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1. Einleitung

1.1.  Haufigkeit von Herz-/Kreislauferkrankungen

Erkrankungen des Herz-/Kreislaufsystems sind laut Statistischem Bundesamt die mit
Abstand haufigste Todesursache in Deutschland (,Statistisches Bundesamt®, 2021). Im
Jahr 2019 starben 331.211 Menschen an einer Herz-/Kreislauferkrankung, was einem
Anteil von etwa 35% entspricht. Auch volkswirtschaftlich spielen Erkrankungen des
kardiovaskularen Systems eine grof3e Rolle. Im Jahr 2015 entfiel mit 13,7% bzw. 46,4
Milliarden EUR der groRte Anteil der Krankheitskosten in Deutschland auf den
Formenkreis der Herz-/Kreislauferkrankungen (ICD 100 bis ICD 199) (,Krankheitskosten in
Mio. EUR fur Deutschland®, 2019).

Krankheitskosten 2015
Anteile nach Krankheitzklazsen in %

krankheiten des
kreizlaufsystems

monstige
14

Payvchizche
und “erhal-
tensstdrungen

inzgesamt

a1 338,2

Mrd. ELR
Krankheiten
des Verdau-
ungasystems

Krankheiten des Muskel-
zkelett-Svstems

@ I Statiztizches Bundeszamt (Destatis), 2017

Abb. 1 Krankheitskosten 2015 — Anteile nach Krankheitsklassen in %
(,Krankheitskosten Statistisches Bundesamt®, 2017)

Neben den direkten Kosten im Gesundheitswesen fuhren Herz-/Kreislauferkrankungen
auch langfristig zu hohen indirekten sozio6konomischen Kosten. Diese setzen sich
zusammen aus Arbeitsausfall bzw. frihzeitigem Renteneintritt infolge kurzfristiger oder

andauernder Arbeitsunfahigkeit, Invaliditat oder Tod. Volkswirtschaftlich kommt es hier
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auf verschiedenen Ebenen zu Schaden. Es entstehen Produktivitatsausfalle sowie
Beitragsverluste auf Ebene der Sozialversicherungen. Okonomische Berechnungen
gehen sogar davon aus, dass die direkten Krankheitskosten nur etwa zu 40% an den
Gesamtkosten betragen (Klever-Deichert et al.,, 1999). Die Erforschung der
pathophysiologischen Vorgédnge von Herz-/Kreislauferkrankungen zur Verbesserung von
Pravention, Therapie und Rehabilitation ist daher von essentieller Bedeutung, um diesen

groRen gesamtwirtschaftlichen Schaden zu reduzieren.

Der Begriff der Herz-/Kreislauferkrankungen bzw. der Kardiovaskularen Erkrankungen ist
nicht einheitlich definiert und beschreibt eine grol3e Bandbreite an Erkrankungen sowohl
des Herzens als auch der Gefalie (Bauer, 2005). Diese Dissertation konzentriert sich
hauptsachlich auf den Teilbereich der Ischdmie und Reperfusion beim Myokardinfarkt
(MI). Besonderes Augenmerk liegt dabei auf der immunologischen Auswirkung der
intermittierenden Ischamie sowie dem daraus resultierenden Funktionsverlust. Ziel ist es,
zu einem besseren Verstandnis der Immunreaktion nach Ml beizutragen, um deren aktive

Beeinflussung mit dem Ziel eines Funktionserhalts in Zukunft zu férdern.

1.1.1. Koronare Herzkrankheit (KHK) und Atherosklerose

Die Atherosklerose bezeichnet eine degenerative Erkrankung der GefalRe, insbesondere
am Herzen, die sich klinisch manifestieren kann. Die Koronare Herzkrankheit (KHK)
beschreibt dementsprechend die klinisch relevante Manifestation der Atherosklerose an
Arterien der Koronarversorgung (NVL Chronische KHK, 5. Auflage Version 1, 2019).
Atherosklerose (umgangssprachlich:  Arterienverkalkung) bezeichnet dabei die
Ablagerung atherosklerotischer Plagues in und nicht wie oft falschlich angenommen an
der GefalRwand (Libby et al., 2014). Mit einer Lebenszeitspravalenz von 9,3% (95% KI
8,4; 10,3) bei 40-79-Jahrigen (n=5901) ist die KHK von hoher Relevanz fiir das
Gesundheitssystem. Die ,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland“ (DEGS1)
hat gezeigt, dass die Lebenszeitpravalenz des Herzinfarkts in Deutschland bei 4,7% (95%
Kl 4,0; 5,5) und der KHK (exklusive Herzinfarkt) bei 8,0% (95% Kl 7,2; 9,0) liegt. Die
Geschlechtsunterschiede beim Herzinfarkt (Frauen 2,5%; Manner 7%) sowie bei der KHK
(Frauen 6,4%; Manner 12,3) sind gravierend (Gol3wald et al., 2013).
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Es handelt sich bei der KHK um einen langsam voranschreitenden degenerativen
Prozess, der mutmalllich mit einer Dysfunktion endothelialer Zellen der Gefaldwand
beginnt und mit der Ablagerung von Blutfetten, insbesondere Cholesterine, sowie
chronischen Entzindungsreaktionen einhergeht. Dieser Prozess fihrt zu einer
voranschreitenden Stenosierung der Gefal3e. Aktuelle Therapiekonzepte zielen auf eine
Verzogerung der adharenten Plagues ab, da eine Beseitigung der
krankheitsverursachenden Gefal3plaques aktuell nicht méglich ist. Die aktuelle Leitlinie
der European Society of Cardiolgoy (ESC) gibt als Therapieziel bei High-Risk-Patienten
eine Reduktion des LDL um mindestens 50% auf Werte <70 mg/dL (1,8 mmol/L) an, bei
Very-High-Risk-Patienten sogar auf unter 55 mg/dL (1,4 mmol/l) (Mach et al., 2020).
Durch Pravention und verbesserte Behandlungsstrategien konnte die altersadjustierte
Mortalitat der KHK in den USA zwischen 1980 und 2000 um uber 50% gesenkt werden
(Ford et al., 2007). Trotz der Erfolge darin, die Plagueprogression zu verzdgern, bleibt die

KHK weltweit die fihrende Todesursache (Lozano et al., 2012).

1.1.2. Koronardurchblutung und koronare Flussreserve

Bei Belastung steigt der Sauerstoffverbrauch des Herzen stark an. Die
Sauerstoffextraktion des Myokards betragt in Ruhe bereits 60-70 %, es verbleiben also
kaum mehr als 30 % des angebotenen O, im vendsen Koronarblut. Bei Belastung kann
die Extraktion daher héchstens um 30 % steigen. Der erhdhte Sauerstoffbedarf muss
folglich im Wesentlichen Uber eine Steigerung der koronaren Perfusion gedeckt werden,
die physiologischerweise um mehr als das Funffache gesteigert werden kann. Die
Differenz zwischen basaler und maximaler Perfusion bezeichnet man als koronare
Flussreserve.

Das Endothel kontrolliert physiologischerweise den Gefal3tonus, indem es die
mechanische Spannung des Blutflusses wahrnimmt und auf diese mit der Produktion von
vasoaktiven Substanzen reagiert. Es bildet unter anderem Stickstoffmonoxid (NO), das
die Guanylatzyklase anregt, welche wiederum cGMP (Cyclisches
Guanosinmonophosphat) produziert und zu einer Weitung des GefalRes fuhrt. NO hemmt
auRerdem das Wachstum der glatten Muskulatur, die Anhaftung von Thrombozyten und
Immunzellen an der Gefal3wand und weitere histologische Umbauvorgénge. (Schmidt et

al., 2011). Bei dysfunktionalen Endothelzellen kann der Gefal3tonus Uber den NO-



15

Signalweg nicht mehr adaquat reguliert werden, da ein NO-Mangel auftritt. Als Folge
kommt es zu einer mangelnden GefalRerweiterung unter Belastung und somit zu einem
Minderangebot an Sauerstoff. Da der Volumenstrom durch ein Blutgefald nach Hagen-
Poiseuille exponentiell vom Radius des Gefal3es abhéngt, haben schon kleinste
Verringerungen des Innendurchmessers starke Auswirkungen auf die Flussrate und somit
auf die Sauerstoffversorgung im Endstromgebiet. Liegt nun eine Verengung der
Koronargefal3e sowie ein Elastizitatsverlust und endotheliale Dysfunktion durch eine
Atherosklerose vor, so kann die Koronardurchblutung bei starker korperlicher
Anstrengung, psychischer Erregung oder schon in Ruhe insuffizient werden, was sich
meistens durch dumpfe, einschnirende Schmerzen hinter dem Brustbein (retrosternal)
zeigt. Dieser Symptomkomplex wird als Angina Pectoris bezeichnet. Ein akuter Ml
entsteht typischerweise durch die Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques. Die Ruptur
fuhrt sekundar zur Aktivierung der Blutgerinnung und zur Bildung eines Thrombus an der
Plaqueoberflache. Diese Thrombusbildung vermindert den Gefal3durchmesser zusatzlich
mit der Konsequenz einer Minderperfusion des nachgeschalteten Versorgungsareals. Die

resultierende Gewebehypoxie fuhrt schliel3lich zum Zelltod.

1.2. Der akute Myokardinfarkt

Ein akuter MI entsteht meist durch eine atherosklerotische Plaqueruptur oder ein
thromboembolisches Ereignis und beschreibt einen akuten Verschluss einer oder
mehrerer Koronararterien und fihrt somit zu einer myokardialen Ischdmie. Diese ist
definiert als Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und -nachfrage (Jennings,
1970), bei dem es zu anaerobem Stoffwechsel sowie insuffizientem Abtransport der
Abfallmetaboliten des Myokards kommt (Verdouw et al., 1998). In den allermeisten Fallen
beschrankt sich die Ischamie auf einen regionalen Bereich, da nur das nachgeschaltete
Versorgungsgebiet der stenosierten Koronararterie betroffen ist. Durch das metabolische
Ungleichgewicht verschiebt sich die aerobe Energiegewinnung der Myokardzellen hin zur
anaeroben Energiegewinnung (Braasch Wolfgang et al., 1968; Liedtke et al., 1976), was
zu einer Anhaufung von Laktat und einem pH-Abfall fihrt. Durch diese Vorgdnge kommt
es zu einer gestbrten Membranfunktion, zu Verschiebungen der intrazellularen
lonenkonzentrationen und Anderungen des Zellvolumens (Jennings et al., 1975).

Ischamiezeiten von mehr als 20 Minuten filhren zu nekrotischem Untergang des
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Herzgewebes, was auch als Koagulationsnekrose bezeichnet wird (Jennings et al.,
1960). Diese Nekroseform ist die haufigste und geht mit einer Zellschwellung,
Denaturierung der zytoplasmatischen Proteine sowie einer Zersetzung der
Zellbestandteile einher.

In Deutschland hatte der akute Ml im Jahr 2019 eine altersstandardisierte (Alter 25 bis 84
Jahre) 28-Tage-Letalitdt von 50,2 % bei Mannern und 57,1 % bei Frauen (,Herzinfarkt
Mortalitat Morbiditat und Letalitat®, o. J.).

1.2.1. Einteilung des Herzinfarktes

Fur die klinische Téatigkeit spielt die Einteilung des Herzinfarktes nach Genese, wie es die
aktuelle Leitlinie (2018) der ESC vorsieht, eher eine untergeordnete Rolle (Thygesen et
al., 2019). Fur eine Therapieentscheidung ist zumeist die Unterteilung in einen ST-
Strecken-Elevationsinfarkt (STEMI) und einen Nicht-ST-Strecken-Elevationsinfarkt
(NSTEMI) ausschlaggebend (Nufiez-Gil et al., 2019; Roffi et al., 2016). Typischerweise
werden sowohl Patienten mit STEMI, NSTEMI und instabiler Angina Pectoris (IAP), also
infarkttypischer Symptomatik fir mindestens 20 Minuten ohne elektrokardiographische
bzw. serologische Hinweise eines MI, unter dem Sammelbegriff Akutes Koronarsyndrom
(ACS) zusammengefasst.

Aktuell gibt es Tendenzen dazu, von der klassischen Einteilung in STEMI und NSTEMI
abzuweichen und den Fokus darauf zu legen, ob eine akute koronare Okklusion vorliegt,
die von einer unverziglichen interventionellen Therapie profitiert. Man spricht von einer
Occlusion Myocardial Infarction (OMI) bzw. einer Non-Occlusion Myocardial Infarction
(NOMI). Der Grund fur diesen neuartigen Ansatz liegt darin, dass der aktuelle Standard
der STEMI/NSTEMI Einteilung einen zu hohen Fokus auf die ST-Strecke legt und dadurch
regelmanig Patienten mit therapiebedirftigen Okklusionen nicht behandelt werden oder
aber Patienten ohne Interventionsbedarf einer PCI unterzogen werden, die von dieser
therapeutisch nicht profitieren. Der Anteil wird auf 25 — 30 % der NSTEMI Patienten
beziffert (Wang et al., 2009).

1.2.2. Therapie des Herzinfarktes
Zentrales Element der Behandlungsstrategie beim Koronarverschluss ist die

schnellstmdgliche  Wiederherstellung  einer adaquaten  Blutversorgung des
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nachgeschalteten ischamischen Myokards. Diese wird nach der aktuellen Leitlinie der
ESC und der Deutschen Gesellschaft flir Kardiologie (DGK) bevorzugt in Form einer
primaren perkutanen Koronarintervention (PCI) vorgenommen, sofern diese innerhalb
von 12 Stunden nach Symptombeginn bzw. 120 Minuten ab Stellung der STEMI-
Diagnose durchgefuhrt werden kann (DGK und ESC, 2018). Eine primare Lysetherapie
kommt in Deutschland aufgrund der flachendeckenden Versorgung mit Herzkathetern
immer seltener zum Einsatz. Beim NSTEMI wird nach Leitlinie der ESC die Indikation zur
PCI oder ACB-Operation von verschiedenen Faktoren abhangig gemacht, z.B. einem
relevanten cTn-Anstieg oder Abfall, dynamischen EKG-Veranderungen, vorhandenen
Begleiterkrankungen oder einer eingeschrankten Pumpfunktion des Herzens (Roffi et al.,
2016).

Insgesamt steht die moglichst schnelle Reperfusion durch Wiedererdffnung des Gefal3es
nach akutem Ml im Fokus der verschiedenen Therapieansatze. Dabei lassen sich positive
Effekte wie eine geringere Mortalitdt und eine verminderte Infarktgrof3e bei Rekanalisation
noch bis vier Stunden nach Verschluss nachweisen (Sheehan et al., 1988).
Paradoxerweise wird durch die Wiederherstellung der Koronarperfusion die priméare
Gewebsverletzung, die durch die Minderperfusion entstanden ist, zundchst sogar
verstarkt (Jennings et al., 1960). Dieses Phanomen wird als Reperfusionsschaden

bezeichnet.

1.3.  Zellulare Pathophysiologie des Myokardinfarkt

1.3.1. Auswirkung auf die HAmodynamik

Die Myokardischamie ist die Konsequenz eines Ungleichgewichtes zwischen Sauerstoff-
Angebot und -Nachfrage (Jennings, 1970). Obwohl die ursachlichen atherosklerotischen
Plaques mit der Zeit wachsen und akkumulieren, fuhren sie selbst bei hochgradigen
Stenosen in Ruhe meist nicht zu einer Reduktion des Blutflusses. Sie bewirken aber, dass
bei erh6htem kardialen Sauerstoffbedarf, beispielsweise durch Belastung oder durch eine
Tachyarrhythmie, das Sauerstoffangebot nicht ausreichend gesteigert werden kann
(siehe dazu 1.1.2.). Dies fuhrt zur Myokardischamie und dem Symptomkomplex der
Angina Pectoris. Kommt es also durch eine Okklusion zu einer Unterbrechung des
Blutflusses, wird eine Kaskade an Prozessen ausgeldst, die in einen zellularen Schaden

bis hin zum Zelltod (bezeichnet als ,acute ischemic injury”) mindet. Anfangs sind diese
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Schéaden noch reversibel und eine Reperfusion fihrt zu einer vollstandigen Erholung.
Wenn die Ischamie aber langer als 15 — 20 Minuten anhalt, werden die Schaden jedoch
irreversibel und es kommt zum Zelltod (Bolli und Marban, 1999; Sack, 2006).

1.3.2. Auswirkung auf Metabolite und lonenkonzentrationen des Herzens

Eine Myokardischamie fuhrt zu einem abrupten Wechsel der Energiegewinnung. Um
weiter Adenosintriphosphat (ATP) zu generieren, wechseln Herzmuskelzellen von einer
oxidativen Phosphorylierung hin zu alternativen, anaeroben Stoffwechselwegen (Braasch
Wolfgang et al., 1968; Liedtke et al., 1976).

Sie verbrauchen ihre hochenergetischen Kreatinphosphatreserven, die ihnen theoretisch
Uber einige Minuten erlauben trotz Ischdmie die Kontraktilitat aufrecht zu erhalten.
(Braasch Wolfgang et al., 1968). Ohne ihre verzehrten Energiereserven konnen die
Kardiomyozyten ihre Homoostase nicht aufrechterhalten und sterben ab.

