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Einleitung

1 Einleitung

Kardiovaskulare  Erkrankungen stehen an erster Stelle der globalen
Todesursachenstatistik (). Im Zeitraum von 1990 bis 2022 stieg die weltweite Zahl der
jahrlichen Todesfalle durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen von 12,4 auf 19,8 Millionen
(2), Dabei gilt der akute Myokardinfarkt (AMI) als eine der Hauptursachen
kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat 2). Durch Fortschritte in der Akutversorgung
und die Optimierung pharmakologischer Therapieprinzipien hat sich die Prognose
nach AMI mit einer 30-Tage-Uberlebensrate von Uber 90 % in den letzten Jahrzehnten
deutlich verbessert ©). Insuffiziente Reparaturmechanismen filhren jedoch zu
potenziell schweren strukturellen und funktionellen Veranderungen des Infarktareals
und des umliegenden Gewebes “ 5. Bei etwa einem Viertel der Patienten kommt es
daher innerhalb von vier Jahren nach einem ersten Myokardinfarkt zur Entwicklung
einer Herzinsuffizienz ©).

Neben den ortsstandigen Kardiomyozyten und Fibroblasten sind auch Zellen des
Immunsystems an den postischamischen Umbauprozessen beteiligt (-9,
Insbesondere myeloide Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Steuerung von
Entzindungs- und Fibroseprozessen im Rahmen des postischamischen kardialen
Remodelings © 10),

Auch in weiteren Krankheitsmodellen ricken Monozyten und Makrophagen
zunehmend in den Fokus pathophysiologischer Betrachtungen (' 12), Sogenannte
Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) kénnen in Abhangigkeit inres Phanotyps einen
Einfluss auf den Verlauf von Tumorerkrankungen nehmen. Vorarbeiten aus der
Immunologie zeigen, dass die Ansduerung des Tumormikromilieus Uuber die
Expression des Transkriptionsfaktors Inducible cAMP Early Repressor (ICER) eine
funktionelle Polarisierung der TAM zu einem antiinflammatorischen Phanotyp bewirkt,
was eine Forderung der Tumorprogression zur Folge hat. Eine selektive Deletion des
ICER-Gens in myeloiden Zellen unterbindet diesen Pathomechanismus und eréffnet
neue Therapiemoglichkeiten (13),

In diesem Zusammenhang lassen sich Parallelen zum pathophysiologischen
Geschehen des akuten Myokardinfarkts ziehen. Die Myokardischamie geht ebenfalls
mit einer Ansauerung des betroffenen Gewebes und einer gesteigerten

Immunzellinfiltration einher @ 14). Die physiologische Bedeutung dieser pH-Absenkung
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und potenzielle Auswirkungen auf die Polarisierung infiltrierender Makrophagen ist

jedoch bislang unzureichend erforscht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses der postischamischen
Gewebsazidose auf die myelomonozytare Immunantwort im Mausmodell des akuten
Myokardinfarktes. Im Zentrum steht die Rolle des Transkriptionsfaktors ICER als
potenzieller Mediator pH-abhangiger Signalwege. Dartber hinaus wird die Funktion
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 65 und 132 (GPR65, GPR132) im Kontext der
ubergeordneten Regulation und Signalvermittiung des ICER-Stoffwechsels

untersucht.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Akuter Myokardinfarkt

Einen durch akute Ischamie verursachten Myokardschaden bezeichnet man als
akuten Myokardinfarkt (15 16 Ein Myokardschaden &uRert sich durch eine
labordiagnostisch detektierte Dynamik des kardialen Troponins (cTn) mit Werten
oberhalb der 99. Perzentile des oberen Referenzwertes. Fir die Diagnose eines AMI
muss zusatzlich mindestens ein klinisches Zeichen einer myokardialen Ischamie
vorliegen. Hierzu gehoéren neben infarkttypischen Symptomen und Ischamie-
assoziierten Veranderungen im Elektrokardiogramm (EKG) auch die Entwicklung
pathologischer Q-Zacken sowie der Nachweis einer myokardialen Ischamie in der
Bildgebung. Diese Kriterien finden sich in der Vierten Definition des Myokardinfarktes
von 2018 (,Fourth Universal Definition of Myocardial Infarction“ (19).

Der Verlust von vitalem Herzgewebe infolge eines Myokardinfarktes fuhrt haufig zu
einer Verschlechterung der systolischen Funktion und stellt somit einen

entscheidenden Faktor flr die Entwicklung einer (ischamischen) Herzinsuffizienz dar
(17-20).

2.1.1 Epidemiologie

Der AMI stellt weltweit eine der haufigsten kardiovaskularen Erkrankungen dar und
tragt maRgeblich zur kardiovaskularen Mortalitat bei (: 21 22). Bei 40- bis 79-Jahrigen
betragt die Lebenszeitpravalenz fir einen Herzinfarkt 4,7 %. In dieser Altersgruppe
liegt die Pravalenz bei Mannern deutlich Uber der der Frauen. Dieses Verhaltnis kehrt
sich ab einem Alter von 75 Jahren um (23-25),

Wahrend in den 90er-Jahren noch ca. 85.000 Todesfalle pro Jahr in Deutschland auf
einen Myokardinfarkt zurlckzufiihren waren, lag der Wert im Jahr 2015 bei ca. 49.000
(26), Dies ist vor allem auf verbesserte diagnostische, therapeutische und praventive
Moglichkeiten zurtckzufuhren. Dennoch stellt der AMI aufgrund der weiterhin hohen
Pravalenz ein zunehmendes soziales und wirtschaftliches Problem fir das

Gesundheitswesen dar.
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2.1.2 Klassifikation und Atiologie

In der aktuellen Definition des Myokardinfarktes werden fiinf Typen unterschieden (19):
Typ 1 beschreibt einen durch Koronararterienthrombose ausgelosten Myokardinfarkt.
Eine haufige Ursache hierflr ist die Ruptur einer atherosklerotischen Plaque.

Kommt es durch ein Ungleichgewicht zwischen myokardialem Sauerstoffangebot und
-bedarf zu einem Myokardinfarkt, spricht man vom Typ 2. Bei Typ 3 handelt es sich
um einen ischamiebedingten Herztod, bei dem der Herzinfarkt erst post mortem als
Todesursache festgestellt wird. Die Typen 4 und 5 umfassen Myokardinfarkte, welche
im Zusammenhang mit arztlichen Interventionen wie perkutanen Kkoronaren
Interventionen (PClIs) und Bypassoperationen auftreten.

Im klinischen Alltag ist fur akute Myokardinfarkte die Unterscheidung zwischen STEMI
(ST-segment elevation myocardial infarction) und NSTEMI (non-ST-segment elevation
myocardial infarction) unter Berucksichtigung des Vorliegens von ST-Strecken-

Hebungen im EKG besonders relevant 7).

2.1.3 Pathophysiologie

Der Begriff Atherosklerose beschreibt einen chronischen inflammatorischen Prozess,
der mit fibroproliferativen Intimaveranderungen groRer und mittlerer GefalRe
einhergeht. Hierbei spielen unter anderem die Ablagerung modifizierter Lipoproteine
sowie die Rekrutierung von Immunzellen wie Monozyten und T-Lymphozyten eine
entscheidende Rolle. Infolgedessen kommt es zu einer progredienten Akkumulation
von fibrosem Gewebe mit konsekutiver Stenosierung des GefaBlumens 9,

Als Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung einer Atherosklerose gelten die arterielle
Hypertonie, Dyslipidamie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus sowie Adipositas (2% 30),
Die Manifestation einer Atherosklerose an den Koronargefallen wird als koronare
Herzkrankheit (KHK) bezeichnet. Bis zu einem Stenosegrad von 30 bis 50 % sind die
betroffenen Patienten in der Regel asymptomatisch. Bei h6hergradigen Stenosen von
uber 70 % kommt es — insbesondere unter Belastung — zu pektanginésen
Beschwerden.

Bei weiterem Progress der Erkrankung konnen instabile Plaques mit dem Risiko der
Plaqueruptur entstehen @), Die Ruptur einer vulnerablen atherosklerotischen Plaque
stellt die haufigste Ursache fir einen AMI dar und verursacht eine akute
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Minderversorgung des Myokards. Die Myozytennekrose aullert sich laborchemisch
durch einen Anstieg der Herzmarker, insbesondere des kardialen Troponins (28 32, 33),
In Abhangigkeit der Ausdehnung des Infarktareals unterscheidet man anhand des
elektrokardiografischen Bildes zwischen STEMI und NSTEMI. Hierbei ist ein STEMI
Ausdruck eines transmuralen Infarktes, wohingegen bei einem NSTEMI nur die innere
Schicht des Herzmuskels betroffen ist, da dieser von aufden nach innen versorgt wird
(siehe Abbildung 2-1).

Transmuraler Infarkt: STEMI Subendokardialer Infarkt: NSTEMI

VoW

ST-Strecken- .
Hebung l\ﬁf\ TNegatwerungl\'A\f
ST-Strecken- JA/\

Senkung

Abbildung 2-1: Gegeniiberstellung von STEMI und NSTEMI anhand der Ausdehnung des
Infarktareals. Oben: schematischer Langsschnitt durch die Herzspitze. Rot: Myokard, grau:
Infarktareal. Unten: Typische EKG-Veranderungen bei STEMI (ST-segment elevation myocardial

infarction, links) bzw. NSTEMI (non-ST-segment elevation myocardial infarction, rechts).

Weitere Faktoren, die den Schweregrad des Herzinfarktes beeinflussen, sind der Grad
der Lumenverlegung, die Verschlussdauer, die GrolRe des Infarktareals sowie das
Vorhandensein von Kollateralen (34),

Infolge eines Myokardinfarktes kommt es auf zellularer und molekularer Ebene zu

vielfaltigen Prozessen, welche ein kardiales Remodeling zur Folge haben. Die

5
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detaillierten Ablaufe sind in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Das Infarktareal unterliegt
hierbei einer zunehmenden Ausdunnung des Herzmuskels, wohingegen im primar
nicht betroffenen Myokard unter anderem eine kompensatorische Hypertrophie zu

verzeichnen ist (39,

2.1.4 Therapie

Das Akutmanagement des Herzinfarktes mit oder ohne ST-Streckenhebungen im EKG
beinhaltet die antithrombozytare Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS) und
gegebenenfalls einem P2Y12-Inhibitor. Unter bestimmten Voraussetzungen ist
auBerdem die Gabe von Sauerstoff, B-Adrenorezeptor-Antagonisten (Betablocker),
Morphin und Tranquilizern méglich bzw. empfohlen (27:36-39) Des Weiteren gehort die
parenterale Antikoagulation zum Standardprocedere “9).

In der Therapie des akuten Herzinfarktes ist die zeitnahe Reperfusion des
minderversorgten Areals von hochster Bedeutung “'). Hierbei unterscheidet sich das
Vorgehen in Abhangigkeit des Vorhandenseins von ST-Streckenhebungen im EKG.
Sofern innerhalb von 120 Minuten die Durchfuhrung einer kathetergestutzten
interventionellen Therapie maoglich ist, stellt die primare PCl das Verfahren der Wahl
bei akutem ST-Hebungsinfarkt dar 2. Sollte die angestrebte Zeitvorgabe in seltenen
Fallen nicht realisierbar sein, so wird auf eine medikamentdse Fibrinolyse innerhalb
von zwolf Stunden nach Symptombeginn zurickgegriffen. An diese sollte sich eine PCI
anschlieRen “3),

Bei Vorliegen eines NSTEMI wird eine frihelektive Koronarangiografie empfohlen. Der
Zeitpunkt wird dabei in Abhéngigkeit vom individuellen Risiko gewahlt 44),

In der Langzeittherapie nach abgelaufenem Myokardinfarkt nimmt die medikamentose
Thrombozytenaggregationshemmung eine zentrale Stellung ein. In den ersten 12
Monaten wird eine duale plattchenhemmende Therapie (Dual Antiplatelet Therapy:
DAPT) mit ASS und einem P2Y 12-Inhibitor empfohlen. Durch eine DAPT werden die
kardiovaskulare Mortalitdt und das Risiko fiir einen Reinfarkt nach PCI signifikant
gesenkt “5 46) Darlber hinaus soll die Einnahme von ASS lebenslang erfolgen.
Hierdurch kann die Gesamtmortalitat nach einem AMI um bis zu 10 % gesenkt werden,
wie Studien zur Sekundarpravention vaskularer Erkrankungen zeigen (27 38),

Weitere sekundarprophylaktische Mallnahmen nach abgelaufenem AMI sind unter
2.1.6 beschrieben.
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2.1.5 Komplikationen

Nach einem Herzinfarkt kann es zu vielfaltigen Komplikationen kommen, die in
Anbetracht der potenziell lebensbedrohlichen Folgen eine angemessene medizinische
Beachtung und Therapie erfordern.

Zu den Frihkomplikationen, die innerhalb der ersten Tage nach einem AMI auftreten
konnen, zahlen der plotzliche Herztod, lebensbedrohliche Herzrhythmusstérungen, die
Entwicklung einer akuten Herzinsuffizienz durch Verlust vitalen kontraktilen Myokards
bzw. durch die Entstehung einer akuten Mitralklappeninsuffizienz infolge eines
Papillarmuskel- oder Sehnenfadenausrisses (28 34.47.48) Bej etwa 5 — 6 % der STEMI-
Patienten kommt es in Abhangigkeit der InfarktgréRe zu einem kardiogenen Schock
(34), Des Weiteren sind Rupturen von Herzwand oder Ventrikelseptum als mogliche
Komplikationen zu nennen.

Im weiteren Verlauf kdénnen ebenso Spatkomplikationen auftreten. Neben der
Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz stellen Ventrikelaneurysmen, arterielle
Embolien, Reinfarkte und Perikarditiden mdogliche mittel- und langfristige

unerwunschte Ereignisse dar.

Neurohumorale Aktivierung und Entwicklung einer Herzinsuffizienz

Nach einem Herzinfarkt kommt es akut zu funktionellen, strukturellen und molekularen
Veranderungen. Langfristig konnen diese Mechanismen durch ein maladaptives
kardiales Remodeling zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz fiihren (18.20.35.49) Hierbei
kommt insbesondere der neurohumoralen Aktivierung mit Etablierung eines
Teufelskreises eine wichtige Rolle zu. Durch die myokardiale Ischamie mit
konsekutiver Nekrose von Herzmuskelzellen entwickelt sich eine systolische und
diastolische Herzinsuffizienz. Das reduzierte Herzzeitvolumen hat eine
Minderperfusion peripherer Organe zur Folge. Es resultiert eine kompensatorische
Aktivierung neurohumoraler Systeme. Hierzu zahlen insbesondere das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems sowie die gesteigerte Synthese vasoaktiver Substanzen wie
beispielsweise Endothelin und proinflammatorischer Zytokine 5 %9, Kurzfristig sollen
diese Kompensationsmechanismen die kardiovaskulare Homodostase
aufrechterhalten. Langfristig hat die neurohumorale Aktivierung jedoch eine

Hypertrophie und Apoptose von Kardiomyozyten sowie eine Zunahme des kollagenen
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Bindegewebes im Myokard zur Folge. Hierdurch werden die bereits bestehenden

Funktionsstérungen verstéarkt und es resultiert ein ,Circulus vitiosus* (35 50, 51),

2.1.6 Pravention

In der Pravention des Herzinfarktes unterscheidet man zwischen Primar- und
Sekundarpravention. Mithilfe der Primarpravention soll das Auftreten eines
Herzinfarktes verhindert werden. Grundlage hierflr ist insbesondere die Verhinderung
des Auftretens bzw. Voranschreitens einer Atherosklerose. Modifizierbare
Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Rauchen und erhdhtes LDL-
Cholesterin stellen hierbei mogliche Ansatzpunkte dar 2.

Die Sekundarpravention setzt nach einem stattgehabten Myokardinfarkt an und
verfolgt das Ziel der Verbesserung des klinischen Verlaufs und der Minimierung von
Folgeschaden. Hierbei spielen insbesondere medikamentdse Therapieoptionen eine
wichtige Rolle. Diese sollen das myokardiale Sauerstoffangebot verbessern, den
Sauerstoffbedarf des Myokards reduzieren und den Progress der KHK verlangsamen
(34), Neben der Thrombozytenaggregationshemmung kommt auch der friihzeitigen,
aggressiven Senkung des Serum-LDL-Cholesterins, vor allem unter Einsatz von
Statinen (Cholesterin-Synthese-Enzym (CSE)-Hemmer; genauer: HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer), eine entscheidende Rolle zu ©3 5%, Verschiedene Studien
zeigen, dass niedrigere Serum-LDL-Spiegel bei Patienten mit abgelaufenem
Herzinfarkt mit einer geringeren Rate kardiovaskularer Ereignisse assoziiert sind (%
5). Da die medikamentése Senkung des Serum-LDL-Spiegels die Morbiditat und
Mortalitat reduziert, wird fur Patienten mit dokumentierter kardiovaskularer Erkrankung
eine Senkung des LDL-Cholesterins um mindestens 50 % des Ausgangswertes und
auf < 55 mg/dl empfohlen ©7-58),

Daruber hinaus wird in der aktuellen Leitlinie die Gabe von Betablockern und RAAS-
Inhibitoren zur Kardioprotektion und Einstellung des arteriellen Blutdrucks empfohlen
(27)_

Zusatzlich zu medikamentdsen Malnahmen ist in der Sekundarpravention eine
Lebensstilanpassung mit Nikotinverzicht, korperlicher Aktivitdt und ausgewogener
mediterraner Erndhrung von essenziellem Wert (?7-34)_ Bei Patienten mit ischamischer
Herzkrankheit und linksventrikularer Ejektionsfraktion unter 35 % ist die

primarprophylaktische Implantation eines ICDs (implantierbarer Kardioverter-
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Defibrillator) empfohlen, um die Patienten vor einem plétzlichen Herztod zu schitzen
(27),

2.2 Kardiovaskuldare Immun- und Remodelingprozesse nach einem

akuten Myokardinfarkt

2.2.1 Inflammation und kardiales Remodeling nach akutem Myokardinfarkt

Der akute Myokardinfarkt ist die haufigste zu einer chronischen Herzinsuffizienz
fuhrende Form der akuten kardialen Schadigung ('7-49). Durch die Ischamie kommt es
zur Nekrose myokardialer Zellen. Es schlie3en sich komplexe zellulare und molekulare
Umbau- und Adaptationsprozesse an, in die das angeborene Immunsystem
mafgeblich involviert ist. Diese Umbauprozesse werden in ihrer Gesamtheit als
,kardiales Remodeling“ bezeichnet und haben unter anderem die Bildung einer
Infarktnarbe zur Folge. Ein adaptives Remodeling der Infarktzone sowie des primar
nicht betroffenen Myokards ist erforderlich, um die durch den Infarkt entstandene
Schwachstelle zu starken und funktionelle Einbufden der Herzfunktion zu minimieren.
Ein exzessives und maladaptives ventrikulares Remodeling fihrt dagegen zu einer
ungunstigen Ventrikelarchitektur und kann im Verlauf die Entwicklung einer
chronischen Herzinsuffizienz bedingen (3. 1935, 59),

Die Umstrukturierung des infarzierten Gewebes gliedert sich in drei flie3end ineinander
ubergehende Phasen: inflammatorische Phase, proliferative Phase und
Abheilungsphase (60-63),

