 1ul Probe und dann
19ul Mix pipettiert. Pro Probe erfolgte hierbei eine Doppelbestimmung. Nach Zentrifugation
der Platte wurde diese in das Real Time PCR System (StepOne Plus, Applied Biosystems)
gestellt. Zur Amplifikation wurden verschiedene Temperaturstufen vom Gerat automatisch
vorgegeben. Dabei wurde zunéchst die Temperatur zur Denaturierung hoch gewahlt. Im ersten
Schritt erfolgte eine Erhitzung auf 50°C fir 2 Minuten, danach wurde die Temperatur fur 10
Minuten auf 95°C gesteigert. Zum Anlagern der Sonden wurde die Temperatur auf 60°C fiir 1
Minute gesenkt. Zur Elongation wurde die Temperatur, dem Temperaturoptimum der
Polymerase entsprechend, héher gewdahlt. Die DNA-Polymerase, die die cDNA amplifiziert,
war genauso wie die Nukleotide, die als Substrat dienten, im fast Master Mix vorhanden. Da

Hprtl konsekutiv exprimiert wird, wurde dieses als Referenz genutzt.
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4.7 Zellkultur
4.7.1 Fibroblasten passagieren

Nach der Isolation der kardialen Fibroblasten wurden die Schalen taglich mikroskopisch auf
die Zelldichte kontrolliert. Bei dicht gewachsenen Zellen wurden diese auf weitere Schalen
aufgeteilt. Dazu wurde zunachst Trypsin aufgetaut, das Medium abgesaugt und die Zellen mit
1xPBS gewaschen. Die Zellen wurden pro Schale 3 Minuten mit 1,5ml Trypsin zum Ablésen
der Fibroblasten vom Schalenboden im Brutschrank bei 37 Grad Celsius inkubiert. Zur
Unterstiitzung des Ablésevorgangs wurde kraftig an den Rand der Schalen geklopft und 2 ml
Medium pro Schale hinzugegeben, um die Reaktion des Trypsins abzustoppen. Der Zell-
Mediummix wurde mittels Stabpipette in einen Falcon pipettiert und fir 5min bei 1000U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, ohne das Pellet zu entfernen und die
Fibroblasten in NCF-Medium unter leichtem Schiitteln resuspendiert. 2ml NCF-Medium wurde
in den neuen Schalen vorgelegt und das geldste Pellet in jeweils 1ml Medium auf die neuen
Schalen verteilt. Aus einer dicht bewachsenen Schale wurden drei Schalen passagiert. Nach

der 2. Passage erfolgte in der Regel die Zellbehandlung.

4.8 Zellbehandlungen
4.8.1 Patientencharakteristika

Die Seren der Patienten unter Hamodialyse wurden an dem Dialysetag vor der Dialyse
abgenommen. Nach Zentrifugation wurde das Serum abpipettiert und die Proben bei -80 Grad
Celsius weggefrohren. Vor Behandlung wurden die Seren aufgetaut und je nach Alliquotgréfie
gegebenenfalls erneut weggefrohren. Die Patienten, die als gesunde Kontrollgruppe dienten
wurden Alters- und geschlechtsabhangig ausgesucht. Alle der unten aufgefuihrten gesunden

Patienten hatten keine bekannte Nierenerkrankung.

Tab.13: Aufreihung der genutzten Proben (Kontrollprobanden und Dialysepatienten):

Gesunde Dialysepatienten
Kontrollprobanden

Geschlecht Geburtsdatum Geschlecht Geburtsdatum
M 21.01.1952 M 15.03.1955

M 16.03.1964 M 09.04.1950

W 28.08.1938 W 20.04.1935

M 21.01.1937 M 10.02.1940

M 26.07.1978 M 03.06.1982
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M 03.06.1956 M 11.12.1955
M 20.05.1949 M 24.03.1947
w 28.07.1928 w 13.02.1930

4.8.2 Behandlung der isolierten neonatalen kardialen Fibroblasten mit

Dialyseseren und gesunden Seren

Nachdem die Zellen zum zweiten Mal passagiert wurden, wurde mikroskopisch die Dichte der
Platten kontrolliert. Sobald die Platten dicht bewachsen waren, wurde das Medium gewechselt
und die Fibroblasten mit sterilem PBS gewaschen. Nun wurden diese mit 3ml
Fibroblastenhungermedium (siehe Tab.6, serumfreies Medium) behandelt. Als Kontrolle
wurde kein weiteres Serum hinzugegeben. Zu den lbrigen Schalen wurde entweder 5%
Dialyseserum oder 5% gesundes Serum beigefiigt. Die Seren wurden zuvor hitzeinaktiviert,
indem diese bei 56 Grad flur 30 Minuten im Wasserbad erhitzt wurden. Die Inkubation erfolgte

fur 24h im Brutschrank und danach erfolgte die Zellenernte.

4.8.3 Behandlung der isolierten neonatalen Kardiomyozyten mit Dialyseseren

und gesunden Seren

Nachdem die Kardiomyozyten isoliert wurden, wurde mikroskopisch die Dichte sowie die
Kontraktilitdt kontrolliert. Nach 48h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wurde das
alte Medium abgesaugt und 2ml neues Kardiomyozytenmedium (siehe Tab.6) pro Sixwell auf
die Platte gegeben. Nach 2-3 Tagen konnten die Kardiomyozyten behandelt werden. Dazu
wurde das Medium unter der Sterilbank abgesaugt, die Zellen mit sterilem 1xPBS gewaschen
und 2ml Kardiomyozytenhungermedium (siehe Tab.6, serumfreies Medium) hinzugefiigt. Kein
zusatzliches Serum wurde bei den Kontrollpopulation beigefligt. Die tbrigen Schalen wurden
entweder mit 5% Dialyseserum oder mit 5% gesundem Serum behandelt. Die Seren wurden
zuvor im Wasserbad hitzeinaktiviert. Die Inkubation erfolgte fir 24h im Brutschrank bei 37
Grad.

4.8.4 Behandlung der kardialen Fibroblasten mit Indoxylsulfat

Nach dem zweiten Passagieren und nachdem die Schalen ausreichend dicht bewachsen
waren, wurden die kardialen Fibroblasten unter der Sterilbank behandelt. Dazu wurde das
Fibroblastenmedium abgesaugt und die Schalen mit 1xPBS gewaschen. Die kardialen
Fibroblasten wurden mit 3ml Fibroblastenmedium, in welchem 10% gesundes menschliches
Serum enthalten war, behandelt. Das gesunde Serum wurde immer von der gleichen Person,
einem mannlichen 1990 geborenen Probanden, ohne bekannte Erkrankungen, in
regelmalligen Abstanden abgenommen. Nach der Zentrifugation wurde das Serum
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abpipettiert und in Aliquotes gesammelt. Das Serum wurde im Wasserbad bei 56 Grad Celsius
fur 30 Minuten hitzeinaktiviert und dann bei -80 Grad Celsius weggefrohren und vor dem
Verwenden aufgetaut. Je nach Schale wurde zu dem Hungermedium-Serum-Gemisch
Indoxylsulfat unterschiedlicher Konzentration (0,5 pmol/L, 1 pmol/L, 10 pmol/L und 100
pmol/L) hinzugegeben. Das Indoxylsulfat wurde nach Herstellerinformation in Aqua dest.
geldst, alliquotiert und bei -60 Grad Celsius weggefrohren. Zur Behandlung wurde die ndtige
Menge an Alliquots aufgetaut und danach die restliche Menge verworfen.

Nach der Behandlung wurden die kardialen Fibroblasten fir 24 Stunden im Brutschrank bei
37 Grad Celsius und 5%CO2 inkubiert und dann geerntet.

4.8.5 Behandlung der Kardiomyozyten mit Indoxylsulfat

Nachdem die Schalen der Kardiomyozyten dicht bewachsen waren und gut spontan
kontrahierten, wurde das Medium unter der Sterilbank abgesaugt und die Zellen mit sterilem
1xPBS gewaschen. Die Kardiomyozyten wurden jeweils mit 2ml Hungermedium, das 10%
gesundes Serum enthielt behandelt. Auch hier wurde danach Indoxylsulfat in der
Konzentration 0,5 pmol/L, 1 pmol/L, 10 umol/L und 100 pmol/L hinzugegeben. Die Inkubation

erfolgte flr 24h im Brutschrank.

4.8.6 Stimulation der Kardiomyozyten und Behandlung mit Dialyseseren

Zunachst wurden die Schalen auf ausreichende Dichtigkeit und gute spontane Kontraktion der
Kardiomyozyten Uberprift. Nachdem das Medium abgesaugt wurde, wurden die Zellen mit
sterilem 1xPBS gewaschen. Nachdem 2ml Hungermedium hinzugegeben wurde, wurden die
Kardiomyozyten mit den Seren wie unter dem Punkt Patientencharakteristika beschrieben,
behandelt. Hier wurde eine Serumkonzentration von 10% gewahlt. Daraufhin erfolgte das
sogenannte ,Pacing®, hierzu wurden die Elektroden der Power Pac 200 Power Supply (Bio-
Rad Laboratories) 30 Minuten zuvor in Ethanol eingelegt. Die Stimulation erfolgte rhythmisch
und arrhythmisch mit 3Hz (siehe Abb.4). Die Stimulation wurde mikroskopisch kontrolliert. Die

stimulierten Kardiomyozyten wurden fir 24h im Brutschrank inkubiert und danach geerntet.
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Camis D Camiis

Abb. 4: Schematische Darstellung der Behandlung der Kardiomyozyten; neonatale
Kardiomyozyten wurden fur 24h mit 10% Kontroll-oder Dialyseserum behandelt und
rhythmisch bzw. arrhythmisch mit 3Hz stimuliert. KM=Kardiomyozyten; KS=Kontrollserum;

DS=Dialyseserum; R=rhythmisch; AR=arrhythmisch;

4.8.7 Behandlung der kardialen Fibroblasten mit Medium der stimulierten und

mit Dialyseserum behandelten Kardiomyozyten

Nachdem die Kardiomyozyten wie in 4.8.6 beschrieben behandelt wurden, wurden die
Kardiomyozyten geerntet und das Medium der Kardiomyozytenkultur genutzt, um kardiale

Fibroblasten zu behandeln.