Die metabolischen Effekte der Myokardisch&amie fihren zu Stérungen in den intra- und
extrazellularen  lonenkonzentrationen, was grundlegende elektrophysiologische
Konsequenzen mit sich zieht (Carmeliet, 1999). Der Abfall des intra- und extrazellularen
pH, der durch die anaeroben Prozesse und den mangelnden Abtransport der Metaboliten
verursacht wird, inhibiert zudem eine Vielzahl der lonenkanéle und fiihrt zu einem Abfall
des Ruhepotentials, zu einer Verlangerung des Aktionspotentials und zu einer verfrihten
Nachdepolarisation (Coraboeuf et al., 1980). Das erhdhte intrazellulare Na* triggert eine
Depolarisation der Herzmuskelzelle, durch die es zu einem Einstrom von extrazellularem
Ca?* kommt. Der Na?*/Ca?*-Antiporter funktioniert bei einem starken Anstieg des
intrazellularen Na* in entgegengesetzter Richtung und beférdert Ca?* in die Zelle. Dieser
Jeverse mode“ sowie die vermehrte Ca?*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SpR) im Rahmen von Aktionspotenzialen (Garciarena et al., 2013) fiihren zu
einem Anstieg des intrazellularen Ca?* (Avkiran, 2001). Durch die Erhthung des
intrazellularen Calciums wird die sarkoplasmatische Calciumpumpe stimuliert (Swietach
et al.,, 2015). Durch konsekutive Ca?*-Uberladung des SpR kommt es zur spontanen
Freisetzung von Calcium, was zu spontanen pro-arrhythmogenen Aktionspotenzialen
fuhrt (Cheng et al., 1996; Janse und Wit, 1989). Sekundar kommt es auch zu einem
Anstieg des mitochondrialen Ca?* (Bernardi und Rasola, 2007). Metabolische

Veranderungen fuhren somit zu einer pro-arrhythmogenen Situation.
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1.3.3. Histopathologische Auswirkungen
Alle beschriebenen Prozesse fiihren zu einer massiven Stérung der Myozytenphysiologie
und -architektur. Durch die oben beschriebene metabolische Ausnahmesituation kommt
es schon nach wenigen Minuten zu ultrastrukturellen Veranderungen.
Die frihesten lichtmikroskopischen Zeichen einer Nekrose lassen sich nach Okklusion
bereits nach ungefahr 3 Stunden im Infarktgebiet nachweisen. Die Literatur beschreibt
Karyolysen  (Auflosung des Zellkerns durch Abbau der DNA mittels
Desoxyribonukleasen), Myozytolyse (Auflésen von Muskelzellen) und eine
Hypereosinophilie. AuRerdem zeigt sich regelhaft ein interstitielles Odem (Bragadeesh et
al., 2008; Eichbaum, 1975; Kloner et al., 1974).
Im Allgemeinen kann der Zelltod auf zwei mechanistische und morphologisch
unterschiedliche Weisen ablaufen:

1) Apoptose als programmierter Zelltod mit Zellschrumpfung, Fragmentierung in

Apoptosekorperchen und deren Abbau durch Phagozyten
2) Nekrose als unregulierter Prozess mit Zellschwellung und

Membranpermeabilitatsstorungen

Apoptose fuhrt zu einem vollstdndigen Abbau der toten Zellen ohne Aktivierung einer
inflammatorischen Reaktion. Nekrose hingegen verursacht die Freisetzung von
Botenstoffen, die eine Inflammation triggern. Neuere Erkenntnisse deuten allerdings
darauf hin, dass unter bestimmten Konstellationen auch beide Zelltodformen
nebeneinander anzutreffen sind (Konstantinidis et al., 2012; Nicotera und Melino, 2004).
Der MI stellt eines der bekannten Beispiele dar, bei dem beide Formen des Zelltodes in
relevanter Weise ablaufen. Zum Zeitpunkt der Ischdmie dominiert die Nekrose. Ab der
Reperfusion werden pro-apoptotische Signalwege aktiviert und es dominiert ein eher
apototisches Zellsterben (Gottlieb, 2011; Gottlieb et al., 1994).

Die Apoptose scheint dabei Uber mindestens zwei verschiedene Mechanismen aktiviert
zu werden. Am besten verstanden sind der intrinsische Signalweg, der Uber
mitochondriale Signale vermittelt wird, sowie der extrinsische Signalweg, vermittelt Gber
die Bindung von extrazellularen ,death ligands® an membranassoziierte ,death receptors”
(Ong und Gustafsson, 2012).
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Von der Apoptose abzugrenzen ist die Nekrose. Die Nekrose ist durch die Offnung der
»,mitochondrial permeability transition pore“ (mPTP), einer Pore in der inneren
Mitochondrienmembran, charakterisiert. Diese Offnung wird durch einen Ca?* Einfluss in
die Mitochondrien getriggert. Sie fuhrt einerseits zum abruptem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials und sequenziellem Abbruch der ATP-Synthese,
andererseits zum Wassereintritt in die mitochondriale Matrix mit resultierender
Zellschwellung. Der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials verhindert den
Transport wichtiger lonen (abgesehen von H*) und Metaboliten wie Zucker flr den
Energiehaushalt der Zelle und fuhrt daher zum Abbruch der Energieproduktion in Form
von ATP und ultimativ zum Zelltod. Gleichzeitig kann ein unkontrollierter Wassereinstrom
in die Mitochondrien eine Ruptur der Mitochondrienmembran verursachen, die wiederum
in einer Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren und Caspasenaktivierung resultiert
(Baines et al., 2005).

1.4. Reperfusionsschaden

In Deutschland steht die moglichst schnelle Reperfusion durch Wiedererdffnung des
okkludierten GefalRes nach akutem Ml im Fokus der verschiedenen Therapieansatze. Der
finale myokardiale Schaden im Rahmen eines akuten Ml ist das Ergebnis eines
Zusammenspiels aus Ischamie und dem bereits erwahnten Reperfusionsschaden. Der
Reperfusionsschaden bezeichnet myokardiale, vaskulare oder elektrophysiologische
Dysfunktionen die durch die Reperfusion von ischamischem Gewebe entstehen.
Paradoxerweise fuhrt die Wiederherstellung des Blutflusses zu einem zusatzlichen
Schaden und Komplikationen (Sheehan et al., 1988; Simoons et al., 1986; White et al.,
1987). Man schéatzt, dass der Reperfusionsschaden fur bis zu 50% des finalen
Myokardschadens verantwortlich ist (Hausenloy et al., 2013).

Anfangs sind ischamische Schaden reversibel. Halt die Anoxie jedoch langer an, wird der
Schaden irreversibel und die Zellen sterben ab. Bevor ischamische Kardiomyozyten
jedoch sterben, sind sie flr eine gewisse Zeitperiode vulnerabel fur weitere schadliche,
reperfusionsbedingte Effekte. Hierzu zahlen mikrovaskuléare Obstruktionen, die durch die
Rekanalisation nicht reperfundiert werden und einen reduzierten distalen Fluss
verursachen konnen. Sie konnen durch Mikroembolien aus Plaques, neue

Thrombenbildung, externe Kompression durch das entstehende interstitielle Odem oder



21

auch durch reflektorische Vasokonstriktion entstehen. Diese mikrovaskulare Dysfunktion
wird auch als ,No-reflow“-Phdnomen bezeichnet und beschreibt die Beeintrachtigung des
Blutflusses im Stromgebiet hinter der Obstruktion (Hoffmann et al., 2003). Auch lokale
Inflammation und das entstehende interstitielle wie intrazellulare Odem zahlen zu diesen
schadlichen reperfusionsbedingten Effekten (Fernandez-Jiménez et al.,, 2015). Die
Reperfusion des kardialen Endstromgebietes ist aber essentiell, um eine volle
Regeneration des ischamischen Gewebes zu ermdéglichen (lliceto et al., 1996).

Die Wiederherstellung des Blutflusses fuhrt aul3erdem zu einer Hyperkontraktilitat der
Kardiomyozyten durch die erhohte intrazellularer Ca?*-Konzentration in Kombination mit
einem abrupt normalisierten pH-Milieu und einem physiologischen Sauerstoff- und
Energieangebot (Meissner und Morgan, 1995). Es werden schon Minuten nach der
Reperfusion ROS im ischamischen Gewebe produziert, die direkt Kardiomyozyten
schadigen, indem sie Membranproteine und Phospholipide veréandern oder aber die
bereits beschriebene inflammatorische Kaskade auslésen (Toyokuni, 1999).

Stimuliert durch Zytokin- und Komplementsekretion durch beschadigtes Myokard (Vinten-
Johansen, 2004) kommt es zu einer Leukozytenaggregation. Auch
plasmamembranstéandige Phospholipase A produziert vermehrt Arachidonséure, einen
wichtigen inflammatorischen Mediator, der Neutrophile stimuliert. Ausléser fur die
Aktivierung des Komplementsystems ist die Reperfusion. Ein groRer Anteil des
Reperfusionsschadens ist auf die komplexen Entziindungsvorgéange die sowohl vor als

auch nach der Reperfusion im Myokard ablaufen zuriickzufuhren.

1.4.1. Strategien zur Minimierung des Reperfusionsschadens

Da die wichtigste Behandlungsstrategie bei MI, die Reperfusionstherapie, wie zuvor
beschrieben, selbst in erheblichem Mal zur Schadigung des Myokards beitragt (Yellon
und Hausenloy, 2007), wurde bereits intensiv an Strategien zur Minderung des
Reperfusionsschadens geforscht und sie erlangen zunehmend an Bedeutung.
Grundsatzlich werden hier zwei unterschiedliche Ansatze, die den Reperfusionsschaden

vermindern sollen, unterschieden: Prakonditionierung und Postkonditionierung
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Die Prakonditionierung bezeichnet eine mechanische oder pharmakologische
Intervention, die zeitlich gesehen vor dem eigentlichen Ischamieereignis appliziert wird.

Postkonditionierung meint eine mechanische oder pharmakologische Intervention, die
zeitlich gesehen unmittelbar vor oder nach der Reperfusionstherapie, aber nach dem

Ischamieereignis angewandt wird.

Die Préakonditionierung konnte sich bereits in der klinischen Anwendung bewahren, ist
bisher aber nur bei geplanten Interventionen oder Operationen von Relevanz, nicht aber
fur akute Ischamieereignisse. Beide Strategie nutzen dieselben protektiv wirkenden

Signalwege (Hausenloy et al., 2013).

1.5. Rolle der Inflammation

Durch den Zelluntergang der Myokardzellen werden proinflammatorische Stoffe wie
.,Damage-Associated Molecular Patterns® (DAMP) frei und aktivieren Toll-Like
Rezeptoren (TLR), den ,Receptor for Advanced Glycation End-products (RAGE) und IL-
Rezeptoren. Zu den DAMPs zahlen HMGB1 (Ghigo et al., 2014), die S100-Proteine (Volz
et al., 2012), Interleukin (IL)-1a (Lugrin et al., 2015), ATP, extrazellulare DNA bzw. RNA
und Hitze-Schock-Proteine (HSP) (Jin et al., 2014). Die Aktivierung dieser Rezeptoren

lockt neutrophile Granulozyten an und triggert somit eine Inflammation (Jennings Robert
B., 2013; Lindsey et al., 2002). TLRs gehdren zu den sogenannten Pattern Recognition

Receptors (PRR), die der angeborenen Immunabwehr angehéren und zur Erkennung von
Pathogenen dienen. Sie erkennen die Pathogene anhand hochkonservierter,
speziesspezifischer Muster, die als Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP)
bezeichnet werden. Zu den PRRs gehoren mindestens die vier Subtypen der Toll-like
Rezeptoren (TLRs), die Nod-like receptor-Familie (NLRs), die RIG-I-like RNA helicases
(RLRs) und die C-type lectin receptors (CLRs). Bis heute ist TLR9, ein Mitglied der TLR-
Familie, der einzige identifizierte endosomale DNA-Sensor (Hemmi et al., 2000).

Neben der Aktivierung des Immunsystems durch DAMPs und PAMPs kommt es bei
Ischamie zusatzlich zu einem Anstau von reaktiven Sauerstoffradikale (ROS), die sonst
im gesunden Herzen durch inhibitorische Enzymkaskaden und intrazellulare
Antioxidantien ausgeglichen werden. Im Rahmen der Ischdmie sind die antioxidativen

Mechanismen jedoch geschadigt, was einen relativen ROS-Uberschuss bedingt. ROS
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aktiviert auch das Komplementsystem, indem es P-Selektin exprimiert. Durch die
Aktivierung des ,nuclear factor” (NF)-kB Systems (Hensley et al., 2000) wird zudem die
Zytokin- und Chemokinsynthese hoch reguliert.

Ein weiterer ROS-Effekt ist die Offnung der mPTP und somit die Freisetzung pro-
apoptotischer Molektile (Gibson et al., 2016).

1.5.1. Rolle von NF-kB, Interleukinen und Chemokinen

Die oben beschriebenen TLR-, RAGE und IL-Rezeptoren sowie die ROS aktivieren das
NF-kB System, welches eine Vielzahl an Genen reguliert, die fur Inflammation,
Zelladhasion, Zelluberleben und Wachstumskontrolle relevant sind (Lenardo und
Baltimore, 1989; Stancovski und Baltimore, 1997). Loss-of-function Studien haben
gezeigt, dass das NF-kB System beim Ml sowohl schadliche als auch nitzliche Prozesse
aktiviert. Das NF-kB System aktiviert eine Vielzahl parallel ablaufender Prozesse am
infarzierten Herzen, die sowohl eine wichtige Rolle bei Reparaturprozessen als auch bei
schadlichen Prozessen spielen (Gordon et al., 2011). Durch das NF-kB System werden
proinflammatorische Zytokine, Proteine, die das Wachstum und die Differenzierung von
Zellen regulieren, induziert (Christia et al., 2013; Dewald et al., 2004). Hier ist vor allem
die Interleukin(IL)-1 Familie, der Tumor Nekrose Faktor (TNF-a) und die Interleukin(IL)-6
Familie zu nennen. Hohe Parameter dieser Zytokine sind ein positiver Pradikator fir ein
schlechtes Outcome bei Ml (Fang et al., 2015).

15.1.1. Interleukine

IL-1 wird von Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten gebildet und induziert
endotheliale Adhasionsmolekile wie E-Selektin, an welche Leukozyten aus dem
Blutstrom binden kdénnen. Auf diesem Weg stimuliert IL-1 die Leukozytenmigration in das
beschadigte Gewebe. IL-1 ist ein essentieller Moderator in der Aktivierung der
inflammatorischen Kaskade, die auf einen MI folgt und ist relevant fur die Pathogenese
des Reperfusionsschaden bzw. des kardialen Remodelling.

IL-1a und IL-1R sind die éltesten bekannten Proteine der IL-1 Familie. Mittlerweile sind 11
Liganden bekannt, von denen die meisten proinflammatorisch wirken. IL-1 bleibt aber bis

heute das Model fiir die Mediation der Inflammation (Dinarello, 2011a).
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IL-1a ist ein ,dual-function Zytokin, was bedeutet, dass es sowohl im Nukleus die
Transkription von Proteinen beeinflusst als auch im klassischen Sinn extrazellular tber
Rezeptoren, insbesondere den IL-1-Rezeptor-1, wirkt. Es wird als Vorlauferprotein
synthetisiert und im Zytoplasma eingelagert. Schon seine Vorlauferform fungiert als
DAMP und kann somit die inflammatorische Kaskade auslosen, wenn sie aus dem
Zytoplasma frei wird. IL-1a stimuliert daher tber die oben beschriebenen Mechanismen
des NF-kB Systems die Transkription und Sekretion von IL-1(3 und IL-18 aus Monozyten.
Die Ausschittung von IL-13 in beschadigtem Gewebe erfordert die Bildung sogenannter
Inflammasome. Diese sind zytoplasmatische Multiproteinkomplexe, die als molekulare
Plattformen tber Enzymkaskaden zur Freisetzung von aktivem IL-13 fihren (Schroder
und Tschopp, 2010). Studien zeigen, dass die IL-13 Synthese nach MI in Leukozyten,
Fibroblasten und Gefal3zellen, aber auch in Kardiomyozyten hochreguliert wird (Christia
et al.,, 2013; Dewald et al., 2004). IL-13 als ein Torwachter der Inflammation kann als
friher Marker fur die inflammatorische Antwort am Herzen nach MI dienen (Dinarello,
2011b). Erhohte Plasmalevel von IL-18 sind hochgradig mit beeintrachtigter
Myokardfunktion und linksventrikularer Hypertrophie nach Reperfusion assoziiert worden
(Dinarello, 2011, S. Dina). Aufgrund der wichtigen Rolle von IL-1 scheint es
vielversprechend, die IL-1 Signalkaskade als Therapieziel fur Patienten mit Ml anzusehen
(Saxena et al., 2016).

1.5.1.2. Chemokine

Neben den genannten Zytokinen werden auch sogenannte Chemokine, chemotaktisch
aktive Zytokine, sezerniert und spielen eine Rolle in der Rekrutierung verschiedener
Leukozyten (Frangogiannis, 2007). Zwei Gruppen gilt es hier hervorzuheben. Zum einen
die CC Chemokine, die potente Monozyten-Aktivatoren sind und diese im Infarktgebiet
rekrutieren, beispielsweise das ,monocyte chemoattractant protein® (MCP)-1/CCL2
(Dewald et al., 2005). Zum anderen die CXC Chemokine wie CXCLB8/IL-8, die eine ,ELR"
(Glu-Leu-Arg) Tripeptidsequenz enthalten und als potente Neutrophilen-Aktivatoren
fungieren (lvey et al., 1995). ELR-negative CXC Chemokine wie CXCL10 scheinen
hingegen Neutrophile nicht zu beeinflussen, sondern Lymphozyten zu rekrutieren, die

dann antifibrotische und angiostatische Effekte haben.
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1.5.2. Zellulare Immunantwort

Die Aktivierung der Inflammation nach MI wurde fur viele unterschiedliche Zellen des
Herzens beschrieben, die wahrend der postischdmischen Inflammation mit den
migrierenden Immunzellen interagieren. Die untergehenden Kardiomyozyten liefern den
hauptsachlichen inflammatorischen Trigger fur die Aktivierung der Gefal3- und
Immunzellen und der Fibroblasten. Aber nicht nur die untergehenden Zellen, sondern
auch intakte Kardiomyozyten nehmen wahrend der Inflammation an der Synthese von
Zytokinen teil (Gwechenberger et al., 1999). Die zahlreichen Fibroblasten werden in den
ersten Stunden der Inflammation aktiviert und aktivieren ihrerseits das Inflammasom und
produzieren somit aktives IL-18 und andere proinflammatorische Zytokine sowie
Chemokine (Kawaguchi Masanori et al., 2011; Lafontant et al., 2006).