Durch den ischamischen Untergang myokardialer Zellen kommt es zur unmittelbaren
Freisetzung von sogenannten damage associated molecular patterns (DAMPS),
welche von pattern-recognition-Rezeptoren (PRRs) erkannt werden. Diese finden sich
beispielsweise auf der Oberflache von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen und weiteren Immunzellen @' 64.65 |n der Folge kommt es zu
einer sterilen Entzindung, welche sich durch die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6, Tumornekrosefaktor alpha
(TNFa) und granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) auszeichnet.
Hieran sind unter anderem residente Makrophagen, Kardiomyozyten, Mastzellen und
kardiale Fibroblasten beteiligt. Zudem erfolgt eine Hochregulation der Expression
vaskularer Adhasionsmolekiile wie vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) (21,62,

66). Durch diese Prozesse werden neutrophile Granulozyten, Monozyten und
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Makrophagen rekrutiert und aktiviert, was eine Amplifikation der Entziindungsreaktion
anstofdt. Infolgedessen kommt es zum Abbau und zur Phagozytose von extrazellularer
Matrix (EZM) und von nekrotischen Zellen. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und
weitere proteolytische Enzyme, welche insbesondere von Makrophagen und
Fibroblasten gebildet werden, sind an diesem Schritt mal3geblich beteiligt. Die
inflammatorische Phase erreicht etwa am dritten Tag ihren Hohepunkt (17- 21,59, 62,67-70),
Etwa ab dem dritten Tag durchlauft ein Teil der neutrophilen Granulozyten den
programmierten Zelltod, wahrend ein weiterer Teil hin zu einem antiinflammatorischen
Phanotyp polarisiert, welcher unter anderem in der Lage ist, Fibrinogen und
Fibronektin zu bilden ?* 66 AuRerdem kommt es zu einem phéanotypischen Wechsel
der initial proinflammatorischen Makrophagen zu einem antiinflammatorischen,
reparativen Phanotyp . Somit vollzieht sich der Ubergang in die proliferative Phase,
die beim Menschen etwa zehn Tage andauert. Sie zeichnet sich durch ein
antiinflammatorisches Mikromilieu aus, in welchem es zur Proliferation von
Fibroblasten und zur Bildung von Granulationsgewebe kommt. So entsteht eine
provisorische Matrix, welche mit den migrierenden Zellen Uber Oberflachenmolekule
kommuniziert und als Reservoir fiir diverse Wachstumsfaktoren dient (17 59. 72, 73),
Wahrend der Abheilungsphase entsteht in den folgenden Monaten ein reifendes
Granulationsgewebe. Die provisorische Matrix wird unter Beteiligung des
Plasminogen-Plasmin-Systems abgebaut ("*). Durch die zellulare Sekretion von
Fibronektin und Kollagen bildet sich ein Narbengewebe, welches nur noch wenige
Immunzellen enthalt und aufgrund einer geringeren Expression des Strukturproteins
Elastin deutlich weniger flexibel und beweglich ist als das umliegende gesunde
Myokard (17,75, 76),

Bei dem beschriebenen ventrikularen Remodeling handelt es sich um ein koordiniertes
Zusammenspiel diverser Prozesse und Systeme, welche eine unmittelbare
Auswirkung auf die Ventrikelmorphologie und Funktionalitat des Herzens haben. Eine
uberschielende Entziindungsreaktion im Sinne eines maladaptiven Remodelings
kann unter anderem zu einer Expansion des Infarktes mit der Entstehung eines
ausgedehnten Areals reduzierter Kontraktilitat fihren. Kompensatorisch kommt es zur
Hypertrophie des primar nicht-infarzierten, umliegenden Herzgewebes (7 78). Dieser
Kompensationsmechanismus kann langfristig jedoch nicht folgenlos aufrechterhalten
werden. Durch den vermehrten Einbau von Kollagen kommt es nicht nur im Bereich

der Infarktnarbe, sondern auch im umliegenden Gewebe zu einer Beeintrachtigung der

10
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Kontraktilitat. Allmahlich entwickelt sich eine systolische und diastolische
Funktionsstérung, die sich durch eine verminderte Pumpleistung, ein vergroRertes
enddiastolisches Volumen und ein zunehmendes Vorwartsversagen aufert (35 79-81),

Jedoch ist nicht nur eine Ubermafige Entzindungsantwort, sondern auch die
Unterdrickung der postischamischen Inflammationskaskade mit einer gesteigerten
Mortalitat assoziiert 2 83) Das Verstandnis fir ein forderliches Gleichgewicht
zwischen adaptivem und maladaptivem kardialem Remodeling ist Gegenstand
aktueller Forschung und bietet die Madoglichkeit der Identifizierung neuer
therapeutischer Zielstrukturen und Zeitpunkte in der Pravention der ischamischen

Herzinsuffizienz nach AMI.

2.2.2 Oxidativer Stress und endotheliale Dysfunktion

Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren oder bereits etablierter koronarer
Herzerkrankung zeigen neben den kardialen Manifestationen auch eine systemische
Dysfunktion des vaskuldren Endothels ©4-87),

Das intakte Endothel bildet eine einlagige Schicht, welche die innerste Begrenzung
zwischen Blutstrom und GefalRwand darstellt und den Austausch von Stoffen zwischen
Blut und Gewebe reguliert @7 8) Darliber hinaus stellt das Endothel ein
multifunktionales endokrines Organ dar, welches verschiedene metabolische und
synthetische Funktionen erfullt. Es ist an diversen physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt, zu denen unter anderem die Regulation des Gefaldtonus, die
Steuerung der Hamostase sowie inflammatorische und immunologische Kaskaden
gehoren. Somit spielt das Endothel eine Schlisselrolle in der vaskularen Homdostase
(84,87,89,90) Durch die balancierte Freisetzung vasoaktiver Faktoren wird im gesunden
Organismus ein Gleichgewicht zwischen Vasodilatation und Vasokonstriktion
aufrechterhalten (86.87.89,91),

Im Kontext kardiovaskularer Erkrankungen spielt der interzellulare Botenstoff
Stickstoffmonoxid (NO-) als wesentlicher Vasodilatator eine zentrale Rolle 2. Dessen
Synthese wird unter anderem durch mechanische Scherkrafte oder die Aktivierung
membrangebundener Rezeptoren durch diverse chemische Stimuli wie Acetylcholin
oder Histamin initiiert (84 86. 87.93) Dje vaskulare Synthese von NO- wird durch die
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) katalysiert. Bei der Reaktion von L-

Arginin zu L-Citrullin entsteht das Reaktionsprodukt NO-. Kofaktoren der Reaktion sind

11



Literaturdiskussion

Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und Tetrahydrobiopterin (BH4) (84-87.
89, 94, 95)-

2 L-Arginin + 4 O2 + 3 NADPH/H* — 2 L-Citrullin + 4 H20 + 3 NADP* + 2 NO-

NO- diffundiert zugig von den Endothelzellen zu vaskularen glattmuskularen Zellen
(vascular smooth muscle cells: VSMC) und stimuliert dort die I6sliche Guanylatzyklase
(sGC). Der daraus resultierende Anstieg der intrazellularen cGMP-Konzentration
bewirkt die Aktivierung cGMP-abhangiger Proteinkinasen sowie die Phosphorylierung
von Kaliumkanalen. In der Folge kommt es zur Relaxation der VSMC und folglich zur
Vasodilatation (84 86, 87,89, 92,96)

NO- ist entscheidend an der Blutdruckregulation im humanen Organismus beteiligt.
Daruber hinaus hemmt NO- die Thrombozytenaggregation, begrenzt die Proliferation
von VSMC und blockiert die Leukozytenmigration in das umliegende Gewebe. Somit
stellt NO- einen wichtigen protektiven Faktor in der vaskuldren Homdostase dar (84 97,
98)

Durch sein freies Radikal besitzt NO- eine hohe Reaktivitat. Dadurch kommt es unter
anderem zur Reaktion von NO- mit Superoxidanionen (O2), wobei Peroxynitrit
(ONOO") entstent (84 85 87, 8, 92) |n hoheren Konzentrationen hat Peroxynitrit
zytotoxische Eigenschaften und kann oxidative Schaden an Proteinen, Lipiden und
DNA verursachen (4.92),

Superoxidanionen und Peroxynitrit gehdren zur Gruppe der reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS). Auch Hydroxylradikale (OH-) und
Wasserstoffperoxid (H202) gehoren dieser Gruppe an @7 %), ROS werden auch im
gesunden Organismus unter aeroben Bedingungen in allen Zellen in geringen Mengen
gebildet ). Enzymatische Quellen fir die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies sind
insbesondere die NADPH-Oxidase (Nox), die durch Kofaktor-Mangel entkoppelte NO-
Synthase sowie die Xanthin-Oxidase. Dartber hinaus werden reaktive
Sauerstoffspezies auch in der mitochondrialen Atmungskette generiert (84 86,89, 99,100),
Wie der Name bereits suggeriert, zeichnen sich reaktive Sauerstoffspezies durch ihre
hohe Reaktivitat aus. lhnen kommt unter anderem bei der Abwehr mikrobieller

Pathogene im Rahmen der angeborenen Immunantwort eine zentrale Rolle zu (85 86.
95,101, 102)
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Bei Vorliegen kardiovaskularer Risikofaktoren wie arterieller Hypertonie, Diabetes
mellitus und Rauchen kommt es zu einer Verschiebung des Gleichgewichts oxidativer
und antioxidativer Metaboliten zugunsten der oxidativen Faktoren (&4 %) Diesen
Zustand, in welchem die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies die korpereigenen
antioxidativen Systeme (iberlastet, bezeichnet man als oxidativen Stress (5 101) Dieser
Zustand fuhrt zu einer reduzierten vaskularen Bioverfugbarkeit von NO-, was eine
Beeintrachtigung der endothelialen Funktion zur Folge hat ¢7. Hohe ROS-
Konzentrationen haben einen proapoptotischen Effekt auf vaskulare Endothelzellen
und VSMCs ®%  Weitere Folgen sind eine beeintrachtigte endothelabhangige
Vasodilatation sowie eine gesteigerte Adhasion von Leukozyten an die Gefallwand
und somit die Initiierung einer atherosklerotischen Plaquebildung @9 103.104) Diesen
vasokonstriktiven, proinflammatorischen, proliferativen und prothrombotischen
Phanotyp des Endothels bezeichnet man als endotheliale Dysfunktion (€9),

Oxidativer Stress und die endotheliale Dysfunktion spielen in der Pathogenese der
Atherosklerose und vieler weiterer kardiovaskularer Erkrankungen wie KHK und
Herzinsuffizienz eine entscheidende Rolle (86.87.90,100,103,104) Dar(iber hinaus stellt die
endotheliale Dysfunktion einen unabhangigen Pradiktor fur die Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankungen und Komplikationen dar (8. 89, 105, 106) Sq ist eine
periphere endotheliale vasodilatatorische Dysfunktion mit einem gesteigerten
kardiovaskularen Risiko assoziiert (°0. 104,107, 108),

Die endotheliale Dysfunktion ist grundsatzlich ein reversibler Prozess: Eine Reduktion
der Risikofaktoren, beispielsweise durch Antihypertensiva, antidiabetische Medikation,
lipidsenkende Therapien oder eine Lebensstiimodifikation, kann erheblich zur
Verbesserung der endothelialen Funktion beitragen. Dadurch lasst sich das Risiko fur
die Entwicklung kardiovaskularer Komplikationen signifikant senken (86, 89, 104)

Die therapeutische Modifikation der inflammatorischen und oxidativen Kaskaden, die
zur Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion beitragen, stellt somit ein zentrales

Element aktueller kardiovaskularer Forschungsprojekte dar.

2.3 Diversitat und Funktionen monozytarer Zellen in der myokardialen

Ischamie

Das Immunsystem stellt ein komplexes Netzwerk aus Zellen, Geweben und Organen

dar, das den Korper vor Krankheiten und Infektionen schitzt. Man unterscheidet

13



Literaturdiskussion

zwischen der angeborenen (unspezifischen) und der erworbenen (spezifischen)
Immunantwort, welche auf vielfaltige Weise ineinandergreifen.

Zum angeborenen Immunsystem gehoren neben physikalischen und chemischen
Abwehrmechanismen auch zellulare und humorale Elemente. So schafft
beispielsweise eine intakte Schleimhaut mitsamt aufgelagertem Mukus eine erste
Barriere gegen pathogene Umweltfaktoren. Zu den zellularen Bestandteilen des
angeborenen Immunsystems zahlen vor allem phagozytierende Zellen wie
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, aber auch antigenprasentierende Zellen
und natlrliche Killerzellen (NK-Zellen). Die angeborene Immunabwehr stellt einen
schnellen, aber weniger effektiven sowie unspezifischen Schutz gegen
Krankheitserreger dar (109-111),

Dagegen ermoglicht das erworbene Immunsystem die effektive, antigenspezifische
Bekampfung von Pathogenen. Es vereint zellulare und humorale Mechanismen. B-
und T-Lymphozyten stellen die wichtigsten zellularen Vertreter der adaptiven
Immunantwort dar, wahrend Immunglobuline die humorale Komponente abbilden (12),
Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, ist das angeborene Immunsystem an allen drei
Phasen des kardialen Remodelings nach abgelaufener Myokardischamie beteiligt. In
der vorliegenden Arbeit wird der Fokus insbesondere auf myeloide Zellen und deren

Rolle in der Pathogenese des akuten Myokardinfarktes gelegt.

2.3.1 Klassifikation und Funktion der Monozyten

Monozyten gehoren zusammen mit Makrophagen und dendritischen Zellen zum
mononukledren Phagozytensystem (MPS). Zellen des MPS lassen sich auf
gemeinsame myeloide Vorlauferzellen im Knochenmark zurtickfiihren (113, 114),

Monozyten besitzen einen Durchmesser von ca. 10 — 20 ym und verfugen Uber einen
grolden nierenformigen Kern. Sie machen etwa 4 — 8 % der im Blut zirkulierenden
Leukozyten aus. Nach einer Zirkulationsdauer von wenigen Tagen migriert ein Teil der
Monozyten ins periphere Gewebe und differenziert sich zu Makrophagen oder
dendritischen Zellen. Der andere Teil der Monozyten verbleibt im Blut und erflllt dort

die Rolle zirkulierender, phagozytierender Abwehrzellen (2. 59, 109, 115)

2.3.1.1 Subpopulationen humaner und muriner Monozyten
Monozyten sind eine heterogene Gruppe mononukledrer Leukozyten. Die genaue

Charakterisierung erfolgt anhand der differentiellen Expression bestimmter
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Oberflachenmolekile (cluster of differentiation, CD). Humane Monozyten zeichnen
sich durch die Expression von CD11b, CD11c und CD14 aus, wahrend die murinen
Vertreter durch die Expression von CD11b und CD115 gekennzeichnet sind (116-119),
Derzeit werden anhand der Expression von CD14 und CD16 drei verschiedene
Subgruppen humaner Monozyten unterschieden: klassische Monozyten (CM),
intermedidre Monozyten (IM) und nicht-klassische Monozyten (NCM) (120),

Klassische Monozyten weisen eine hohe CD14-Expression bei geringer CD16-
Expression (CD14**CD167) auf und machen etwa 85 % der zirkulierenden Monozyten
aus. Des Weiteren zeigt sich bei dieser Zellpopulation eine hohe Expression von CD62
und CCR2 (C-C motif chemokine receptor 2). Letztgenanntes Moleklil ist ein Rezeptor
fur das proinflammatorisch wirkende Protein MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1; auch CCL2 = C-C-chemokine-ligand-2). Dies ermoglicht den klassischen
Monozyten die Migration in entziindetes Gewebe, wo sie proinflammatorische
Mediatoren wie TNFa und NO- sezernieren oder sich zu Makrophagen bzw.
dendritischen Zellen differenzieren (59 116, 120-122),

CD16-positive Monozyten machen die verbleibenden 15 % der zirkulierenden
Monozyten aus. Eine geringe CD14-Expression bei hoher CD16-Expression
(CD14*CD16**) ist charakteristisch fur die Gruppe der nicht-klassischen Monozyten.
Diese exprimieren weder CD62 noch CCR2, zeigen jedoch eine hohe CX3CR1-
Expression und somit eine Fraktalkin-abhangige Migration in nicht-entziindete
Gewebe (120.123,124) Njcht-klassische Monozyten scheinen jedoch auch an der Bildung
atherosklerotischer Plaques beteiligt zu sein, wie Studien Fraktalkin-defizienter Mause
nahelegen (125),

Vertreter der dritten Subgruppe humaner Monozyten werden als intermediare
Monozyten bezeichnet. Diese exprimieren sowohl CD14 und CD16 (CD14**CD16")
als auch CCR2. Bislang herrscht Uneinigkeit daruber, ob es sich bei dieser Gruppe um
eine eigene Entitat oder um eine Differenzierungszwischenstufe klassischer und nicht-
klassischer Monozyten handelt (126),

Im Gegensatz zu den humanen Subtypen unterscheidet man den immunologischen
Monozyten-Phanotyp im Mausorganismus anhand der Expression von Ly6C. Die
Populationen werden dementsprechend als Ly6Ch9" und Ly6C'°% bezeichnet (120. 127),
Ly6C"d"-Monozyten sind durch eine hohe CD62- und CCR2-Expression
gekennzeichnet und ahneln damit den humanen klassischen Monozyten. Ly6C'o%-

Monozyten weisen dagegen eine eher geringe CCR2-Expression bei hoher CX3CR1-
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Expression auf und zeigen damit eine Gemeinsamkeit mit den nicht-klassischen
Monozyten im menschlichen Organismus (119 120),
Tabelle 2-1 liefert einen Uberblick Uber die humanen und murinen

Monozytenpopulationen.

Spezies | Subtyp | Oberflaichenmarker Funktionen
Human | CM CD14**,CD16" | CCR2"s" CD62L*, | Zu Beginn des
CX3CR1'ow Inflammationsprozesses:
Phagozytose,
inflammatorische Funktionen
IM CD14**, CD16* | CCR2"°¥, CD62°¥ | Phagozytose,
Gefalireparatur
NCM CD14*, CD16** | CCR2"*¥, CD62L", Eventuell am Ende des
CX3CR1"igh Inflammationsprozesses:
Phagozytose,
Gewebsreparatur,

Angiogenese

Murin Ly6Chieh | Ly6C** CD43* | CCR2"" CD62L*, | Vergleichbar mit CM
CX3CR1'ow
Ly6C'% | Ly6C* CD43** CCR2"°, CD62L", | Vergleichbar mit NCM
CX3CR1"igh

Tabelle 2-1:  Uberblick iiber die verschiedenen Monozytenpopulationen im menschlichen und
murinen Organismus unter Angabe ausgewahlter Oberflachenmarker und der Funktion. CM =
klassische Monozyten, IM = intermedidre Monozyten, NCM = nicht-klassische Monozyten. Verandert

nach (119, 120)

2.3.2 Makrophagen: Diversitat jenseits des M1-M2-Modells

Unter dem Einfluss chemotaktischer Signale wandern zirkulierende Monozyten aus
dem Blut in periphere Gewebe ein, wo sie sich in Abhangigkeit von lokalen Signalen
und Mikroumgebungen zu Gewebsmakrophagen differenzieren kénnen. Diese reifen
Makrophagen sind hochspezialisierte Zellen mit vielfaltigen Aufgaben, die sich je nach
Gewebe unterscheiden. Zu den Funktionen ortsstandiger myokardialer Makrophagen
gehort neben der Phagozytose abgestorbener Zellen auch die Sekretion pro- und
antiinflammatorischer Zytokine und somit die Regulation der Immunantwort (. 62, 128,

129). Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen geht mit einer vermehrten
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Expression der Marker CD68 und MHC-II (major histocompatibility complex-II) einher.
Beim Menschen kommt es zudem zu einer Reduktion der CD14-Expression, wahrend
im murinen Organismus eine Hochregulation der F4/80-Expression zu beobachten ist
9. In Abhéangigkeit des lokalen Mikromilieus entwickeln sich Makrophagen
verschiedenen Phanotyps (130-134) Diese unterscheiden sich unter anderem in den
exprimierten Oberflachenmarkern, der Funktion sowie den produzierten und
freigesetzten Faktoren (135,

Inspiriert vom Konzept der T-Helfer-1- (TH1) und T-Helfer-2-Zellen (TH2) stellten Mills
et al. im Jahr 2000 das mittlerweile uberholte Konzept der M1- und M2-Makrophagen
vor (138) Diese dichotome Klassifikation wird dem gegenwartigen Wissensstand liber
die phanotypische Diversitat und Plastizitdt der myeloiden Zellen (Monozyten und
Makrophagen) jedoch nicht mehr gerecht (130 137. 138)  Dje biotechnologischen
Entwicklungen des letzten Jahrzehnts einschlieBlich der Maoglichkeit von
Einzelzellsequenzierungen haben gezeigt, dass das Differenzierungsprofil der
Makrophagen sehr viel diverser ist und sich anhand der M1-M2-Klassifikation nicht
ausreichend beschreiben lasst (1. 139, 140)  Stattdessen existieren Makrophagen
innerhalb eines breiten Spektrums und passen ihre Funktionen dynamisch an die
spezifischen Bedingungen des Gewebes im sogenannten ,microenvironment“ an (12
139), Da das M1-M2-Modell auch in der gegenwartigen Literatur noch regelhaft
Anwendung findet, sollen die grundlegenden Annahmen hier dennoch kurz dargestellt
werden.