Bei ausreichender Dichtigkeit der Zellen wurde das Medium der kardialen Fibroblasten
abgesaugt und mit 1xPBS gewaschen. Danach wurde eine Schale der kardialen Fibroblasten
jeweils mit dem Medium einer Kardiomyozytenkultur behandelt. Hierbei wurden wie oben
beschrieben die vier Bedingungen mit Dialyseserum behandelt, rhythmisch stimuliert, mit
Dialyseserum behandelt, arrhythmisch stimuliert und mit gesundem Serum rhythmisch und

arrhythmisch stimuliert voneinander unterschieden (siehe Abb.5).
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Medium der KM
nach 24h zur
Behandlung der KF
genutzt

KF mit
Medium der
KM (KS R)

KF mit
Medium der
KM (KS AR)

Abb. 5: Schematische Darstellung der Behandlung der kardialen Fibroblasten;
Neonatale kardiale Fibroblasten wurden fir 24 Stunden mit dem Medium der neonatalen
Kardiomyozyten behandelt, die zuvor flr 24 Stunden mit Kontroll-oder Dialyseserum behandelt
wurden und rhythmisch-oder arrhythmisch stimuliert wurden. KM=Kardiomyozyten;
KS=Kontrollserum; DS=Dialyseserum; R=rhythmisch; AR=arrhythmisch; KF= kardiale
Fibroblasten;

4.9 Statistik:

Zur statistischen Auswertung und Diagrammerstellung wurden die Programme Microsoft Excel
2010 (Microsoft Corporation, USA) und Graph Pad Prism 4.0 (La Jolla, USA) verwendet. Bei
den Auswertungen wurde das Signifikanzniveau p < 0.001 gewahlt. Die Daten sind nach dem
Schema Mittelwert+SEM (standard error oft the mean, Standardfehler) dargestellt. Berechnet
wird der SEM aus der Standardabweichung (SD), die durch die Wurzel der Grundgesamtheit
(n) geteilt wird (SEM=SD/n). Als statistische Test zum Vergleich von zwei Gruppen wurden
in dieser Arbeit der ,Student’s t-test* und der ,Mann—-Whitney-U-test* genutzt. Als Test zum
statistischen Vergleich mehrerer Gruppen wurde mit der ,one-way ANOVA“-Analyse und dem

»Tukey's multiple comparison“ als Post-hoc-Test gearbeitet.

Tab. 14: Liste der genutzten statistischen Auswertung und statistischen Tests:

Anwendungsgebiet Auswertprogramm
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Statistische Auswertung

Diagrammerstellung

und

Microsoft Excel 2010

Graph Pad Prism 4.0

Statistische Tests

Student’s t-test
Mann—Whitney-U-test

One-way ANOVA for multiple
comparisons Post hoc comparisons:

Bonferroni’s Multiple Comparison Test

47




Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1 Behandlung von Kardiomyozyten mit Dialyseseren

5.1.1 Die Behandlung der Kardiomyozyten fuhrt konzentrationsabhéangig zu
einer Zunahme der Expression des Fibrosemarkers TGF-[3.

Als Pilotexperiment, zur Konzentrationsfindung fir kommende Experimente, wurden die
Kardiomyozyten mit Dialyseseren aufsteigender Konzentrationen fiir 24h behandelt. Die
Kontrolle erfolgte durch die Behandlung mit serumfreier Kontrolle (Hungerkontrolle). Die
Analyse des Fibrosemarkers TGF-3 erfolgte mittels Western Blot.

Es zeigte sich eine konzentrationsabhéngige Zunahme der TGF-3 Expression, diese war flr
die Behandlung mit Dialyseserum 10% am starksten ausgepragt, es kam zu einer Zunahme
um 2814+306% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle. Eine Zunahme um 2490+306%
(p<0,001) konnte fir die Behandlung mit 5% Dialyseserum verzeichnet werden. Keine
Zunahme der TGF-3 Expression konnte mehr beim Vergleich von 5% Dialyseserum und 10%
Dialyseserum ausgemacht werden, sodass um Sattigungseffekte zu vermeiden die

Konzentration fur folgende Experimente auf 5% festgesetzt wurde.
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Abb. 6: Konzentrationsabhangiger Effekt des Dialyseserums auf die Expression der
Fibrosemarker TGF-B in Kardiomyozyten. Reprasentativer Western Blot und
Quantifizierung der Expression von TGF-B (Transforming Growth Factor beta) in
Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Behandlung mit serumfreier Kontrolle (Hungerkontrolle)

und 0.5%, 1%, 3%, 5% und 10% Dialyseserum. n = 4; n.s. =nicht signifikant;

5.1.2 Die Behandlung der Kardiomyozyten mit Dialyseseren und gesundem

Serum fuhrt nicht zu einer Zunahme der Apoptose und der Nekroserate.

Zu Beginn des Projekts stellte sich die Frage, wie sich die Behandlung der Kardiomyozyten
mit Dialyseseren im Vergleich zur Behandlung mit gesunden Seren auf die Apoptose und

Nekroserate auswirkt.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden neonatale Kardiomyozyten fir 24 Stunden mit 5%
gesundem Serum (Kontrollserum) bzw. mit 5% Dialyseserum behandelt und im Anschluss eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefuihrt. Als positiv  Kontrolle dienten hier

Kardiomyozyten, die mit 1mmol/L H202 behandelt wurden. Kardiomyozyten, die in
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serumfreien Hungermedium kultiviert wurden dienten als zusatzliche Kontrolle. Die
Auswertung der Daten zeigte, dass die Behandlung mit Dialyseserum im Vergleich zum
Kontrollserum zu keiner veranderten Apoptose- oder Nekroserate fuhrte (siehe Abbildung 7).
Die H202-positiv Kontrolle hingegen zeigte eine deutliche Erhdhung der Apoptose- und
Nekroserate, was die Funktionalitéat des Assays bewies. Der Vergleich mit der serum-freien
Hungerkontrolle zeigte eine Abnahme der Apoptoserate im 5% Kontrollserum um 63,5+41,2

% (p<0,001) und eine ebenfalls signifikante Abnahme bei Behandlung von 5% Dialyseserum
um 71,2+41,2 % (p<0,001).
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Abb. 7: Kein Effekt von Dialyseserum auf kardiomyozytidre Apoptose und Nekrose.

Durchflusszytometrische Analyse der (A) Apoptose in Kardiomyozyten mittels Annexin V nach

24-stundiger

Inkubation

mit

serumfreier

Hungerkontrolle,

5%

gesundem Serum
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(Kontrollserum) oder 5% Dialyseserum. (B) Dot-Plot-Darstellung der durchflusszytometrischen
Apoptoseanalyse in Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Serumbehandlung. (C) Nekrose in
Kardiomyozyten mittels Annexin V und Propidiumiodidmarkierung nach 24-stindiger
Inkubation mit serumfreier Hungerkontrolle, 5% gesundem Serum (Kontrollserum) und
Dialyseserum. (D) Dot-Plot-Darstellung der durchflusszytometrischen Nekroseanalyse in
Kardiomyozyten nach 24-stindiger Serumbehandlung. n=7-12; H,O,= Wasserstoffperoxid

ohne Serum; n.s.= nicht signifikant;

5.1.3 Die Behandlung der Kardiomyozyten mit Dialyseserum fuhrt zu einer

Zunahme der Expression der Fibrosemarker TGF- und CTGF.

Wie in Abb. 6 gezeigt kommt es zu einer konzentrationsabhéngigen Zunahme der TGF-R3

Expression bei Behandlung mit Dialyseseren.

Um die Auswirkung der Behandlung mit Dialyseserum auf die Expression der Fibrosemarker
TGF-3 und CTGF in Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden die Kardiomyozyten fur 24h mit
Serum-freien Medium (Hungerkontrolle), mit 5% gesundem Serum (Kontrollserum) oder mit
5% Dialyseserum behandelt. Die Analyse der Fibrosemarker erfolgte mittels Western Blot. Es
zeigte sich fur TGF-B eine signifikante Zunahme der Expression bei Behandlung mit
Dialyseserum um 878,6+ 321,1% (p=0,03) im Vergleich zum Kontrollserum. Fir CTGF zeigte
sich eine Zunahme der Expression bei Behandlung mit Dialyseserum um 526,6+194%
(p=0,05) im Vergleich zum gesunden Kontrollserum. Es konnte auf3erdem ein alleiniger
Serumeffekt auf die CTGF-Expression festgestellt werden, bei Behandlung mit Kontrollserum
(gesundem Serum) zeigte sich eine Erhéhung der Expression um 555+153,4% (p=0,008) im

Vergleich zur serumfreien Kontrolle.
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Abb. 8: Effekt des Dialyseserums auf die Expression der Fibrosemarker TGF- und
CTGF in Kardiomyozyten. Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der Expression
von (A) TGF-B (Transforming Growth Factor beta) und (B) CTGF (Connective Tissue Growth
Factor) in Kardiomyozyten nach 24-stindiger Behandlung mit serumfreier Kontrolle
(Hungerkontrolle), 5% gesundem Serum (Kontrollserum) und Dialyseserum. n=3-12;

n.s.=nicht signifikant;

5.2 Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Dialyseseren

5.2.1 Die Behandlung der kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum fiihrt zu einer
Zunahme der Fibrosemarker TGF- 3 und CTGF.