DAMPs aktivieren Endothelzellen und exprimieren Adhasionsmolekiile auf deren
Oberflache und fordern somit die Migration im Blut zirkulierender Leukozyten. Sie sind
aulBerdem eine wichtige Quelle proinflammatorischer Chemokine (Bujak et al., 2009;
Frangogiannis et al., 2000).

Eine Schlisselrolle bei der zellularen Antwort spielen Monozyten und die von Monozyten
abgeleiteten Makrophagen, sowohl ortsstandige wie auch infiltrierende. Die ortsstandigen
Makrophagen lassen sich anhand der Expression von ,Chemokine Receptor Type 2°
(CCR2) in embryonale CCR2  und post-natale CCR2" unterteilen, welche Monozyten
entstammen. Dieser Rezeptor sowie sein korrespondierender Ligand CCL2 spielen eine
essentielle Rolle bei der Migration der Monozyten bzw. Makrophagen ins Gewebe (Bajpai
et al., 2019, 2018). Makrophagen, die in heterogenen Populationen existieren, kann man
grob in M1- und M2-Phanotypen unterteilen (Murray et al., 2014). Erstere sind
klassischerweise assoziiert mit proinflammatorischen Vorgangen und werden induziert
durch IFNy, LPS, und TNF-a. Sie sezernieren unter Stimulation hohe Level an
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-12, IL-23, IL-1 und IL-6 (Martinez et al., 2008). M2-
Makrophagen hingegen fungieren anti-inflammatorisch und pro-regenerativ, da sie
insbesondere IL-10, Wachstumsfaktoren wie VEGF und Matrix-Metalloproteasen (MMP)
sezernieren (Martinez et al., 2008). Entziindungszellen, insbesondere Makrophagen,
exprimieren die Komponenten des Inflammasoms und sind die wichtigste zellulare Quelle
aktiven IL-113. Ihre Rolle kann durch Stadien der Infiltration ins Myokard und nachfolgende

Effekte im Gewebe beschrieben werden. Unmittelbar nach der Ischamie sterben
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ortsstandige Makrophagen im Infarktgewebe ab, was zu einem kompletten Verlust in der
Infarktzone innerhalb 24 Stunden nach dem Infarkt fihrt. Diese residente
Makrophagenpopulation wird rasch innerhalb 24 Stunden durch infiltrierende, aus
Monozyten entsprungenen Makrophagen ersetzt (Heidt et al., 2014). Am ersten bis dritten
Tag zeigen diese infiltrierenden Makrophagen einen proinflammatorischen, M1-ahnlichen,
Phanotyp, der eine Entziindung propagiert und den Abtransport toter Zellen erleichtert.
Nach weiteren zwei bis vier Tagen nach Infarkt beginnen diese Makrophagen einen
reparativen M2-ahnlichen Phanotyp anzunehmen, der die Entzindung reduziert und
Herzgewebe wiederaufbaut (Ma et al., 2018). Im Mausmodell zeigte sich, dass anfangs
proinflammatorische Ly6Chigh Makrophagen tUber CCR2/CCL2 Signalwege rekrutiert
werden, spater dann pro-regenerative Ly6Clow Makrophagen via CX3CR1 Signalwege
(Nahrendorf et al., 2007). Aul3erdem tritt eine metabolische Umprogrammierung bei den
infiltrierenden Makrophagen auf, was dazu fuhrt, dass oxidative Phosphorylierung ca. ab
dem flinften post-ischamischen Tag stattfindet (Mouton et al., 2018). Es gibt also nicht nur
die Mdglichkeit einer Rekrutierung der unterschiedlichen Phanotypen Uber separate
Signalwege, sondern auch durch einen metabolischen Switch. Insgesamt spielen
Makrophagen aufgrund ihrer Heterogenitat und Plastizitat eine zentrale Rolle wahrend der
Inflammation. Anfangs werden proinflammatorische Monozyten tiber Chemokine und das
Komplementsystem rekrutiert, die dann spéater durch reife Makrophagen ersetzt werden.
Diese scheinen viele Rollen bei der Heilung des Infarktschadens zu spielen (Aurora et al.,
2014; O’'Rourke et al., 2019). Neutrophile Granulozyten werden durch die Sekretion von
Chemokinen und die Komplementaktivierung rekrutiert und infiltrieren das beschadigte
Gewebe. Eine signifikante Uber Neutrophilen vermittelte Verschlimmerung des
Gewebeschaden durch zytotoxische Effekte ist bisher nicht klar nachweisbar
(Bonaventura et al., 2019; Bujak et al., 2008). Auch Lymphozyten, insbhesondere B-Zellen,
spielen eine wichtige Rolle in der Mobilisierung und Aktivierung proinflammatorischer
Monozyten nach MI (Zouggari et al., 2013).

Insgesamt zeigt sich, dass durch einen Ml verschiedene proinflammatorische Kaskaden
ausgelost werden, die schlieBlich zur Bildung des Inflammasoms und somit zur
Aktivierung von IL-13 fuhren. Diese Vorgange sind physiologische Reparaturprozesse,
konnen aber paradoxerweise auch selbst schadliche Effekte haben, wenn sie

UberschielRend aktiviert werden.
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1.6. Das Inflammasom

Die Freisetzung intrazellularer Proteine (DAMPs) nach einem ischamischen
Gewebeschaden fluhrt zur Aktivierung einer Entzindungsreaktion. Die spezifische
Identifikation und Bindung von DAMPs durch PRRs spielt eine entscheidende Rolle bei
der Reaktion des Immunsystems auf gewebeschadigende Einflisse wie Ischdmie oder
Gewebstraumen. Beim Prozessieren von Zytokinen kommt dem Inflammasom, einem
zytoplasmatischen Multiproteinkomplex, eine wichtige Bedeutung zu.

Aktuell sind verschiedene Inflammasome bekannt, die alle nach den spezifischen PRRs
benannt sind, die sie zur Formation eines funktionsttichtigen Inflammasoms fiihren. Diese
Proteine gehdren — mit Ausnahme des PYHIN Proteins AIM2 (Absent in melanoma 2) - in
die Familie der NOD-like receptor (NLRs), die eine dreigliedrige Domanenarchitektur
aufweist: eine death fold oder auch Pyrin-Doméne (PYD) am N-Terminus, eine zentrale
nucleotide-binding oligomerization domain (auch NACHT oder NOD bzw. NBD) und eine

Domaéane mit Leucin-reichen repeats (LRR) am C-Terminus (Toldo et al., 2015).

1.6.1. Das NLRP3-Inflammasom

Das NLRP3 (,NLR family pyrin domain containing 3“) Inflammasom, auch bekannt als
Kryopyrin, gehort aktuell zu den am besten untersuchten Inflammasomen. Das NLRP3
Inflammasom wird durch eine Vielzahl von unterschiedlichen Stimuli tber K*-Efflux und
ROS Produktion aktiviert (Broz und Dixit, 2016; Lamkanfi und Dixit, 2014). Hierzu z&hlen
endogene Aktivatoren wie extrazellulares ATP, Calciumpyrophosphatdihydrat,
Cholesterolkristalle, sowie exogene Aktivatoren wie Asbest und Silikat (Latz et al., 2013).
Das Inflammasom besteht im Wesentlichen aus einer DAMP-erkennenden Sensor-
Komponente, einem Gerustprotein ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase recruitment domain) und der Pro-Caspase 1. Neuere Erkenntnisse
zeigen auch ,NIMA-related Kinase 7“(NEK7) als Bestandteil des NLRP3 Inflammasoms
(Sharif et al., 2019; Shi et al., 2016). Die Sensor-Komponente besteht aus zytosolischen
PRRs die PAMPs oder DAMPs detektieren und dann mit dem ASC interagieren. Diese
PRRs enthalten das NLRP3 Protein, welches hauptsachlich in Makrophagen und eben
als Bestandteil des Inflammasom exprimiert wird (Lu und Wu, 2015; Tao et al., 2013).
NLRP3 enthalt LRRs, eine zentrale NBD- und eine PYD-Domaéne.



28

CNBD> NLRP3
ASC
-—l GroBe UNTEREINHEIT |—| ProCaspase-1

LicanD /\
o

NLRP3-INFLAMMASOM A\

RN

Abb. 2 Das NLRP3 Inflammasom in seiner oligomerisierten Struktur
Schematische Darstellung, modifiziert nach (,Inflammasom®, 2021)

Sobald ein aktivierender Ligand erkannt wird, oligomerisiert NLRP3 und interagiert Gber
seine PYD-Domane mit der PYD-Doméane des ASC, welches wiederum aus einer PYD-
und einer CAR-Domane (caspase recruitment domain - CARD) besteht (Rock et al., 2010;
Takahashi, 2019). Die CARD rekrutiert dann durch Bindung an die CARD der Pro-
Caspase-1 die selbige. Pro-Capase-1 besteht selbst aus einer CARD und katalytischen
Domanen (pl0 und p20). Diese Interaktionen fuhren dann dazu, dass im
Inflammasomkomplex die inaktive Pro-Caspase-1 durch autokatalytische proteolytische

Spaltung zu Caspase-1 aktiviert wird. Die aktive Form Caspase-1 prozessiert Zytokine
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wie die inaktiven zytosolischen pro-IL-13 und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen sowie
Gasdermin D (Broz und Dixit, 2016). Die aktiven Formen IL-113 und IL-18 werden dann in
den Extrazellularraum sezerniert. Eine Aktivierung des Inflammasoms fuhrt also zu einer
erhdhten Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-113.

Caspase-1 spielt zudem eine fundamentale Rolle bei der Induktion der Pyroptose (Fink
und Cookson, 2006). Pyroptose fuhrt im Gegensatz zur Apoptose zur Ruptur der
Zellmembran und zum Freiwerden von intrazellularem und proinflammatorischem Inhalt
(Bergsbaken et al., 2009). Zur Nekrose lasst sie sich dadurch abgrenzen, dass sie
kontrolliert ablauft und die Entziindung des Gewebes das gewinschte Resultat ist, um
eine schnelle Immunreaktion zu initieren (Man et al.,, 2017). Die Pyroptose ist
wahrscheinlich der Mechanismus, durch den das NLRP3 Inflammasom den Zelltod der
Kardiomyozyten induziert, und nicht durch die Produktion von IL-113 (Toldo et al., 2015).
Gasdermin D wurde neuerlich als wichtiger Mediator der Pryoptose identifiziert und wird

auch durch Caspase-1 enzymatisch aktiviert (He et al., 2015; Shi et al., 2015).

DAMPs werden wahrend Ml freigesetzt

!

ROS und/oder K*-Efflux etc.

!

NLRP3-Inflammasom Aktivierung

e
o ‘H.o?' N 2
see s/ A 1
l o wh) N
IL-1R Freisetzung e . Pryoptose

\ ' 4

Myokardiale Inflammation und Remodelling

Abb. 3 Rolle des NLRP3 Inflammasoms bei Ml

DAMPs aus dem beschadigten Myokard bei Ml aktivieren das NLRP-3 Inflammasom via
ROS und/oder K*-Efflux. NLRP3 Aktivierung treibt dann die IL-13 Freisetzung aus den
Kardiofibroblasten und Pryoptose in den Kardiomyozyten, was wiederum die kardiale
Inflammation und das Remodelling aktiviert. Schematische Darstellung in Anlehnung an
Takahashi et al. 2019
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Da viele der Aktivatoren des Inflammasoms bei ischamischem Zelluntergang entstehen,
spielt das NLRP3 Inflammasom eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der
Entzindungsreaktion nach MI (Toldo et al., 2015). Kawaguchi et al. haben bereits die
entscheidende Bedeutung des Inflammasoms, im Besonderen von ASC, bei der IL-113

Produktion im myokardialen I/R Modell demonstriert (Kawaguchi Masanori et al., 2011).

1.6.2. Das AIM2-Inflammasom

Interferon-induzierbares Protein AIM2, auch als absent in melanoma 2 beschrieben, bildet
Teile des AIM2-Inflammasoms (Schroder und Tschopp, 2010). Im Unterschied zum
NLRP3-Inflammasom besteht die Sensorkomponente beim AIM2-Inflammasom
vorwiegend aus dem zytosolischen Protein AIM2. AIM2 besteht aus einer HIN200
Domane, die an DNA bindet, und einer Pyrin-Doméane, die an ASC binden kann. AIM2
detektiert dementsprechend als direkter Rezeptor die Anwesenheit zytoplasmatischer
doppelstrangiger DNA (dsDNA). Die Aktivierung von AIM2 wurde bereits in
Zusammenhang mit viralen und bakteriellen Infektionsprozessen beobachtet, jedoch ist
auch eine Erkennung korpereigener DNA durch AIM2 gezeigt worden (Fernandes-
Alnemri et al., 2009, S. 2; Hornung et al., 2009; Roberts et al., 2009). AIM2 rekrutiert,
genau wie NLRP3, das universelle Geristprotein ASC, welches dann lber die gleichen
Signalwege die Protease Caspase-1 aktiviert. Es zeigte sich bereits, dass AIM2 synchron
zu NLRP3 als Reaktion auf dsDNA eine Caspase-1-mediierte Pryoptose einleitet.

Da Kawaguchi et al. 2011 bereits die herausstechende Rolle des ASC-Signalweges
gezeigt hatten, postulierte unsere Arbeitsgruppe eine vergleichbare signifikante
Reduktion der postischamischen Fibrosierung und eine Verringerung der kardialen
Dysfunktion bei AIM27 Tieren. Wir konnten diese Hypothese in unseren Versuchen

bestéatigen (unpublizierte Daten).
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1.6.3. cGAS/STING-Signalweg
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Abb. 4 cGAS-STING-Signalweg
Die Phosphorylierung wird durch P angezeigt. In Anlehnung an (Motwani et al., 2019)

Zwei weitere bekannte Sensoren flr zytosolische DNA sind die cyclische GMP-AMP-
Synthase (cGAS) und das im Endoplasmatische Retikulum (ER) lokalisierte
Adapterprotein Stimulator of Interferon genes (STING). Gemeinsam bilden sie den cGAS-
STING-Signalweg. Die zytosolische DNA-Erkennung durch den cGAS-STING-Signalweg
ist an einer Vielzahl von biologischen Prozessen beteiligt. Die Hauptfunktion dieses
Signalwegs ist die Wirtsabwehr, aber neue Studien haben eine Verbindung zwischen
diesem Signalweg und der Entwicklung einer Vielzahl von Entziindungszustanden
hergestellt und eine Rolle bei der Tumorimmunitat aufgedeckt (Ablasser und Chen, 2019).
STING wurde bereits 2011 als Sensor fiir cyclische Dinukleotide (CDNs) beschrieben, der
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intrazellulare Pathogene identifizieren kann (Burdette et al., 2011). cGAS ist wie AIM2 ein
DNA-Sensor, der dem angeborene Immunsystem angehért und eine Typ 1 Interferon
Antwort auslost, sobald er aktiviert wird. Lange ging man davon aus, dass es sich bei
cGAS um ein zytosolisches Protein handelt. Neue Erkenntnisse zeigen aber, dass cGAS
vorherrschend im Nukleus lokalisiert ist und eine Autoaktivierung dort inhibiert wird. Dies
geschieht durch kontinuierliche Sequestrierung und Hemmung durch Chromatin, die
gemeinsam einen inaktiven Status verursachen (Michalski et al., 2020).

DNA aus verschiedenen Quellen kann in das Zytosol gelangen und den cGAS-STING-
Signalweg aktivieren. Die DNA-Bindung aktiviert cGAS, welches den zweiten Botenstoff
und 2‘3° cGMP-AMP (cGAMP) synthetisiert (Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). Dieses
cGAMP als endogenes CDN ist ein Ligand fur das Adapterprotein STING. Andere Stimuli
als cGAMP, einschlie3lich ER-Stress, Virosomen und CDNs, kdnnen STING ebenfalls
aktivieren (Holm et al., 2012; Moretti et al., 2017; Yin et al., 2012). Nach der Aktivierung
transloziert STING aus dem ER in den Golgi, wo es Kinasen wie die TANK-bindende
Kinase 1 (TBK1) und die IkB-Kinase (IKK) rekrutiert, die den Interferon-Regulationsfaktor
3 (IRF3) bzw. den Nuclear Factor-kB (NF-kB)-Inhibitor IkBa phosphorylieren.
Phosphorylierter IRF3 dimerisiert und transloziert in den Nukleus, um die Transkription
von Genen zu aktivieren, die Typ-I-Interferone wie Interferon-p (IFNB) kodieren (Sun et
al., 2013). Die IkBa-Phosphorylierung fuhrt auRerdem zur Translokation von NF-kB in den
Zellkern, wo es die Transkription von Genen aktiviert, Interferone und proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-6 kodiert. Die STING-Signalisierung fuhrt auch zur
Aktivierung anderer zellularer Prozesse wie Autophagie, Apoptose und Nekrose (Gui et
al., 2019; Sarhan et al., 2019). Es gibt Hinweise, dass Uber den cGAS-STING-Signalweg
Apoptose unabhéngig von Transkriptionsaktivitaten Gber den mitochondrialen Apoptose

Signalweg ausgel6st wird (Paludan et al., 2019).