Makrophagen vom M1-Typ werden haufig auch als (pro)inflammatorische oder
klassisch aktivierte Makrophagen bezeichnet, ungeachtet der Tatsache, dass diese
Begriffe nicht uneingeschrankt austauschbar sind. M2-Makrophagen bezeichnet man
auch als reparative oder alternativ aktivierte Makrophagen. Auch hier werden die
Begriffe in der Literatur falschlicherweise haufig synonym verwendet 21 141,

In der vereinfachten Vorstellung entwickeln sich inflammatorische Makrophagen aus
klassischen Monozyten, wohingegen die reparativen Makrophagen aus nicht-
klassischen Monozyten hervorgehen (7). Die Polarisation der Makrophagen wird in
vitro durch unterschiedliche Zytokine induziert (siehe Tabelle 2-2).
Proinflammatorische Makrophagen fordern Entziindungsprozesse und den Abbau
extrazellularer Matrix durch vermehrte Phagozytose, gesteigerte Antigenprasentation
uber MHC-II-Molekiile sowie die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 3 %9 142 Zu den

sezernierten Molekllen zahlen in erster Linie proinflammatorische Zytokine wie IL-1,
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IL-6 oder TNFa, Chemokine wie CXCL9/10 (C-X-C motif chemokine ligand 9/10) und
auch MMPs (17, 21, 143-145) " Dje Energiegewinnung erfolgt bei eingeschranktem
Citratzyklus und reduzierter oxidativer Phosphorylierung hauptsachlich durch
anaerobe Glykolyse. Diese metabolische Adaptation ist eine Reaktion auf das
hypoxische Mikroklima. Hypoxie induziert die Aktivierung des Hypoxia-Inducible
Factor 1-alpha (HIF-1a)-Pfades, wodurch die metabolische Umprogrammierung mit
vermehrter anaerober Energiegewinnung angestoRen und die Expression
proinflammatorischer Gene verstéarkt wird (21, 146-149),

Am anderen Ende des phanotypischen Spektrums stehen die Makrophagen vom M2-
Typ. Diese gewebsreparativen Zellen fordern die Fibroblasten-vermittelte Synthese
extrazellularer Matrix und stimulieren Zellproliferation und Angiogenese @ 59 114, 150),
Zu diesem Zweck sezernieren sie antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, Chemokine
wie beispielsweise CCL17/22/24 und Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular
endothelial growth factor) oder TGF-B (transforming growth factor beta) ('7-59.144) Eine
gesteigerte Aktivitat der Arginase fordert ferner die Kollagensynthese und somit die
Narbenbildung ('”> '5Y) Die Energiegewinnung ist stark von der oxidativen
Phosphorylierung abhangig (21 146, 147, 152-154)

Innerhalb des M2-Phanotyps werden dartber hinaus vier Subtypen unterschieden,
welche durch die Synthese unterschiedlicher Zytokinprofile voneinander abgrenzbar
sind @1 195-157)  Auch hierin &uRert sich die ungenligende Abbildung der
phanotypischen Vielfalt der Makrophagen innerhalb der Dichotomie des M1-M2-
Modells.

Die Charakteristika inflammatorischer und reparativer Makrophagen sind in Tabelle

2-2 zusammengefasst.

Proinflammatorische Reparative Makrophagen
Makrophagen
Alternative e Veraltet: M1-Makrophagen e Veraltet: M2-Makrophagen
Bezeichnungen e Klassisch-aktivierte e Alternativ-aktivierte
Makrophagen Makrophagen
Vorlaufer CM NCM
Induktion durch IFN-y, TNFa, LPS, TH+-Zytokine, | Glukokortikoide, TH2-Zytokine
C-C Chemokine (IL-4, IL-13)
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Syntheseprodukte | ¢ Proinflammatorische e Antiinflammatorische
Zytokine: IL-1, IL-6, IL-12, IL- Zytokine: IL-10
23, IL-27, TNFa e Chemokine: CCL17, CCL22,
e Chemokine: CXCLS9, CCL24
CXCL10, CDCL11 e Wachstumsfaktoren: VEGF,
o Matrix-Metalloproteinasen: TGF-B
MMP-1,2,7,9,12 e Matrix-Metalloproteinasen
Marker Fas-Ligand, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL- | Arginase I/ll, CD163, FGF-B, IL-
8, IL-12, IL-23, MMPs, iNOS, 4R, IL-10, MS-1, TGF-B, VEGF
NO-, TNFa
Funktion Inflammation, EZM-Abbau Stimulation von: EZM-Synthese,
Zellproliferation, Angiogenese
Metabolismus Glykolyse Oxidative Phosphorylierung

Tabelle 2-2:  Charakteristika der proinflammatorischen und der reparativen Makrophagen. Die
mittlerweile Uberholte M1-M2-Klassifikation stellt lediglich zwei Extreme eines Kontinuums aktivierter
Zustdnde dar. CM = Kklassische Monozyten, NCM = nicht-klassische Monozyten, LPS =
Lipopolysaccharid, iNOS = induzierbare NO-Synthase, FGF-f = basischer Fibroblasten-
Wachstumsfaktor, IL-4R = Interleukin-4-Rezeptor, MS-1 = MS-1 high-molecular-weight-protein 3. 17. 21,

59, 146)_

Dass es sich bei der Anwendung des M1-M2-Modells um eine starke Vereinfachung
handelt, demonstrierten auch Mouton et al. 2018 (146), Sie fiihrten eine Studie im
Mausmodell durch, in welcher sie das Transkriptom kardialer Makrophagen
untersuchten, welche zu verschiedenen Zeitpunkten nach AMI isoliert wurden. Die
Autoren demonstrierten, dass die isolierten Makrophagen am ersten Tag nach AMI
einen uberwiegend proinflammatorischen Phanotyp und am siebten Tag einen
vornehmlich reparativen Phanotyp aufwiesen. Allerdings fanden sich deutliche
Uberlappungen der Marker zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten, sodass
nicht von einer exklusiven Expression von M1- oder M2-Markern zu einem bestimmten
Zeitpunkt gesprochen werden kann. Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme,
dass es sich bei M1- und M2-Makrophagen eher um ein phanotypisches Kontinuum
als um zwei distinkte Polarisationszustande handelt (146).

Im Gegensatz zur M1-M2-Klassifikation berlcksichtigen neuere Ansatze, dass die
spezifische Mikroumgebung, der Makrophagen beispielsweise im Rahmen eines

Wundheilungsprozesses, einer Infektion oder eines Tumors ausgesetzt sind, den
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Polarisierungszustand malgeblich beeinflusst. Einzelzell-RNA-Sequenzierungen
erlauben hierbei eine zunehmend individuelle Beschreibung von Makrophagen-
Subpopulationen  innerhalb  eines  komplexen Netzwerkmodelles  unter

Berucksichtigung umweltspezifischer Faktoren.

2.3.3 Makrophagen in der myokardialen Ischamie

Die im Rahmen des kardialen Remodelings ablaufenden Inflammationsprozesse nach
einem akuten Myokardinfarkt wurden bereits in Kapitel 2.2.1 beschrieben. Im
folgenden Abschnitt wird unter Berlcksichtigung des breiten phanotypischen
Spektrums der Makrophagen auf die besondere Rolle dieser Zellen in der
myokardialen Ischamie eingegangen. Zunachst sollte zwischen gewebsstandigen
(residenten) sowie infiltrierenden Makrophagen unterschieden werden.

Residente Makrophagen des Herzens sind hochspezialisierte Zellen, die sich durch
ihre starke F4/80-Expression von infiltrierenden Monozyten und den von diesen
abstammenden Makrophagen unterscheiden (142 146, 158)  Apnhand ihrer CCR2-
Expression und anderer Marker lassen sie sich in vier Subgruppen einteilen (siehe
Tabelle 2-3) (159 160) Die Population CCR2-positiver Makrophagen leitet sich von
Monozyten ab und wird vornehmlich durch die Rekrutierung zirkulierender Monozyten
gespeist. Diese Makrophagen finden sich hauptsachlich im Bereich des Endokards.
CCR2-negative Makrophagen stammen von erythro-myeloiden Vorlauferzellen der
frihen Embryogenese ab und erhalten ihre Population durch Selbsterneuerung und
lokale Proliferation aufrecht. Man findet sie Uberwiegend im Bereich des Myokards.
Somit leitet sich nur ein geringer Anteil der kardialen Makrophagen von zirkulierenden

Monozyten ab (21,71, 159, 161, 162)_

1 TIMD4*LYVE1*MHC-II°CCR2- | Keine Repopulation durch zirkulierende
Monozyten

2 TIMD4LYVE1TMHC-II"CCR2- | Teilweise Repopulation durch zirkulierende
Monozyten

3,4 | MHC-II"CCR2* Vollstdndige Repopulation durch zirkulierende
Monozyten

Tabelle 2-3:  Residente Makrophagen des Herzens. Marker und Art der Repopulation ©@"). TIMD4
= T-cell immunoglobulin and mucin domain containing 4, LYVE1 = lymphatic vessel endothelial
hyaluronan receptor 1, MHC-Il = major histocompatibility complex-1l, CCR2 = C-C motif chemokine

receptor 2.
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Als unmittelbare Folge der akuten Minderdurchblutung des Myokards kommt es zu
einem Absterben residenter Makrophagen. Innerhalb der ersten 24 Stunden fuhrt dies
zu einem kompletten Verlust dieser Population (17> 142 Die kompensatorische
Rekrutierung von Monozyten beginnt innerhalb der ersten 30 Minuten und erfolgt
zunachst aus der Blutzirkulation und anschliefend aus dem Reservoir der Milz und
des Knochenmarks % 163) Der initiale Gewebeschaden flhrt Gber einen Myd88-
abhangigen Signalweg zur Aktivierung residenter CCR2-positiver Makrophagen '
159), Diese sezernieren daraufhin proinflammatorische Zytokine und Chemokine, was
wiederum neutrophile Granulozyten und Monozyten anlockt. Bei den infiltrierenden
Monozyten handelt es sich um Vertreter des inflammatorischen Subtyps (Ly6Chih
[murin], CM [human]), welche in ihrer Ausdifferenzierung zu Makrophagen durch die
inflammatorische Mikroumgebung gepragt werden. Dies fuhrt zur Expression diverser
proinflammatorischer Marker, welche friher insbesondere den M1-Makrophagen
zugeordnet wurden (17.164) Zgitgleich kommt es jedoch auch zu einer Suppression der
Monozytenmigration durch CCR2-negative residente Makrophagen @' 159  Das
Verhindern einer ubermafligen Rekrutierung proinflammatorischer Zellen scheint also
im Sinne einer physiologischen Regulation der zellularen Prozesse zu sein.
Proinflammatorisch differenzierte Makrophagen (friher: M1-Makrophagen) stellen
dennoch den dominierenden Polarisierungszustand innerhalb der ersten drei bis funf
Tage nach AMI dar und tragen mafgeblich zur akuten Inflammation bei '-16%), Wie in
Kapitel 2.3.2 beschrieben, erfolgt dies durch die Phagozytose nekrotischer
Kardiomyozyten und apoptotischer Granulozyten sowie durch die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine und matrixabbauender Proteinasen. Dies bewirkt auch
die Aktivierung residenter Fibroblasten, welche daraufhin ahnliche Botenstoffe
sezernieren und zu einer Amplifikation der Entzindungsreaktion beitragen. Allerdings
hat die entziindliche Mikroumgebung auch eine weitere myokardiale Schadigung mit
konsekutiver Hemmung des Heilungsprozesses zur Folge (166),

Nach einigen Tagen kommt es schlieBlich zur Auflosung des akuten
Inflammationszustandes mit beginnender Gewebeheilung. Ly6C'°¥“-Monozyten,
welche durch CX3CR1-abhangige Signalwege rekrutiert werden, dominieren das
zellulare Aufgebot (21 167) Makrophagen zeigen nun ein antiinflammatorisches,
heilungsforderndes Genexpressionsprofii  mit  Stimulation von  Matrixbildung,

Zellproliferation und Angiogenese ('7). Dies aufert sich unter anderem durch eine
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vermehrte Expression von Kollagen | und Periostin, was zur Bildung von
Narbengewebe beitragt (146),

Wie oben bereits angeklungen, herrscht Uneinigkeit Uber den genauen
Differenzierungspfad der friher als M2-Makrophagen bezeichneten Zellpopulation.
Einige Autoren beschreiben eine phanotypische Umschaltreaktion mit Wechsel der
Polarisierung der inflammatorischen Makrophagen zu einem reparativen Phanotyp
und damit ein Kontinuum zwischen den verschiedenen Polarisierungszustanden (168
169), In anderen Quellen wird dagegen die Abstammung der Makrophagen von
verschiedenen Monozytenklassen (CM, NCM) beschrieben (167, 170, 171),

In einer Studie an neutrophilendefizienten Mausen wurde eine erhéhte Anzahl an
Makrophagen mit M2-ahnlichem Expressionsprofii beobachtet, was eine
regulatorische Funktion der neutrophilen Granulozyten im Rahmen der
antiinflammatorischen Makrophagen-Differenzierung nahelegt (2. Andere Autoren
gehen von einer durch Phagozytose stimulierten Konversion der Makrophagen zum
reparativen Phanotyp aus ©.

Auch im primar nicht-infarzierten Myokard kommt es im Rahmen eines ischamischen
Myokardinfarktes zur Infiltration durch zunachst inflammatorische und anschliel3end
reparative Immunzellen. Das Ausmaly der Immunzellinfiltration ist zwar deutlich
geringer als im Infarktgebiet, allerdings persistieren Makrophagen und weitere
Entzindungszellen im umliegenden Myokard wesentlich langer als im infarzierten
Areal °.173.174) Dadurch kommt es im Verlauf von Monaten und Jahren nach AMI zu
den morphologischen und funktionellen kardialen Veranderungen, die unter 2.2.1
beschrieben sind.

Monozyten und Makrophagen sind somit an allen Phasen des kardialen Remodelings
nach AMI beteiligt und unterliegen dabei einem dynamischen Anpassungsprozess an
das umliegende Mikromilieu: M1-artige Makrophagen dominieren die initiale
inflammatorische Reaktion, wohingegen M2-artige Makrophagen essenziell fur die
sich anschlieRende reparative Phase der Gewebeheilung sind.

Die anhaltende Aktivierung proinflammatorischer Makrophagen und die hiermit
einhergehende fortlaufende Sekretion von Matrixproteasen und Aktivierung von
Myofibroblasten bewirkt ein Ubermaliges maladaptives Remodeling des kardialen
Gewebes (). Aber auch die Depletion zirkulierender Monozyten nach einem
Myokardinfarkt hat eine beeintrachtigte Regeneration mit gesteigerter Mortalitat zur

Folge ®2 167)  Dagegen korreliert eine Verschiebung des Verhaltnisses
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inflammatorischer und reparativer Makrophagen zugunsten der letztgenannten mit
einer verbesserten linksventrikularen Funktion (siehe Abbildung 2-2) (17, 59),

Die Regulation der Makrophagenpolarisierung mit Forderung der reparativ
differenzierten Subtypen scheint somit ein moglicher therapeutischer Ansatzpunkt zur
Verbesserung des Outcomes von Patienten mit AMI zu sein. So konnte in einem
murinen Infarktmodell gezeigt werden, dass die Applikation von langwirksamem
Interleukin 4 zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl gewebsreparativer (M2-)
Makrophagen fuhrt, wodurch das ungunstige kardiale Remodeling reduziert und eine
verbesserte kardiale Regeneration und Funktion erreicht werden kann (79, Auch die
Behandlung mit Interleukin 10 oder die Inhibition der Interleukin 6-Signalgebung
konnten im Mausmodell dhnliche Ergebnisse erzielen (176 177), Des Weiteren zeigten
Garlapati et al. kurzlich, dass die myelomonozytare Deletion des Gerinnungsfaktors
VII (F7) eine Zunahme reparativer OIfml-3* (olfactomedin-like Protein 3)-Makrophagen
bei gleichzeitiger Abnahme proinflammatorisch differenzierter TF* (tissue factor) /
TREMA1™ (triggered receptor expressed on myeloid cells 1)-Makrophagen bewirkt und
somit das inflammatorisch-reparative Gleichgewicht im postischamischen Remodeling
beeinflusst (178). Weitere Ansatzpunkte sind die CCR2-vermittelte Rekrutierung der
Monozyten, die Behandlung mit Wachstumsfaktoren wie M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor) oder die Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren, die in die
Makrophagendifferenzierung involviert sind ©® 179 Bisher scheinen jedoch nur
einzelne Subpopulationen der M1- bzw. M2-ahnlichen Makrophagen durch die
verschiedenen Therapieansatze beeinflusst zu werden, was die Heterogenitat und
Plastizitat der Entwicklung, des Phanotyps und der Funktion der Makrophagen erneut
unterstreicht und die Notwendigkeit einer prazisen Beschreibung von Subpopulationen

verdeutlicht.
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Abbildung 2-2: Phénotypisches Gleichgewicht der Makrophagen und kardiales Resultat. Die

Gruppe der proinflammatorischen (in der Abbildung mit M1 bezeichnet) bzw. antiinflammatorischen (in
der Abbildung mit M2 bezeichnet) Makrophagen subsummiert ein Spektrum unterschiedlicher
Subpopulationen, welche sich in ihrem Genexpressionsprofil voneinander unterscheiden. Eine
Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten des reparativen (M2-)Phanotyps korreliert dabei mit einem

besseren kardialen Outcome. Modifiziert nach @,

2.4 Zellulare pH-abhangige Signalwege

2.4.1 Der zellulare Botenstoff cAMP und der Transkriptionsfaktor ICER

Zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) entsteht durch die Aktivitat des Enzyms
Adenylatcyclase aus Adenosinmonophosphat (AMP) und stellt einen essenziellen
intrazellularen Botenstoff dar, der in vielfaltige biologische Prozesse involviert ist (180
181)_

Bei ICER handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, welcher an der Regulation

der Expression cAMP-abhangiger Gene beteiligt ist (182),
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2.4.1.1 cAMP-abhangige Signalwege