Um die Auswirkung von Dialyseserum auf die Expression pro-fibrotischer Marker zu
untersuchen, wurden kardialen Fibroblasten fur 24h in der Zellkultur entweder mit serum-
freiem Medium (Hungerkontrolle), mit 5% gesundem Serum (Kontrollserum) oder mit 5%
Dialyseserum behandelt. Die Analyse der Fibrosemarker CTGF und TGF-R erfolgte mittels
Western Blot. Die Behandlung der kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum zeigte im Vergleich
zum gesunden Kontrollserum eine deutliche Zunahme der TGF-3 Proteinexpression um
164,4+64,5% (p=0,10), die jedoch nicht signifikant war (siehe Abbildung 9). Fir den
Fibrosemarker CTGF zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression bei Behandlung
mit 5% Dialyseserum um 39,8+11,3% (p=0,008) im Vergleich zum Kontrollserum. Insgesamt
konnte also eine zunehmende Proteinexpression der pro-fibrotischen Marker TGF-3 und

CTGF durch die Behandlung mit Dialyseserum nachgewiesen werden.
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Der Vergleich mit der serum-freien Hungerkontrolle wies fur den Fibrosemarker TGF- 3 eine
um 258,3+64,5% (p=0,01) gesteigerte Expression bei Behandlung mit Kontrollserum und eine
Zunahme um 422,8+59,7% (p<0,001) bei der Behandlung mit Dialyseserum auf, wéhrend
CTGF unveréndert blieb.
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Abb. 9: Effekt des Dialyseserum auf die Expression der Fibrosemarker TGF-3 und CTGF
in neonatalen kardialen Fibroblasten. Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der
Expression von (A) TGF-R (Transforming Growth Factor beta) und (B) CTGF (Connective
Tissue Growth Factor) in kardialen Fibroblasten nach 24-stiindiger Behandlung mit serumfreier
Hungerkontrolle, 5% gesundem Kontrollserum und 5% Dialyseserum. n=3-7; n.s.=nicht

signifikant;

5.2.2 Die Behandlung der kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum fihrt zu einer

Zunahme der Kollagenexpression.

Wie in Abbildung 9 gezeigt, fiihrt die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum
Zu einer Zunahme der Fibrosemarker TGF-B und CTGF. Um nun die Auswirkungen von
Dialyseserum auf die Kollagenbildung zu untersuchen, wurden in den oben gewonnenen
Protein-Lysaten. die Expression von Col1Al und Col3A1 mittels Western Blot analysiert und
guantifiziert (siehe Abbildung 10). Bei Behandlung mit Dialyseserum kam es zu einer
signifikanten Zunahme der Col1Al Expression um 112,9+22,6% (p<0,001) im Vergleich zum
gesunden Kontrollserum. Fir die Col3A1 Expression zeigte sich eine Zunahme um 105,2+22%
(p<0,001) bei Behandlung mit Dialyseserum im Vergleich zur Behandlung mit Kontrollserum.
Beim Vergleich von serumfreier Hungerkontrolle und gesundem Serum konnte eine Abnahme
der Col1Al Expression um 76,2+22,6% (p=0,01) nachgewiesen werden. Fir Col3Al1 konnte
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eine Abnahme um 78,1+22% (p=0,007) detektiert werden. Zwischen Dialyseserum und
serumfreiem Hungermedium zeigte sich kein Unterschied beziiglich der Col1Al und Col3A1

Expression.
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Abb. 10: Zunahme der Kollagensynthese durch Dialyseserum in kardialen Fibroblasten.
Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der Expression von (A) Kollagen 1A1
(Col1Al) und (B) Kollagen 3A1 (Col3Al) in kardialen Fibroblasten nach 24- stindiger
Behandlung mit serumfreier Kontrolle (Hungerkontrolle), 5% gesundem Serum

(Kontrollserum) und Dialyseserum. n = 7; n.s.=nicht signifikant;

5.3 Dialyseserum und gesundes Kontrollserum haben vergleichbare TGF-I
Konzentrationen. Ausschluss einer Kontamination durch das verwendete

Serum.

Nachdem eine vermehrte TGF-[3 Expression in Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten
nach Behandlung mit Dialyseserum beobachtet wurde, wurde zum Ausschluss einer
Kontamination der TGF-B Gehalt von unverdinntem Dialyseserum im Vergleich zu
unverdinntem gesundem Serum (Kontrollserum) bestimmt. Die Analyse erfolgte mittels
Western Blot. Dabei konnte keine Verdnderung im TGF-R Gehalt zwischen gesundem- und

Dialyseserum detektiert werden (siehe Abbildung 11).
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Abb. 11: Dialyseserum und gesundes Kontrollserum haben vergleichbare TGF-3
Konzentrationen. Ausschluss einer Kontamination durch das verwendete Serum.
Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der Expression von TGF-R (Transforming

Growth Factor beta) in unverdiinntem Kontroll- und Dialyseserum; n = 4; n.s.=nicht signifikant;

5.4 Behandlung von Kardiomyozyten mit Indoxylsulfat

5.4.1 Die Behandlung von Kardiomyozyten mit Indoxylsulfat fuhrt zu keiner

Zunahme der Apoptose und Nekroserate.

In den vorangehend beschriebenen Experimenten wurden die Effekte von Dialyseserum auf
die Fibrosemarker CTGF und TGF-B in Kardiomyozyten gezeigt. Nun wurde der Frage
nachgegangen, ob das Urédmietoxin Indoxylsulfat fir die eben gezeigten Effekte des

Dialyseserums verantwortlich ist.
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Dazu wurde zunachst die Apoptose und Nekroserate der Kardiomyozyten bei Behandlung mit
Indoxysulfat aufsteigender Konzentrationen und 10% gesundem Serum bestimmt. Die
durchflusszytometrische Analyse der Apoptoserate erfolgte mittels Markierung mit Annexin V.
Die durchflusszytometrische Analyse der Nekroserate erfolgte mittels Markierung mit
Propidiumiodid und Annexin V. Die Behandlung von Indoxylsulfat aufsteigender
Konzentrationen fiihrte zu keiner Zunahme der Apoptose und Nekroserate im Vergleich zum
Kontrollserum, welches 10% gesundes Serum ohne Indoxylsulfat enthielt. Dieses Ergebnis
entspricht den Beobachtungen, dass Dialyseserum ebenfalls keinen Einfluss auf die

Apoptose- und Nekroserate der neonatalen Kardiomyozyten hatte.
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Abb. 12: Kein Effekt von Indoxylsulfat auf die kardiomyozytare Apoptose und Nekrose.
Durchflusszytometrische Analyse der (A) Apoptose in Kardiomyozyten mittels Annexin V nach
24-stundiger Inkubation mit 0.5 umol/L, 1 pmol/L, 10 pmol/L und 100 pmol/L Indoxylsulfat. (B)
Dot-Plot-Darstellung der durchflusszytometrischen Apoptoseanalyse in Kardiomyozyten nach
24-stundiger Indoxylsulfat Behandlung. (C) Nekrose in Kardiomyozyten mittels Annexin V und
Propidiumiodid nach 24-stindiger Inkubation mit 0.5umol/L, 1 pumol/L, 10 pmol/L und 100
pmol/L Indoxylsulfat. (D) Reprasentative Dot-Plot-Darstellung der durchflusszytometrischen
Nekroseanalyse in Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Indoxysulfat Behandlung. n=8-9; n.s.
=nicht signifikant;

5.4.2 Die Behandlung von Kardiomyozyten mit Indoxylsulfat fihrt zu einer
Zunahme der Protein Expression des Fibrosemarkers TGF-R3, aber nicht von
CTGF.

In Abb. 8 wurde eine Zunahme der Proteinexpression von TGF-B und CTGF bei der
Behandlung von Kardiomyozyten mit Dialyseseren gezeigt. Um der Hypothese nachzugehen,
dass Indoxylsulfat fiur diese Effekte mitverantwortlich ist, wurden Kardiomyozyten in der
Zellkultur far 24 Stunden mit 10% gesundem Serum und Indoxylsulfat aufsteigender
Konzentration behandelt. Als Kontrolle diente Medium mit 10% gesundem Serum. Zur
Uberprifung der vorherigen Ergebnisse wurden zudem die Kardiomyozyten mit 10%
Dialyseserum behandelt (Positiv-Kontrolle). Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels
Western Blot und die Analyse der mRNA-Expression wurde mittels Real Time PCR
durchgefuhrt. Fir die Proteinexpression von TGF-R (siehe Abbildung 13A) konnte eine
Zunahme bei Behandlung mit Indoxylsulfat 200umol/L um 65,9+19,6% (p=0,03) im Vergleich
zur Kontrolle gezeigt werden. Es konnte keine Zunahme der Proteinexpression von CTGF im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (siehe Abbildung 13B). Die Analyse der mRNA-
Expression mittels Real Time PCR zeigte, dass sowohl die Expression von TGF-R als auch
die von CTGF durch die Behandlung mit Indoxylsulfat aufsteigender Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle unveréandert blieb (siehe Abbildung 13C und 13D). Wie schon in den
vorherigen Experimenten gezeigt, kam es zu einer Zunahme der Proteinexpression von TGF-
3 bei der Behandlung mit Dialyseserum um 234,9+31,5% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle
(siehe Abbildung 13A).