1.7.  A151 Oligodeoxynukleotid

Freiwerdende endogene DNA fungiert als wichtiger DAMP und triggert bekanntlich eine
inflammatorische Immunantwort tber die beschrieben Signalwege. Im Gegensatz dazu
inhibieren bestimmte DNA-Sequenzen wie die TTAGGG-Wiederholung, die haufig in
Saugetier-Telomeren vorkommt, eine Immunantwort (Gursel et al., 2003). Synthetische
Oligodeoxynukleotide (ODNs), die den immunsuppressiven Effekt der TTAGGG-
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Wiederholung zu imitieren versuchen, wurden von vielen Arbeitsgruppen synthetisiert und
erforscht. Mehrere Mechanismen tragen zu der suppressiven Aktivitat solcher ODN bei.
Studien deuten darauf hin, dass suppressive ODN in die Phosphorylierung von Signal
Transducer and Activator of Transcription 1 (STAT1) und 4 (STAT4) eingreifen und
dadurch die Entzindung blockieren, die durch STAT-assoziierte Signalkaskaden
vermittelt wird. In Tiermodellen kdnnen suppressive ODN zur Vorbeugung oder
Behandlung von Krankheiten eingesetzt werden, die durch eine anhaltende
Immunaktivierung gekennzeichnet sind. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
TTAGGG-Multimere eine breite Anwendung bei der Behandlung von Krankheiten finden
konnten, die durch (bermafige/anhaltende Immunaktivierung gekennzeichnet sind
(Klinman et al., 2009). Das meistuntersuchte Beispiel fur solch ein ODN ist A151. A151
besteht aus vier TTAGGG-Motiven, die die repetitiven Elemente in Sdugetier-Telomeren
imitieren sollen.

Mittels dieses A151 lassen sich eine grofRe Fille an Immunantworten inhibieren, unter
anderem die Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen, dendritischen Zellen, B-
Zellen, T-Zellen, TLR9-Signalwege sowie ebenfalls die AIM2 Aktivierung (Bode et al.,
2014; Bouladoux et al., 2012; Kaminski et al., 2013). Bemerkenswerterweise zeigten
Analysen, dass die A151-Behandlung keinen entziindungshemmenden Zustand induziert,
sondern eher das DNA-Sensing blockiert (Kaminski et al., 2013). Intensive Forschung in
diesem Bereich hat bereits gezeigt, dass A151 in vielen inflammatorischen Prozessen
inhibierend eingesetzt werden kann (Bayik et al., 2016a). Zhao et al. untersuchten bspw.
die Effekte einer A151 Behandlung bei ischamischen Schlaganfallen im Rattenmodell und
konnten breite anti-inflammatorische Wirkungen zeigen. A151 verringerte die Produktion
von Caspase-1, IL-18 und NLRP3 durch aktivierte Makrophagen. Die Schwere des
ischamieinduzierten Gewebeschadens im Gehirn konnte ebenso reduziert werden
(Deroide et al., 2013; ladecola und Anrather, 2011; Zhang et al., 2014; Zhao et al., 2015).
Zhaos Ergebnisse deuten eindeutig darauf hin, dass die Modulation der Inflammasom-
Aktivitdt durch A151 zu einer Reduktion der proinflammatorischen Zytokin-Produktion
durch Makrophagen beitragen kann, die ischamischen Bedingungen ausgesetzt sind.
Daher konnte die Modulation der ischdmischen Pathobiologie durch A151 eine Rolle bei

der Entwicklung neuer Ischamiepréaventions- und -therapiestrategien spielen. Neuere
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Daten zeigen aul3erdem, dass A151 auch den cGAS-STING-Signalweg inhibiert
(Steinhagen et al., 2018).

1.8. Ubersetzung in das Kleintiermodell

Fur diese Studie wurde das in unser Arbeitsgruppe etablierte close-chest Infarktmodell
bei Mausen benutzt bei dem eine Mdglichkeit zur reversiblen Okklusion des Ramus
interventricularis anterior (RIVA) geschaffen wird (Kim et al., 2012a). Dazu wird in einem
ersten Schritt ein 8-0 Prolene Faden um die RIVA gelegt, welcher transthorakal in eine
subkutane Tasche ausgeleitet wird. Um eine Erholung der Versuchstiere sowie eine
Trennung des inflammatorischen Operationstraumas von der sterilen Inflammation der
Ischamie/Reperfusion zu gewdahrleisten, erholen sich die Mause fur mindestens 5 Tage.
Im zweiten Schritt nach sieben Tagen wird in Narkose durch Zug an dem zuvor
eingebrachten Prolene-Faden eine EKG-kontrollierte Okklusion der RIVA fur 30 Minuten
durchgefiuhrt. Die adaquate Okklusion wird permanent durch ein EKG kontrolliert. Je nach
Protokoll (PCR-Untersuchung, Histologie oder Ahnlichem) werden die benétigten
Abschlussuntersuchungen (z.B. Linksherzkatheteruntersuchung) durchgefuhrt und die
Tiere anschliel3end in Narkose getotet und die Herzen der histologischen Untersuchung
zugefuhrt. Datengrundlage dieser Dissertation sind Herzkatheteruntersuchungen und

Histologie nach 7 bzw. 28 Tagen.
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1.9. Ansatz des Projektes und Fragestellung

Beim Ml kommt es durch Zelltod zur Freisetzung zahlreicher proinflammatorischer
Trigger, insbesondere endogener DNA. Dabei spielen AIM2 und STING als zytosolische
DNA-Sensoren eine essenzielle Funktion in der Regulation der Immunantwort (Briard et
al., 2020).

Die Modulation der aus einem Herzinfarkt resultierenden Entziindungskaskade ist das
vornehmliche Ziel einer translationalen pharmakologischen Forschung. Zellkulturelle
Untersuchungen zeigten fir das Oligonukleotid A-151 einen anti-inflammatorischen Effekt
bei ischAmischen Prozessen (Zhao et al., 2015). Eigene Experimente in der Zellkultur
bestatigten die Wirkung von A151 in der AIM2-Signalkaskade, zeigten aber eine noch
starkere Wirkung des Oligonukleotids beim cGas-STING Signalweg (Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe). Auch die mit etwas zeitlichem Versatz erschiene Publikation von
Steinhagen et al. betont die vielversprechenden Méglichkeiten der A151-Modulation im

Zusammenhang mit dem cGAS-STING Signalweg (Steinhagen et al., 2018).

Diese Dissertation untersucht daher im ersten Schritt den Effekt eines STING-knockouts
auf die postischamische Narbenbildung und die kardiale Funktion im murinen
Herzinfarktmodell. Im zweiten Schritt wird sowohl die prakonditionierende als auch die
therapeutische Wirkung von A151-Oligonukleotiden in Wildtypmausen untersucht. Unsere
Hypothese lautete: Wir postulieren eine STING-vermittelte Reduktion der
postischamischen Fibrosierung und eine Verbesserung der kardialen Funktion bei

therapeutischer Applikation von A151 ODN.

Im Folgenden werden die Versuchsgruppen und -protokolle sowie die einzelnen

Methoden genauer erlautert.
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2. Material und Methoden

2.1.  Methodischer Ansatz zur Beantwortung der Fragestellung

Im Rahmen dieser Dissertation verwendeten wir in allen Versuchsgruppen ein etabliertes
MI-Modell fir Mause (Kim et al., 2012a) mit einer Ischamiezeit von 30 Minuten. Alle dieser
Schrift zugrundeliegenden Messungen und histologischen Auswertungen mit Ausnahme
der a-SMAc-Auswertung (dies nach 7 Tagen) wurden 28 Tage nach Infarkt durchgefthrt.
Die Vergleichbarkeit der RIVA-Ligation wurde sowohl tber vergleichbare Infarkthohen im
histologischen Hamatoxylin-Eosin-Schnitt als auch durch die Evaluation der
intrainterventionellen EKGs gewahrleistet.

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss des cGAS-STING-Signalweges auf die
postischamische Narbenbildung und Herzfunktion untersucht, indem STING knockout
Tiere mit WT Tieren verglichen wurden.

In der zweiten Versuchsreihe wurde zuné&chst der prékonditionierende Ansatz einer A151
ODN Gabe untersucht. Anschliel3end wurde dann der therapeutische Ansatz untersucht,
da dieser von grof3ter klinischer Relevanz ist. Fokus der Fragestellung war hier, ob mit
dem A151 ODN Motiv nach 28 Tagen eine signifikante Reduktion der postischamischen
Fibrosierung und eine Verringerung der kardialen Dysfunktion festzustellen ist. Hierfur
wurden ausschlie3lich WT Tiere verwendet.

In einer letzten Versuchsreihe wurde dann untersucht inwiefern dieser Effekt tGber den
cGAS-STING-Signalweg bzw. den TLR9 Rezeptor vermittelt wird. Es ist bereits bekannt,
dass A151 eine inhibierende Wirkung auf TLR9 zeigt und dass diese inhibierende Wirkung
auf TLR-induzierte Antworten wichtig fir die Unterdriickung von Entziindungen und
schadlichen Immunantworten ist (Kawai und Akira, 2010). Ziel der Versuche war es, ein
genaueres Verstandnis des cGAS-STING-Signalweges und der Wirkung von A151 auf
diesen Signalweg zu entwickeln. Zum Ausschluss einer TLR9 vermittelten positiven
Wirkung des applizierten A151 Motivs dienten TLR9 Knockout Tiere mit
prakonditionierender A151 Applikation als Vergleich zu WT Tieren mit
prakonditionierender A151 Applikation. Wenn A151 seine Wirkung tber STING vermittelt,
sollte sich kein Unterschied zwischen den WT Tieren und den TLR9 knockout Tieren

darstellen.
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2.2. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Alle an den Versuchstieren durchgefuhrten Malinahmen wurden durch das zustandige
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW gemald 8§ 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes unter dem Aktenzeichen TVA 84-02.04.2012.A359 und dem
Folgeantrag TVA 84-02.04.2015.A105 genehmigt. Die Versuchstiere wurden in Gruppen
von hoéchstens funf Tieren in durchsichtigen, belufteten Filtertop-Kéafigen der Blue Line
Linie (Firma Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeissberg) gehalten. Auf einem Meter
Hohe mit einer Hell/Dunkelphase von 7:00 — 19 Uhr (Hell) und 19:00 bis 7:00 Uhr (Dunkel)
betrug die Beleuchtung 200 Lux. Bei einer Raumtemperatur von 22 °C (+/- 2 °C) betrug
die Luftwechselrate 16 pro Stunde. Zur Ernahrung diente ssniff-Futter (ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, DE) sowie Wasser ad libitum. Vor Nutzung der Kafige
(Standard Bestickung mit Nahrung, Wasser und Einstreu (Altromin-Tiereinstreu-
Granulat)) wurden alle Kafige autoklaviert. Die Trennung von den Elterntieren und
Aufteilung nach Geschlecht der Jungtiere erfolgte mit 4-6 Wochen. Alle Versuche wurden
unter Beachtung der geltenden Tierschutzbestimmungen durchgefihrt (National
Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, 2011).

Als Versuchstiere wurden C57BL/6 Wildtyp Mause im Alter von zehn Wochen und einem
Kdrpergewicht von 20 bis 25 g von Charles River Laboratories (97633 Sulzfeld, DE),
TLR9-defiziente (TLR9”) Mause (eigene Zucht) und STING” Tiere (eigene Zucht)
verwendet und im Tierhaus des Universitatsklinikums Bonn (Haus fur Experimentelle
Therapie HET, Sigmund-Freud-Str. 25, 53105 Bonn) untergebracht.

2.3. Versuchsprotokolle und tierchirurgische Operationen

Alle beschriebenen operativen Eingriffe wurden vom Arbeitsgruppenleiter durchgefinhrt,
da so eine moglichst hohe qualitative Homogenitat der Versuchsgruppen gewébhrleistet
werden konnte. Die Beschreibung der OP-Technik ist fir das Verstandnis der
Versuchsprotokolle und der Ergebnisinterpretation essentiell und wird daher im
Folgenden kurz wiedergegeben. Der Mehrwert dieser Dissertation liegt in der

ausfuhrlichen histologischen Analyse, der planimetrischen InfarktgroRenbestimmung der
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jeweiligen Versuchstiere und deren kritischen Diskussion, nicht in der Etablierung der
chirurgischen Methoden.

Okklusion des RIVA
fur 30 Minuten

OP: Umschlingung
des RIVA

t t

Sham: 28d:

Messung der kardialen Messung der kardialen
Funktion via Echo/Millar Funktion via Echo/Millar
Entnahme des Herzens fiir Entnahme des Herzens fiir
histologische Untersuchungen histologische Untersuchungen

Abb. 5 Allgemeines Versuchsprotokoll

Das verwendete Ischamie- und Reperfusionsmodell umfasst ein dreizeitiges Vorgehen.
Im ersten Arbeitsschritt (Instrumentierung) erfolgte in Narkose die Umschlingung des
RIVA. Danach wurde den Versuchstieren eine Erholungsphase von sieben Tagen von der
Initialoperation gewahrt. Im zweiten Arbeitsschritt erfolgte, ebenfalls in Narkose, die
Okklusion des RIVA durch Zug an der Fadenschlaufe mit einem definierten Gewicht unter
EKG-Kontrolle fir 30 Minuten. Abweichende Versuchsprotokolle, insbesondere beziglich
der Applikation von A151 vor bzw. nach Infarkt, werden im Folgenden in den einzelnen
Versuchsgruppen erlautert. Zu Vergleichszwecken wurde zudem eine Schein-OP-Gruppe
(im Weiteren sham genannt) ausgewertet, die im selben Stil instrumentiert, jedoch nicht
infarziert wurde.

Im dritten Arbeitsschritt wurde 28 Tage nach Okklusion des RIVA und nach Wiegen der
Maus sowie Messung mit dem Millar-Katheter das Herz unter Narkose entnommen.
Anschlieend wurde es zur histologischen Analyse sowie zur planimetrischen
Infarktgré3enbestimmung weiterverarbeitet. Das dreizeitige Vorgehen wird in der Folge

naher erklart.
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2.3.1. Versuchsgruppen

2.3.1.1. WT vs. STING Knockout

In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung des STING-Knockouts (n=10, sham n=5) im
Vergleich zu Wildtieren (n=12, sham n=5) bei Verwendung des beschriebenen Ischamie-
und Reperfusionsmodells untersucht. Dies war notwendig, da die STING”-Tiere noch
nicht in ihrer Infarktausdehnung beschrieben wurden und wir eine Bestatigung unserer

Hypothese der Relevanz des STING Signalweges bendgtigten.

2.3.1.2. WT vs. A151 - prakonditionierende Applikation vor Infarkt

In dieser Versuchsreihe wurden fir WT und TLR9” jeweils Gruppen mit verschiedenen
Applikationsschemata von A151 untersucht. Wir begannen mit einer Dosis von 0,2 nmol/g
Mausgewicht A151 (A151 (5-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3), Hersteller:
Integrated DNA Technologies):

1) Low-Dose ODN A151 Gruppe: i.v. Gabe von 0,2 nmol/g Mausgewicht A151 16
Stunden vor Infarkt (geldst in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) auf eine
Konzentration von 0,02 nmol/ul)

Bei der Applikationsmenge von 0,2 nmol/g Mausgewicht stellte unsere Arbeitsgruppe
weder bei TLR9” noch bei WT-Tieren einen protektiven Effekt fest. Eine Steigerung um
den Faktor 10 zeigte deutliche Effekte. Fortan wurden die Versuche mit folgenden

unterschiedlichen Applikationsprotokollen und Vergleichsgruppen durchgefihrt:

Gabe von ODN-A151
vor Infarkt

OP: ‘
Fadenimplantation

(o o V=2

Sham: 28d:

Messung der kardialen Messung der kardialen
Funktion via Echo/Millar Funktion via Echo/Millar
Entnahme des Herzens fiir Entnahme des Herzens fiir
histologische Untersuchungen histologische Untersuchungen

Abb. 6 Versuchsprotokoll mit préakonditionierender Applikation vor Infarkt
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Nach Instrumentierung der RIVA und 7-tagiger Rekonvaleszenz erfolgte 16 Stunden vor
Infarkt eine prakonditionierende Applikation von A151 in der Konzentration von 2 nmol/g
Mausgewicht. Primérer Endpunkt war die histologische und hamodynamische
Auswertung nach 28 Tagen. Neben der sham-Gruppe (Instrumentierung, jedoch kein
Infarkt; lediglich Gabe eines &quivalenten Volumen PBS) erhielt die eine Gruppe Al51
(Al51 (5-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3’), Hersteller: Integrated DNA
Technologies) und die Kontrollgruppe inaktives ODN (C151 (5'-
TTCAAATTCAAATTCAAATTCAAA-3’), Hersteller: Integrated DNA Technologies) in

selber Konzentration. Es ergaben sich folgende Gruppen:

1) Sham WT, n=11.: Instrumentierung, Keine Ischamie, PBS-Gabe

2) Sham TLR9", n=6: Instrumentierung, Keine Ischamie, PBS-Gabe

3) ODN A151 WT (Prophylaktisch) Gruppe, n=9:
I.v. Gabe von 2 nmol/g Mausgewicht A151 16 Stunden vor Infarkt (geldst in PBS
auf eine Konzentration von 0,2 nmol/ul)

4) Control ODN WT (Prophylaktisch) Gruppe, n=7:
i.v. Gabe von 2 nmol/g Mausgewicht C151 16 Stunden vor Infarkt (gelést in PBS
auf eine Konzentration von 0,2 nmol/pl)

5) ODN A151 TLR9” (Prophylaktisch) Gruppe, n=7:
I.v. Gabe von 2 nmol/g Mausgewicht A151 16 Stunden vor Infarkt (geldst in PBS
auf eine Konzentration von 0,2 nmol/ul)

6) Control ODN TLR9”- (Prophylaktisch) Gruppe, n=10:
i.v. Gabe von 2 nmol/g Mausgewicht C151 16 Stunden vor Infarkt (gelést in PBS

auf eine Konzentration von 0,2 nmol/ul)
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2.3.1.3. WT vs. A151 therapeutisch

Behandlung mit ODN-A151
kurz vor Reperfusion

QoP:
Fadenimplantation ‘
OP  7dErholungvom OP-Trauma 290 28d

Sham: 28d:
Messung der kardialen Messung der kardialen
Funktion via Echo/Millar Funktion via Echo/Millar
Entnahme des Herzens fiir Entnahme des Herzens fiir
histologische Untersuchungen histologische Untersuchungen

Abb. 7 Versuchsprotokoll mit therapeutischer Applikation

Zunachst erfolgt die Instrumentierung, nach 7 Tagen eine 30-minltige Ischamie und
anschlieBend 3 Minuten vor Start der Reperfusion die Applikation von A151 in der
Konzentration von 2 nmol/g Mausgewicht. Als Abschlussuntersuchung nach 28 Tagen
werden histologische und hAmodynamische Parameter gemessen. Auch hier gab es eine

Kontrollgruppe mit C151.