Die Stimulation  Gs-Protein-gekoppelter Rezeptoren  durch  extrazellulare
neurohormonelle Signale fuhrt Uber die Aktivierung von Adenylatcyclasen zu einer
Synthese des sekundaren Botenstoffs CAMP. Der Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration bewirkt die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Die katalytische
Untereinheit der PKA phosphoryliert daraufhin diverse Zielmolekile und 16st damit
vielfaltige =zellulare Reaktionen aus. Bei jedem Schritt der beschriebenen
Signalkaskade steigt die Anzahl der Botenstoffe, was eine starke Signalamplifikation
zur Folge hat (183-185),

Zielmolekile der PKA sind unter anderem cAMP-empfindliche Transkriptionsfaktoren.
Hierzu zahlen Proteine aus der Gruppe der cCAMP response element-binding proteins
(CREB) und cAMP responsive element modulators (CREM). Phosphorylierte CREB
und CREM binden an cAMP response elements (CRE) von Zielgenen und
beeinflussen im Zusammenspiel mit weiteren regulatorischen Proteinen die
Expression des Zielgens. Dadurch kommt es zu diversen Effekten in verschiedensten
Zellen und Geweben (183, 186),

Eine endogene Regulation der cAMP-abhangigen Signalgebung erfolgt durch
Phosphodiesterasen (PDEs). Diese spalten cAMP zu seinem inaktiven Metaboliten
AMP (187),

Die beschriebene intrazellulare Signalfolge ist in Abbildung 2-3 schematisch

dargestellt.
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cAMP- ’

reguliertes

Abbildung 2-3:Der cAMP-Signalweg (vereinfacht): Die Stimulation Gs-Protein-gekoppelter-
Rezeptoren (GPCR) flhrt zur Aktivierung von Adenylatcyclasen (AC). Diese initiieren die Synthese von
cyclischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP). Der Anstieg der cAMP-
Konzentration aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche verschiedene Transkriptionsfaktoren im
Zellkern phosphoryliert (P). Dazu gehdren Vertreter der CREB- (cAMP response element-binding
proteins) und CREM-Familie (cAMP responsive element modulators). Diese interagieren mit
transkriptionellen Co-Aktivatoren wie CREB-binding-proteins (CBP) und binden an cAMP response
elements (CRE)-Sequenzen der Zielgene, um deren Expression positiv oder negativ zu beeinflussen.
Das Ausmal} der Signalamplifikation ist in der Abbildung nicht dargestellt. Durch Phosphodiesterasen
(PDE) wird cAMP zu AMP abgebaut (angelehnt an (183)),

2.4.1.2 ICER: Endogener Inhibitor CRE-vermittelter Transkription

ICER gehort zur Familie der CREB- und CREM-Transkriptionsfaktoren und besitzt vier
Isoformen, die sich in ihrer Funktion nicht unterscheiden (ICER-I, ICER-ly, ICER-II,
ICER-Ily). Uber spezielle DNA-Bindungsdomanen bindet ICER an CRE-Sequenzen in

Promotorregionen verschiedener Gene und hemmt so deren Expression. Dadurch
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vermittelt ICER die Antwort der Zelle auf verschiedene extrazellulare Stimuli und
kontrolliert die Dauer und Starke der zellularen Reaktion auf cAMP (182, 188-191)

Hohe intrazellulare cAMP-Spiegel induzieren die ICER-Expression durch Stimulation
cAMP-sensibler Elemente im P2-Promotor des CREM-Gens. An diesen Sequenzen
kommt es allerdings zu einer Kompetition mit anderen Vertretern der CREB-Familie,
welche die ICER-Expression dampfen. Es handelt sich somit um eine transiente
Induktion der Genexpression (188, 192-194)

Eine Phosphorylierung durch extracellular-signal requlated kinases (ERK) bewirkt den

Abbau des Transkriptionsfaktors Gber den Ubiquitin-Proteasom-Weg (188. 195),

2.4.1.3 Immunologische und kardiale Effekte von cAMP

Der Botenstoff cAMP ist ein potenter Regulator angeborener und erworbener
Immunzellfunktionen. Es wurde gezeigt, dass ein intrazellularer Anstieg der cAMP-
Konzentration zu einer Hemmung der Freisetzung inflammatorischer Faktoren wie
TNFa, IL-17 und IFNy und zu einer Forderung der Synthese antiinflammatorischer
Faktoren wie IL-10 fiihrt (183.196-198) Djese entziindungshemmende Wirkung von cAMP
zeigt sich auch in der Schwachung inflammatorischer monozytarer Funktionen durch
Forderung der Polarisierung zum reparativen M2-Phanotyp (1%9). Die Steigerung der
cAMP-Wirkung hat folglich ein immunschwachendes Potenzial, wahrend die
Unterdrickung cAMP-vermittelter Signale immunstimulierend wirkt. Diese
Mechanismen werden unter anderem durch PDE-Hemmer genutzt (183200 Dje Rolle
vorgeschalteter Rezeptoren, insbesondere Azidose-wahrnehmender GPCRs ist in
Kapitel 2.4.3 naher beschrieben.

Eine  hohe intrazellulare = cAMP-Konzentration  stellt  aullerdem  eine
Schliisselkomponente der inhibitorischen Funktion regulatorischer T-Zellen dar (0%
202)  Dariiber hinaus ist ein hoher cAMP-Spiegel essenziell fir die Entwicklung einer
immunologischen Selbsttoleranz durch negative Selektion reifender Thymozyten.
Auch hier scheinen Azidose-wahrnehmende GPCRs eine Rolle zu spielen (siehe
Kapitel 2.4.3) (203),

Im Herzen kommt der cAMP-Signalgebung sowohl in physiologischen als auch in
pathologischen Prozessen eine regulatorische Rolle zu (294206 Die kurzfristige
Stimulation kardialer B1-Adrenorezeptoren hat eine cAMP-vermittelte Steigerung der
myokardialen Kontraktilitdt zur Folge und (bt somit kardioprotektive Effekte aus (19"

207), Chronisch erhohte Katecholaminspiegel, wie sie bei Patienten mit Herzinsuffizienz
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zu finden sind, fUhren dagegen zu einer langanhaltenden Stimulation cAMP-
abhangiger Signalwege. Dies fordert die Apoptose von Kardiomyozyten sowie die

Entwicklung einer kardialen Fibrose durch gesteigerte Proliferation von Fibroblasten
(184, 188, 191, 192, 206)

2.4.1.4 Physiologische und pathologische Funktionen von ICER

ICER ist unter anderem an der Regulation neuroendokriner Systeme und des
zirkadianen Rhythmus beteiligt (189).

Eine anhaltend hohe ICER-Expression fuhrt zu einer persistierenden Suppression
CREB-regulierter Genexpression (182), Dies hat in verschiedenen Zelltypen
pathologische Konsequenzen und kann unter anderem zum neuronalen Zelltod und
zur Apoptose von Kardiomyozyten fiihren (188, 191.194) \Wje in Kapitel 2.4.1.3 bereits
angeklungen, fuhrt ein erhdhter cAMP-Spiegel mit konsekutiv gesteigerter ICER-
Expression zu einer Hemmung der toll-like-receptor (TLR)-vermittelten NF-kB-
Aktivierung, was fur die proinflammatorische Polarisierung von Makrophagen von
Bedeutung ist (13.208),

Auch am Herzen konnte eine Beteiligung von ICER an diversen pathophysiologischen
Prozessen gezeigt werden. So fiihrt eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors
uber endogene negative Feedbackmechanismen zu einer Reduktion Katecholamin-
vermittelter kardialer Hypertrophie. Wie oben bereits erwahnt, hat ICER eine
proapoptotische Wirkung auf Kardiomyozyten, was durch eine Hemmung der
Expression des antiapoptotischen Moleklls Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) zu erklaren ist
(188)

Kardiomyozyten herzinsuffizienter Patienten zeigen eine dauerhaft erh6hte endogene
ICER-Expression bei gehemmter Expression der Phosphodiesterase-3A (PDE-3A)
(192, 209)  Dem liegt ein pathologischer positiver Feedback-Mechanismus zugrunde:
ICER hemmt die Expression der PDE-3A. Infolgedessen kommt es zu einem Anstieg
der intrazellularen cAMP-Konzentration mit konsekutiver Aktivierung der PKA, was
wiederum die |ICER-Genexpression stimuliert. Eine Unterbrechung dieses
Teufelskreises stellt einen moglichen therapeutischen Ansatzpunkt zur Reduktion der
ICER-vermittelten kardiomyozytaren Apoptose dar (191, 209),

Auch in der akuten myokardialen Ischamie zeigt sich ein ahnliches Muster. In einem
Mausmodell des Myokardinfarktes detektierten Ma et al. eine hdhere Expression der
ICER- und CREB-mRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe, wahrend sich die PDE-3A-
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und Bcl-2-mRNA-Expression verringert zeigte. Diese AMI-induzierten und ICER-
vermittelten Veranderungen der Genexpression lieRen sich durch — insbesondere
praischamische - therapeutische Applikation des Angiotensin-11-Rezeptor-1-
Antagonisten (AT1-l) Valsartan umkehren, was eine Verbesserung der kardialen
Funktion nach AMI erbrachte (193),

Des Weiteren beschrieben Bohn et al. eine pH-Abhangigkeit der ICER-Expression. So
fuhrt eine saure Tumormikroumgebung durch Stimulation G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren auf Tumor-assoziierten Makrophagen zu einer cAMP-vermittelten
Steigerung der ICER-Genexpression. Die hierdurch geforderte antiinflammatorische
Differenzierung der TAM verhindert eine effiziente anti-Tumor-Immunantwort, was ein
gesteigertes Tumorwachstum nach sich zieht. Bohn et al. zeigten, dass ein
Makrophagen-spezifischer |ICER-Knockout durch vermehrte inflammatorische
Polarisierung der TAM eine effiziente Tumorkontrolle ermdoglicht. Diese
azidoseabhangigen Prozesse stehen in Zusammenhang mit einer erhohten
Expression der membranstandigen Rezeptoren GPR132 und insbesondere GPRG65.
Eine Antagonisierung bzw. Unterbrechung der hieriber vermittelten Signalwege hat
eine Beeintrachtigung der azidoseinduzierten Expression der ICER-mRNA zur Folge
(13).

Bohn et al. zeigten aul’erdem, dass neben einer Tumor-assoziierten Laktatbildung
auch andere pH-senkende Faktoren die Aktivierung azidosevermittelter Signalwege
bewirken (13). Somit lassen sich diese Erkenntnisse unter Umstanden auch auf andere
Gewebe, in denen es durch verschiedenste Ursachen zu einer Ansauerung des
Milieus kommt, Ubertragen. Der Einfluss der ischamischen myokardialen Azidose auf

die kardiale Expression von ICER ist bislang nicht untersucht.

2.4.2 Zellulare Azidose als Ausdruck pathologischer Prozesse

Der physiologische pH-Wert des Blutes liegt etwa im Bereich von 7,35 bis 7,45 und
wird innerhalb dieser Grenzen streng reguliert. Im Allgemeinen ist der interstitielle pH
etwas niedriger als der des Blutes. Um Schwankungen des pH-Wertes auf ein
Minimum zu beschranken, greifen vielfaltige Prozesse komplex ineinander. Die
Aufrechterhaltung eines physiologischen pH-Wertes ist dabei fiir die Funktionalitat von
zellularen, biochemischen und enzymatischen Prozessen von entscheidender

Bedeutung (¢10.211),
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Viele pathologische Prozesse gehen mit einer Ansauerung des extrazellularen Milieus
einher und flhren so zu einer weiteren Beeintrachtigung physiologischer Funktionen
(212-215)

Auch die Funktion von Immunzellen wird durch eine extrazellulare Azidose reguliert
(216-218)  Durch Stimulation der Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und
Aktivierung entzindungstreibender Zellen wie neutrophiler Granulozyten und
dendritischer Zellen, verstarkt eine Ansauerung des Gewebes die ablaufenden
inflammatorischen Prozesse. Paradoxerweise kann es jedoch auch zu einer
Hemmung der Immunantwort mit reduzierter Aktivitat inflammatorischer Zellen und
Botenstoffe kommen (219-222),

Eine schwache bis moderate extrazellulare Azidose wird in allen pathologischen
Zustanden beobachtet, in denen es zu einer Beeintrachtigung der Blutversorgung
kommt. Hierzu gehoéren Ischamie-assoziierte aber auch inflammatorische Prozesse,
die unter anderem bei allergischem Asthma, Atherosklerose und malignen Tumoren
festzustellen sind (210.223),

Das Myokard ist eines der Azidose-anfalligsten Gewebe im Korper. Im Rahmen einer
akuten  Myokardischamie  bewirkt die reduzierte oder unterbrochene
Sauerstoffversorgung eine metabolische Transformation zugunsten der anaeroben
Glykolyse. Die resultierende Akkumulation von Laktat fuhrt zu einer intra- und
extrazellularen Ansduerung (224 225),

Cobbe et al. untersuchten die Veranderungen des pH-Werts im Papillarmuskel von
Hasen wahrend einer kontrolliert induzierten Ischamie. Sie detektierten bereits
innerhalb der ersten funf Sekunden nach kompletter Unterbrechung der
Blutversorgung eine Ansauerung des myokardialen Gewebes. Nach einer Stunde war
der pH-Wert bereits um etwa 1,4 Punkte abgefallen. Eine Reperfusion bewirkte eine
schnelle Ruckkehr zu physiologischen Werten. Unter den Umstanden einer subtotalen
Ischamie ging der pH-Abfall dagegen langsamer vonstatten und fiel insgesamt
geringer aus (),

Durch simultane extra- und intrazellulare pH-Messungen zeigten Yan et al., dass die
Ansauerung des Myokards wahrend der Ischamie insbesondere im extrazellularen
Kompartiment stattfindet. Nichtsdestotrotz wurde auch ein Abfall des intrazellularen
pH-Werts beobachtet. Dieser beeinflusst die Rate anaerober Glykolyse unter
ischamischen und hypoxischen Bedingungen und wirkt sich auf die Reizentstehung

und -weiterleitung am Herzen aus. Uber weitere lonenverschiebungen kommt es
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dariiber hinaus zu einer Anderung des Ruhemembranpotenzials, was unter

Umstanden fir die Entstehung friiher ventrikularer Arrhythmien verantwortlich ist (226),

2.4.3 pH-sensitive G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Rezeptoren, welche durch Anderungen des pH-Wertes aktiviert werden, lassen sich in
ionotrope und metabotrope Rezeptoren einteilen. Zur Gruppe der ionotropen pH-
sensiblen Rezeptoren gehdren der Calcium-permeable TRPV-1-Rezeptor (transient
receptor potential cation channel subfamily V. member 1) sowie der Natrium-permeable
ASIC-Rezeptor (acid-sensing ion channel). Diese finden sich insbesondere auf
peripheren sensorischen sowie zentralen Neuronen und spielen eine Schllisselrolle
bei der Transduktion nozizeptiver Signale. Die Aktivierung erfolgt bei starker
Ansauerung mit pH-Werten zwischen 4 und 6 (223, 227-229),

Die metabotropen (indirekt Uber intrazellulare Signalwege wirkenden) pH-sensiblen
Rezeptoren gehoéren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (proton-
sensing G-protein coupled receptors: psGPCRs) und werden bereits bei
physiologischem oder leicht saurem pH aktiviert. Derzeit sind vier verschiedene
psGPCRs bekannt: GPR4 (G-Protein-gekoppelter Rezeptor 4), GPR132, OGR1
(ovarian cancer G-protein coupled receptor 1) und TDAGS8 (T cell death associated
gene 8, auch GPR65) (219.230) Dabei weist GPR132 im Gegensatz zu den anderen drei
psGPCR eine deutlich geringere pH-Sensitivitat auf (223, 231-233),

In der Literatur alternativ verwendete Bezeichnungen sowie die Angabe der jeweils

gekoppelten G-Proteine sind Tabelle 2-4 zu entnehmen.

Name Weitere Bezeichnungen Kopplung PHmax
GPR4 GPR19 Gs, Gio, Ggi11, G113 6,8
GPR132 G2A Gs, Gi2ns

OGR1 GPRG68 Gs, Ggi1 6,8
TDAG38 GPR65 Gs, G213 6,8

Tabelle 2-4:  Protonen-sensible G-Protein-gekoppelte Rezeptoren unter Angabe alternativer
Bezeichnungen sowie des gekoppelten G-Proteins. Bezlglich des gekoppelten G-Proteins herrscht in
der Literatur teilweise Uneinigkeit (203, 210, 219, 230, 234, 235) pHpy.x = pH-Wert, der zu einer maximalen
Aktivierung des Rezeptors fuhrt. Fir GPR132 finden sich hierzu in der Literatur keine konkreten

Angaben.
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Die exakten Mechanismen der Protonenwahrnehmung sind noch unvollstandig
verstanden. Auf der extrazellularen Seite der transmembranaren Rezeptoren befinden
sich Histidin-Cluster, welche speziesubergreifend konserviert sind. Im unprotonierten
Zustand kommt es uUber Wasserstoffbrickenbindungen zwischen zwei Histidinen zu
einer Verbindung zwischen Helix | und Helix VII. Im sauren Milieu fuhrt eine
Protonierung der Histidinreste zur Lésung dieser Wasserstoffbrickenbindungen, was
dem Rezeptor den Ubergang in eine aktive Konformation ermdglicht (120. 210. 233)  |m
humanen und murinen GPR132 sind diese spezifischen Histidine teilweise nicht
konserviert, was eine mogliche Erklarung fir die vergleichsweise geringe pH-
Sensitivitat des Rezeptors liefert (233),

Mit Ausnahme von GPR4 ist fur alle psGPCRs eine konstitutive Aktivitat beschrieben,
welche unter anderem zu einer signifikanten basalen Hemmung CRE-vermittelter
Genexpression fiihrt 236), Insbesondere fiir TDAGS8, aber in geringerem Ausmaf auch
fur GPR4 und OGR1, ist aullerdem eine Glukokortikoid-vermittelte Steigerung der
Rezeptorexpression bekannt. Somit besteht eine indirekte Beteiligung an
Glukokortikoid-vermittelten antiinflammatorischen Prozessen (203, 237),

Fir psGPCRs konnte eine Beteiligung an vielfaltigen biologischen Prozessen gezeigt
werden. Dazu gehdren unter anderem Apoptose, Metastasierung maligner Tumore,
Immunzellfunktion, Inflammation und Angiogenese 29). Beispielsweise zeigen
Patienten mit koronarer Herzerkrankung verglichen mit gesunden Kontrollen eine
geringere Expression von GPR4 in endothelialen Vorlauferzellen, was eine
Beeintrachtigung der azidosevermittelten Neubildung von BlutgefaRen nach sich zieht
(238)_

Malignome gehen haufig mit einer Ansauerung des Tumorgewebes einher. Dabei liegt
der pH-Wert oft unter 7, teilweise sogar unter 6,5 (239-242)_ Eine hohe Proliferationsrate
bei limitierter Blutversorgung flhrt dabei zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme der
Tumorzellen mit konsekutiver Steigerung der anaeroben Glykolyse. In der Folge
kommt es zur vermehrten Laktatproduktion, was mit einer Ansauerung des Gewebes
einhergeht. Auch die gesteigerte Expression des Natrium-Protonen-Antiporters
(Na*/H*-Antiporter) und weiterer Transportproteine tragt zur Ansduerung der
Tumormikroumgebung bei (219 220, 243)  Dje Wahrnehmung der extrazellularen
Ansauerung spielt fur die Onkogenese eine wichtige Rolle. Akut wirkt eine Azidose
zytotoxisch und hemmt die Tumorzellproliferation (220, 244, 245 Eine chronische

Ansauerung des Gewebes flhrt dagegen zu chromosomalen Instabilitaten und
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Genmutationen und treibt so die Tumorentstehung und -progression voran. Uber einen
gesteigerten Abbau extrazellularer Matrix tragt die Azidose daruber hinaus zur
Metastasierung bei. Die Aggressivitat des Tumors wird durch die Selektion
azidoseresistenter Tumorzellen weiter gesteigert (219 220, 246-249)  Des Weiteren
vermittelt das Tumor-assoziierte Laktat Uber die Aktivierung Protonen-wahrnehmender
Rezeptoren eine antiinflammatorische Polarisierung der Makrophagen (siehe Kapitel
2.4.1.4). Diese Tumor-assoziierten Makrophagen konnen ebenfalls zu einem weiteren
Tumorwachstum beitragen (222 250),

Viele Malignome zeigen eine gesteigerte Expression Protonen-sensitiver G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass eine hohe
Expression Protonen-wahrnehmender GPCRs mit einem schlechteren Uberleben der
Patienten assoziiert ist, was mit den oben beschriebenen Mechanismen in Einklang
steht (219),

Die Rolle des GPR132 wird insbesondere bezlglich des Mammakarzinoms kontrovers
diskutiert. Insel et al. bezeichnen eine hohe Expression von GPR132 flr das
Hormonrezeptor-positive Mammakarzinom als positiven prognostischen Marker 19),
Dagegen beschreiben Chen et al. eine Assoziation der GPR132-Expression mit einer
schlechteren Prognose und gesteigerten Metastasierungsrate (2%0),

Die Funktionen der psGPCRs sind somit vielschichtig und insbesondere vom
betrachteten Gewebe abhangig. Nachfolgend wird genauer auf die bisherigen
Erkenntnisse zur Funktion und Rolle von TDAGS8 (im Folgenden GPR65) und GPR132

eingegangen.