Fur CTGF konnte eine Zunahme der Proteinexpression um 162,2+47,2% (p=0,02) bei
Behandlung mit Dialyseserum im Vergleich zur Behandlung mit Indoxylsulfat 0.5 umol/L

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 13B).
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Abb. 13: Effekt von Indoxylsulfat auf die Expression der Fibrosemarker TGF-R und CTGF

in neonatalen Kardiomyozyten. Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der (A)

Proteinexpression von TGF-3 (Transforming Growth Factor beta), (B) Proteinexpression von
CTGF (Connective Tissue Growth Factor) und PCR-Analyse der (C) mRNA-Expression von
TGF- (Transforming Growth Factor beta), (D) mRNA-Expression von CTGF (Connective

Tissue Growth Factor) in Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Behandlung mit 0.5umol/L,

1umol/L, 10pumol/L und 100umol/L Indoxylsulfat. n=2-9; n.s. =nicht signifikant;
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5.5 Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Indoxylsulfat

5.5.1 Die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Indoxylsulfat fuhrt zu
keiner Zunahme der Proteinexpression und der mMRNA-Expression der
Fibrosemarker CTGF und TGF-R3.

In den vorherigen Experimenten wurde insbesondere die Zunahme des Fibrosemarkers CTGF
in kardialen Fibroblasten durch die Behandlung mit Dialyseserum gezeigt. Im Folgenden
wurde untersucht, ob das Uramietoxin Indoxylsulfat, das fur eine pro-fibrotische Wirkung
bekannt ist [75], flr diese Effekte mitverantwortlich ist. Dazu wurden kardiale Fibroblasten mit
aufsteigender Indoxylsulfat Konzentration fir 24h in der Zellkultur behandelt. Die Kontrolle
stellen kardiale Fibroblasten dar, die 24h mit Hungermedium und 10% gesundem
Kontrollserum behandelt wurden. Um physiologische Bedingungen zu schaffen, wurde zu

Indoxylsulfat, 10% gesundes Kontrollserum hinzugegeben.

Die Analyse der Proteinexpression der Fibrosemarker TGF-3 und CTGF erfolgte mittels
Western Blot Analyse. Um eine mogliche Erhdohung der mRNA-Expression beurteilen zu

konnen, erfolgte zusatzlich eine Real Time PCR Analyse.

Dabei zeigte sich, dass die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Indoxylsulfat in
aufsteigender Konzentration zu einer Zunahme der Proteinexpression von CTGF flhrte, was
aufgrund der Streuung das Signifikanzniveau verfehlte. Dieser Effekt lie3 sich auf mRNA-
Ebene nicht nachweisen (siehe Abbildung 14B, D). Bei Behandlung von neonatalen kardialen
Fibroblasten mit Indoxysulfat aufsteigender Konzentration konnte keine Zunahme der
Proteinexpression und der mRNA-Expression des Fibrosemarkers TGF-R nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 14A, C).
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Abb. 14: Indoxylsulfat induziert nicht die Expression der Fibrosemarker TGF-3 und
CTGF

Quantifizierung der (A) Proteinexpression von TGF-3 (Transforming Growth Factor beta), (B)

in neonatalen Kkardialen Fibroblasten. Repréasentativer Western Blot und
Proteinexpression von CTGF (Connective Tissue Growth Factor) und Reprasentative Analyse
und Quantifizierung der (C) mRNA-Expression von TGF- (Transforming Growth Factor beta),
(D) mRNA-Expression von CTGF (Connective Tissue Growth Factor) in kardialen Fibroblasten
nach 24-stindiger Behandlung mit 0.5umol/L, 1umol/L, 10umol/L und 100 pmol/L

Indoxylsulfat. n = 6-8; n.s.=nicht signifikant;
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5.5.2 Die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Indoxylsulfat fuhrt zu
keiner Zunahme der Protein- und mRNA-Expression von Kollagen 1Al und
Kollagen 3A1.

Um zu untersuchen, ob die durch das Dialyseserum induzierte Expressionszunahme von
Col1A1 und Col3A1 (siehe Abb. 10) durch das Uramietoxin Indoxylsulfat bedingt sind, wurden
die oben gewonnenen Protein Lysate genutzt und wie oben beschrieben mit Indoxylsulfat
aufsteigender Konzentration behandelt. Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels
Western Blot und die der mRNA-Expression mittels Real Time PCR. Es zeigte sich, dass die
Behandlung der kardialen Fibroblasten mit Indoxylsulfat unterschiedlicher Konzentration zu
keiner Zunahme der Protein- und mRNA- Expression von Col1Al (siehe Abbildung 15A, C)
und Col3Al(siehe Abbildung 15B, D) fuhrt.
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Abb. 15: Kein Effekt von Indoxylsulfat auf die Kollagen Expression in kardialen
Fibroblasten. Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der (A) Proteinexpression
von Kollagen 1Al (Col1Al), (B) Proteinexpression von Kollagen 3A1 (Col3A1) und PCR-
Analyse der (C) mRNA-Expression von Kollagen 1A1 (Col1lAl), (D) mRNA-Expression von
Kollagen 3A1 (Col3A1l) in kardialen Fibroblasten nach 24-stiindiger Behandlung mit 0.5umol/L,
1pmol/L, 10umol/L und 100 pmol/L Indoxylsulfat. n = 6-8; n.s.=nicht signifikant;
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5.6 Kombination von Vorhofflimmern und chronischer Niereninsuffizienz zur
Untersuchung des Einflusses der beiden Komorbiditaten auf die pro-fibrotische
Genexpression in Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten

5.6.1 Additiver Effekt einer arrhythmischen Stimulation in Gegenwart von
Dialyseserum auf die Proteinexpression von TGF-B in neonatalen

Kardiomyozyten.

Nachdem in den vorherigen Versuchen gezeigt wurde, dass die Behandlung von
Kardiomyozyten mit Dialyseserum zu einer Zunahme der Proteinexpression von TGF-3 und
CTGF fuhren und es aufRerdem bekannt ist, dass arrhythmisches Pacing Fibrose in
Kardiomyozyten induziert [140], wurde in den folgenden Versuchen arrhythmisches Pacing
und die Behandlung mit Dialyseserum kombiniert. Im Modell soll damit die myokardiale

Fibrosierung bei Niereninsuffizienten Patienten mit VVorhofflimmern nachempfunden werden.

Der Versuchsaufbau wurde so gestaltet, dass zwei Variablen (rhythmisches vs.
arrhythmisches Pacing und gesundes Serum vs. Dialyseserum) kombiniert untersucht wurden.
Dazu wurden Kardiomyozyten fiur 24h mit 10%igem gesundem Kontrollserum oder
Dialyseserum behandelt und 3Hz rhythmisch bzw. arrhythmisch stimuliert. Die Kontrolle
stellten dabei Kardiomyozyten dar, die mit gesundem Kontrollserum behandelt und rhythmisch
stimuliert wurden. Die Analyse der Proteinexpression von TGF-R erfolgte mittels Western Blot
Analyse, die Analyse der mRNA-Expression von TGF-B wurde mittels Real Time PCR

durchgefinhrt.

Fur die Proteinexpression von TGF-3 konnte bei Kombination von zwei Variablen eine
signifikante Zunahme verzeichnet werden. Bei Behandlung von arrhythmisch stimulierten
Kardiomyozyten mit Dialyseserum kam es zu einer Zunahme der TGF-[3 Expression um 185,1
+ 43,2 % (p=0,002) im Vergleich zur rhythmisch stimulierten Kontrollserum (siehe Abbildung
16). Bei Veranderung von nur einer Komorbiditat konnte keine signifikante Zunahme der TGF-
3 Proteinexpression, bzw. keine signifikante Veranderung der TGF-B mRNA-Expression
nachgewiesen werden. Fur die TGF-B mRNA-Expression wurde bei arrhythmischer
Stimulation mit Dialyseserum eine Abnahme um 0,27+0,088% (p=0,03) im Vergleich zum

rhythmischen stimulierten Kontrollserum beobachtet.
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Abb. 16: Effekt des Pacings mit Dialyseserum und gesundem Serum auf Fibrosemarker
TGF-B in Kardiomyozyten. Reprasentativer Western Blot und Quantifizierung der (A)
Proteinexpression von TGF-3 (Transforming Growth Factor beta) und PCR-Analyse der (B)
MRNA-Expression von TGF-3 (Transforming Growth Factor beta) in Kardiomyozyten nach 24-
stindiger Behandlung mit 10% gesundem Serum und Dialyseserum mit rhythmischer und

arrhythmischer Stimulation mit 3Hz flr 24h. n=6; n.s.= nicht signifikant;

5.6.2 Effekt einer arrhythmischen Stimulation in Gegenwart von Dialyseserum
auf die Proteinexpression von TGF-B in neonatalen Kardiomyozyten bei

Vergleich der Probenpaare untereinander.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, konnte bei Behandlung von arrhythmisch stimulierten
Kardiomyozyten mit Dialyseserum im Vergleich zur rhythmisch stimulierten Kontrollserum fir

die Proteinexpression von TGF-3 eine signifikante Zunahme verzeichnet werden.