1) ODN A151 WT (Therapeutisch) Gruppe, n=9:
Gabe von 2 nmol/g Mausgewicht A151 3 Minuten vor Start der Reperfusion (geldst
in PBS auf eine Konzentration von 0,2 nmol/ul) i.v.

2) Control ODN WT (Therapeutisch) Gruppe, n=11.:
Gabe von 2 nmol/g Mausgewicht C151 3 Minuten vor Start der Reperfusion (geldst

in PBS auf eine Konzentration von 0,2 nmol/ul) i.v.

2.3.2. Closed-Chest Modell

Bei allen Versuchen verwendeten wir ein modifiziertes ,Closed-chest“-Modell
entsprechend aktuell empfohlener Studienlage (Kim et al., 2012b; Lindsey et al., 2018).
Der operative Zugang zum Herzen erfolgte im Sinne einer Mikro-Thorakotomie tber den
linken 4. Interkostalraum (ICR), um auf den deutlich invasiveren, parasternalen Zugang

verzichten zu kénnen. Dies reduziert das Operationstrauma, den Schmerzmittelbedarf
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sowie das Wundinfektionsrisiko und erleichtert die Heilung. Dem Operationstrauma folgt
unweigerlich eine Immunreaktion, welche abhangig von der Invasivitit zum
Zytokinausstol3 fuhrt, welcher wiederum Mechanismen der Ischamie/Reperfusion
beeinflusst und somit erheblichen Einfluss auf die Infarktgréf3e hat (Nossuli et al., 2000).
Den Versuchstieren wurde eine siebentdgige Erholungszeit nach Instrumentierung
gewahrt, um bewusst eine zeitliche Trennung des Operationstraumas von der Ischamie
und Reperfusion zu erreichen. Dies hat zur Folge, dass die inflammatorische Antwort
minimiert wird bzw. die I/R aul3erhalb der Operationsinflammation geschieht (Jong et al.,
2003).

2.3.2.1. Instrumentierung und Anésthesie

Alle operativen Mal3nahmen wurden unter einem Stereomikroskop M80 (Leica M80) mit
einer Lichtquelle (KL1500LCD) durchgefiihrt. Ziel der Instrumentierung ist es, eine
reversible Okklusion des RIVA zu ermdglichen, um ein Ischdmieereignis mit
anschlieBender Rekanalisation des verschlossenen Herzkranzgefal3es zu modellieren.
Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 4 — 5 Vol.% Isofluran bei einer Flussrate von 1 L/min
Sauerstoff in einer Einleitungsbox. Bei spontan atmender Maus ohne Abwehrreaktion
wurde das Versuchstier auf den gewarmten OP-Tisch (Harvard Apparatus; Holliston,
Massachusetts, USA) umgelagert und das Inhalationsandsthetikum zunachst mittels
eines nasalen Konus zugefihrt und die Narkosetiefe mittels Schmerzreiz tUberprift. Bei
ausbleibender Schmerzantwort wurden die Extremitaten der Maus vorsichtig mit
Pflasterstreifen auf dem OP-Tisch fixiert. Die Erhaltung der Koérpertemperatur (37 °C)
wurde mittels einer rektalen Temperatursonde kontrolliert und Uber eine
Regulationseinheit (Harvard Apparatus, Homeothermic Blanket Control Unit)
rickgekoppelt und gesichert.

Nach Enthaarung der Brust und des Halses mittels ,Pilca Enthaarungs-Creme extra mild*
(DMV Diedrichs Markenvertrieb GmbH & Co, DE) erfolgte die aseptische Hautdesinfektion
des Operationsgebietes mit Povidon-Jod-Losung fur drei Minuten. Gemald der
Empfehlung der ,Tierarztlichen Vereinigung fur Tierschutz e.V.“ zur Analgesie wurde den
Versuchstieren ein subkutanes Buprenorphin-Depot (Temgesic, 0,1 mg/kg in 150 ul
physiologischer NaCl-Losung KG) subkutan injiziert. Um eine gesicherte Intubation zu

garantieren, wurde anschlie3end nach entsprechender chirurgischer Praparation ein 22
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G Metalltubus unter Sichtkontrolle in die Trachea vorgeschoben und der Schildknorpel
vorsichtig mit einer Knopfpinzette fixiert. Die Lagekontrolle wurde unter Berlcksichtigung
der Thoraxbewegung kontrolliert. Die Beatmung erfolgte volumenkontrolliert Gber den
Kleintierventilator (Minivent Type 845, Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus).
Beatmet wurde nach Etablierung des Tubus mit 2 Vol.% Isofluran und einer Flussrate von
1,0 L/min Sauerstoff, mit einer Atemfrequenz von 105/min und einem Tidalvolumen von
10 pl/g KG.

2.3.2.2. Chirurgisches Vorgehen

Der interkostale Zugang wurde unter sterilen Bedingungen auf der linken Seite préapariert.
Fur die detaillierte chirurgische Praparation des RIVA verweise ich auf die Arbeiten von
Kim et al. (Kim et al., 2012b). Zur Okklusion des RIVA wurde dieser mit einem monofilen
8-0 Prolene Faden umstochen (Ethicon, EPM8746 Prolene 8-0, Polypropylen, monofil).
Die beiden Fadenenden wurden durch einen 1 mm langen Polyethylen (PE)-10 Schlauch
gezogen, der zuvor 24 h in 100 % Ethanol desinfiziert wurde und als Okkluder dient.
Mittels einer Kalt-Nadel (UNIMED, 8211, Kalt 3) wurden die Faden an der linken
Thoraxhélfte herausgezogen. Ein Fadenende wurde mit Hilfe der Kaltnadel im dritten ICR
ausgestochen, das andere aus dem bereits erdffnete vierten ICR geleitet. Dadurch diente
die vierte Rippe dem Okkluder als Hypomochlion, damit bei Zug an der Fadenschlaufe
der Blutfluss durch den RIVA komplett unterbunden wurde und gleichzeitig die Herzachse
nicht mechanisch stark beeinflusst wurde. Es erfolgte zur Lagekontrolle ein Okklusionstest
unter laufender EKG Aufzeichnung an den Extremitdten nach Einthoven. An die
entstandene Schlaufe der Fadenenden wurde hierfiir ein 5 g Gewicht gehangen (Eckle et
al., 2011). Dieses Vorgehen sicherte die korrekte Umschlingung des RIVA im
Herzgewebe (Scofield und Singh, 2016). Im Anschluss wurde sofort wieder reperfundiert
und die Faden gelockert. Der Okkluder verblieb zwischen Herz und Thoraxwand, die
freien, extrathorakalen Enden der 8-0 Ligatur zu einer Schlaufe gelegt, verknotet und in
eine zuvor praparierte subkutane Tasche gelegt, und der Thorax wurde wieder
verschlossen. Bei suffizienter Spontanatmung wurde extubiert und bis zum vollsténdigen

Erwachen durch eine Infrarotlampe im beheizten Kafig gewarmt.
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2.3.3. Myokardiale Ischamie

Die Mause erholten sich im verwendeten Closed-Chest Modell nach der OP flir 7 Tage
von der posttraumatischen Inflammation, um dann die Infarzierung mit zeitichem Abstand
zum OP-Trauma zu erhalten. Die Narkose hierfir erfolgte gewichtsadaptiert durch
Injektion von 5 - 10 ml/kg KG eines Gemisches aus 10 % Ketamin, 2 % Xylazin und 0,05
% Atropin (Kim et al., 2012b). Nach der zuvor beschriebenen Hautdesinfektion, der
Uberprifung der Schmerzabwehr und der Intubation wurde die Maus mit 21 % Sauerstoff
(Raumluft) kontrolliert beatmet. Durch die verdnderte Narkosefihrung sollen die
kardioprotektiven Effekte einer Isofluran-Narkose sowie Verfalschungen durch eine
erhohte Sauerstoffkonzentration verhindert werden (Chen et al., 2018; Feng et al., 2005;
Zaugg et al., 2002). Die Uberwachung der Korpertemperatur erfolgte erneut iber eine
rektale Sonde, da die Ausdehnung der InfarktgroRe auch proportional zur
Korpertemperatur verlauft (Chien et al., 1994). Nach minimaler Wiedereroffnung des
Hautschnitts wurde die subkutan liegende 8-0 Fadenschlaufe mobilisiert. Zur Okklusion
erfolgte der Zug durch Anhangen eines 5 g Gewichtes an die 8-0 Fadenschlaufe. Dies
ermdglichte gleichmaRige, bzw. vergleichbare Ischamien (Eckle et al., 2011). Der
Ischamieverlauf wurde Uber drei subkutane Nadelelektroden (ADInstruments, PowerLab
8/30 mit Animal Bio Amp) abgeleitet und EKG-kontrolliert sowie mittels Labchart (Labchart
7Pro, Version 7.3.5) aufgezeichnet. Eine ST-Streckenhebung von >0,5 fache der R-Zacke
galt als signifikant und markierte den Beginn der 30-minutigen Ischamie. Im Verlauf wurde
das EKG kontinuierlich kontrolliert und der Wundbereich feucht gehalten. Nach Abschluss
der verschiedenen InterventionsmalRnahmen wurde die 30-minttige Ischamie durch
Entfernen der Gewichte beendet. Die 8-0 Fadenschlaufe verblieb wieder im
Subkutangewebe und die Haut wurde wie bei der Initial-OP verschlossen, die Maus
extubiert und gewarmt. Nach Verschluss des Thorax erholten sich die Mause 7 bzw. 28
Tage. Wahrend der ersten 4 Tage fand alle 12 Stunden eine Gabe von 200 pg Temgesic
zur Analgesie statt. Je nach Versuchsgruppe wurde eine A151 Applikation vor bzw. nach

Ischamie durchgefiihrt oder komplett belassen.
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Abb. 8 Beispiel-EKGs

Bild A) zeigt ein Baseline-EKG; Bild B) ein Infarkt EKG nach 5min Okklusion; Bild C) zeigt
ein  EKG unmittelbar nach Entlastung des Okklusionsfadens; Bild D) zeigt das
Reperfusions-EKG 2 Minuten nach Entlastung des Okklusionsfadens

2.4. Messung der Herzfunktion mit dem Leitfahigkeits-Millar-Katheter

Wahrend bildgebende Verfahren wie Echokardiographie oder kardiales MRT funktionelle
Messungen liefern, sind diese Messungen in hohem MalRe abhangig von Vor- bzw.
Nachlast. Vor- bzw. Nachlast-unabhangige Messungen der kardialen Kontraktilitat und
Relaxation erfordern dynamische Messungen des ventrikularen Drucks und der
Volumenverhaltnisse tber eine Bandbreite von Vorlast und Nachlast. Dieses Verstandnis
der Druck-Volumen-Beziehung geht auf die wegweisenden Arbeiten von Sagawa und
Kollegen zuriick (Suga et al., 1980; Sunagawa et al., 1983). Die Untersuchung mit dem
Leitfahigkeitskatheter (Millar Instruments, SPR-839NR mit MPVS Ultra) liefert eben diese
detaillierten, Vor- bzw. Nachlast-unabhéangigen Informationen Uber die Herzfunktion
(Abraham und Mao, 2015). Sie ist der Goldstandard fur die funktionelle Beurteilung
hamodynamischer Parameter (Clark und Marber, 2013). Eine in-vivo-Anwendung dieser
Analysen wurde mit dem technischen Fortschritt und der Entwicklung von
Leitfahigkeitskathetern in den 1980er Jahren moglich. Diese ermdglichten es Kass und
Kollegen, Druck-Volumen-Schleifenanalysen am Menschen durchzufuhren (Kass et al.,
1999, 1988). Die Miniaturisierung der Leitfahigkeitskatheter und Verbesserungen der
chirurgischen Techniken in den spaten 1990er Jahren (Georgakopoulos et al.,, 1998)
machten die Analyse der Herzfunktion von Nagetieren mdglich. Dieser Fortschritt hat
schnell zu einer weit verbreiteten Anwendung der Druck-Volumen-Schleifen-Analyse

gefuihrt und viele Einblicke in die Herzphysiologie von Saugetieren ermoglicht (Cingolani
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und Kass, 2011). Die Leitfahigkeit bzw. der Leitwert entsprechen der Konduktanz und

werden im Folgenden synonym verwendet.

2.4.1. Prinzip des Leitfahigkeitskatheters

Die physikalische Grundlage bei der Verwendung von Leitfahigkeitskathetern und der
Interpretation der daraus gewonnenen Daten ist die Beziehung zwischen Volumen und
Leitfahigkeit. Der Leitwert ist negativ proportional zur Spannung, die mittels eines
Katheters gemessen wird, dessen proximale Elektroden in der Regel unterhalb der
Aortenklappe und dessen distale Elektroden am Apex des linken Ventrikels platziert
werden (Baan et al., 1984). Zwischen den Elektroden wird ein elektromagnetisches Feld
aufgebaut, in dem Anderungen der Spannung oder des Leitwertes durch Anderungen des
Stromflusses zwischen den Elektroden gemessen werden konnen. Der Leitwert des
Blutes ist abhéngig von Viskositat, Zusammensetzung und Temperatur und unterscheidet
sich deutlich von dem des myokardialen Gewebes. Der signifikante Anteil an der
Leitfahigkeit wird durch das Blut im Ventrikel beigetragen, gleichzeitig muss der Beitrag
der Ventrikelwand, der als parallele Konduktanz (Vp) bezeichnet wird, von der
gemessenen Leitfahigkeit subtrahiert werden, um absolute LV-Volumenmessungen zu
erhalten. Genau betrachtet beschreibt Vp den Anteil der Gesamtkonduktanz, der von den
Elektroden Uber das elektrische Feld erfasst wird, aber nicht zum intraventrikularen
Volumen gehort, also hauptsachlich das umgebende Myokard (Georgakopoulos und
Kass, 2000). Gleichzeitig misst ein Mikromanometer auf dem Katheter den
Herzinnendruck. So lassen sich nach Kalibrierung simultane Druck- und Volumendaten in
Echtzeit und wahrend der Herzaktion messen und der Herzzyklus in Form einer Druck-
Volumen-Kurve aufzeichnen. Die Methoden zur Durchfihrung dieser Korrektur, auch
Saline-Kalibrierung genannt, werden im Folgenden noch detailliert erklart (siehe 2.4.4.).
Die Umrechnung der erfassten Daten in Volumeneinheiten erfolgt anhand der Formel, die

von Baan et al. beschrieben wird:
V = (1/a) (pL2) [G-Gp],
wobei V das Volumen, a ein einheitlicher Feldkorrekturfaktor, p der Widerstand des

Blutes, L der Abstand zwischen den Elektroden, G der Leitwert und Gp die parallele
Konduktanz ist (Pacher et al., 2008). Bemerkenswert ist, dass der einheitliche
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Feldkorrekturfaktor bei Mausen aufgrund der kleinen Kammervolumina annahernd bei 1

liegt, also vernachlassigbar wird.

Wahrend der Messungen wird die Konduktanz als Spannungssignal in VoltL erfasst und
von der Software (Millar PV) automatisch in relative Volumeneinheiten umgerechnet. Die
Umrechnung der erfassten relativen Volumeneinheiten in reale Volumina erfolgt mittels
einer Kalibrierungsgeraden, die durch die sogenannte RVU-Kuvetten-Kalibrierung erstellt
wird. Auch diese wird im Folgenden noch erlautert. Die Aufzeichnung der Daten erfolgt
mittels MPVS Ultra (Millar Instruments) und PowerLab sowie Labchart, die Auswertung
mittels PVAN (Version 3.6, Millar Instruments).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass mit dem Leitfahigkeitskatheter eine Vielzahl
hamodynamischer Daten sowohl Vorlast-abhangig als auch -unabhangig in Echtzeit
erfasst werden kénnen. Da die Messung ein sehr invasives Verfahren darstellt, wird sie

fast nur im Tiermodell angewandt (Lee et al., 2003).

2.4.2. Narkose, Wiegen und Relaxation

Nach der inhalativen Narkoseeinleitung mit 2% Isofluran bei 0,5 L Sauerstoff/min erfolgte
zunéachst ein Wiegen der Versuchstiere. Das Mausgewicht wird in der Auswertung fur
gewichtsabhangige Parameter benétigt und ist daher als Messparameter sehr wichtig. Die
Verbringung der Maus auf den OP-Tisch sowie die Intubation erfolgte analog zu den
bereits beschrieben Vorgangen bei Infarzierung nach dem Wiegen auf der Feinwaage.
Um Atmungsartefakten bei der Messung der Druck-Volumen-Kurven entgegenzuwirken,
erfolgte eine intraperitonealen Applikation von Mivacurium in einer Dosierung von 1,2
mg/kg KG zur Relaxation. Die Narkoseaufrechterhaltung wahrend der Messung wurde

mit 1 % Isofluran und 0,5 Oz I/min durchgefihrt.