2.4.3.1 GPR65

Der Rezeptor GPRG65, der in der Literatur auch als TDAG8 bezeichnet wird, stimuliert
je nach gebundenem G-Protein unterschiedliche zellulare Signalwege. Uber ein Gs-
Protein wird der cAMP-Signalweg aktiviert, welcher in Abschnitt 2.4.1.1 beschrieben
ist. Bei Kopplung an ein G12/13-Protein bewirkt die Rezeptoraktivierung die Stimulation
der kleinen GTPase RhoA (Ras-Homolog A) (203, 223, 251),

Insbesondere Immunzellen wie Leukozyten und (kardiale) Makrophagen zeichnen sich
durch eine starke GPR65-Expression aus, jedoch zeigen auch einige humane
Karzinome eine Uberexpression des Rezeptors (220, 221,252, 253)

Initial wurde GPR65 als Rezeptor fur das Lipid Psychosin beschrieben. Wang et al.

zeigten jedoch, dass Psychosin und andere strukturdhnliche Lysosphingolipide
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antagonistisch an den psGPCRs GPR65, GPR4 und OGR1 wirken und somit einen
inhibitorischen Effekt auf die pH-induzierte Aktivierung haben %3, |shii et al. konnten
diesen Effekt nicht reproduzieren, sodass die Rolle von Psychosin weiterhin unklar
definiert ist (252,

Hingegen herrscht Einigkeit Uber die pH-Sensitivitdt des Rezeptors. Protonen wirken
als typische Rezeptorliganden und flhren Uber die Aktivierung des Gs-Proteins zu
einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration. Die Aktivitat erreicht bei pH-
Werten zwischen 6,5 und 7 ihr Maximum. Bei einem weiteren Anstieg der
Protonenkonzentration kommt es wiederum zu einer sukzessiven Abnahme der
Rezeptoraktivitat (203),

FUr GPR65 sind eine Vielzahl von sehr unterschiedlichen Funktionen beschrieben. Die
Stimulation des Rezeptors bewirkt die Aktivierung einer antiinflammatorischen cAMP-
Signalgebung in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten und bedingt so eine
Regulation der Ausschiittung inflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNFa und IL-1B 201,
221,223, 251, 254)  Dieser hemmende Effekt auf die inflammatorische Immunzellfunktion
zeigt sich ebenfalls in GPR65-defizienten Mausen, welche zu einer Exazerbation
autoinflammatorischer Erkrankungen neigen %), AuRerdem weisen GPR65-
defiziente Mause nach einem Schlaganfall héhere Level proinflammatorischer
Mikroglia und eine reduzierte Expression von Wachstums- und Regenerationsmarkern
auf, was mit einem groReren Infarktareal und vermehrten Beeintrachtigungen
einhergeht (211, 255-257),

Die Beteiligung des Rezeptors GPR65 an den kardialen Remodelingprozessen nach

einem akuten Myokardinfarkt wird in Kapitel 5.2.3 ausfuhrlich diskutiert.

2.4.3.2 GPR132

GPR132 wird in der Literatur auch als G2A bezeichnet. Uber die Signalwege, welche
durch die Aktivierung des Rezeptors stimuliert werden, herrscht allerdings Uneinigkeit.
Wahrend Weil} et al. die gekoppelten Signalwege als ,bisher undefiniert® beschreiben
(230) gehen Insel et al. von einer Kopplung an Gs- und G1213-Proteine aus (19),

Wie bereits in Kapitel 2.4.3 beschrieben, weist der Rezeptor GPR132 nur eine geringe
Sensitivitat fir pH-Schwankungen auf. Eine Rolle als Protonensensor in nativen Zellen
konnte bislang nicht nachgewiesen werden 23, Chen et al. konnten allerdings eine

Aktivierung von GPR132 durch Tumor-assoziiertes Laktat zeigen (259,
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Daruber hinaus handelt es sich bei GPR132 um einen Rezeptor fur oxidierte freie
Fettsauren. Dazu gehoéren Oxidationsprodukte der Linolsdure, welche unter
oxidativem Stress vermehrt gebildet werden (231 258-260) - Oxidativer Stress fiihrt somit
zu einer verstarkten Produktion der Liganden, steigert aber auch die Expression des
Rezeptors selbst (250, 261),

GPR132 wird primar von Immunzellen exprimiert und ist an deren Migration und
Funktion, der Regulation von Autoimmunitat und der lymphozytaren Homoostase
beteiligt (220. 262, 263)  Dar(iber hinaus kommt GPR132 eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose zu (231-264),

Das Fehlen von GPR132 geht im Mausmodell mit einer abgeschwachten
Inflammationsantwort einher. Osthues et al. konnten in einer Studie zu
neuropathischem Schmerz nach Nervenverletzungen zeigen, dass GPR132-defiziente
Mause eine reduzierte Anzahl CD45-positiver Immunzellen aufweisen. Dies betrifft
insbesondere Makrophagen und neutrophile Granulozyten. Zudem kommt es im
Zusammenhang mit einem Fehlen von GPR132 zu einer verminderten Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren im Bereich der
Nervenverletzung. Diese Effekte wurden von einer reduzierten mechanischen
Hypersensitivitat begleitet (26%),

Le et al. zeigten auRerdem, dass GPR132 entscheidend an der Regulation peripherer
Lymphozyten beteiligt ist. Eine GPR132-Defizienz geht demnach mit der Entwicklung
eines Autoimmunsyndroms mit spatem Beginn einher (266),

Die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse zur Beteiligung von GPR132 an

Rekrutierungsprozessen von Makrophagen werden in Kapitel 5.2.3 beleuchtet.
2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die ischamische Herzkrankheit und insbesondere die Herzinsuffizienz als Folge einer
kardialen Ischamie stellt weltweit eine der Hauptursachen kardiovaskularer Mortalitat
dar. Die akute Ischamie im Rahmen eines Myokardinfarktes wird von einer
Ansauerung des myokardialen Gewebes begleitet. Azidosesensitive G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren wie GPR65 und GPR132 registrieren diesen Abfall des
interstitiellen pH-Wertes und stolden komplexe intrazellulare Signalkaskaden an. Einen
moglichen Vermittler dieser azidoseabhangigen zellularen Signallbertragungskette

stellt der Transkriptionsfaktor ICER dar.
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Myelomonozytare Zellen sind zentrale Akteure im Prozess des kardialen Remodelings
nach abgelaufenem Herzinfarkt. Die Bedeutung Azidose-aktivierter Signalgebung
monozytarer Zellen im postischamischen Remodeling ist bislang jedoch unzureichend
untersucht.

Die Ischamie-induzierte myokardiale Azidose konnte sich als therapeutischer
Ansatzpunkt zur sekundarpraventiven Verbesserung des kardialen Outcomes nach
einem akuten Myokardinfarkt erweisen. In der vorliegenden Arbeit wird daher die
Bedeutung des Transkriptionsfaktors ICER und Gbergeordneter G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren in der myelomonozytaren Immunantwort im Mausmodell des akuten

Myokardinfarktes untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Material und Methoden

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Produkt
1-Chloro-2,2,2-

trifluoroethyldifluoromethylether

(Isofluran)
2-Mercaptoethanol (B-
Mercaptoethanol)
2-Propanol, Isopropanol
Acetylcholinchlorid

ACK Lysing Buffer (1x)
Alzane®
(Atipamezolhydrochorid)
Aqua ad iniectabilia

Aqua Resist, Wasserbad-
Schutzmittel

BD FACS™ Lysing Solution

Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe
Calciumchlorid (CaCl2)
Collagenase Typ Il

D(+)-Glukosemonohydrat
Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)
Dikaliumhydrogenphosphat
(K2HPO4)

Direct PCR Lysis Reagent
DNase | grade I

Hersteller
Abbott Laboratories

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Lonza

Zoetis GmbH

B. Braun SE
VWR International
GmbH

Becton Dickinson
GmbH

Bayer

Carl Roth GmbH
Gibco™, Thermo
Scientific

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Viagen

Roche Diagnostics
GmbH
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Abbott Park, IL, USA
St. Louis, MO, USA
Karlsruhe, D

St. Louis, MO, USA
Walkersville, MD, USA

Berlin, D

Melsungen, D
Poole, UK

Heidelberg, D

Leverkusen, D

Karlsruhe, D
Carlsbad, CA, USA

Karlsruhe, D

Karlsruhe, D

Karlsruhe, D

Los Angeles, CA, USA

Mannheim, D



Dorbene® vet
(Medetomidinhydrochlorid) 1
mg/ml

DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline + CaClz +
MgCl2)

Elektrodencreme
Enthaarungscreme

Ethanol 70 %

Ethanol ROTIPURAN®
Fentanyl 0,05 mg/ml

Fetal Bovine/Calf Serum
(FBS/FCS), hitzeinaktiviert
Flumazenil Hikma 0,1 mg/ml
Guanidiniumthiocyanat
(C2HsN4S)

Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS)

HEPES PUFFERAN®
Indometacin

Isotone Kochsalz-Lésung 0,9 %
Kaliumchlorid (KCI)

L-012 (8-Amino-5-Chloro-7-
Phenylpyrido [3,4-d] pyridazin-
1,4-(2H,3H) Dion)
Magnesiumchlorid (MgClz2)
Magnesiumsulfatheptahydrat
(MgSO0a4)

Midazolam-hameln 1 mg/ml
Natriumacetat (C2H3NaO2)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat
(NaHCOs3)

Material und Methoden

Zoetis GmbH

Gibco™, Thermo

Scientific

GE Medical Systems
Balea

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Panpharma GmbH
Gibco™, Thermo
Scientific

Hikma Farmacéutica
AppliChem GmbH

Gibco™, Thermo
Scientific

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

B. Braun SE
AppliChem GmbH
FUJIFILM Wako
Chemicals Europe
GmbH

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Hameln pharma GmbH
Carl Roth GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH
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Nitrolingual® Infusionsldsung G. Pohl-Boskamp Hohenlockstedt, D
(Glyceroltrinitrat) 1 mg/mi GmbH
N-Lauroylsarcosin Natriumsalz ~ Merck KGaA Darmstadt, D

Octenisept®, wassriges Wund-  Schulke & Mayr GmbH  Norderstedt, D

und Schleimhautantiseptikum

PDBu (Phorbol-12,13-dibutyrat) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Prostaglandin F2a Cayman Chemical Ann Arbor, Michigan,
USA
Roti® Aqua-Phenol Carl Roth GmbH Karlsruhe, D
Roti®C/I Carl Roth GmbH Karlsruhe, D
Roti®Fair 10x PBS 7.4 Carl Roth GmbH Karlsruhe, D
Temgesic® 0,3 mg/mi Indivior Europe Limited Dublin, Irland
Trypan blue solution Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Tri-Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth GmbH Karlsruhe, D
Sonosid® Ultraschallgel Asid Bonz GmbH Herrenberg, D
Zymosan A (Saccharomyces Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
cerevisiae)

3.1.2 Kits und Assays

Kit / Assay Hersteller Firmensitz

Dead Cell Removal Kit Miltenyi Biotec B.V. &  Bergisch Gladbach, D
Co. KG

EasySep™ Mouse Monocyte StemCell Technologies Vancouver, Kanada

Isolation Kit Canada Inc.

Multi Tissue Dissociation Kit 2 Miltenyi Biotec B.V. &  Bergisch Gladbach, D
Co. KG

QuantiTect® Probe RT-PCR Kit QIAGEN Hilden, D

REDTaq® ReadyMix PCR Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA

Reaction Mix

TagMan® Gene Expression Applied Biosystems Waltham, MA, USA
Assay Life Tech.
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Produkt

1 ml Spritze Omnifix-F Luer,
klar

1 ml Spritze, Tuberkulinspritze,
grun

2 ml Spritze, Injekt Luer
24-well Platten, steril,
Flachboden

5 ml Rundbodenrdhrchen,
Polystyrol, unsteril

5 ml Spritze, BD Discardit Il

6-well Platten, Flachboden mit
Deckel

96-well BRANDplates - F -
(pureGrade white)

96-well PCR Platte, unskirted,
flat top, low profile

96-well Platten, Polystyrol,
steril, U-shape

Adhesive Clear gPCR Seal;
140x77 mm

Cell Chip™

Cellstar™ Testrohrchen mit
konischem Boden, steril; 15 ml,
50 ml

FALCON® Cell Strainer 40 pm,
steril, Nylon

FALCON® Cell Strainer 70 ym,
steril, Nylon

Folded qualitative filter paper

Material und Methoden

Hersteller
B. Braun SE

B. Braun SE

B. Braun SE
Greiner AG

Corning Incorporated

Becton Dickinson
GmbH

Fisher Scientific

BRAND GmbH + CO
KG

Biozym Scientific
GmbH

Greiner AG

Biozym Scientific
GmbH

TECAN Austria
Greiner Bio-One
GmbH

Corning Incorporated

Corning Incorporated

VWR International
GmbH
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Melsungen, D

Melsungen, D

Melsungen, D

Kremsmunster, AT

Corning, NY, USA

Heidelberg, D

Schwerte, D

Wertheim, D

Oldendorf, D

Kremsmunster, AT

Oldendorf, D

Grédig, AT

Frickenhausen, D

Corning, NY, USA

Corning, NY, USA

Darmstadt, D



Kantle 26 G; 0,45x13 mm

MoliCare® Bed Mat; 40x60 cm

Pasteurpipetten, unsteril

Petrischale, 94x16 mm, ohne
Nocken, Polystyrol
Platindraht; Durchmesser 0,1
mm

Prolene™ 8889H 6-0 C-1, 13
mm 3/8c, 75 cm

Prolene EH7469LG 8-0 BV
130-5, 6,5mm 3/8c, 75 cm
Safe-Lock Tubes; 1,5 ml, 2 ml
Schlinggazetupfer, unsteril
Serologische Pipette
CELLSTAR®; 5, 10, 25, 50 ml
Skalpell Feather® No. 11
Skalpell Feather® No. 21
Starguard® Protect Powder-
Free Nitril Gloves; Grofte S/M/L
SurPhob® Pipettenspitzen; 10
I, 200 pl, 1250 pl
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Becton Dickinson
GmbH

Paul Hartmann AG
VWR International
GmbH

Greiner Bio-One
GmbH

Goodfellow Cambridge

Limited

Johnson & Johnson
Medical GmbH
Johnson & Johnson
Medical GmbH
Eppendorf AG
Fuhrmann GmbH
Greiner AG

PFM medical AG
PFM medical AG
Starlab International
GmbH

Biozym Scientific
GmbH

Heidelberg, D

Heidenheim, D

Darmstadt, D
Frickenhausen, D
Huntingdon, UK
Norderstedt, D
Norderstedt, D
Hamburg, D
Much, D
Kremsmunster, AT
Osaka, Japan
Osaka, Japan

Hamburg, D

Oldendorf, D

Vasofix® Safety Braunlle 22 G B. Braun SE Melsungen, D
3.1.4 Antikorper und Primer
3.1.4.1 Durchflusszytometrie
Name (anti- Konjugat Klon Firma
mouse)
B220 FITC RA3-6B2 Thermo Fisher
Scientific
(Waltham, MA,
USA)
CD11b PerCP-Cyanide M1/70 Thermo Fisher
5.5 Scientific

41




Material und Methoden

(Waltham, MA,
USA)
CD16/CD32 (F.- - 93 Thermo Fisher
Rezeptor Block) Scientific
(Waltham, MA,
USA)

CD45 APC efluor780 30-F11 Thermo Fisher
Scientific
(Waltham, MA,
USA)

CD90.2 Super Bright 645 53-2.1 Thermo Fisher
Scientific
(Waltham, MA,
USA)

F4/80 APC BM8 Thermo Fisher
Scientific
(Waltham, MA,
USA)

Fixable Viability eflour 506 - Thermo Fisher
Dye Scientific
(Waltham, MA,
USA)

Ly6G PE 1A8 Becton Dickinson
GmbH
(Heidelberg, D)
Ly6C V450 AL-21 Becton Dickinson
GmbH
(Heidelberg, D)
NK1.1 PE Cy7 PK136 Thermo Fisher
Scientific
(Waltham, MA,
USA)

Tabelle 3-1:  Verwendete FACS-Antikorper unter Angabe des Oberflachenproteins, des Konjugats,

des Klons und des Herstellers (Spalten von links nach rechts).

3.1.4.2 Polymerasekettenreaktion
Fir die RT-PCR wurden folgende Primer aus dem TagMan® Gene Expression Assay
der Firma Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA))

verwendet:

Name des Primers Weitere Bezeichnungen Gen

IL-1B Interleukin 1 beta IL-1beta, IL-1b, RP23- IL1B
384K11.2

IL-6 Interleukin 6 IL6, IFNB2 IL6
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MCP-1 Monocyte Chemotactic CCL2, SMC-CF, MCAF CCL2
Protein 1

NOX-2 NADPH Oxidase 2 Nox2, Cybb, GP91-PHOX | CYBB

TBP TATA-Box Binding Protein | TBP1, GTF2D1, TFIID, TBP

(FAM- Gtf2d, SCA17

markiert)

TBP TATA-Box Binding Protein | TBP1, GTF2D1, TFIID, TBP

(VIC- Gtf2ad, SCA17

markiert)

TNFa Tumor Necrosis Factor TNFalpha, Tnf, Tnfa, Tnf-a, | TNF
alpha DIF, TNFSF2, Tnfsf1a

VCAM-1 | Vascular Cell Adhesion CD106, Vcam1, Incam-100 | VCAM1
Molecule 1

Tabelle 3-2:  Auflistung der in der RT-PCR verwendeten Primer inklusive vollstandiger

Bezeichnung, alternativer Bezeichnungen in der Literatur sowie Angabe des Gens.