Bei Vergleich der alters-und geschlechtsangepassten Probenpaare untereinander zeigt sich
bei jedem Probenpaar dieselbe Tendenz hinsichtlich der TGF-3 Expression. Innerhalb jedes
Probenpaars konnte eine Zunahme der TGF-3 Expression bei arrhythmischer Stimulation der
Kardiomyozyten im Vergleich zu der rhythmischen Stimulation der Kardiomyozyten beobachtet
werden. Dieser Effekt ist sowohl fir die Behandlung mit Kontrollserum als auch fur die mit
Dialyseserum nachweisbar. AuRerdem kam es zu einer Zunahme der TGF-R Expression

innerhalb eines Probenpaares bei Behandlung mit Dialyseserum im Vergleich zum
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Kontrollserum. Dies gilt sowohl fir den Vergleich von rhythmischer, aber auch von
arrhythmischer Stimulation.

Die starkste Zunahme der TGF-3 Expression ist innerhalb der Probenpaar durch Veréanderung
von zwei Variablen nachzuweisen. Dabei kam es zur starksten Zunahme der TGF-
Expression bei arrhythmischer Stimulation und Behandlung mit Dialyseserum im Verglich zum
rhythmisch stimulierten Kontrollserum.
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Abb. 17: Effekt der Stimulation mit Dialyseserum und gesundem Serum auf den
Fibrosemarker TGF-R in Kardiomyozyten. Quantifizierung der Expression von TGF-3
(Transforming Growth Factor beta) in Kardiomyozyten nach 24 stiindiger Behandlung mit 10%
gesundem Serum und alters-und geschlechtsangepasstem Dialyseserum mit rhythmischem
und arryhthmischem Pacing mit 3Hz fir 24h. n =6. Probenpaar 1: mannlich, Geburtsjahr: 1952-
1955; Probenpaar 2: mannlich, Geburtsjahr: 1950-1964; Probenpaar 3: méannlich, Geburtsjahr
1937-1940; Probenpaar 4: méannlich, Geburtsjahr: 1978-1982; Probenpaar 5: mannlich,
Geburtsjahr 1955-1956 Probenpaar 6: mannlich; Geburtsjahr 1947-1949; SR= Kontrollserum
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rhythmisch; SAR= Kontrollserum arrhythmisch; DR= Dialyseserum rhythmisch; D AR=
Dialyseserum arrhythmisch;

5.6.3 Die Behandlung von Kardiomyozyten mit Dialyseserum fuhrt zu einer
Zunahme der mRNA-Expression des Ryanidin-Receptor 2 (Ryr2).

Um den Effekt von Dialyseserum und eine arrhythmische Stimulation auf den
Calciumstoffwechselmarker Ryr2 zu tberprifen, wurden Kardiomyozyten fur 24h mit alters-
und geschlechtsangepasstem Kontroll- und Dialyseserum einer Konzentration von 10%
behandelt und rhythmisch bzw. arrhythmisch stimuliert. Die Analyse der Ryr2 mRNA-
Expression erfolgte mittels Real Time PCR. Es zeigte sich eine Zunahme der mRNA-
Expression von Ryr2 bei Behandlung mit Dialyseserum und rhythmischer Stimulation um
1,7+0,3 % (p<0,001) im Vergleich zur Behandlung mit Kontrollserum mit rhythmischer
Stimulation. Ebenso konnte eine Zunahme der mRNA-Expression von Ryr2 bei Behandlung
mit Dialyseseren und arrhythmischer Stimulation um 1,6+0,2 % (p<0,001) im Vergleich zur
Behandlung mit Kontrollserum mit arrhythmischen Pacing verzeichnet werden. Kein
Unterschied konnte bei Vergleich von rhythmischer und arrhythmischer Stimulation fur die

Ryr2 mRNA-Expression beobachtet werden.
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Abb. 18: Effekt des Dialyseserums und gesunden Serums mit rhythmischer und
arrhythmischer Stimulation auf die Genexpression von Ryr2 in Kardiomyozyten. PCR-
Analyse der mRNA-Expression des Ryanodin-Rezeptor 2 (Ryr2) in Kardiomyozyten nach 24-
stiindiger Behandlung mit 10% gesundem Serum und Dialyseserum mit rhythmischer und

arrhythmischer Stimulation 3Hz. n=6; n.s.= nicht signifikant;
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5.6.4 Die Behandlung von Kardiomyozyten mit Dialyseseren fuhrt zu einer
Zunahme der mRNA-Expression von ANP und BNP unabhangig von einer

arrhythmischen Stimulation.

Um den Effekt von Dialyseserum und arrhythmischer Stimulation auf ANP und BNP zu
Uberprufen, wurden neonatale Kardiomyozyten fir 24h mit alters- und
geschlechtsangepasstem Kontroll- und Dialyseserum behandelt und rhythmisch bzw.
arrhythmisch stimuliert. Die Analyse der ANP und BNP mRNA erfolgte mittels Real Time PCR.
Fiar die ANP mRNA-Expression konnte eine Zunahme bei Behandlung mit Dialyseserum und
rhythmischer Stimulation im Vergleich zum Kontrollserum mit rhythmischer Stimulation
festgestellt werden, welche nicht das Signifikanzniveau erreichte (siehe Abbildung 19A).
Ebenso konnte eine nicht das Signifikanzniveau erreichende Zunahme der ANP mRNA-
Expression unter arrhythmischer Stimulation verglichen mit der entsprechenden Kontrolle
verzeichnet werden. Fir die BNP mRNA-Expression konnte eine signifikante Zunahme bei
Behandlung mit Dialyseserum und rhythmischer Stimulation um 1,8+0,4% (p= 0,001) im
Vergleich zum Kontrollserum mit rhythmischer Stimulation festgestellt werden (siehe
Abbildung 19B). Auch zeigten sich eine gesteigerte BNP-Expression in Dialyseserum-
behandelten Kardiomyozyten unter arrhythmischer Stimulation verglichen gegen die
entsprechende Kontrolle, diese erreichte aber nicht das Signifikanzniveau. Kein Unterschied
zeigte sich beim Vergleich von rhythmischer und arrhythmischer Stimulation fur die BNP

MRNA-Expression.
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Abb. 19: Effekt des Dialyseserums und gesunden Serums mit rhythmischer und
arrhythmischer Stimulation auf die Genexpression von ANP und BNP in
Kardiomyozyten. PCR-Analyse der mRNA-Expression von (A) atrialem natriuretischen
Peptid (ANP) und (B) brain natriuretischem Peptid (BNP) in Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
Behandlung mit 10% gesundem Serum und Dialyseserum mit rhythmischer und

arrhythmischer Stimulation mit 3Hz. n=6; n.s.= nicht signifikant;

5.7 Die Stimulation von kardialen Fibroblasten mit Medium aus einer
Kardiomyozytenkultur mit Dialyseserum und arrhythmischer Stimulation

induziert die Proteinexpression des Fibrosemarkers TGF-3 und Col1Al.

Nachdem bei Behandlung mit Dialyseserum und arrhythmischer Stimulation eine Zunahme
der Proteinexpression des Fibrosemarkers TGF-3 in Kardiomyozyten gezeigt wurde, wurde
nun die Auswirkung von arrhythmischer Stimulation in Kombination mit Dialyseserum auf die
Fibroseinduktion in kardialen Fibroblasten untersucht. Ziel des Versuchsaufbau war es
nachzuweisen ob Kardiomyozyten durch Sekretion, kardiale Fibroblasten parakrin zur

Expression von Col1Al und TGF-B induzieren.