2.4.3. Katheterisierung des linken Ventrikels

Vor der eigentlichen Messung wurde der Millar-Katheter fir 30 Minuten in einer Spritze
mit 0,9 % NaCl Losung bei 37 °C aquilibriert. Nun folgte ebenfalls im Rahmen der
Vorbereitung die Druck-Eichung Uber das Programm MVPS Ultra Control (Millar
Instruments, Houston; Texas). Hierbei war darauf zu achten, dass die Sensoren an der
Wasser/Luft-Grenze des Katheters mit Flussigkeit bedeckt waren und kein direkten

Kontakt zur Spritze bestand.
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Zur Katheterisierung wurde der Intubationshautschnitt erweitert und die Speicheldrisen
sowie der M. sternocleidomastoideus dextra nach lateral mobilisiert. AnschlieRend wurde
die A. carotis communis dextra im medialen Halsdreieck aufgesucht und unter Schonung
des Nervus vagus freiprapariert. Es wurden proximal wie distal Blutsperren mittels 6-0
Seidenfaden angelegt. Nun wurde der Katheter mit Mikroinstrumentarium in die A. carotis
communis eingebracht und zunéchst bis an die Aortenklappe vorgeschoben. Hier folgte
eine Druckmessung in der A. aortae unter EKG-Kontrolle. Dann wurde der Katheter
kontrolliert retrograd in den linken Ventrikel vorgeschoben bis sich eine physiologische

ventrikulare Druck-Volumen-Kurve zeigte.

2.4.4. Saline Kalibrierung zur Ermittlung der parallelen Konduktanz
Die bereits beschriebene parallele Konduktanz ist Teil der Gesamtkonduktanz, mit der die
Ermittlung der Volumina erfolgt. Sie stort die Berechnung insofern, als sie zu erhéhten
Volumina fuhrt, wenn sie nicht herausgerechnet wird. Durch die intravendse Injektion
eines hypertonen Kochsalzlésungs-Bolus (10 ul, NaCl 15 %) kann man die parallele
Konduktanz aus der Gesamtkonduktanz ermitteln. Durch die Osmolaritatssteigerung
erhoht sich kurzzeitig das Konduktanzsignal, wahrend das intraventrikulare Volumen
gleich bleibt. Es kommt somit zu einer Erhdhung der Konduktanz im Ventrikel, wahrend
die parallele Konduktanz konstant bleibt. Die gemessenen enddiastolischen und
endsystolischen Konduktanzsignale werden von der Software automatisch in
Volumeneinheiten umgerechnet und sind proportional zueinander. Dies kann man sich zu
Nutze machen und die parallele Konduktanz berechnen, da alle anderen Faktoren (V(t)
und Korrekturfaktor a) gleichbleiben. Die sich daraus ergebende Geradengleichung lautet:
Ves= M *Ved + N
(Ves = endsystolisches; Ved = enddiastolisches Volumen; m = Steigung;
n = y-Achsenabschnitt)
Ihr Schnittpunkt mit der Geraden y=x ist definiert als das der parallelen Konduktanz
entsprechende Volumen (Pacher et al., 2008).
Technisch erfolgt die Bestimmung der parallelen Konduktanz nach Positionierung des
Katheters im linken Ventrikel. Die V. jugularis externa der linken Seite wird préapariert und
mit einer 10 pl Hamilton Spritze punktiert. AnschlieRend wurden drei Messungen nach
schneller Injektion von 10 pl 15 % NaCl Losung durchgefthrt.
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2.4.5. RVU-Kuvetten-Kalibrierung

Die Umrechnung der erfassten relativen Volumeneinheiten in reale Volumina erfolgt
mittels einer Kalibrierungsgeraden. Dafir wird nach Abschluss der Datenerfassung der
Thorax unter Durchtrennung der Rippen in der Medioklavikularlinie ertffnet. Mit einer
heparinisierten Spritze wird Blut aus dem linken Ventrikel in eine Kalibrierungskuvette
(Millar Instruments, 910-1049) mit mehreren Zylindern von bekannten Volumina gefullt.
Anschlieend wird in den Zylindern mit dem Leitfahigkeitskatheter die Konduktanz
ermittelt. Bei kontinuierlicher Messung unter Bewegung des Katheters in einem Zylinder
wird jeweils der hdochste RVU-Wert weiterverwendet. Anhand der in den Zylindern
gemessenen Konduktanz und der sich daraus ergebenden relativen Volumeneinheiten
wird die Kalibrierungsgerade zur Umrechnung in reale Volumeneinheiten erstellt (Pacher
et al., 2008).

2.4.6. Aufzeichnung hamodynamischer Daten

Fur die valide Messung hamodynamischer Daten ist die korrekte Positionierung des
Katheters im linken Ventrikel essentiell. Diese Position wird wie oben beschrieben
erreicht. Alle Druckmessungen wurden in Apnoe und Relaxierung durchgefuhrt, um
Storfaktoren durch die Beatmung oder diaphragmale Bewegungen zu eliminieren. Die
erfassten Daten werden mittels LabChart und PVAN ausgewertet. Folgende Parameter

wurden erfasst:

Ejektionsfraktion (EF): Die Ejektionsfraktion gibt an, wieviel Prozent des enddiastolischen
Volumens in der Systole aus dem Ventrikel ausgeworfen werden.

Cardiac Output (CO): CO entspricht dem Herzzeitvolumen (HZV). CO beschreibt das
Volumen des Blutes, das in einer festgelegten Zeitspanne vom Herzen gepumpt wird.
Ubliche Einheit ist Liter pro Minute, bzw. Herzminutenvolumen.

Cardiac Index (Cl): Der Cardiac Index oder Herzindex ist ein Parameter zur Beurteilung
der Herzleistung und berechnet sich aus dem Quotienten aus HZV und Korperoberflache.
Die Korperoberflache kann ausgehend von Korpergewicht (KG) und Korpergrol3e
berechnet werden. Bei Mausen errechnet sich der ClI vereinfacht als Quotient aus HZV
und KG.
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2.4.7. Entnahme und Aufbereitung der Mauseherzen

Nach analoger Anasthesie und Intubation zur Katheteruntersuchung erfolgte die
Eroffnung der Haut entlang der Mittellinie des Thorax und wurde bis zur Mitte des
Abdomens fortgefuihrt. Dann wurde das Diaphragma und die Rippen in der vorderen
Axillarlinie beidseits durchtrennt. Das Herz wurde durch Absetzen der Gefal3e aus dem
Thorax entnommen. Nach Waschen und Ausdriicken des Herzen in kardiopleger Lésung
(4 g NaCl p.A.; 1 g Natriumhydrogencarbonat; 2 g Glucose; 3 g 2,3-Butanedione
monoxime; 3,8 g EGTA; 0,0002 g Nifedipine; 2 ml Heparin 10000 U/L; 3,73 KCI, gel6st in
1L 0,9 % NaCl pH 7,2-7,5) wurde die Aorta ascendens mit einer 24 G Viggo kandliert und
mit 4-%iger Zink Formaldehydlésung pH 5,2 (Shandon Zinc Formal-Fixx Concentrate;
Thermo Scientific) mit einem Druckgradienten von 60 mmHg retrograd perfundiert
(Michael et al., 1999). Durch eine Inzision zwischen linkem Herzohr und linkem Atrium
wurde ein 26G Katheter mit einem 100 mm langem PE50 Schlauch eingefihrt.
Abschlie3end wurde das Herz in einem mit Zink Formaldehydl6sung gefillten Gefal3 fur
mindestens 12 Stunden (max. 24 Std) bei 7 °C gelagert. Die so fixierten Herzen wurden
anschlieend aus der Zink Formaldehydlésung entfernt, fir mindestens 2 Stunden mit
Leitungswasser gewassert und dann bis zur weiteren Verarbeitung in 70 % Ethanol bei 7-

8 °C gelagert.

2.5. Ausschlusskriterien

Bei den chirurgischen Methoden handelt es sich um technisch hdchst anspruchsvolle
operative Malinahmen, bei denen eine Vielzahl méglicher Komplikationen denkbar sind,
die zu einem Ausschluss der Tiere fihren. Die moéglichen Komplikationen wurden im
Rahmen der Projektvorbereitung erfasst.

Im Rahmen der chirurgischen Interventionen sind als Komplikationen gréf3ere Blutungen
durch  Verletzung epikardialer Venen und des RIVA sowie schwere
Herzrhythmusstorungen aufgrund der Manipulation am Herz denkbar. Aufgrund der
Thoraxeroffung kann es aul3erdem zu Ventilationsstorungen und nach Thoraxverschluss
zum Pneumothorax und gegebenenfalls Spannungspneumothorax kommen. Auch eine
postoperative Sepsis und Wundinfektionen gehoéren zum Spektrum der moglichen
Komplikationen. Im Rahmen der I/R kann es zu ausgedehnten Infarkten mit konsekutivem

Versterben des Versuchstieres kommen. Eine fehlende ST-Streckenhebung sowie ein
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fehlendes Reperfusions-EKG fuhren ebenso zum Versuchsausschluss. Bei der
Herzkatheterisierung sind Blutungen aus der A. carotis bzw. ein Abreil3en derselben beim
Einfihren des Katheters denkbar. Aul3erdem ist es moglich, dass sich der Katheter
aufgrund postoperativ entstandener intrathorakaler Verwachsungen nicht in das Herz
vorschieben lasst.

Insgesamt versterben im Rahmen eingetretener Komplikationen ca. 20 % der
Versuchstiere bzw. werden vorzeitig aufgrund von technischen Komplikationen aus dem

Versuch oder der Auswertung genommen.

2.6. Histologische Techniken

2.6.1. Fixierung zur histologischen Auswertung

Nach der bereits beschriebenen Entnahme der Herzen wurden diese fur die histologische
Auswertung 18 - 24 Stunden in Z-Fix (1 % Zinc Normal Fixx; Thermo Scientific,
Kalamazoo, US) im 15 ml Falcon Tube (Greiner, Frickenhausen, DE) im Kidhlschrank zur
Fixierung gelagert. Im Anschluss folgte eine Rehydrierung der Proben unter flieRendem,
kalten Leitungswasser fur ca. 2 - 4 Stunden und schlie3lich eine Lagerung in 70 %
Isopropanol (VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois FR) im Kihlschrank oder
direktes Einbetten. Vor Einbettung wurden die Herzen aus dem Alkohol entfernt, auf der
Feinwaage (Explorer, OHAUS GmbH, Giessen DE) gewogen und die Herzgewichte in
Excel notiert. AnschlieBend wurden die Herzen in einzelnen Histokastchen im
Gewebeeinbettautomat vom Typ Karussell Modell STP-120 (Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, DE) in aufsteigenden Isopropanol-Konzentrationen entwassert, dann in Xylol
aufbereitet und paraffiniert. Wir nutzten das Versuchsprotokoll Programm P1 des
Gewebeeinbettautomaten. Die eigentliche Einbettung erfolgte mit Paraffin (Typ 6 Richard
Allan Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) am Einbettautomat Microm EC-350-1/2
(Micron, Boise, ldaho, USA). Um eine gleichbleibende Lage der Herzen im Paraffin zu
gewahrleisten, wurden die Herzen mit der Klappenebene in Richtung Paraffinoberkante
fixiert. Durch Kuhlung der Paraffinblocke fur min. 1,5 Stunden bei -10 °C wurde eine
gleichmalige Qualitat der Paraffinstruktur gewéhrleistet. AnschlieRend wurden die

Proben bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C im Kiuhlschrank gelagert.
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2.6.2. Schnittanfertigung

Der Schnitt der eingebetteten Herzen erfolgte am Microtom von Leica Modell SM 2000 R.
Es wurden jeweils 10 Schnitte mit einer Dicke von 5 pm angefertigt, dann wurden 250 pm
Gewebe verworfen und eine neue Schnittebene & 10 Schnitte angefertigt. Schnittbeginn
war bei optischer Erkennbarkeit des beginnenden rechten und linken Ventrikels im
Gewebeblock. Die so entstandenen  Schnittserien ermoéglichten  mehrere
Auswertungsmethoden auf derselben Ventrikelh6he. Je nach Herzgro3e entstanden so
ca. 90-120 Schnitte bzw. 9-12 Schnittebenen. Die entstandenen 5 um starken Schnitte
wurden zuerstin ein 38°C warmes Wasserbad gelegt und dann mit einem Pinsel auf einen
Histobond® Objekttrager (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE) Ubertragen. SchlieRlich
gingen die Schnitte flir min. 24 h im Venticell® Heizschrank bei 42 °C in die Trocknung um

eine ausreichende Fixation auf dem Objekttrager zu gewéahrleisten.

2.6.3. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zunachst wurde zur Orientierung jeweils der erste Schnitt jeder 10er Schnittserie mit den
Farbstoffen Hamatoxylin und Eosin gefarbt (H&E-Féarbung). Sie ist eine Routinefarbung,
bei der das aufbereitete Hamatoxylin saure Strukturen, insbesondere Zellkerne, blau farbt
und das Eosin Strukturen, wie etwa die Plasmaproteine oder Kollagen, rotlich farbt. Man
spricht von eosinophilen Strukturen. Wir arbeiteten mit folgendem Farbeprotokoll:

Die Deparaffinierung der Schnitte erfolgte in 3 Xylolbadern & 10 Min. Danach wurde eine
absteigende Isopropanolreihe zur Rehydrierung von zweimal 98 sowie einmal 90 und 70
% Alkohol durchlaufen, um anschlielend kurz mit destilliertem Wasser den Alkohol
abzuspulen. Die Kernfarbung erfolgte in Hamatoxylinlésung (nach Mayer: 1 ¢
Hamatoxylin; 0,2 g NaJos; 50 g Kalialaun, 50 g Chloralhydrat; 1 g Zitronensaure; 1000 ml
Aquadest; 10 ml Hamalaunlésung (alle Substanzen von Fa. Merck KGaA, Darmstadt,
DE)) fur 5 Minuten. Die Schnitte wurden nun 5 Minuten unter flielRendem warmem Wasser
gewassert und dann in 0,5 % Eosin fur 1 - 2 Minuten plasmagefarbt. Anschlie3end wurde
dreimal in Agqua dest. gespult und es folgte die Differenzierung tUber 3 - 6-faches
Eintauchen in aufsteigender Reihenfolge in 70 und 90 % Isopropanol sowie zweimal 5
Minuten in 98 % Isopropanol. Vor dem Eindeckeln wurden die gefarbten Schnitte noch 3

X 7 Minuten in Xylol gebadet. Das Eindecken erfolgte mit Roti Histokitt Il Xylol |6slichem
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Eindeckmedium (Entellan VWR Art.Nr. 1079600500) und 18 x 18 mm Deckglasern. Alle

Arbeitsschritte wurden unter dem Abzug durchgefihrt.

2.6.4. Auswahl der histologischen Praparate; Hohenbestimmung am H&E Schnitt

Die Schnitte der jeweiligen Schnittserie eines Herzen, welche die H&E-Féarbung
durchlaufen haben, dienten der Hohenbestimmung zur weiteren Auswertung. Durch
dieses Verfahren konnten die unterschiedlich groRen Mauseherzen besser miteinander
verglichen werden. Benutzt wurde dazu ein Mikroskop von Olympus MODEL BX41TF mit
10X Objektiv: Zunéchst wurde die Hohe der Ligatur, der Einstichstelle des Fadens um
den RIVA, bestimmt. Sie kennzeichnet sich durch ein sehr zellreiches Perikard sowie
Myokard in der Umgebung der RIVA. Physiologisch liegt das Perikard dem Myokard als
lockere Verschiebeschicht auf, ohne einwandernde Entziindungszellen. Der Zellreichtum
begriindet sich durch die vorangegangene Inflammationsreaktion auf den Einstich. Es
wurden sowohl die ,Uber-Ligatur (noch keine Verwachsungen/Infiltrationen) als auch die
,Unter-Ligatur‘ (keine Verwachsungen/Infiltrationen mehr) Schnittebenen bestimmt. Die
dritte zu bestimmende Schnittebene war diejenige unter den Papillarmuskeln. Sie ist
definiert als Ebene, in der die drei isolierten Papillarmuskeln nicht mehr ins Ventrikellumen
reichen, sondern nur noch einzelne Trabekel als randstandige Vorwdlbungen erkennbar
sind. Die Papillarmuskelzellen haben im Gegensatz zu den langsgeschnittenen
Zellkernen des Myokards einen runden Zellkern. Diese Ebene definierte im Anschluss die
Schnittserie fir die Sirius-Rot (SR) Farbung, da davon auszugehen ist, dass auf dieser
Hohe die maximale Ausdehnung der Infarktnarbe liegt. Abhangig vom Pré&parat und
dessen Qualitat kann ggf. eine Ebene héher oder tiefer die ideale Hohe zur Auswertung
liegen, weshalb wir sowohl eine Ebene Uber wie unter der ,Ebene unter den
Papillarmuskeln“ Schnitte fur die SR-Farbung und Auswertung genommen haben. Dies
ermoglichte uns die Infarktnarbe auf insgesamt drei aneinander liegenden Schnittebenen

beurteilen zu kénnen und ein holistischeres Bild des Herzens gewinnen zu kdnnen.
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2.6.5. Sirius-Rot-Féarbung

Nach der Hohenbestimmung wurden von jedem Herzen drei verschiedene Ebenen wie
beschrieben mit SR gefarbt. Die SR Farbung ist eine histologische Farbetechnik, um
Kollagen im Gewebe anzufarben (Nielsen et al., 1998). Es stellt sich hellrot dar, wahrend
das gesunde Myokard hellgelb wird. Wir arbeiteten mit folgendem Farbeprotokoll:
Analoges Vorgehen beim Deparaffinieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte wie bei
der H.E. Farbung (siehe oben). Die Farbung erfolgte in Sirius Red 0,1 % (0,1 g Direkt 80
(Aldrich chemical Company, WI, USA) + 100 ml gesattigte Pikrinsaure 5 - 10 min stehen
lassen und filtrieren) fur 15 Minuten. Die Dehydrierung der gefarbten Préaparate erfolgte
durch 5 x Eintauchen in Aqua dest., 70 % und 90 % Isopropanol, 10 x Eintauchen in zwei
Badern mit 100 % Isopropanol und 15 x Eintauchen in drei Xylolbadern. Das Eindeckeln
erfolgte analog zur H.E. Farbung (alle Substanzen ohne explizite Angaben von Fa. Merck
KGaA, Darmstadt, DE).