3.1.5 Gerate und Software

Gerate

Bezeichnung

Advanced Hot Plate Stirrer
Magnetruhrer

Advanced Plate Stirrer
Magnetruhrer

Attune NxT FACS, Acoustic
focusing cytometer

GeneTouch™ Thermal Cycler

BD Rhapsody-Plattform
Castroviejo Federschere, stark
gebogen, 10mm

Centrifuge 5424 R

Centrifuge Allegra® X-15R

Hersteller

Heidolph Instruments

VWR International
GmbH

Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific
Biozym Scientific
GmbH

BD Life Sciences
Fine Science Tools
GmbH

Eppendorf AG

Beckman Coulter
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Centrifuge Himac CT15RE
Centrifuge minispin®, Rotor F-
45-12-11

CFX96 rt-pc-Time PCR
Detection System

CODA™ Non-Invasive Blood
Pressure System

Dumont #5 Forceps Inox; 11
cm

EasySep™ Magnet

Eppendorf Research® plus
Pipetten 10, 20, 100, 200, 1000
Ml

gentleMACS Dissociator

Heizplatte EHE-3503-Cu-
SWCR

Infrarot-Warmelampe IR 175 R
PAR38

Kaltlichttampe LED Modell F1
KS 260 basic Kreisschittler
Leica M50 Mikroskop

Magnetriuhrstabchen

Mayo Scissors, gebogen,
stumpf/stumpf

MiniVent Mouse Ventilator
Type 845

MX400 Ultrasound Transducer

neoFuge® 8-6K

Material und Methoden

Hitachi Koki Co., Ltd
Eppendorf AG

Bio-Rad Laboratories

Kent Scientific
Corporation

Fine Science Tools
GmbH

StemCell Technologies
Canada Inc.
Eppendorf AG

Miltenyi Biotec B.V. &
Co. KG
FMI GmbH

Philips Lighting

Photonic

IKA-Werke

Leica Microsystems
GmbH

VWR International
GmbH

Fine Science Tools
GmbH

Hugo Sachs Elektronik

FUJIFILM,

VisualSonics, Inc.
neoLab Migge GmbH
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Heidelberg, D
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Heidelberg, D



pH-Messgerat pHenomenal™

PowerLab 8/35 with Octal
Bridge Amp

pRadnoti 8 Chamber Tissue
Organ Bath System
Prazisionswaage (1200 g /
0.001 g)

Schere, gerade, spitz/spitz

Spark® Multimode Microplate
Reader

Stainless Steel Beads 5 mm
Stereo-Zoom-Mikroskop
MSZ5000-T-IL-TL

Student Dumont #7 Inox

Surgical Scissors, gerade,
spitz/stumpf, 14 cm
Temperaturkontrollmodul TKM
1.4

Thermal cycler CFX Connect
RT-PCR System

Thermal Mixer with Blocks

Thermomixer comfort
TiefkUhlschrank -86 °C

TissueLyser Il

Vannas Spring Scissors
Federschere, 3 mm Schneide
Ventilated Cabinet

VetScan HMS

Material und Methoden

VWR International
GmbH

ADInstruments

ADInstruments

VWR International
GmbH

Fine Science Tools
GmbH

TECAN

QIAGEN
A. KRUSS Optronic

Fine Science Tools
GmbH

Fine Science Tools
GmbH

DeMeTec GmbH

Bio-Rad Laboratories

Thermo Fisher
Scientific
Eppendorf AG
VWR International
GmbH

QIAGEN

Fine Science Tools
GmbH

Techniplast

Abaxis, Inc.
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Hercules, CA, USA
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Vevo 3100 Ultrasound System

Vortex Genie® 2

Vortex-Schiittler, lab dancer

Waage Optimo 2000

Software

Software

Attune™ NxT Software
F4.2.1627.1

BioRad CFX Maestro

CLC Genomics Workbench
(v21.0.5)

Endnote X9.2 und 20.6
FlowJo™ 10

GraphPad Prism 9.5.0 und
10.4.1

LabChart Pro 8.1.16
Microsoft Office 2016
PartekFlow

SparkControl V 2.3 (2018)
VevolLab 5.6.1

Material und Methoden

FUJIFILM,
VisualSonics, Inc.
Scientific Industries,
Inc.

VWR International
GmbH

Werner Dorsch GmbH

Hersteller

Thermo Fisher
Scientific

Bio-Rad Laboratories
QIAGEN

Clarivate Analytics
Becton Dickson GmbH
GraphPad Software
Inc.

ADInstruments
Microsoft Corporation
Partek, Inc.

TECAN

FUJIFILM,

VisualSonics, Inc.

3.1.6 Aligemeine Puffer und Lésungen

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle genannten Puffer und Lésungen mit

Toronto, Kanada

Bohemia, NY, USA

Darmstadt, D

Dieburg, D

Firmensitz
Waltham, MA, USA

Hercules, CA, USA
Hilden, D

London, UK
Heidelberg, D
La Jolla, CA, USA

Sydney, Australien
Redmond, WA, USA
St. Louis, MO, USA
Mannedorf, CH

Toronto, Kanada

zweifach destilliertem Wasser (ddH20, Aqua bidest.) angesetzt.

3.1.6.1 Gewebepraparation und Organbad

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS 1x)

Roti®Fair 10x PBS

46

enthalt NaCl 1,4 M, KCI 27 mM, Phosphat 0,1 mM



Material und Methoden

pH-Wert 7,4 + 0,05
Ansatz in 1 L ddH20

Zur Gewebepraparation wurde der oben beschriebene Ansatz auf ein Zehntel verdinnt

(PBS 1x).

Krebs-Hepes (KH) Puffer

Substanz Stoffmengenkonzentration Massenkonzentration
[mmol/l] [a/l]

NaCl 98,93 5,782

KCI 4,69 0,35

CaCl2 3,29 0,366

MgSOa4 2,46 0,296

NaHCOs 25 21

K2HPO4 0,8 0,14

Na-HEPES 19,98 5,201

D-Glucose 12,21 2,2

Tabelle 3-3: Zusammensetzung des Krebs-Hepes-Puffers unter Angabe der Stoffmengen- sowie

Massenkonzentrationen der einzelnen Stoffe.

V=1L

pH =7,35

T=4°C

Organbadpuffer
Substanz Stoffmengenkonzentration Massenkonzentration

[mmol/l] [a/l]

NaCl 98,93 5,782
KCI 4,69 0,35
CaCl2 3,29 0,366
MgSOs4 2,46 0,296
NaHCO3 25 2,1
K2HPO4 0,8 0,14
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D-Glucose 12,21 2,2

Tabelle 3-4: Zusammensetzung des Organbadpuffers unter Angabe der Stoffmengen- sowie

Massenkonzentrationen der einzelnen Stoffe.

+ 15 ml Indometacin-LAsung: ddH20 15 ml
Indometacin 17,875 mg
NaOH 1M 5 °

V=5L

pH=7,4

T=37°C

Glyceroltrinitratiosung
Nitrolingual® Infusionslésung 1 mg/ml 798 ul
ddH20 2702 pl

3.1.6.2 Durchflusszytometrie

PBS/FCS 2 % (V/IV)
FCS Gold (hitzeinaktiviert) 20 mi
PBS 1x 980 ml

Enzymmix fur die enzymatische Verdauung des Myokardgewebes
Collagenase Typ I 1 mg/mi
DNase | 50 Mg/mi

je 1 ml pro Probe

Mastermix FACS-Antikorper
Die einzelnen Antikérper wurden in den folgenden Verdinnungen gemeinsam in
PBS/FCS (2 %) angesetzt:

B220 1:800
CD11b 1:200
F4/80 1:400
CD45 1:200
Ly6C 1:800
ViaDye 1:1000
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CD90.2 1:200
Ly6G 1:200
NK1.1 1:200

3.1.6.3 L-012-basierte Chemilumineszenz

Reaktionsansatz

Volumen pro Versuchstier

PBS + CaClz (1 mM) + MgClz (1 mM) 2 ml
L-012 4l
Citrat-Vollblut (1:10) 40 l

ROS-Stimulans

Volumen pro Versuchstier
Zymosan A (1:2 verdinnt mit PBS) 10 ul
PDBu (1:10 verdiinnt mit PBS) 10 pl

Je 200 ul des oben beschriebenen Reaktionsansatzes wurden mit 2 ul verdinnter

Zymosan A- bzw. PDBu-L6sung versetzt.

3.1.6.4 RNA-Isolation

Git-Puffer
Substanz Stoffmengenkonzentration Massenkonzentration
[mol/l] [a/1]
Guanidiniumthiocyanat | 4 472,64
Natriumcitrat 0,025 7,352
N-Lauroylsarcosin 0,017 5

Tabelle 3-5: Zusammensetzung des Git-Puffers unter Angabe der Stoffmengen- sowie

Massenkonzentrationen der einzelnen Stoffe.

3.1.6.5 Isolation von Knochenmark

PBS/FCS 2 % (VIV)
FCS Gold (hitzeinaktiviert) 20 mi
PBS 1x 980 ml
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3.1.7 Anasthesie

Narkose 100 pl pro 10 g Korpergewicht, i.p.

Wirkstoff Volumen ad 4500 pl NaCl
Medetomidinhydrochlorid 1 mg/ml 500 pl
Midazolamhydrochlorid 5 mg/ml 1 mi

Fentanyl 0,05 mg/ml 1 ml

Tabelle 3-6: Zusammensetzung der Narkosemedikation

Antisedan 100ul pro 10g Korpergewicht, i.p.
Wirkstoff Volumen ad 500 pl NaCl
Atipamezolhydrochlorid 5 mg/ml 500 pl
Flumazenil 0,1 mg/ml 5ml

Tabelle 3-7: Zusammensetzung der Medikation zur Antagonisierung der Narkose

Analgesie

Buprenorphin (0,3 mg/ml): Einzeldosis: 100 ul (unverdinnt)
3.2 Methoden

3.2.1 Rechtliche Voraussetzungen

Alle tierexperimentellen Versuche wurden unter Beachtung des Tierschutzgesetzes
(TSchG) und der Tierschutzversuchstierverordnung (TierSchVersV) durchgefiihrt und
vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz in den Tierversuchsantragen mit den
Nummern G 20-1-051 und G 24-1-008 genehmigt. Die Versuche wurden unter
wissenschaftlicher Leitung durch Univ.-Prof. Dr. med. Philip Wenzel durchgefiihrt und
erfolgten unter Anwendung des 3R-Prinzips (,Refine, Reduce, Replace®) nach Russell
und Burch (267),

Alle Versuchstiere wurden taglich anhand eines standardisierten Punkteschemas
hinsichtlich ihres Gesundheitszustandes begutachtet und bewertet. Genauere
Informationen hierzu finden sich in Kapitel 3.2.3.4.

Die Totung der Versuchstiere erfolgte entsprechend TSchG §4, §7 und §8 durch
Uberdosierung eines Narkosemittels (Isofluran inhalativ). Das genaue Vorgehen ist in
Kapitel 3.2.3.7 beschrieben.
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Alle an den tierexperimentellen Versuchen beteiligten Labormitarbeiter verfugten tber
Kenntnisse und Fahigkeiten fur tierexperimentelles Arbeiten gemafn der TierSchVersV
Anlage 1 (Abschnitt 1 bis 3). Diese entsprechen einer Qualifikation von mindestens
FELASA EU Funktion A (ehemals Kategorie B) und beinhalten jahrliche Fortbildungen
entsprechend TierSchVersV §3.

3.2.2 Tierzucht und Versuchsgruppen

Die Experimente wurden an mannlichen Versuchstieren im Alter von 9 bis 14 Wochen
durchgefuhrt. Die Versuchstiere stammen aus eigener Zucht der Arbeitsgruppe von
Univ.-Prof. Dr. T. B. (Institut fir Immunologie, Universitatsmedizin Mainz) und griinden
sich auf einen genetischen C57BL/6-Hintergrund.

Die C57BL/6 Mause sowie die Versuchstiere der GPR65- und GPR132-Experimente
wurden ursprunglich von The Jackson Laboratory (ME, USA) bezogen. Die
Versuchstiere der ICER-Experimente waren ursprunglich ein Geschenk von S. E.
(Aging Neuroscience Research Team, Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology)
und N. K. (Department of Life Sciences, Toyo University) an unsere

Kooperationspartner der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. T. B..

C57BL/6: Es handelt sich hierbei um einen der weltweit am haufigsten verwendeten
Mausstamme fiir tierexperimentelle Forschung (?68). Der C57BL/6-Inzuchtstamm
zeichnet sich durch einen stabilen genetischen Hintergrund sowie einfache

Zuchtbedingungen aus.

Crem Lyz2-Cre: Der Mausstamm weist einen selektiven Knockout des ICER-Gens
in myeloiden Zellen auf und entsteht durch Kreuzung von Lyz2-Cre Mausen mit
Crem™ Mausen. Hierbei nutzt man das Cre/loxP-System (?69-271), Bei Lyz2-Cre
Versuchstieren unterliegt die Expression der Cre-Rekombinase der transkriptionellen
Kontrolle des Lysozym 2 Gens (Lyz2, Synonym: LysM), welches Uberwiegend von
Makrophagen und teilweise auch neutrophilen Granulozyten exprimiert wird. Somit
stellt es einen Marker der Makrophagenaktivierung dar ?72-274), Bei Crem™" Mausen
wird der intrinsische P2 Promotor des Crem-Genlocus, welcher essenziell fur die
ICER-Expression ist, von loxP-Stellen (locus of crossing-over, P1) flankiert. LoxP-
Stellen sind Erkennungssequenzen fir die Cre-Rekombinase, welche DNA spezifisch
an dieser Stelle spaltet und neu verknlpft. Sofern die loxP-Sequenzen in gleicher

Richtung orientiert sind, wird die dazwischenliegende DNA-Sequenz entfernt und
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abgebaut 6% 271 Durch die Expression der Cre-Rekombinase im gekreuzten
Mausstamm (Crem™ Lyz2-Cre) kommt es folglich zur Exzision des ICER-Promotors.
Somit wird die ICER-Expression selektiv in myeloiden Zellen verhindert. Die

Genexpression anderer CREM-Isoformen bleibt davon unbeeinflusst.

B6.129X1-Gpr65tm1Witt/J: Die Mause weisen eine homozygote Mutation im Gen
Gpr65 auf. Durch in vitro Substitution einer DNA-Sequenz des Exons 2 wird die
Expression des Genproduktes verhindert (targeted mutation; knockout). Die
Elimination des Genproduktes wird mittels RT-PCR von Milz- und Thymuszellen
bestatigt. Das an der Stelle des Exons 2 insertierte Gen codiert flUr grin
fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein, GFP) und ermdglicht die Detektion
von normalerweise GPR65-exprimierenden Zellen. GPR65-Knockout-Mause zeichnen

sich durch eine gestorte pH-abhangige cAMP-Bildung aus (233),

B6.129X1(C)-Gpr132tm1Witt/J: Die Mause weisen eine homozygote Mutation im
Gen Gpr132 auf. Der Ersatz von 98 % des Exons 2 durch einen spezifischen Vektor
verhindert die Expression des Genproduktes (GPR132, G2A). Dies wird mittels RT-
PCR von Pra-B- und Pra-T-Zellen homozygoter Mutationstrager bestatigt. GPR132-
Knockout-Mause zeigen eine normale B- und T-Zell-Differenzierung im jungen Alter.
Mit zunehmendem Alter zeigt sich eine abnorme Vergrolierung lymphatischer Organe
mit konsekutiv gesteigerter B- und T-Zell-Bildung. Der Mausstamm findet Verwendung

als Modell fiir late-onset-Autoimmunitat (266),

Studie 1
Versuchsgruppe Tierstamm Therapiearm
1 C57BL/6 SHAM
2 C57BL/6 LAD

Tabelle 3-8:  Ubersicht iiber die Versuchsgruppen der Studie 1 unter Angabe des Tierstamms

und des Therapiearms. SHAM = Schein-Operation, LAD = Ligatur der left anterior descending artery.

Studien 2.1 -2.3

Versuchsgruppe Tierstamm Therapiearm
1 ICER™ LysMCre™- SHAM

2 ICER™ LysMCre™- LAD

3 ICER™ LysMCre*- SHAM

52




Material und Methoden

4 ICER" LysMCre*"- LAD

Tabelle 3-9:  Ubersicht iiber die Versuchsgruppen der Studie 2.1 — 2.3 unter Angabe des
Tierstamms und des Therapiearms. In Studie 2.3 wurden nur die Versuchsgruppen 2 und 4 untersucht.
SHAM = Schein-Operation, LAD = Ligatur der left anterior descending artery.

Studie 2.4

Versuchsgruppe Tierstamm Therapiearm

1 ICERY LysMCre™- NaCl-l + LAD

2 ICER™ LysMCre* NaCl-l + LAD

3 ICER™ LysMCre*- BM-Transfer + LAD

Tabelle 3-10: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen der Studie 2.4 unter Angabe des Tierstamms
und des Therapiearms. NaCl-I = NaCl-Injektion, LAD = Ligatur der left anterior descending artery, BM
= Knochenmark (bone marrow): Monozyten-Transfer.

Studie 3
Versuchsgruppe Tierstamm Therapiearm
1 GPR65WIwt SHAM
2 GPRG5/wt LAD
3 GPR65™ SHAM
4 GPR65™ LAD

Tabelle 3-11: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen der Studie 3 unter Angabe des Tierstamms
und des Therapiearms. SHAM = Schein-Operation, LAD = Ligatur der left anterior descending artery.

Studie 4
Versuchsgruppe Tierstamm Therapiearm
1 GPR132wwt SHAM
2 GPR132wwt LAD
3 GPR1327 SHAM
4 GPR132" LAD

Tabelle 3-12: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen der Studie 4 unter Angabe des Tierstamms
und des Therapiearms. SHAM = Schein-Operation, LAD = Ligatur der left anterior descending artery.
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3.2.3 Tierexperimentelle Methoden

3.2.3.1 Versuchsprotokolle

Um die Rolle des Transkriptionsfaktors ICER sowie pH-abhangiger Signalwege nach
einem akuten Myokardinfarkt zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit Mause
unterschiedlicher Genotypen untersucht.

Zu Beginn der Studien stand die Operation der Versuchstiere. Hierbei erfolgte bei den
Tieren der Experimentalgruppe die operative Induktion eines Myokardinfarkts durch
Ligatur des Ramus interventricularis anterior (RIVA; LAD: left anterior descending
artery). Die Tiere der Kontrollgruppe wurden einer SHAM-Operation unterzogen. Die
genaue Durchfuhrung der operativen Prozeduren ist in Kapitel 3.2.3.3 beschrieben.
Postoperativ wurden die Auswirkungen der Operation auf die kardiovaskulare Funktion
zu definierten Zeitpunkten genauer untersucht (siehe Abbildung 3-1). Dies umfasste
die Quantifizierung der linksventrikularen Funktion mittels Echokardiografie sowie die
Analyse der Gefalifunktion anhand isometrischer Tonusstudien. Zudem wurde die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies im Blut gemessen und die Immunzellinfiltration
des Herzens mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Zur Analyse der Prozesse
auf zellularer Ebene wurde die Expression verschiedener Zielgene mittels
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) untersucht. Darlber hinaus erfolgte die
Einzelzellanalyse kardialer Monozyten bzw. Makrophagen durch RNA-Sequenzierung.
Ferner wurden Blutdruck und die Parameter eines grof3en Blutbildes erhoben.

In Studie 2.4 wurden den ICER" LysMCre*--Versuchstieren unmittelbar vor der
initialen Operation Monozyten von Tieren der Wildtypgruppe (ICERY LysMCre) via
Schwanzveneninjektion transferiert. In der Kontrollgruppe erfolgte die Injektion einer
NaCl-Ldsung.

Tiere einer Versuchsgruppe wurden, sofern moglich, in gemeinsamen Kafigen

gehalten. Der genaue zeitliche Ablauf der Experimente ist Abbildung 3-1 dargestellt.