Wie in dem vorherigen Versuch wurden Kardiomyozyten fir 24h mit Dialyseserum bzw.
Kontrollserum behandelt und arrhythmisch bzw. rhythmisch stimuliert. Das daraus
resultierende Medium der Kardiomyozytenkultur wurde weitergenutzt, um fiir 24 Stunden
kardiale Fibroblasten zu behandeln. Hierbei wurden wie oben beschrieben die vier

Bedingungen mit Dialyseserum behandelt, rhythmisch stimuliert, mit Dialyseserum behandelt,
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arrhythmisch stimuliert und mit Kontrollserum rhythmisch und arrhythmisch stimuliert
voneinander unterschieden. Die Analyse erfolgte mittels Western Blot. Eine signifikante
Zunahme der TGF-3 Expression in kardialen Fibroblasten konnte durch die Behandlung mit
Medium aus einer Kardiomyozytenkultur verzeichnet werden, die vorher mit Dialyseserum und
einer arrhythmischen Stimulation behandelt wurde. Hier zeigte sich eine signifikante Zunahme
um 280,7+82,8% (p=0,02) im Vergleich zu kardialen Fibroblasten, die mit Medium einer
Kardiomyozytenkultur behandelt wurden, die vorher mit Kontrollserum und unter
arrhythmischer Stimulation kultiviert wurde. Besonders ausgepragt war die Zunahme bei
Kombination von zwei Komorbiditaten. Es konnte eine besonders ausgepragte Zunahme der
TGF-3 Expression in kardialen Fibroblasten durch Behandlung mit Medium aus einer
Kardiomyozytenkultur, die zuvor mit Dialyseserum und einer arrhythmischen Stimulation
behandelt wurde, nachgewiesen werden. Hier ergab sich eine Zunahme um 436,4+82,8%
(p<0,001) im Vergleich zur Behandlung mit Medium einer Kardiomyozytenkultur, die vorher
mit Kontrollserum und rhythmischer Stimulation kultiviert wurde. Fur die Col1Al Expression
der kardialen Fibroblasten konnte eine signifikante Zunahme durch die Behandlung mit
Medium aus einer Kardiomyozytenkultur, die vorher mit Kontrollserum und einer
arrhythmischen Stimulation behandelt wurde, nachgewiesen werden. Hier zeigte sich eine
Zunahme um 126,7+32,1% (p=0,004) im Vergleich zur Behandlung mit Medium einer
Kardiomyozytenkultur, die vorher mit Kontrollserum und rhythmischer Stimulation kultiviert
wurde. Ebenso konnte eine Zunahme der Coll1Al Expression der kardialen Fibroblasten bei
Behandlung mit Medium der Kardiomyozytenkultur, die vorher mit Dialyseserum und einer
rhythmischen Stimulation behandelt wurden, nachgewiesen werden. Hier konnte eine
Zunahme um 131,5+33,4% (p=0,004) im Vergleich zur Behandlung mit Medium einer
Kardiomyozytenkultur, die vorher mit Kontrollserum und rhythmischer Stimulation kultiviert
wurde, gezeigt werden. Die starkste Zunahme der CollAl Expression der kardialen
Fibroblasten konnte bei Behandlung mit Medium einer Kardiomyozytenkultur gezeigt werden,
bei der die Kultivierung mit Dialyseserum und arrhythmischer Stimulation kombiniert wurde.
Hierbei konnte eine Zunahme um 164,1+33,4 % (p<0,001) im Vergleich zur Behandlung mit
Medium einer Kardiomyozytenkultur, die vorher mit Kontrollserum und rhythmischer

Stimulation kultiviert wurde, gezeigt werden.

69



Ergebnisse

A p=0,0002 B p=0,0004
p=0,0043

o ) p=0,0175

S 1000 p=0,0042 n.s.

£ n.s n.s 400- .
S 800- v 5

- T n.s. V' ke n e

[T =) x ]
38 s00- £ E 300 "

S ) 3 G ;
£3 400 Py {v S £ g 200 = ‘Ai‘ M
52 e A =23 oo .- ¥
S 200- = ; < < 100] —=m_

. n o °

6 Sopye® A 3 )

| ol 0 T T T T 0

- calpd - @
25kDa e e 200kDa —

GAPDH

GAPDH
ks D D D S s e D SN -

@ Kontrollserum rhythmisch
B Kontrollserum arrhythmisch
A Dialyseserum rhythmisch

v Dialyseserum arrhythmisch

Abb. 20: Effekt des Mediums der Kardiomyozytenkulturen, die stimuliert und mit
Dialyseserum behandelt wurden, auf den Fibrosemarker TGF-B und die CollAl
Expression in kardialen Fibroblasten. Reprasentative Western Blot Analyse und
Quantifizierung von (A) TGF-R (Transforming Growth Factor beta) und (B) KollagenlAl
(Col1lAl) in kardialen Fibroblasten nach 24-stindiger Behandlung mit Kardiomyozyten
Medium nach Behandlung mit 10% Kontrollserum und Dialyseserum mit rhythmischer und

arrhythmischer Stimulation bei 3Hz fur 24h. n=6; n.s. = nicht signifikant;
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5.8 Ergebnisschemen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Behandlung von Kardiomyozyten mit

Dialyseserum zu einer Zunahme der Expression der Fibrosemarker TGF-3 und CTGF fuhrt.

Die Behandlung von kardialen Fibroblasten fihrt zu keiner Ausschittung von TGF-R3, aber zu

einer erhdhten Expression der Kollagene CollAl und Col3Al. Somit wirken die von den

Kardiomyozyten exprimierten pro-fibrotischen Mediatoren TGF-3 und CTGF parakrin auf die

kardialen Fibroblasten und induzieren eine Myokardiale Fibrose.

Behandlung mit
Dialyseseren

Kardiomyozyten

W
b\}
$

Kardiofibroblasten

Fibroseentwicklung
durch Erh6éhung von
Col1A1 und Col3A1

Ausschittung pro-
fibrotischer
Transmitter TGF-13
und CTGF

Keine
Ausschittung pro-
fibrotischer
Transmitter

Abb. 21: Ergebnisschema. Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse dieser
Arbeit. TGF-B=Transforming Growth Factor beta; CTGF=Connective Tissue Growth Factor;
Col1Al1= Kollagen1Al; Col3A1=Kollagen3A1l;
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6. Diskussion

Es ist bekannt, dass dialysepflichtige CNI aufgrund eines erhthten kardiovaskularen
Risikos[131] mit einer erhohten Mortalitdt einhergeht. Einige in vivo Studien beschreiben
zudem die Wirkung von CNI auf die kardiale Fibrosierung [85,92]. Studien, die die
Auswirkungen von dialysepflichtiger CNI auf die kardiale Fibrose beschreiben, fehlen jedoch.
Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurde ein Zellkulturmodell entwickelt, indem
Kardiomyozyten und kardiale Fibroblasten fir 24h mit Dialyseseren und als Kontrolle mit
gesunden Seren behandelt wurden. Mittels Western Blot Analyse wurde die Expression der
Fibrosemarker TGF-B, CTGF und von Kollagen1lAl und Kollagen3A1 gemessen. Bei
bekannter Wirkung von Indoxylsulfat auf die kardiorenale Fibrogenese [75,118], wurde zudem

untersucht, ob IS in unserem Versuchsaufbau ebenfalls pro-fibrotische Wirkungen zeigt.

Zudem wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen ob Dialyseserum in Kombination mit
VHF, was die haufigste Arrhythmie bei Dialysepatienten darstellt [28], die kardiale Fibrogenese
mehr erhoht, als nur die Behandlung mit Dialyseserum, oder nur die Behandlung mit
arrhythmischer Stimulation alleine. Dazu wurden Kardiomyozyten mit Dialyseserum und als
Kontrolle mit gesundem Serum behandelt und fir 24h arrhythmisch bzw. als Kontrolle
rhythmisch stimuliert. Es wurde insbesondere die Auswirkungen auf den Fibrosemarker TGF-

3 gemessen.

6.1 Zusammenhéange zwischen Dialyseseren und kardialer Fibrose

In dieser Arbeit konnte eine vermehrte Kollagen- und CTGF-Expression bei der Behandlung
von kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum beobachtet werden. AuRerdem konnte eine
erhdhte TGF-R und CTGF-Expression bei Behandlung von Kardiomyozyten mit Dialyseseren

gezeigt werden.

Auch in vivo Studien bestatigen die pro-fibrotische Wirkung von Nierenfunktionsverlust auf das
Herz [92]. In einem Tiermodell konnte festgestellt werden, dass 5/6 nephrektomierte Ratten,
bei denen ein Myokardinfarkt ausgeltst wurde, eine erhéhte Herzfibrose und Kollagen |
Expression in der nicht-Infarktzone zeigten [85]. Martin et. al konnten bei Ratten mit einseitiger
Nephrektomie nach 4 Wochen eine Herzfibrose beobachten, welche diese Uber
Veranderungen im TGF-R und Apoptose Signalweg erklarten [61,92,128]. Zudem beschrieb
die Arbeitsgruppe eine zunehmende Fibrosierung der verbleibenden Niere und stellten die
Vermutung auf, dass diese Faktoren freisetzen, die Gber den TGF-3 und Apoptose Signalweg

pro-fibrotische Wirkungen vermitteln [92].
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Der TGF-R Gehalt zwischen gesundem und Dialyseserum war vergleichbar, dies lasst die
Vermutung zu, dass die Kardiomyozyten durch die Behandlung mit Dialyseseren Uber eine
TGF-3 und CTGF-Freisetzung, die vermehrte Kollagenexpression in kardialen Fibroblasten

induzieren.

Der Versuchsaufbau unserer Experimente wurde so gewahlt, dass jedes Dialyseserum einer
alters- und geschlechtsangepassten gesunden Kontrolle zugeordnet wurde. Es ist bekannt,
dass der Metabolismus bestimmter Stoffe wie z.B. Phosphat alters-und geschlechtsabhéngig
ist und damit auch die Serumkonzentration beeinflusst wird [37]. Um diese Einflussfaktoren
auszuschalten, entschieden wir uns fir alters-und geschlechtsangepasste gesunde

Kontrollen.