2.6.6. a-SMAc Farbung

Diese immunhistochemische Farbetechnik dient dazu das a-Aktin der glatten
Muskelzellen (,alpha-smooth muscle actin®, a-SMAc) im Gewebe anzufarben. Das a-Aktin
wird sowohl von arteriellen Gefal3en wie auch Myofibroblasten im Gewebe exprimiert und
kann als Surrogatparameter fur Proliferations- bzw. Differenzierungsreize verwendet
werden. Die niedrigere Expression des o-SMAc dient als Hinweis auf reduzierte
Kollagenauf- bzw. umbauvorgénge. Bei der Farbung binden monoklonale Anti-Aktin-
Antikorper an das a-Aktin, wahrend die anderen Aktin Isoformen nicht detektiert werden.
Anschliel3end werden die Antikdrper mit einem Mouse on Mouse (M.O.M.)-Peroxidase-
Kit gefarbt und sichtbar gemacht. Entdeckt wurde die Farbung bereits 1986 (Skalli et al.,
1986).

Zur Vorbereitung fur die Farbung wurden die Objekttrager fir ca. 30 Minuten in 3 % H202
inkubiert und in PBS 2 x 5 Minuten ausgewaschen. Dann folgte eine Inkubation mit Maus
IgG-Block (MKB-2213-1, Vector Laboratories CA US, 3 Tropfen Stammldsung auf 10 ml
PBS) fur 60 Minuten und ein erneutes Auswaschen in PBS 2 x 5 Minuten. Fir das
Aufbringen des 1A4 SM-Aktin-Antikorperklons (a-smooth muscle actin monoclonal anti
mouse, A2547, Sigma-Aldrich US) mussten die Objekttrager zunachst mit M.O.M.-

Protein-Verdunnungslosung (480 ul Proteinkonzentratin 6 ml PBS) fur 5 Minuten inkubiert
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werden. Dann wurde der Antikorper mit der M.O.M.-L6osung 1:250 verdunnt (10 pl AK +
990 pl M.O.M.-L6ésung = 1:100, davon 800 ul + 1200 ul M.O.M.-Lésung = 1:250) und nach
dem Ausklopfen der Praparate fur 30 Minuten mit SM-Aktin AK. 1:250 inkubiert. Das
Eindeckeln erfolgte analog zur H.E. Farbung (alle Substanzen ohne explizite Angaben
von Fa. Merck KGaA, Darmstadt, DE).

2.6.7. Auswertung der histologischen Untersuchung

2.6.7.1. Sirius-Rot Kollagenauswertung

Die SR-gefarbten Herzschnitte wurden mit 4-facher VergroRerung (5 ms Belichtungszeit;
Lichtintensitat 4) fotografiert. Da bei 4-facher Vergrof3erung nicht der gesamte Ventrikel
auf ein Foto passt, wurden mit Hilfe der Analyse Software AnalySIS® 3.0 (Olympus Soft
Imaging System GmbH, 1999) mehrere Einzelaufnahmen eines Schnittes zu einem
Gesamtfoto zusammengefuhrt. Es wurde ein WeilRabgleich durchgefuhrt und eine
Umwandlung des Ubersichtsbildes aus dem RGB-Farbraum (RotGriinBlau) in ein HSI
(Hue Saturation Intensity) Abbild durchgefihrt. Durch diese Bildoptimierungen wurden
Kontraste verstarkt, um das Kollagen tiefrot und intaktes Myokard intensiv gelb
darzustellen. Durch die manuelle Nachbearbeitung der Aufnahmen mittels Photoshop
(Adobe Photoshop CS2 Vers.: 9.02; ©1990-2005) konnte Kollagen, das nicht zur
Infarktnarbe gehdrte (wie z.B. Perikard und GefalBwanden), sowie der fur die Auswertung
der Narbenflache irrelevante rechte Ventrikel aus dem Bild entfernt werden. Somit
entstand eine Aufnahme, die mit Hilfe des Programmes MakroPrisca (AnalySIS® 3.0
Version 2.8; Olympus Soft Imaging System GmbH, 1999) ausgewertet werden konnte.
Anschliel3end wurde der prozentuale Anteil des kollagendsen Infarktgewebes am linken
Ventrikel gemessen sowie die Gesamtflache der Kollagennarbe und die Flache des
Lumens im linken Ventrikel. Dies geschah, indem die weil3en Phasen, die leeren Flachen
im Testbild, den gefarbten Bereichen, insbesondere der ,Area of interest” (tiefrotes
Kollagen der Infarktnarbe), gegenibergestellt wurden. Die Markierung der jeweiligen
Bildbereiche fand lber Farbschwellenwerte statt, daher war eine vorherige sorgfaltige
Kontrolle des Kontrastes und der Bildqualitat unabdingbar. Die Farbschwellenwerte der
Auswertung wurden fir die jeweiligen Schnittebenen dokumentiert, um eine
gleichbleibende Qualitdt sowie Reproduzierbarkeit der Auswertung zu gewahrleisten. Die

gemessenen prozentualen Anteile der drei SR-gefarbten Ebenen eines Mausherzen
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wurden anschlieBend gemittelt, um eine durchschnittlichen Narbengrof3e fiir jedes Herz
angeben zu koénnen. Alle Ergebnisse wurden nach Versuchsgruppen sortiert in Excel
ubertragen und mit den verwendeten Farbschwellenwerten verknupft.

2.6.7.2. a-SMAc Auswertung

Die a-SMAc gefarbten Schnitte wurden mit 200-facher VergréRerung (2 ms
Belichtungszeit; Lichtintensitat 3-4) fotografiert. Es wurden immer drei Detailbilder des
Infarktareals angefertigt. Anschlie3end erfolgte die Nachbearbeitung mittels Photoshop
analog zur SR Auswertung und die Auswertung mittels MakroPrisca (AnalySIS® 3.0

Version 2.8; Olympus Soft Imaging System GmbH, 1999).

2.7. Statistik

Alle Ergebnisse sind als Median + Interquartilsabstand Xo,2s — Xo,75 (IQR) dargestellt. Nach
Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk fihrten wir einen one way ANOVA-
Test sowie einen Tukey's multiple comparison test (Tukey’s-Test) durch. Individuelle P <
0.05 wurde als signifikant betrachtet. GraphPad InStat Statistik Software Version 8.1
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) wurde fiUr die statistische Analyse genutzt.



2.8. Materalien und Geréte
2.8.1. Allgemeine Laborgerate
Laborgerat

Analysenwaage

Trockenschrank

Entwasserungskarussell

Ausgiel3station

Kihlplatte

Kihlschrank (+4°C)

Mikrotom

Streckplatte

Wasserbad

Vortex

Mikroskop
Mikroskopkamera
cellF

AnalySIS®

PVAN
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Hersteller

Explorer, OHAUS GmbH, Giessen DE

VenticellL, MMM Medcenter Einrichtungen GmbH,
Planegg DE

STP120, ehem. Microm jetzt ThermoFisher Scientific
Microm EC 350-1, ehem. Microm jetzt ThermoFisher
Scientific

Myr EC 350-2, ehem. Microm jetzt ThermoFisher
Scientific

Liebherr Modell UK 1524 Index 23D/001, Liebherr
GmbH, Ochsenhausen DE

Leica SM2000R, Techno-Med GmbH, Bielefeld DE
Leica HI 1210, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch DE

Leica HI 1220, Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch DE

Vortex Genie 2, Scientific Industries

Olympus BX41, Olympus, Hamburg DE

Olympus DP70

Olympus Software Image System (OSIS), Minster DE
Olympus Software Image System (OSIS), Munster DE

Millar Instruments, Houston, TX, US

Tabelle 1 Allgemeine Laborgerate
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2.8.2. Verbrauchsmaterialien & Chemikalien

Material bzw. Chemikalien Hersteller

Filterpapier MN 615 ¥ REF 531 018 (Macherey-Nagel, Diren DE)

Entellan Merck KGaA, Darmstadt DE

Objekttrager Marienfeld HistoBond, Paul Marienfeld GmbH & CoKG,
Lauda-Konigshofen DE

Deckglaser Walter-CMP GmbH & Co, Kiel DE

Lagerungsboxen SHUR/Stor Filing System, Triangle Biomedical Sciences,
Durham NC US

Hamatoxylin Merck KGaA, Darmstadt DE

Natriumiodat Merck KGaA, Darmstadt DE

Kalialaun Merck KGaA, Darmstadt DE

Chloralhydrat Merck KGaA, Darmstadt DE

Zitronensaure Merck KGaA, Darmstadt DE

Eosin G Losung 0,5% wassrig Carl Roth GmbH, Karlsruhe DE

Pikrinsaure AppliChem GmbH, Darmstadt DE

Direkt Red 80 Aldrich chemical Company, WI, USA

Entellan Merck KGaA, Darmstadt DE

Isopropanol VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois FR

Aqua dest. Behropur Wasservollentsalzer, behr Labor-Technik
GmbH, Dusseldorf DE

Xylol VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois FR

Paraffin Type 3, 6 & 9, ThermoFisher Scientific US

PBS Gibco, ThermoFisher Scientific US

Wasserstoffperoxid Merck KGaA, Darmstadt DE

M.O.M. IgG Block Vector Laboratories CA US

1A4 SM-Aktin-AK Sigma-Aldrich US

Tabelle 2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
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3. Ergebnisse

3.1. Effekte von STING” auf kardiale Funktion und Narbenbildung im Vergleich zu WT-
Mausen

3.1.1. Narbenbildung in STING” vs. WT

Bereits in den mikroskopischen Ubersichtsaufnahmen in 4-facher VergroRerung erkennt
man die Unterschiede in der Narbengrof3e. 28 Tage nach MI sieht man mikroskopisch
regelhaft groRere und solidere Infarktnarben bei den WT-Tieren als bei den STING™-

Tieren. Abbildung 10 zeigt hier einige reprasentative Herzschnitte.
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Abb. 9 Repréasentative Herzschnitte (eigene Aufnahme)
Die obere Zeile sind WT Tiere, die untere Zeile STING”. Alle Schnitte sind SR gefarbt,
das kollagen6se Narbengewebe zeigt sich hellrot.

Die Narbenbildung nach 28 Tagen post Ml wurde anhand der SR-Farbung planimetrisch
quantifiziert und zeigte sich wie in der Abbildung 10 dargestellt bei der STING”
Versuchsgruppe (n=10) im Median mit 8,1 % im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe
(n=12) mit Median 13,25 % signifikant verringert (Median 13,25 % (IQR 11,68 - 15,04 %)
vs Median 8,1 % (IQR 6,47 - 12,43 %)). Sowohl die WT (n=5, Median 1,13 % (IQR 0,72 -
1,87)) als auch die STING” sham Gruppen (n=5, Median 2,128 (IQR 1,65 - 2,34 %))
zeigen eine vernachlassigbar geringe Narbenbildung, was fir ein wenig invasives

operatives Vorgehen spricht.
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Abb. 10 Planimetrische Analyse der Narbenbildung in % des linken Ventrikels

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehler (SEM) ** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s multiple
comparison test (mean diff. 4,169; 95 % CI of difference 1,280 — 7,059); ns kennzeichnet
keinen signifikaten Unterschied (mean diff. -0,6936; 95 % CI of difference -4,961 - 3,574).
WT 28d post Ml n=12, STING”- 28d post Ml n=10, WT sham n=5, STING” sham n=5.

Auch bei detaillierter mikroskopischer Analyse unter 10-facher Vergréf3erung erkennt man
eindeutig in der STING” Gruppe eine geringere und verzweigtere Narbenbildung im
Vergleich zur WT Gruppe, die eher dichte und flachigere Narben zeigt. Dies spricht daftr,
dass das Remodelling in der STING” Gruppe vorteilhafter verlauft und bereits
abgeschlossen ist, wéahrend es bei WT noch im Gange ist, die Heilung also verzogert
stattfindet.
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SR WT 28d

Abb. 11 Reprasentative SR-Detailaufnahmen des linken Ventrikels 28 Tage nach 30-
minutiger Ischamie (eigene Aufnahme)

Die obere Zeile sind WT Tiere, die untere Zeile STING". Alle Schnitte sind SR gefarbt,
das kollagentse Narbengewebe zeigt sich hellrot.

Die a-SMAc-Farbung zeigt bei detaillierter mikroskopischer Analyse mit 10-facher
VergroRerung, dass sich in der STING”- Gruppe weniger Myofibroblasten darstellen als
bei den WT-Tieren. Dies spricht dafiir, dass der Gewebeumbau bei der STING”- Gruppe
vermutlich schon abgeschlossen ist, wahrend das Remodelling bei WT noch im vollen
Gange ist, die Heilung also verzdgert stattfindet.
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ASMACWT 7d

ASMAC STING”- 7d

Abb. 12 Reprasentative a-SMAc-Detailaufnahmen des linken Ventrikels 7 Tage nach 30-
minutiger Ischamie (Aufnahmen der Arbeitsgruppe)

Die obere Zeile sind WT Tiere, die untere Zeile STING”. Alle Schnitte sind a-SMAc
gefarbt, die Myofibroblasten sind beispielhaft mit schwarzen Pfeilen markiert.

3.1.2. Ejektionsfraktion & Cardiac Index bei STING” vs. WT

Die Ejektionsfraktion (EF) und der “Cardiac Index” (Cl) waren wie in der Abbildung 13 und
14 dargestellt bei der STING”- Versuchsgruppe (n=10) signifikant héher im Verhaltnis zur
Wildtyp-(WT)-Kontrollgruppe (n=12). Die EF betrug in WT-Mausen im Median 19 % vs.
38 % in STING™ (IQR 16 - 28 % vs. 33 - 41 %). Der Cl betrug im WT im Median 230 vs.
400 pl/min/gBW (IQR 189 - 318 vs. 347 - 486 pl/min/gBW). In den beiden sham Gruppen
(n jeweils 5) zeigte sich im Median eine vergleichbare EF und CI (35 % (IQR 31 — 40 %)
vs. 40 % (IQR 35 -45 %)) und somit eine vergleichbare OP-Technik (Tukey’s-Test (mean
diff. -4,496; 95% CI of difference -15,45 - 6,462). Dies steht im Einklang mit den

histologisch kleineren Narben der STING- Versuchsgruppe.
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Abb. 13 Statistische Analyse der Ejection Fraction (EF) in %

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehler (SEM). **** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test
(mean diff. -17,28; 95 % CI of difference -24,70 - -9,861); ns kennzeichnet das Fehlen
einer Signifikanz (mean diff. -4,496; 95 % CI of difference -15,45 - 6,462).

WT 28d post Ml n=12, STING 28d post Ml n=10, WT sham n=5, STING”- sham n=5.
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Abb. 14 Statistische Analyse des ,Cardiac Index” (ClI) in pl/min/gBW

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehler (SEM). ** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test
(mean diff. -150,9 pl/min/gBW; 95 % CI of difference -248,1 - 53,67); ns kennzeichnet das
Fehlen einer Signifikanz (mean diff. 11,16; 95 % CI of difference -132,4 - 154,7).

WT 28d post Ml n=12, STING”- 28d post Ml n=10, WT sham n=5, STING" sham n=5.
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3.2. Narbenbildung in TLR9” Tieren nach Prakonditionierung mit A151

Abbildung 16 zeigt zunachst die TLR9-Narbenbildung, planimetrisch quantifiziert anhand
der SR-Farbung, bei préakonditionierender Gabe von PBS, ODN-Ctrl. und ODN-A151 16h
vor 30-mindtiger Infarzierung. In TLR9” zeigt sich ein narbenreduzierender Effekt durch
ODN-A151 im Vergleich zur PBS -Kontrollgruppe (Median 17,41 % (IQR 13,75 - 19,01 %,
n=6) vs. Median 8,68 % (IQR 6,82 - 11,59 %, n=7)) sowie zur ODN-Ctrl.-Gruppe (Median
12,50 % (IQR 11,10 - 14,85 %, n=10) vs. Median 8,68 % (IQR 6,82 - 11,59 %, n=7)). Dies
zeigt, dass die A151 Applikation ihren Effekt nicht primar Uber den TLR9 Rezeptor ausiibt.
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Abb. 15 Planimetrische Analyse der Narbenbildung in % des linken Ventrikels in TLR9™
Mausen

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehler (SEM). * kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test
(mean diff. 3,771; 95 % CI of difference 0,2701 — 7,271); ns kennzeichnet das Fehlen
einer Signifikanz (mean diff. 3,306; 95 % CI of difference -0,5842 — 7,197).