Studie 1 C57BL6 (SHAM vs. MI): scRNA-Seq (d1, d3, d7)

Studie 2.1 ICER™ LysMCre”-vs- *- (SHAM vs. MI, 7d)

Studie 2.2 ICER" LysMCre™-Vs: *- (SHAM vs. MI, 28d)

Studie 2.3 ICER™ LysMCre”-vs- *- (MI): scRNA-Seq (d7)

Studie 2.4 ICER™ LysMCre”-vs- *- (MI, 7d): Monozyten-Transfer (d0)
Studie 3 GPR65" vs. - (SHAM vs. MI, 7d)
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Studie 4 GPR132wwtvs. -~ (SHAM vs. MI, 7d)

Tabelle 3-13: Uberblick iiber die durchgefiihrten Studien unter Angabe der Tierstamme, der
Therapiearme und der Versuchsdauer. SHAM = Schein-Operation, Ml = Myokardinfarkt (durch Ligatur

der left anterior descending artery), scRNA-Seq = Einzelzell-RNA-Sequenzierung (single-cell RNA-
sequencing), d = Tag.

LAD-Ligatur vs. SHAM-OP*

| | | |
| I | |
do d1 d3 d7

|
Studie 1:  C57BL/6 Einzelzellsequenzierung Einzelzellsequenzierung
Studie 2.3: ICER" LysMCre™- kardialer Monozyten (nur studie 1) kardialer Monozyten
ICER" LysMCre*"-

* Studie 2.3: nur LAD-Ligatur

LAD-Ligatur vs. SHAM-OP

!
Cer T

d7

Studie 2.1: ICER LysMCre”- NIBP-Messung
ICERM LysMCre*-

Studie 3: GPR65"Ww FACS I
GPR65™

Studie 4: GPR132ww
GPR132--

Echokardiografie | | Blutbild |

RNA

Isometrische Tonusstudien

ROS

55



Material und Methoden

LAD-Ligatur vs. SHAM-OP

| | | 1
I I | 1
do dé d21 d27 d28

Studie 2.2: ICER" LysMCre™ Uberlebenszeitanalyse
ICER™ LysMCre*"-

| BM-Transfer vs. NaCl-| |

+

| LAD-Ligatur vs. SHAM-OP |

| | |
I | I
do dé d7

Studie 2.4: ICER™ LysMCre™ Echokardiografie | | Blutbild |
ICERM LysMCre*-

ROS

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der Versuchsprotokolle der einzelnen Studien. LAD =
Ligatur der left anterior descending artery, SHAM = Schein-Operation, d = Tag, NIBP = non-invasive
blood pressure, FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting, ROS = reactive oxygen species, BM =

Knochenmark (bone marrow): Monozyten-Transfer, NaCl-1 = NaCl-Injektion.

3.2.3.2 Praoperatives Management, Anasthesie und Intubation

Die Dosierung der Narkosemedikamente erfolgte gewichtsadaptiert. Hierfir wurden
die Versuchstiere unmittelbar vor Einleitung der Narkose gewogen und das Gewicht
dokumentiert. Die Dosierung der Narkosemittel wurde so gewahlt, dass nach
spatestens funf Minuten eine ausreichende Narkosetiefe Uber einen Zeitraum von 50
bis 60 Minuten gewahrleistet war. Nach intraperitonealer (i.p.) Injektion der
Narkosemedikamente wurde die Maus in einen leeren Kafig gesetzt, in welchem sie
die Zeit bis zum Anschlagen der Narkose ungestort verbrachte.

Um Augenschaden durch Austrocknung zu verhindern, wurde fir die Dauer der

Narkose Bepanthen-Augensalbe auf die gedffneten Augen der Mause aufgetragen.
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Die Sicherstellung einer adaquaten Narkosetiefe erfolgte anhand der Beurteilung des
Zwischenzehenreflexes (75 276) Hierbei wurde mit einer stumpfen Pinzette ein Reiz
zwischen den Zehengliedern der Hinterlaufe gesetzt. Zeigte die Maus hierauf noch
eine Reaktion im Sinne einer reflektorischen Beugereaktion der Hinterlaufe, erfolgte
eine erneute Prifung des Reflexes nach zwei Minuten. Bei weiterhin bestehendem
Zwischenzehenreflex wurde die Injektion von Narkosemittel mit 30 % der
ursprunglichen Dosis wiederholt. Erst bei einem vollstandigen Ausfall des Reflexes
wurde mit dem weiteren Prozedere fortgefahren. Der intraoperative Warmeerhalt
wurde durch Fixieren der Maus auf einer Warmeplatte mit konstanter Temperatur von
37 °C gewahrleistet.

Vor Operationsbeginn wurde das Operationsfeld mithilfe eines elektrischen Rasierers
sowie Enthaarungscreme von Haaren befreit und anschlielend mit
Hautdesinfektionsmittel gereinigt. Die Maus wurde auf der Warmeplatte in Rickenlage
gebracht und mit jeweils einem Stlick Fixierpflaster an den vier Extremitaten sowie am
Schwanz auf der Platte fixiert ?77). Zur Erleichterung der Intubation wurden die
Schneidezahne des Oberkiefers mit Zahnseide umschlungen und mit leichtem Zug
nach kranial an der Platte fixiert (’8). Fir die Dauer der Intubation wurde die
Warmeplatte in 30 ° Kopfhochlage gebracht und eine flexible Kaltlichtleuchte von
aullen auf den Halsbereich der Maus gerichtet. Dies ermdglichte die Differenzierung
von Osophagus und Trachea. Weiterhin wurde die Zunge mit einer atraumatischen
Pinzette mobilisiert und seitlich fixiert. Zum Erzielen einer optimalen Sicht auf die
Stimmbandebene wurde der Unterkiefer mit einer als Laryngoskop dienenden
BlUroklammer leicht angehoben. Hierbei stellte sich die Glottis als helles, sich im
Atemrhythmus regelmallig offnendes und schlieBendes Dreieck ventral des
Osophagus dar. Bei guter Sicht erfolgte nun die Intubation mit einer
Venenverweilkantle der Grélke 22 G. Die in die Kunststoffkanlle zuriickgezogene
Nadel diente als Flihrungsstab und wurde nach vorsichtiger Passage der Stimmbander
vollstandig  entfernt.  AnschlieBend  wurde der  Kunststoffaufsatz  der
Venenverweilkanlile mit einer Schere abgetrennt und die Kanidle mit dem
Beatmungsgerat (MiniVent Ventilator, Hugo Sachs Elektronik) konnektiert. Die
Beatmung erfolgte mit einem Luftgemisch aus Raumluft und Sauerstoff (70-80 ml/min)
bei einem Tidalvolumen von 200 pl und einer Beatmungsfrequenz von 150/min 77),
Wahrend des gesamten Intubationsprozesses wurde mit hochster Vorsicht

vorgegangen, um Verletzungen und reaktive Schwellungen im Rachen- und
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Kehlkopfbereich zu verhindern. Bei fehlgeschlagener Intubation wurden maximal zwei
weitere Intubationsversuche geduldet. Analog zur Beatmungsfrequenz erfolgende
Thoraxexkursionen dienten als Indikator fur eine erfolgreiche Intubation und Beatmung
(277). Zur Gewahrleistung einer adaquaten Narkosetiefe wurden dem Beatmungsgas

fur die Dauer der Operation zusatzlich 1,5 - 2,5 % Isofluran beigeflgt.

Leica M50
Mikroskop

4

Warmeplatte

C Fixierung

Abbildung 3-2:Rahmenbedingungen der Operation. A: Die Warmeplatte wird unter dem
Operationsmikroskop positioniert. Uber das Ventilationsgerét MiniVent der Firma Hugo Sachs Elektronik
wird die Beatmung gesteuert. B: Fur die Intubation wird die auf der Warmeplatte fixierte Maus in 30 °
Kopfhochlage gebracht und der Kehlkopf von auflen mit einer Kaltlichtleuchte beleuchtet. C:

Positionierung des narkotisierten Versuchstiers nach erfolgreicher Intubation.

3.2.3.3 Myokardinfarktinduktion durch permanente Ligatur der LAD

Die operative Induktion des Myokardinfarktes wurde nach einem modifizierten und
standardisierten Protokoll von Tarnavski durchgefiihrt ¢79),

Unter mikroskopischer Sicht erfolgte zunachst ein 8-10 mm langer Hautschnitt auf
Hohe des dritten bis vierten Interkostalraumes entlang des Rippenverlaufes von der
linken vorderen Axillarlinie bis parasternal. Nach stumpfer Ablésung der Haut vom
Unterhautfettgewebe wurden der grof3e und der kleine Brustmuskel (Mm. pectoralis
major et minor) stellenweise durchtrennt, sodass die Sicht auf die Rippen frei wurde.
Die Er6ffnung des Thorax erfolgte zwischen vierter und funfter Rippe unter Schonung
der umliegenden Gefalle sowie des Herzens und der Lunge. Durch jeweiliges
Umschlingen der oberen und unteren Rippe mit einem Prolene-Faden der Starke 6-0
wurde der Interkostalraum auf eine Gré3e von 6-8 mm gespreizt. Die Faden wurden
hierfur am Tisch fixiert. Es folgte die stumpfe Eréffnung des Herzbeutels. Bei Sicht auf
das linke Herzohr und den linken Ventrikel wurde anschlieend unter mikroskopischer

VergréRRerung die LAD aufgesucht und mit einem Prolene-Faden der Starke 8-0 etwa
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1,5 mm unterhalb des linken Herzohres umschlungen und durch anschliellendes
Knoten mechanisch ligiert. Eine erfolgreiche Ligatur der LAD zeigte sich durch
unmittelbares Abblassen des distal liegenden Myokards (insbesondere der
Herzspitze) sowie eventuell auftretende Wandbewegungs- und
Herzrhythmusstorungen. Nach erfolgreicher Ligatur der LAD wurden die Faden zur
Rippenspreizung entfernt und ein mehrschichtiger Wundverschluss mit einem
Prolene-Faden der Starke 6-0 durchgefuhrt. Hierflir wurde zunachst der Thorax durch
Naht der Interkostalmuskulatur verschlossen, es folgte die Naht der Brustmuskeln und
schliel3lich die Hautnaht mit anschlieRender Desinfektion des Operationsfeldes.

Die Mause der Kontrollgruppe (SHAM-OP) wurden mit Ausnahme der LAD-Ligatur
dem gleichen Protokoll unterzogen; somit erfolgte nach Eréffnen des Perikards ohne

weitere Manipulation bereits der Wundverschluss.

A Umstechung
der LAD

Infarkt

Abbildung 3-3: Operative Ligatur der LAD: A-D: Mikroskopische Sicht auf den linken Ventrikel nach
Eroffnung der Thoraxwand. Nach dem Aufsuchen und der Umstechung der left anterior descending
artery (LAD) erfolgt die mechanische Ligatur durch mehrere Knoten. Eine erfolgreiche Ligatur der LAD
zeigt sich durch unmittelbares Abblassen des distal liegenden Myokards (D). E und F: Sicht auf das
enthaarte und desinfizierte OP-Gebiet bei erdffnetem Thorax bzw. nach mehrschichtigem
Thoraxwandverschluss und fortlaufender Hautnaht. G: Herz und Aorta eines SHAM-operierten

Versuchstiers. H: Post mortem ist das Infarktareal am siebten Tag nach LAD-Ligatur gut abgrenzbar.
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3.2.3.4 Postoperatives Prozedere

Unmittelbar nach Hautverschluss erfolgte die intraperitoneale Injektion eines
Analgetikums (Buprenorphin, genaue Dosierung siehe Kapitel 3.1.7) sowie eines aus
Atipamezol und Flumazenil zusammengesetzten Antidot-Gemisches (siehe Abschnitt
3.1.7). Bei suffizienter Spontanatmung und wiederkehrendem kraftigen
Zwischenzehenreflex wurden die Tiere extubiert und in einen frischen Kafig gesetzt.
Zur Vermeidung einer postoperativen Hypothermie wurde der Kafig durch eine
Warmeplatte sowie Bestrahlung mit einer Rotlichtlampe erwarmt. Innerhalb von 30 bis
90 Minuten zeigten die Mause in der Regel ein normales Bewegungs- und
Ernahrungsverhalten. Die Mause wurden anschlieRend im ventilated cabinet unserer
Animal Facility gehalten. Hierbei wurden die Tiere der Versuchsgruppe (LAD-Ligatur)
und der Kontrollgruppe (SHAM-OP) in separaten Kafigen untergebracht.

Die Evaluation des Allgemeinzustandes der operierten Mause wurde im Anschluss
taglich nach einem standardisierten Punkteschema (Belastungsscore) durchgeftihrt
und dokumentiert. Die im Score beurteilten Belastungskriterien orientieren sich an den
Empfehlungen des Ausschusses fur Tierschutzbeauftragte der GV-SOLAS
(Gesellschatft fiir Versuchstierkunde - Society for Laboratory Animal Science) (?80),
Am ersten postoperativen Tag erfolgte bei den LAD-operierten Tieren regelhaft eine
erneute Analgetikagabe (Buprenorphin i.p.). An den folgenden Tagen sowie bei den
SHAM-operierten Mausen wurde eine bedarfsgerechte Analgesie je nach erreichtem
Punktewert im Belastungsscore durchgefiihrt. Bei Uberschreiten eines vorab
festgelegten Wertes im Belastungsscore wurden die Tiere vorzeitig aus dem

Experiment genommen und getotet.

3.2.3.5 Echokardiografie

Zur Objektivierung der kardialen Funktion und Detektion morphologischer
Veranderungen wurde am sechsten postoperativen Tag eine transthorakale
Echokardiografie durchgeflhrt. Hierzu wurde ein Kleintierultraschallgerat der Firma
Visual-Sonics (Vevo 3100 Ultrasound System) mit einem 20-46 MHz Schallkopf
(MX400, Fujifilm, Kanada) verwendet.

Die Untersuchung erfolgte in Isofluran-Inhalationsnarkose. Zur Narkoseeinleitung
wurden die Versuchstiere einzeln in eine Narkosekammer gesetzt, welche mit einem

Gemisch aus Sauerstoff und 2,5 % Isofluran begast wurde. Die Aufrechterhaltung der
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Narkose erfolgte durch Applikation eines Isofluran-Sauerstoff-Gemischs mit 1,0 - 1,5
% Isofluran Uber einen die Schnauze bedeckenden Trichter.

Zum Schutz der in Narkose geotffneten Augen wurde Augensalbe aufgetragen. Die
Maus wurde in Ruckenlage mit jeweils einem Stuck Fixierpflaster an den vier
Extremitaten sowie am Schwanz auf einer Warmeplatte (37 °C) fixiert. Zum
Temperaturmanagement erfolgte auRerdem die Bestrahlung mittels Rotlichtlampe
sowie die kontinuierliche Temperaturmessung Uber eine rektale Sonde.

Die Ableitung eines Elektrokardiogramms erfolgte uUber in die Platte integrierte
Elektroden. Der Kontakt wurde mittels Elektrodengel an den Extremitaten hergestellt.
Zur Optimierung der Untersuchungsbedingungen wurde der Thorax mit
Enthaarungscreme enthaart und anschliefend Ultraschallgel aufgetragen. Unter
kontinuierlichem Monitoring von Herz-, Atemfrequenz und Koérpertemperatur erfolgte
anschlieend die Akquirierung der Ultraschallaufnahmen.

Hierbei wurden zwei verschiedene Achsen jeweils im B-Mode (Brightness-Mode)
sowie im M-Mode (Motion-Mode) untersucht. Dabei wurden die M-Mode-Aufnahmen
jeweils aus den B-Mode-Aufnahmen konstruiert.

Zunachst erfolgte die Einstellung der parasternalen langen Achse (PLAX, siehe
Abbildung 3-4). Diese bildet den linken Vorhof, den linken Ventrikel, die Herzspitze
sowie die Aortenwurzel ab. In dieser Darstellung ist eine Beurteilung der Kontraktilitat
sowie der Myokarddicke der anterioren und posterioren Wand des linken Ventrikels

gut maoglich.

linker Ventrikel : - 4
linker Ventrikel Aortenwurzel 3

Herzspitze o~

linker

posteriore Wand

Abbildung 3-4:Echokardiografie: Parasternale lange Achse, B-Mode. Links: Schematische
Darstellung der Strukturen in der parasternalen langen Achse. Rechts: Ultraschallaufnahme im

physiologischen Zustand, PLAX, B-Mode.
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In der parasternalen kurzen Achse (PSAX, siehe Abbildung 3-5) lassen sich der linke
Ventrikel, der rechte Ventrikel und das interventrikulare Septum darstellen. Es wurde
eine standardisierte Schnittebene gewahlt, in der sich die linksventrikularen
Papillarmuskeln auf 2 und 4 Uhr einer imaginaren Uhr projizieren. Diese Darstellung

ist ebenfalls zur Beurteilung der Kontraktilitat der Ventrikel geeignet.

4

<3

-
-
~B
k]

Rechter

rechter
Ventrikel

Ventrikel
linker Ventrikel
P

Papillarmuskeln — Papilllarmuskeln - g

Interventrikuléres E =2

Septum interventrikulares -~

Septum
g | —

osteriore Wa

posteriore Wand

Abbildung 3-5:Echokardiografie: Parasternale kurze Achse, B-Mode. Links: Schematische
Darstellung der Strukturen in der parasternalen kurzen Achse. Rechts: Ultraschallaufnahme im
physiologischen Zustand, PSAX, B-Mode.

Im M-Mode wurde die systolische und diastolische Dicke der anterioren und
posterioren Herzwand bestimmt und der endsystolische sowie enddiastolische
Durchmesser des linken Ventrikels gemessen. Hierfur wurden jeweils 3 Herzzyklen
analysiert und das Ergebnis als Mittelwert dieser Messungen dargestellt.

In der PLAX wurde auf eine streng horizontale Orientierung des linken Ventrikels im
B-Bild geachtet, um eine Uberschatzung der LV-Funktion durch schrége Anlotung zu
vermeiden. Die M-Mode-Achse wurde papillarmuskelnah an die Stelle des grofiten
anterior-posterioren Durchmessers gelegt.

In der PSAX wurde die M-Mode-Achse auf mittlerer Hohe des linken Ventrikels

unmittelbar medial der Papillarmuskeln gelegt.
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Abbildung 3-6:Echokardiografie M-Mode. Oben: Exemplarisches Ultraschallbild in der PSAX, B-
Mode. Die gestrichelte gelbe Linie entspricht der Achse fir die Erstellung des M-Modes. Mitte + unten:
Exemplarische Darstellung des M-Modes aus der parasternalen kurzen Achse eines SHAM-operierten

Kontrolltieres (Mitte) und eines Versuchstieres nach LAD-Ligatur (unten) im Vevo Imaging System.

An den gewonnenen Ultraschallbildern wurden anschlieRend direkte und indirekte
Messungen vorgenommen. Zur Untersuchung der linksventrikularen systolischen
Funktion erfolgte die Berechnung der Ejektionsfraktion (EF, in %) und des Fractional
Shortenings (FS, in %). Hierzu wurden die folgenden, international verbreiteten
Formeln aus der Formelsammlung der Ultraschallsoftware (Vevo Imaging Systems,

Operator Manual (?8") verwendet:

EF [%] = 100 * ((LVvols — LVvols) / LVvold)
FS [%] = 100 * ((LVIDg — LVIDs) / LVIDq)

LVvolqg
LVIDg

Innendurchmesser.

linksventrikulares diastolisches Volumen, LVvols = linksventrikulares systolisches Volumen,

diastolischer linksventrikularer Innendurchmesser, LVIDs = systolischer linksventrikularer
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Weitere Parameter, die sich aus den Messungen direkt oder indirekt ableiten lassen,
sind Wanddicke, linksventrikularer Innendurchmesser (LVID), linksventrikulares
Volumen (LV-Volumen), linksventrikulare Masse (LV-Masse), Schlagvolumen (SV)
sowie Herzzeitvolumen (CO). Die Referenzwerte werden in der Literatur wie folgt

angegeben, jedoch mit Hinweis auf erhebliche Variabilitat (287):

EF [%]: 55-86
FS [%]: 30-50
LV-Masse [mg]: 65-90
SV [ul]: 40-70
CO [ml/min]: 20-35

3.2.3.6 Nicht-invasive Blutdruckmessung

Die nicht-invasive Blutdruckmessung erfolgte zu vorab definierten Zeitpunkten (Tag 0,
Tag 3, Tag 5) und zur jeweils gleichen Tageszeit, um Abweichungen durch zirkadiane
Schwankungen des Blutdrucks zu minimieren. Es wurde das CODA™ Non-Invasive
Blood Pressure System (Kent Scientific, CT, USA) verwendet, welches eine nicht-
invasive Blutdruckmessung nach der Volume Pressure Recording-Methode (VPR-
Methode) durchflhrt.