6.2 Die Rolle der serumfreien Kontrolle

In verschiedenen Arbeiten wurde beschrieben, dass Serum komplementhaltig ist und damit in
bestimmten Fibroblasten die Expression pro-fibrotischer Faktoren induzieren kann [99].So
zeigte Monteiro et. al, dass eine Fibroseinduktion durch nicht-komplementinaktiviertes Serum
in Leberzirrhose Zellen stattfindet [99,123]. Die Kontrolle stellte dabei komplementinaktiviertes
Serum dar. Die Komplementinaktivierung wurde durch eine Erhitzung des Serums
(Hitzeinaktivierung) erreicht [99]. Um den Serumeffekt auf die Fibroseinduktion in
Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten zu untersuchen, wurde zusatzlich in dieser Arbeit
eine serumfreie Kontrolle etabliert. Um die von Monteiro et. al beobachteten pro-fibrotischen
Effekte des Serums durch das Komplementsystem auszuschlieen [99], wurde das von uns
genutzte Serum bei 56 Grad Uber 30 Minuten erhitzt. Dabei konnten wir tatséchlich eine
vermehrte TGF-3 Expression in kardialen Fibroblasten und eine vermehrte CTGF- Expression
in Kardiomyozyten bei Behandlung mit gesundem Serum, im Vergleich zur serumfreien
Kontrolle ermitteln. Also scheint das Serum per se die Expression von pro-fibrotischen
Mediatoren zu erhdhen. Allerdings zeigte der Vergleich von gesundem und Dialyseserum eine
verstarkte  Expression der Fibrosemarker unter Dialyseserum, sodass die

Expressionszunahme insgesamt nicht nur durch den Serumeffekt erklart werden kann.

Bei Behandlung von kardialen Fibroblasten mit gesundem Serum konnte eine Abnahme der
Kollagenexpression im Vergleich zur serumfreien Kontrolle detektiert werden. Dies lasst sich
mutmaflich dadurch erklaren, dass Substratmangel Stress generiert [126], was wiederum die
Expression von pro-fibrotischen Signalkaskaden férdern kénnte. Auch Takemura et al. nutzen
schon Hungerbedingungen in Kardiomyozyten aus, um Stress zu generieren. Die
Wissenschaftler nutzen dieses Stressmodell, um Autophagie ndher zu erforschen [126].
Autophagie stellt einen Prozess dar, der abhangig von der Situation und dem Ausldser den

Zelltod oder das Zelliberleben fordern kann [82,126]. Sie konnten nach vier Tagen
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Hungerbedingungen der Kardiomyozyten insbesondere strukturelle Veranderungen und eine
Zunahme der Nekroserate der Zellen feststellen[126]. Auch wir konnten nach 24 Stunden
Hungerbedingung eine Zunahme der Apoptoserate in Kardiomyozyten im Vergleich zur
Behandlung mit Serum beobachten. Studien, die die direkte Auswirkung von Substratmangel
auf die Myokardiale Fibrose thematisieren, fehlen. Wobei eine pro-fibrotische Wirkung von
verschiedenen anderen myokardialen Stressreizen, wie z.B mechanische Dehnung bekannt
ist [11]. Es lasst sich also nur spekulieren, dass der Stressreiz Substratmangel pro-fibrotische
Signalkaskaden anstof3t, die dann zu den von uns beobachteten Zunahmen der

Kollagenexpression fiihren.

Kombinierend lasst sich mutmalR3en, dass der Komplementeffekt des Serums, aber auch der
Stressreiz  durch Hungerbedingungen fir die verschiedene Expressionsmuster von
Fibrosemarkern und Kollagen eine Rolle spielen konnten. Da diesbeztiglich erst wenige Daten
existieren, sind noch weitere Forschungen nétig, um alle Faktoren zu identifizieren, die die

Unterschiede zwischen Serumbehandlung und serumfreier Kontrolle erklaren.

Diese Arbeit thematisiert hauptsachlich die Auswirkungen von Serum von Patienten unter
Dialyse auf die Myokardiale Fibrose. Im Weiteren wird also, ungeachtet des Serumeffekts, auf
den Unterschied zwischen dem Serum gesunder Probanden und dem Serum von Patienten

unter Dialyse eingegangen.

6.3 Zusammenhénge zwischen BNP-Erhohung in Kardiomyozyten und

Dialyseseren

Es konnte eine Zunahme der Genexpression des Hypertrophiemarkers BNP bei Behandlung
von Kardiomyozyten mit Dialyseseren erhoben werden. Dies passt zu den Beobachtungen
von Goto et al., welche feststellten, dass die Behandlung von neonatalen Kardiomyozyten mit
einem papillaren Extrakt aus der Niere zu einer vermehrten BNP Sekretion fuhrt [45]. Was also
vermuten lasst, dass auch die Niere Mediatoren sezerniert, die an der Ausschittung von BNP
beteiligt sind. Ogawa et al. konnten in BNP knockout Mausen eine vermehrte ventrikulare
Fibrose mit einer vermehrten Kollagen- und TGF-R Expression eruieren. Diese postulierten,
dass BNP als von Kardiomyozyten abgeleiteter antifibrotischer Faktor wirkt [107]. Andere
Arbeiten beschreiben hingegen eine pro-fibrotische Wirkung von BNP auf die Herzvorhofe
[130]. Weitere Experimente sind nétig, um die zu Grunde liegenden Mechanismen der BNP-
Freisetzung in Kardiomyozyten bei Behandlung mit Dialyseserum zu untersuchen und den
Stellenwert im kardiorenalen Syndrom und bei der kardialen Fibrose zu beschreiben. So
kénnte die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Dialyseserum und BNP weiteren
Aufschluss tber die potenziell anti- oder pro-fibrotische Wirkung von BNP im kardiorenalen

Syndrom liefern.
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6.4 Zusammenhéange zwischen RyR-2 und kardialer Fibrose

Der Ryanodinrezeptor Typ 2(RyR-2) ist der Hauptkanal der Calcium Freisetzung aus dem
sakroplasmatischen Retikulum in Kardiomyozyten[1]. Der Calciumkanal spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulierung der Kkontraktilen Myokardfunktion, aber auch bei der
Herzhyperthrophie [29]. RyR-2 wird nur in Kardiomyozyten, nicht jedoch in kardialen
Fibroblasten exprimiert [29]. Ding et. al untersuchten die Wirkung von RyR-2 auf die kardiale
Fibrose. Sie beobachteten, dass eine mechanische Dehnung zu einer vermehrten Expression
von TGF-3 in Kardiomyozyten fuhrt. Durch einen RyR-2 knockdown konnte diese signifikant
vermindert werden. Ebenso konnte durch den Knockdown die durch mechanische Dehnung
ausgeltste Kollagenexpression in kardialen Fibroblasten vermindert werden [29]. Ding et al.
schlossen daraus, dass RyR-2 eine wichtige Rolle bei der durch Dehnung ausgeldsten
Herzfibrose spielt und dabei TGF-3 parakrin die Kollagenbildung in kardialen Fibroblasten
wirkt [29].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Dialyseserum zu einer erhhten Expression von
RyR-2 fuhrt. Gegebenenfalls kdnnte also RyR-2, auch ohne mechanische Dehnung, an der
durch Dialyseserum gezeigten kardialen Fibrose beteiligt sein. Der Mechanismus der
erhdhten RyR-2 Expression durch Dialyseseren bleibt jedoch unklar. Es sind weitere
Forschungen nétig, um die Rolle von RyR-2 in CKD-Patienten und bei einer kardialen
Fibroseentwicklung zu identifizieren. Aufschluss kénnten Versuche liefern, die die Auswirkung
von einem RyR-2 Knockdown, auf die durch Dialyseserum ausgeltste kardiale Fibrose

untersuchen.

6.5 Zusammenhange zwischen arrhythmischer Stimulation, Behandlung mit

Dialyseserum und kardialer Fibrose

Die Behandlung mit Dialyseserum und arrhythmischer Stimulation fuhrt in Kardiomyozyten zu
einer Zunahme der TGF-R Protein Expression. Passend hierzu kam es zu einer Abnahme der
TGF-B mRNA-Expression bei arrhythmischer Stimulation und Behandlung mit Dialyseserum,
was einer Gegenregulation entsprechen kénnte. In kardialen Fibroblasten konnte fur die TGF-
3 und Kollagen Expression, sowohl eine Zunahme durch Dialyseserum als auch durch
arrhythmische Stimulation gezeigt werden. Die starkste Expressionszunahme konnte durch
die Kombination von Dialyseserum und arrhythmischer Stimulation beobachtet werden. Auch
Slawik et. al. konnten eine Zunahme der TGF-3 und Kollagenexpression bei arrhythmischer
Stimulation erfassen[121]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass durch arrhythmische Stimulation
und Dialyseserum die TGF-3 Expression in Kardiomyozyten steigt, was wiederum parakrin auf
Kardiofibroblasten wirkt und so erneut Uber den TGF- Signalweg eine vermehrte

Kollagenbildung und Fibrose entsteht. Im Ganzen kann also darauf geschlossen werden, dass
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die kardiale Fibrogenese bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und VHF, was die
haufigste Arrhythmie bei diesen Patienten darstellt [144], noch hoher ist, als bei einem dieser

Erkrankungen alleine.

VHF ist neben der Arrhythmie auch durch eine Tachykardie gekennzeichnet [14,24,42,63]. In
unserem Modell wurde jedoch VHF nur mittels Arrhythmie untersucht, inwieweit auch eine
Tachykardie bzw. eine Frequenzabhéangigkeit Einfluss auf die kardiale Fibrose hat, gilt es noch

weiter zu untersuchen.

6.6 Zusammenhange zwischen Indoxylsulfat und kardialer Fibrose

In vielen Studien konnten die Zusammenhange von Indoxylsulfat und kardialer Fibrose belegt
werden [75,118]. Lekawanvijit et. al beschrieben eine konzentrationsabhangige
Expressionszunahme von Kollagen in kardialen Fibroblasen nach 48-stiindiger Behandlung
mit Indoxylsulfat einer Konzentration von 3umol/L bis 200umol/L [75]. Bei Nierengesunden
scheint die pro-fibrotische Wirkung von IS keine Rolle zu spielen, da die IS Konzentration
lediglich zwischen 0,1-2,39umol/L [75] liegt. Savira et. al konnten bei einer Indoxylsulfat
Konzentration von 10umol/L eine erhdhte TGF-B und CTGF Expression in kardialen
Fibroblasten feststellen [118]. Aufgrund dieser Arbeiten legten wir die von uns genutzte IS-
Konzentrationen auf 0,1umol/L -100umol/L fest. Ein Effekt von Indoxylsulfat auf die Kollagen,
CTGF und TGF-3 Protein und mRNA-Expression in kardialen Fibroblasten konnte nach 24-
stiindiger Behandlung in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werde. Dies ist kontrar zu den
Ergebnissen von Lekawanvijit et. al und von Savira et. al, wobei in diesen Studien der Effekt
auf die Kollagenexpression erst nach 48h gezeigt wurde [75,118]. Ein weiterer Unterschied
besteht in der Methodik, wobei die Messung der Kollagensynthese in den vorherigen Studien
durch den Einbau von 3-H Prolin durchgefiihrt wurde und in dieser Arbeit mittels Western Blot
Analyse [75,118].

Es fehlen bisher Studien, die die Wirkung einer Indoxylsulfat Behandlung von Kardiomyozyten
auf die Fibrosemarker TGF-3 und CTGF beschreiben. Lediglich fiur HK-2 Zellen ist eine
erhdhte Expression von TGF-R nach 18-stiindiger Behandlung mit Indoxylsulfat 10umol/L
nachgewiesen worden [118]. Im Zuge dieser Doktorarbeit konnte eine erhdhte TGF-3
Expression bei Behandlung von Kardiomyozyten mit 200umol/L Indoxylsulfat gezeigt werden.

Dieser Effekt war aber im Vergleich zur Behandlung mit Dialyseseren nur gering ausgepragt.

Zusammenfassend konnte in unseren Experimenten mit IS keine Effekte fiir die Behandlung
von Kardiofibroblasten detektiert werden. In Kardiomyozyten konnte im Vergleich zum
Dialyseserum nur ein geringer Effekt erhoben werden. Mutmalflich ist Indoxylsulfat zumindest

nicht allein, oder nur teilweise bei den in dieser Arbeit gezeigten Effekte von Dialyseserum auf
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die Fibrosemarker und die Kollagenbildung beteiligt. Wobei zu beachten ist, dass in
verschiedenen Studien die mediane Serum Konzentration von IS bei Patienten mit
fortgeschrittener Niereninsuffizienz stark variierte, es wurden Konzentrationen von 40pmol/L -
500umol/L beschrieben [95]. Die 1S-Konzentration wurde in den von uns genutzten
Dialyseseren nicht gemessen. Also konnte IS in den Dialyseseren, die hier genutzte maximale
Konzentration von 100umol/L Uberschritten haben. In dieser Arbeit wurde nicht gezeigt, ob IS
von den Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten aufgenommen wurde, oder ob die
Bindung an Rezeptoren an der Zellwand entscheidend ist. Auch in vivo sind Effekte von
Indoxylsulfat auf kardiale Fibrose beschrieben. In einem 5/6 Nephrektomiemodell konnte eine
kardiale Fibrosierung mit Indoxylsulfat tber den TGF-3 Signalweg in Verbindung gebracht
werden [76].

Aktuell sind 160 Uramietoxine bekannt [32,95,134], neben IS, wurde fur PCS, als einziges
weiteres Protein gebundenes Urdmie Toxin [75,84] eine kardiale pro-fibrotische Wirkung
gezeigt [118]. Auch fur die mittel groRen Molekile wie FDF 23 und PTH sind pro-fibrotische
Wirkungen bekannt [3,49]. Ziele fur weitere Arbeiten kénnten sein, die Wirkungen weiterer

Uramietoxine und auch die Kombination dieser auf die kardiale Fibrose zu untersuchen.

6.7 Einschrankungen:

Unser Zellmodell wurde aus neonatalen Ratten gewonnen. Es ist jedoch belegt, dass
neonatale Herzzellen im Gegensatz zu erwachsenen Herzzellen einen unterschiedlichen
Metabolismus [33] und unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften [139] besitzen.
Wohingegen ein identischer TGF-Phanotyp besteht [50,129,134,141]. Zudem wurde dieses
Zellkulturmodell schon in vielen vorherigen Studien [75,135] genutzt, um die Auswirkung des
kardiorenalen Syndroms auf die kardiale Fibrose zu beschreiben. Ein in vitro Modell kann, wie
auch schon in anderen Studien kritisiert, nicht die Komplexitat des kardiorenales Syndroms
darstellen [75]. Weiterhin ist bekannt, dass der Gehalt an Uramietoxinen in Dialysepatienten
stark schwankt [95], wobei die IS Konzentration und die Konzentration anderer Urdmietoxine,
in den von uns verwendeten Dialyseseren nicht gemessen wurde. In dieser Arbeit konnte die
pro-fibrotische Wirkung des Dialyseserums nicht allein durch IS erklart werden, andere wurden

hier nicht berlicksichtigt.

Diskutiert werden muss, dass die Einflussfaktoren von kardialen Fibroblasten zahlreich sind.
So reagieren kardiale Fibroblasten auf sehr verschiedene Stimuli, neben Zytokinen (TGF-
alpha, IL-1, IL6, TGF-B etc.) auch auf Hormone (wie natriuretische Peptide, Ang Il, Endothelin-
1, Noradrenalin etc.), aber auch auf mechanische Dehnung und unterschiedlichen
Sauerstoffgehalt [12,48,54,73,83,103,114,132,138]. Auch auf einige Faktoren, die schon in

Zusammenhang mit einer pro-fibrotischen Wirkung im kardiorenalen Syndrom stehen, wurde
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nicht eingegangen. So ist Angiotensin Il (Ang Il), ein Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron
Systems (RAAS) [104], fur seine pro-fibrotische Wirkung bekannt und vermittelt diese unter
anderem Uber TGF-R [101]. Ang Il kann die Expression von Endothelin-1 in der Niere erhéhen
[8], welches ebenfalls pro-fibrotische Wirkungen hat [101]. Dies ist ein wichtiger Ansatz,
welcher in weiteren Arbeiten untersucht werden sollte. Entziindungsmediatoren wie TNF-
alpha, IL-1 und IL-6 wurden nicht berticksichtigt. Es steht fest, dass entziindungsférdernde
Biomarker in Patienten mit CKD erhoht sind, was vor allem tber das RAAS und das
sympathische Nervensystem vermittelt wird. Die proinflammatorischen Mediatoren kénnen zu
einer Gewebeschadigung der Niere und des Herzens beitragen und zu Fibrose fihren [72].
Parameter, die die beschriebene Fibrose bei Behandlung mit Dialyseseren erklaren sind
zahlreich. Um diese zu relativieren ware es fir zukinftige Arbeiten sinnvoll diese Parameter

ZU messen.

6.8 Zusammenfassungen der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Dialyseseren zu einer vermehrten Proteinexpression der
Fibrosemarker TGF-B und CTGF in Kardiomyozyten und zu einer vermehrten
Kollagenexpression in kardialen Fibroblasten fiihrt. Weiterhin wurde eine Erhéhung der
Genexpression von BNP und RyR 2 bei Behandlung mit Dialyseserum beobachtet. AuRerdem
konnte nachgewiesen werden, dass die profibrotischen Wirkungen von Dialyseseren und
arrhythmischer Stimulation noch starker ausgepragt ist als die Behandlung mit Dialyseserum
und rhythmischer Stimulation. Auf Proteinebene wurde eine Vermehrte TGF-3 Expression in
Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten, sowie eine erhdhte Kollagenbildung in
Kardiofibroblasten nachgewiesen. Auf mMRNA-Ebene konnte eine Verminderung der TGF-3
MRNA-Expression bei arrhythmischer Stimulation und Dialyseserumbehandlung im Vergleich
zur rhythmisch stimulierten Kontrolle gezeigt werden. Das Uramietoxin Indoxylsulfat, welches
fur seine profibrotische Wirkung bekannt ist [75], zeigte nach 24h lediglich bei 100umol/L
geringe Auswirkungen auf die TGF-B Proteinexpression in Kardiomyozyten und keine
Auswirkungen den Fibrosemarker CTGF, sowie auf die Kollagenexpression in
Kardiofibroblasten. Alle der oben genannten Ergebnisse sind ohne signifikante Veranderung
auf die Lebensfahigkeit der Kardiomyozyten aufgetreten, was durch ein Apoptose-, Nekrose-
FACS gemessen wurde. Der Mechanismus, welcher der erhdhten Expression von Kollagen in
Kardiofibroblasten zu Grunde liegt, kann tber eine Induktion durch Kardiomyozyten begriindet
werden. Diese exprimieren pro-fibrotische Mediatoren, wie TGF-3 und CTGF, welche parakrin

auf die Kardiofibroblasten wirken und damit zu einer erhhten Kollagenexpression fiihren.
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