Hierfr wurden die Versuchstiere in Restrainern fixiert und anschliefend zwei
Blutdruckmanschetten auf den Schwanz aufgefadelt. Um moglichst stressfreie
Bedingungen fur das Versuchstier zu schaffen, wurden die Restrainer auf einer
Warmeplatte (35 - 38 °C) platziert und anschliel3end mit einer Warmedecke abgedeckt.
Zusatzlich wurde das Raumlicht ausgeschaltet. Laute Gerausche wurden wahrend der
gesamten Versuchsdauer vermieden. Zudem wurde vor Beginn der Messungen eine
Adaptationszeit im Restrainer von mindestens funf Minuten eingehalten und
anschlielend die Korpertemperatur an der Schwanzbasis mit einem
Infrarotthermometer bestimmt. Bei ruhigem Verhalten der Versuchstiere und einer
gemessenen Schwanztemperatur von Uber 32 °C wurde mit den Messungen
begonnen.

Bei der VPR-Methode werden neben systolischem und diastolischem Blutdruck auch
der arterielle Mitteldruck sowie Herzfrequenz, Blutvolumen und -fluss im Schwanz
bestimmt. Dazu wird zunachst der Occlusion Cuff oberhalb des systolischen

Blutdrucks aufgepumpt und somit der Blutfluss im Schwanz unterbunden. Wahrend
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der langsamen Deflation des Occlusion Cuffs wird der wiederkehrende Blutfluss Uber
eine Detektion der Blutvolumenveranderung im Schwanz durch einen Sensor in der
zweiten Manschette gemessen. Der Cuffdruck bei Beginn der Volumenzunahme
entspricht dem systolischen Blutdruck, der Cuffdruck am Ende der Volumenzunahme
ist dem diastolischen Blutdruck gleichzusetzen (282),

Insgesamt wurden pro Versuchstier jeweils 15 aufeinanderfolgende Messungen
durchgefuhrt und der Mittelwert dieser Messwerte berechnet. Bei einer
Standardabweichung Uber 30 mmHg oder bei nicht verwertbaren Messungen (z.B.

durch Bewegungsartefakte) wurde die Messung maximal zweimal wiederholt.

3.2.3.7 Totung der Versuchstiere und Organentnahme

Die Versuchstiere wurden durch Inhalation des Narkosegases Isofluran in eine tiefe
Narkose versetzt (283 284) Bis zum Eintritt des Todes wurde diese konstant
aufrechterhalten. Hierzu wurde ein Falcon mit einem in Isofluran getrankten Tupfer
Uber den Kopf der Maus gefihrt.

Zunachst erfolgte die Befeuchtung des abdominellen und thorakalen Fells mit 80%iger
Ethanollésung. Vor dem ersten Hautschnitt wurde die Narkosetiefe anhand des
Ausfalls des Zwischenzehenreflexes Uberprift (siehe auch Kapitel 3.2.3.2). Unter
Schonung der Bauchorgane wurde das Abdomen mit einer spitzen Schere bis zur
unteren Thoraxapertur erdffnet und der Schnitt anschlieBend entlang der untersten
Rippe zu beiden Seiten erweitert. Vorsichtiges Abtrennen des Zwerchfells vom Thorax
unter ventralem Zug am Xiphoid eroffnete die Thoraxhdhle von abdominal. Durch
Punktion des noch schlagenden rechten Ventrikels und anschlieRende Entnahme der
maximal moglichen Blutmenge wurde der Tod des Tieres durch Ausbluten
herbeigefuhrt. Hierbei konnten zwischen 700 und 1100 ul Blut gewonnen werden,
welches zur Gerinnungshemmung unmittelbar im Verhaltnis 10:1 mit Natriumcitrat
versetzt wurde. Fur die Organentnahme wurde im Folgenden der Thorax durch laterale
Durchtrennung der Rippen vollstandig erdffnet. Durch Absetzen der beiden
Lungenflugel wurde die Sicht auf den thorakalen Teil der Aorta optimiert. Die
Bauchorgane wurden zu einer Seite mobilisiert. Hierbei wurde die Milz entnommen
und in Krebs-Hepes-Puffer (KH-Puffer, Zusammensetzung siehe Kapitel 3.1.6.1) auf
Eis gekuhlt zwischengelagert. Magen und Dunndarmkonvolut wurden am
Mesenterium abgetrennt und ein Teil der Leber zur besseren Sicht auf die Aorta

ebenfalls mobilisiert. Es folgte die hilusnahe Abtrennung der Nieren, welche ebenfalls
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in eisgekuhltem KH-Puffer gelagert wurden. Bei vollstandiger Sicht auf die Aorta wurde
diese mithilfe einer Rundschere von kaudal nach kranial aus dem periaortalen
Fettgewebe herausgeldst, wobei jeglicher Zug am Gefal vermieden wurde %), Die
Entnahme der Aorta erfolgte gemeinsam mit dem Herzen, welches im Anschluss
abgesetzt wurde. Aorta und Herz wurden bis zur weiteren Verwendung ebenfalls in
eiskaltem KH-Puffer zwischengelagert. Aus dem Herzen wurde das infarzierte
Myokard herausgeschnitten und entweder unmittelbar fur die durchflusszytometrische
Analyse verwendet oder fur spatere Untersuchungen eingefroren (siehe unten). Bei
den SHAM-operierten Mausen wurde ein entsprechender Teil des intakten Myokards
verwendet. Die Aorten wurden vor der weiteren Verwendung in einer mit KH-Puffer
gefullten Petrischale auf Eis feinprapariert. Hierbei wurde mithilfe einer
feinchirurgischen Pinzette und einer Federschere unter mikroskopischer Sicht das
periaortale Fettgewebe sowie die Adventitia unter absoluter Schonung des Gefalies
abprapariert %) AnschlieBend erfolgte die vorsichtige Spilung des Lumens mit einer
KH-Puffer-geflullten 1 ml-Spritze Uber eine 21 G Kanule bis sich die Aorta vollstandig
blutleer darstellte. Je nach weiterer Verwendung wurde der thorakale Teil der Aorta
mithilfe eines Rundkopfskalpells atraumatisch vom abdominellen Teil getrennt. Der
thorakale Teil wurde in der Regel flr die vaskulare Relaxationsuntersuchung
verwendet, wahrend der abdominelle Teil zur spateren Verwendung eingefroren
wurde.

Bei Verwendung flir RNA-Expressionsanalysen wurden die entnommenen Organe auf
einem Filterpapier passiv getrocknet und anschlieBend in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die weitere Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Fir die Knochenmarksisolation wurden die Beine der Versuchstiere so proximal wie
moglich vom restlichen Korper abgetrennt, um die Integritat der Knochen zu wahren.
In einer mit PBS-Puffer gefillten Petrischale wurden Haut und Muskeln sorgfaltig von
den Knochen abprapariert und diese im Anschluss mit 70%iger Ethanollésung
gereinigt. Die Knochen wurden daraufhin auf Hohe des Kniegelenks durchtrennt und
mit der durchtrennten Seite nach unten weisend in ein 0,5 ml Eppendorfgefal®
verbracht, in dessen Boden zuvor mit einer 26 G Kandile eine kleine Offnung gestochen
worden war. Das 0,5 ml Eppendorfgefal wurde anschlielend in einem 1,5 ml
Eppendorfgefaly platziert und zur Gewinnung des Knochenmarks zentrifugiert (15 s,

10.000 G, 4 °C). Das Knochenmark wird durch die Zentrifugation aus dem Knochen

66



Material und Methoden

freigesetzt und setzt sich im 1,5 ml Falcon ab. Die nachfolgenden Schritte der

Monozytenisolation sind in Kapitel 3.2.5 detailliert beschrieben.

3.2.3.8 Isometrische Tonusstudien zur Analyse der GefaRfunktion

Bei der Organbadmethode werden isometrische Spannungsmessungen an isolierten
Aortenringen unter standardisierten Bedingungen durchgefihrt. Durch Auswertung
des Ansprechens auf vasoaktive Substanzen lassen sich Rulckschlisse auf die
Intaktheit des vasokonstriktiven und vasodilatativen Apparates des untersuchten
Gefales ziehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die endothelabhangige und -unabhangige
Relaxationsfahigkeit von Aortensegmenten durch Hinzugabe von Acetylcholin (ACh)
bzw. Nitroglycerin (NTG) untersucht.

Bei intaktem Endothel stimuliert ACh muskarinerge Ms-Rezeptoren. Dies fuhrt Uber die
Aktivierung der Phospholipase C mit konsekutivem intrazellularem Calciumanstieg zur
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und folglich zur Bildung des
Vasodilatators NO 2. 286) |n glatten Muskelzellen der GefaBmedia fiihrt die
Stimulation muskarinerger Rezeptoren dagegen zur Vasokonstriktion, sodass es bei
geschadigtem Endothel zur sogenannten paradoxen Vasokonstriktion kommt (287, 288),
Eine unzureichende Relaxation nach ACh-Stimulation wird somit als Ausdruck einer
endothelialen Dysfunktion gewertet.

Hingegen fuhrt NTG Uber die direkte Freisetzung von NO zur Vasodilatation. So wird
die endothelunabhangige Relaxationsfahigkeit des Gefalies geprift. Sofern die Media
des untersuchten Gefalles intakt ist, ist auch bei geschadigtem Endothel eine
Relaxation nachweisbar.

Die Aorten wurden wie in Kapitel 3.2.3.7 beschrieben enthommen und prapariert.
AnschlieRend wurden 3 - 5 mm lange Aortenringe aus der Aorta thoracica zwischen
zwei triangulare Drahtbugel eingespannt. Der untere Draht wurde an einem
feststehenden Glashaken fixiert, wahrend der obere mit einem isometrischen
Kraftaufnehmer (Transducer) verbunden wurde. Hieruber erfolgten die Ableitung,
Verstarkung und Weiterleitung der erhobenen Kraftdnderungen an den
angeschlossenen Computer. Durch die Software LabChart Pro (ADInstruments,
Sydney, Australien) wurden die Signale digitalisiert und als absolute Messwerte sowie

in Form einer Kurve visualisiert.

67



Material und Methoden

Die beschriebene Konstruktion wurde freihangend in einer doppelwandigen
Glaskammer fixiert und von 25 ml Organbadpuffer (Zusammensetzung siehe Kapitel
3.1.6.1) umspult. Um ein Milieu wie im lebenden Organismus zu simulieren, wurde der
Puffer mit einem Carbogen-Gasgemisch (95 % Oz, 5 % COz2) begast und auf eine
Temperatur von 37 °C erwarmt. Dazu wurde die Wandung der Glaskammer mithilfe
einer Pumpe und einem Heizdraht kontinuierlich mit 37 °C warmem Wasser umspuilt.
Zur Hemmung der endogenen Prostaglandinsynthese enthielt der Organbadpuffer den

unselektiven Cyclooxygenase-Hemmer Indometacin.

Linearer Kraftaufnehmer
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Abbildung 3-7:Schematische Darstellung der Organbadkonstruktion. Aortenring, eingespannt
zwischen zwei trianguléren Drahthaken. Ableitung der Anderung des Spannungszustandes von acht

Aortenringen und Visualisierung auf dem Monitor.

Zunachst wurden die Aortenringe manuell vorgespannt, um den Zug, dem das Gefal}
in vivo ausgesetzt ist, zu simulieren. Hierzu wurde im Abstand von sieben Minuten der
Zug auf die Aortenringe um jeweils 0,2 g bis zu einem finalen Gewicht von 1,0 g erhoht.
Der erreichte Spannungszustand diente als Nullwert (maximale Relaxation) fur alle
folgenden Messungen.

Durch zweimalige Applikation von 1 ml 2M KCI-Lésung wurde die generelle
Kontraktionsfahigkeit der GefalRmuskelzellen getestet. Nach Auswaschen mit
Organbadpuffer und Wiedererreichen der Nulllinie wurde mit der Vorkontraktion fur die

folgende Relaxationsmessung begonnen. Hierzu wurde dem Organbadpuffer 5,5 pl
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des vasokonstriktorisch wirkenden Prostaglandin F2a (PGF2a) hinzugegeben und
gewartet, bis sich ein Plateau einstellte. Dieser Wert diente als Ausgangspunkt fir die
folgenden Relaxationsanalysen.

Zur Messung der ACh-Responsibilitat wurde nun ACh in steigender Konzentration
kumulativ hinzupipettiert. Die ACh-Konzentration innerhalb des Organbadpuffers
nahm dadurch von 10° M bis 10-5°> M zu. Zwischen den einzelnen ACh-Gaben wurde
jeweils abgewartet, bis sich ein Plateau einstellte. Sofern sich keine Reaktion zeigte,
wurde vor der Gabe der nachsten Dosis zwei Minuten abgewartet.

Anschlieend wurde das ACh mit Organbadpuffer ausgewaschen, bis die
Gefalkspannung wieder die Nulllinie und somit die maximale Relaxation erreichte.
Danach erfolgte die erneute Vorspannung mit PGF2a wie oben beschrieben und
anschlieRBend die Messung der NTG-Responsibilitat. Hierzu wurde analog zur ACh-
Relaxation vorgegangen. Der Ansatz der Glyceroltrinitratidsung ist in Kapitel 3.1.6.1
beschrieben. Die NTG-Konzentrationen im Organbadpuffer lagen zwischen 10-° M bis
maximal 10-+° M.

Die durch ACh bzw. NTG erreichten Relaxationen wurden ins Verhaltnis zur
maximalen Relaxation (Nullwert) gesetzt und als prozentuale Werte angegeben. Diese
wiederum wurden gegen die jeweilige Konzentration des Vasodilatators grafisch in

Form von Relaxationskurven aufgetragen.

3.2.4 Molekularbiologische Methoden

3.2.4.1 Einzelzell-RNA-Sequenzierung
3.2.4.1.1 Isolation und Aufbereitung CD45-positiver kardialer Zellen

Die Herzen wurden wie in Kapitel 3.2.3.7 beschrieben entnommen. Fur die
Sequenzierungsanalysen wurde ausschliel3lich das infarzierte Gewebe verwendet.
Aus den SHAM-operierten Herzen wurde ein aquivalentes Gewebestlick
herausgeschnitten und analysiert. Die weiteren Arbeitsschritte wurden mit freundlicher
Unterstltzung der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. T. B. (Institut fur Immunologie,
Universitadtsmedizin Mainz) durchgeflhrt.

Aus dem infarzierten Myokard wurden die CD45-positiven Zellen mittels
enzymatischer Verdauung mit dem Multi Tissue Dissociation Kit 2 (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, D) unter Verwendung des gentleMACS Dissociators (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, D) isoliert. Die homogenisierte Zellsuspension wurde
anschlielend durch ein Zellsieb (PorengréRe 70 pm) filtriert und in Zellisolationspuffer
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resuspendiert. Abgestorbene Zellen wurden durch Dead Cell Removal Microbeads
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D) entfernt. Dem schloss sich die Selektion
CD45-positiver Zellen mittels CD45-Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
D) an. Die Anzahl vitaler Zellen wurde mit einem automatisierten Zellzahler der BD
Rhapsody-Plattform (BD Life Sciences, Milpitas, USA) bestimmt. Nach dem Waschen
der markierten Zellen wurde erneut die Zellzahl bestimmt und die Vitalitat der Zellen
Uberprift. Im nachsten Schritt wurden bis zu 30.000 Zellen auf eine Kartusche
geladen, um eine Einzelzellisolation zu ermdglichen. Die isolierte RNA wurde in
komplementare DNA (cDNA) transkribiert, anschliel3end fur die Bibliothekspraparation
aufbereitet und einer Qualitatskontrolle gemal der Rhapsody-Pipeline unterzogen. Die
fertigen Einzelzellbibliotheken wurden fur die Next-Generation-Sequenzierung

versandt.

3.2.4.1.2 RNA-Sequenzierung, Datenverarbeitung und -analyse

Die Rohsequenzdaten der lllumina NovaSeq 6000 (Novogene, Cambridge, UK)
wurden nach dem lllumina-Standardprotokoll vorverarbeitet. Nach der Entfernung von
Adaptersequenzen erfolgten die weiteren Analyseschritte mit CLC Genomics
Workbench (Qiagen, Hilden, D) unter den Standardeinstellungen fiur RNA-
Sequenzierungsanalysen.

Die Einzelzell-Sequenzierungsdaten wurden einer Qualitatskontrolle, Normalisierung
und Clusterbildung unterzogen. Zelltypen wurden mithilfe von Referenzdatensatzen
gruppiert und manuell verfeinert. Fur die detaillierte Analyse der Makrophagen-
Subtypen wurden diese separat untersucht und anhand spezifischer Gensignaturen
weiter unterteilt. Eine umfassende Beschreibung der Analyseschritte findet sich in der
2024 publizierten Arbeit von Garlapati et al. (178),

Die ursprunglichen Einzelzellmatrizen wurden mit der etablierten Pipeline der
Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. T. B. (Institut fir Immunologie, Universitatsmedizin
Mainz) unter Verwendung von PartekFlow (Partek, Inc., St. Louis, USA) analysiert.

Das konkrete Vorgehen ist in diversen Publikationen der Arbeitsgruppe beschrieben
(13, 289, 290)

3.2.4.2 L-012-basierte Chemilumineszenz im Vollblut
Die Messung von reaktiven Sauerstoffspezies und reaktiven Stickstoffspezies

(reactive nitrogen species, RNS) im Vollblut der Versuchstiere basiert auf dem Prinzip
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der Chemilumineszenz. Durch eine chemische Reaktion werden Elektronen eines
Luminophors (z.B. Luminol) auf ein héheres Energieniveau angehoben. Fallt das
Elektron auf ein niedrigeres Energielevel zurlck, wird Energie in Form von
elektromagnetischer Strahlung frei. Diese Strahlung liegt im Bereich sichtbaren und
ultravioletten Lichts und ist messbar. In der vorliegenden Arbeit wurde der Luminophor
L-012 (8-Amino-5-Chloro-7-Phenylpyrido-[3,4-d]-pyridazin-1,4-(2H,3H)-Dion)
verwendet. Es handelt sich um ein Luminolanalogon, welches nach Kontakt mit ROS
wie Hyperoxid, Peroxinitrit oder Wasserstoffperoxid Chemilumineszenz entwickelt (2°'-
293), Zur Stimulation der ROS-Bildung wurde entweder PDBu (Phorbol-12,13-Dibutyrat)
oder Zymosan A verwendet.

PDBu weist eine Strukturahnlichkeit mit Diacylglycerin auf und ist daher in der Lage,
uber Aktivierung der Phosphokinase C und konsekutive Stimulation der NADPH-
Oxidase die ROS-Synthese anzuregen (294-2%) Das Maximum der PDBu-stimulierten
ROS-Bildung wird nach 20 bis 25 Minuten erreicht (297,

Bei Zymosan A handelt es sich um ein Polysaccharid aus de