PBS n=6, ODN-Ctrl. n=10, ODN-A151 n=7.
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3.3. Narbenbildung nach Prékonditionierung sowie therapeutischer Gabe mit A151
Abbildung 16 zeigt den Effekt von A151 auf die Narbengro3e bei prakonditionierender
sowie therapeutischer Gabe in WT-Mausen. Statistisch zeigt sich bei prophylaktischer
Gabe im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (n= 12, Median 12,50 % (IQR 12,23-14,86 %))
sowie zur ODN-Ctrl.-Gruppe (n=7, Median 12,42 % (IQR 10,49-14,19 %)) eine signifikante
Reduktion der Narbengrof3e bei ODN-A151 (n=9, Median 9,33 % (IQR 7,46-9,93 %)). Bei
therapeutischer Gabe stellt sich diese Reduktion in der ODN-A151-Gruppe (n=7, Median
8,33 % (IQR 7,41-12,24 %)) im Vergleich zur ODN-Ctrl.-Gruppe (n=10, Median 13,80 %
(IQR 11,39-16,08 %)) ebenso dar. Dies bestétigt die Wirksamkeit des ODN-A151.
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Abb. 16 Planimetrische Analyse der Narbenbildung in % des linken Ventrikels in WT-
Mausen

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehler (SEM). ** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test
(mean diff. 4,399; 95 % CI of difference 0,8360 — 7,963); * kennzeichnet einen
statistischen Unterschied im Tukey’s-Test (mean diff. 4,051; 95 % CI of difference 0,4074
— 7,695). PBS n=12, vor Infarzierung ODN-Ctrl. n=7, vor Infarzierung ODN-A151 n=9,
wahrend Infarzierung ODN-Ctrl. n=10, wahrend Infarzierung ODN-A151 n=7.
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3.4. Cardiac Index in TLR9' Tieren nach prakonditionierender Applikation von A151
Abbildung 17 zeigt den ,Cardiac Index“ (Cl) der prakonditionierenden TLR9 Tiere. Der
Cl ist bei der prakonditionierenden Applikation des ODN-A151 (n=8, Median 379,0
pl/min/gBW (IQR 358,0 — 450,1 pl/min/gBW)) signifikant hoher als bei der ODN-Ctrl.-
Gruppe (n=11, Median 232,4 pl/min/gBW (IQR 175,9 — 298,8 ul/min/gBW)) oder der PBS-
Vergleichsgruppe (n=7, Median 233,0 pl/min/gBW (IQR 189,2 — 282,7 ul/min/gBW)). Dies
zeigt ebenfalls, dass die A151 Applikation ihren Effekt nicht priméar tGber den TLR9
Rezeptor ausibt. Die funktionellen Ergebnisse decken sich mit den histologischen
Ergebnissen (siehe Abb. 16).
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Abb. 17 Statistische Analyse des ,Cardiac Index“ (Cl) in pl/min/gBW in TLR9"

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehle (SEM). ** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test
(mean diff. -160,3 pl/min/gBW; 95 % CI of difference -273,5 — -47,14 pl/min/gBW); ns
kennzeichnet das Fehlen einer Signifikanz (mean diff. -20,43 pl/min/gBW; 95 % CI of
difference -151,1 — 110,2 ul/min/gBW). PBS n=7, ODN-Ctrl. n=11, ODN-A151 n=8.
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3.5. Cardiac Index nach Prakonditionierung sowie therapeutischer Gabe mit A151

Abbildung 18 zeigt den Effekt von A151 auf den ,Cardiac Index“ (Cl) bei prophylaktischer
sowie therapeutischer Gabe in WT-Mausen. Statistisch zeigt sich bei prophylaktischer
Gabe im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (n=11, Median 92,31 ul/min/gBW (IQR 83,83
—172,9 pl/min/gBW)) sowie zur ODN-Ctrl.-Gruppe (n=6, Median 184,1 pul/min/gBW (IQR
151,0 — 247,6 pl/min/gBW)) eine signifikante Verbesserung des Cl bei ODN-A151 (n=9,
Median 364,6 ul/min/gBW (IQR 315,7 — 467,7 pl/min/gBW)). Bei therapeutischer Gabe
stellt sich diese Verbesserung in der ODN-A151-Gruppe (n=9, Median 399,2 ul/min/gBW
(IQR 285,9 — 538,2 pl/min/gBW)) im Vergleich zur ODN-Ctrl.-Gruppe (n=11, Median 246,4
pl/min/gBW (IQR 181,8 — 279,2 pl/min/gBW)) ebenso dar. Die funktionellen Ergebnisse

decken sich mit den histologischen Ergebnissen (siehe Abb. 16).
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Abb. 18 Statistische Analyse des ,Cardiac Index” (Cl) in pl/min/gBW in WT-Mausen

Die Streudiagramme (Scatterplots) zeigen das arithmetische Mittel sowie den
Standardfehler (SEM). ** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test
(mean diff. -179,3 pl/min/gBW; 95 % CI of difference -316,6 — -42,06 pl/min/gBW);
*** kennzeichnet einen statistischen Unterschied im Tukey’s-Test (mean diff. -182,6
pl/min/gBW; 95 % CI of difference -299,7 — -65,59 pl/min/gBW). PBS n=11, vor
Infarzierung ODN-Ctrl. n=6, vor Infarzierung ODN-A151 n=9, wéahrend Infarzierung ODN-
Ctrl. n=11, wéahrend Infarzierung ODN-A151 n=9.
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4. Diskussion

Ziel der Therapie eines akuten Ml ist neben dem Uberleben des Patienten das Ausmaf
des Infarktes bzw. die Reduktion der Herzfunktion moglichst gering zu halten. Als
Goldstandard gilt seit Jahren die schnellstmégliche Rekanalisation der Koronarstenose
oder des Koronarverschlusses, um so die schadigende Ischamiezeit mdglichst frih zu
terminieren. In den meisten Industriestaaten ist die Verfugbarkeit der perkutanen
Koronarangiographie (PCI) mittlerweile flachendeckend eingefuhrt, so dass sich die Zeit
bis zur Rekanalisation kaum noch verbessern l&sst.

Allerdings kommt es bedingt durch die Reperfusion zum Einwandern von
Entzindungszellen. Diese sekundéare Schéadigung (sterile Entziindungsreaktion) wird als
Reperfusionsschaden bezeichnet (siehe dazu auch 1.4). Durch den angestol3enen
Remodellingprozess kommt es zu kardialen Umbauprozessen (Yellon und Hausenloy,
2007). Ein groBBer Anteil des spateren Funktionsverlustes durch Narbengewebe wird
diesem Reperfusionsschaden zugeschrieben. Die Modulation des Reperfusionsschadens
ist Gegenstand intensiver Forschung. Jeglicher modulatorischer Ansatz der
therapeutischen Einflussnahme auf den Reperfusionsschaden schlug in der
Vergangenheit fehl. Zwar konnten Interventionen oder die Gabe von Medikamenten vor
der Ischamie (Préakonditionierung) im Tiermodell verbesserte Ergebnisse in der
Pumpfunktion zeigen (Bulluck und Hausenloy, 2015; Markowski et al., 2013; Murry et al.,
1986). Da die Behandlung mit dem jeweiligen Agens aber jeweils vor Induktion der
Ischamie erfolgen muss, fehlt die Ubertragbarkeit in den klinischen Alltag.

Die Modulation der Immunreaktion nach Ml gilt als klinisch vielversprechender Ansatz.
Sie bietet in der Praxis entgegen prophylaktischer Ansatze bei in vitro Protokollen den
Vorteil, dass sie therapeutisch nach durchgefiihrter Reperfusionstherapie appliziert
werden kann. Der STING-Signalweg steht im Zusammenhang mit der Erkennung von
Eigen-DNA als DAMP nach Ml und spielt eine wichtige Rolle in der Imnmunantwort auf den
MI. Potente und spezifische Inhibitoren des proinflammatorischen cGAS-STING-
Signalwegs sind daher vielversprechende Therapeutika fur die postischdmische
Behandlung des MI (Chen et al., 2016).

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass der STING-Signalweg eine

entscheidende Rolle bei Remodellingprozessen nach MI spielt. Zudem konnten diese
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Erkenntnisse erstmals pharmakologisch genutzt werden, um durch Gabe einer ODN
TTAGGG-Sequenz sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch das Remodelling nach
Infarkt zu beeinflussen. Es verringerte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe die
NarbengrofRe und mehrere kardiale Funktionsmessung fielen besser aus (EF, CI, CO). Im
letzten Schritt konnte gezeigt werden, dass die positiven Effekte alleinig STING-vermittelt
sind und die TLR9-Kaskade keinen oder nur einen verschwindend geringen

modulierenden Effekt zu haben scheint.

4.1. Rolle des STING Signalwegs bei Ml

Der myokardiale Zelltod, der wahrend eines MI auftritt, fihrt zur Freisetzung von grof3en
Mengen zelleiger DNA und triggert somit Uber DAMPs die Aktivierung steriler
Entziindungsprozesse, die dann von der angeborenen Immunabwehr ausgeldst werden.
Es wurde bereits gezeigt, dass sowohl ASC als auch AIM2 einen signifikanten Einfluss
auf die postischamische Inflation und Fibrosierung haben (Kawaguchi Masanori et al.,
2011). Um zu untersuchen, ob der STING-Signalweg einen Einfluss auf die
postischamische Narbenbildung und die Herzfunktion hat, haben wir STING” Tiere mit
WT Tieren in unserer ersten Versuchsgruppe verglichen. Diese erste Versuchsgruppe
war notwendig, da die STING™ Tiere in ihrer Infarktausdehnung und postischamischen
kardialen Funktion bisher nicht beschrieben wurden. Als Kontrollgruppe dienten jeweils
STING”sham und WT sham Tiere. Die Vergleichbarkeit der RIVA-Ligation wurde sowohl
Uber vergleichbare Infarkthohen im histologischen H&E Schnitt als auch durch die
Evaluation der intrainterventionellen EKGs gewébhrleistet.

Wir postulierten einen negativen Einfluss des STING-Signalwegs auf die Remodelling
Vorgange nach MI. In den histologischen SR Detailaufnahmen zeigte sich in der
STING™ Gruppe geringere und verzweigtere Narbenbildung im Vergleich zur WT Gruppe,
die eher dichte und flachigere Narben zeigte. Auch planimetrisch zeigten STING”- Mause
deutlich geringerer Mengen an Kollagen. Die reduzierte Myofibroblastenaktivierung in der
a-SMAc-Farbung (Chen und Frangogiannis, 2013) deutet nach sieben Tagen bereits auf
einen geringeren Kollagenumsatz bzw. -aufbau in STING knockout Tieren vs. WT-Tieren
hin, was auch die insgesamt kleinere Narbengrof3e nach 28 Tagen erklaren kénnte.
STING aktiviert IRF3 sowie eine Typ 1 Interferon Produktion. Aul3erdem fuhrt es zur

Freisetzung von NF-k, welches gemeinsam mit IRF3 in den Nukleus gelangt und dort
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Interferone und proinflammatorische Zytokine wie TNF, IL-13 und IL-6 exprimiert (Sun et
al., 2013). In Studien zeigen STING depletierte Mause eine beeintrachtige Typ 1
Interferon  Produktion nach MI. Die Unterbrechung der IRF3-abhangigen
Signalubertragung fuhrt zu einer verringerten kardialen Expression von inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen und einer verringerten kardialen Entziindungszellinfiltration
sowie zu einer verminderten ventrikul&ren Dilatation und einer verbesserten Herzfunktion
(King et al., 2017). STING spielt somit eine Schlisselrolle bei der postischdmischen
Inflammation und stellt daher ein potenzielles pharmakologisches Target dar.

In unserer Studie konnte erstmal gezeigt werden, dass ein knockout der STING
Signalkaskade in Mausen die Infarktgrof3e und die Herzfunktion nach Ml im Vergleich zu
den WT-Tieren verbessert. Die Ergebnisse unserer Versuche decken sich mit den
Ergebnissen von King et al. aus 2017, die zeigten, dass STING”’ Mause, ebenso wie
cGAS, IRF3 und dem Typ-1-Interferon-Rezeptor (IFNAR) depletierte Mause, ein besseres
Uberleben nach MI zeigen. Auch King et al. postulieren ein mdgliches therapeutisches
Ziel fur die Kardioprotektion nach Ml in Form von IRF3 und der Typ-1-Interferon Antwort
in toto. Die zeitliche Uberschneidung der Forschung unserer Arbeitsgruppe mit der
Gruppe um King et al. und die Konzentration auf andere Projekte fuhrten dazu, dass

unsere Erkenntnisse um die STING” Tiere bisher nicht publiziert wurden.

4.2. Rolle der A151 ODN Therapie

In unseren Versuchen reduzierte die Gabe von A151 ODN sowohl im prophylaktischen
wie auch im therapeutischen Versuchsprotokoll die Narbengréf3e und flhrte auch
funktionell zu einem verbesserten Outcome nach MI.

Die Verwendung immunsuppressiver ODNs bei der Behandlung von akuten und
chronischen Krankheiten wurde erstmals 2005 durch Klinman et al. postuliert (Klinman et
al., 2005). Die Gabe von TTAGGG-Multimere blockierte die Produktion von
proinflammatorischen und T-Helfer-Typ-1-Zytokinen, was eine therapeutischen
Verwendung weiter unterstitzte (Klinman et al.,, 2009). Ashman et al. postulierten die
Wirkung abseits des TLR9 Rezeptors, da die biologische Aktivitat immunsuppressiver
ODNSs nicht direkt mit TLR9 korrelierte (Ashman et al., 2011). Kaminski et al. zeigten 2013,
dass die Vorbehandlung von dendritischen Zellen und Makrophagen mit suppressiven
ODNs (A151) die AIM2-Inflammasom-Komplexbildung verhindert und die Induktion von
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Typ I IFN, TNFa und ISG als Reaktion auf zytosolische dsDNA aufhob (Kaminski et al.,
2013).

Zhao et al zeigten 2015, dass A151 beim Schlaganfall die IL-1B-Produktion durch
aktivierte Makrophagen aus dem Knochenmark reduziert. Weiterhin zeigten sie, dass
A151 die Reifung von Caspase-1 und IL-1(, die Spiegel der INOS- und NLRP3-Proteine
sowie die Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials in solchen Zellen
reduziert. Insgesamt stellten sie fest, dass A151 isch&mische Hirnschaden reduziert und
postulierten, dass die Modulation der ischamischen Pathobiologie durch A151 eine Rolle
bei der Entwicklung neuer Ischamiepraventions- und -therapiestrategien spielen (Zhao et
al., 2015). Steinhagen et al. zeigte 2018, dass A151 effektiv die Aktivierung von cGAS als
Reaktion auf zytosolische DNA hemmt und dadurch die Typ-I-IFN-Produktion durch
humane Monozyten hemmt, indem A151 mit DNA um die Bindung an cGAS konkurriert.
Diese suppressive Aktivitat von A151 war sowohl von der Telomeren-Sequenz als auch
vom Phosphorothioat-Ruckgrat abhangig (Steinhagen et al., 2018).

Bereits seit langerem ist bekannt, dass TLR9 die postischdmische Inflammation
beeinflusst und dass ODNs grundséatzlich auch mit TLR9 interferieren (Hemmi et al., 2000;
Kawai und Akira, 2010; Trieu et al., 2006). Markowski et al konnten bereits zeigen, dass
CpG-ODNs einen positiven prakonditionierenden Effekt Gber TLR9-Aktivierung vermitteln
(Markowski et al., 2013). Einige Gruppen zeigten, dass durch TLR9-Aktivierung eine
schitzende Wirkung Uber die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs wahrend der
zerebralen Ischamie-Reperfusionsverletzung und der myokardialen Ischamie-
Reperfusionsverletzung bei Mausen vermittelt wird (Cao et al., 2013; Lu et al., 2014).
Andererseits wurde auch gezeigt, dass eine TLR9-Aktivierung Uber die Aktivierung des
p38MAPK-Signalweg den myokardiale Reperfusionsschaden verstarkt (Xie et al., 2018).
Insgesamt bleibt also unklar, wie genau sich die Aktivierung bzw. Modifikation von TLR9
auf das Remodelling nach Ischamie auswirkt (Kumar, 2021). Unsere Versuche zeigten
jedoch, dass die Applikation von A151 auch in TL9 Knockout-Tieren zu einer Reduktion
der Infarktnarbe fuhrten, womit wir die TLR9 Signalkaskade als wesentlichen Effektorweg
ausschliel3en konnten.

Wir koénnen in dieser Arbeit erstmalig zeigen, dass die Gabe von A151 die
postischamische Phase nach MI positiv beeinflusst und sowohl auf zellularer Ebene als

auch auf funktioneller Ebene die Auswirkungen des Reperfusionsschaden wirkungsvoll
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abschwécht. Die Arbeitsgruppe um Li et al. zeigte im Einklang mit unseren Ergebnissen
jungst, dass die Hemmung des cGAS-STING-Signalwegs die Entziindungslast bei
Ischamie nach Schlaganféallen relevant verringert (Li et al., 2020).

4.3. Klinische Anwendbarkeit

Der therapeutische Ansatz ist dem prophylaktischen Ansatz in seiner Anwendbarkeit weit
Uberlegen, weil er nach stattgefundenem MI eingesetzt werden kann. Eine Prophylaxe
wurde eine breite Anwendung mit leichter Vertraglichkeit und gutem Kosten-Nutzen-
Verhaltnis voraussetzen, die bei unserem experimentellen Modell nur schwer postulierbar
scheint. A151 ODN und andere ODNs werden bereits in der Therapie zahlreicher
Autoimmun- sowie Infektionskrankheiten verwendet (Bayik et al., 2016b). Es gibt bereits
Ansatze zur klinischen parenteralen Applikation immunmodulatorischer ODNs (Klinman
et al., 2009; Scheiermann und Klinman, 2014). Neuere Studien beschaftigten sich
ebenfalls mit einer mdglichen oralen Applikation von ODNs mit vielversprechenden
Erkenntnissen im Mausmodell (Wang et al., 2015). Eine Ubertragung unseres
Therapieansatzes auf den Menschen ist daher grundsatzlich denkbar.

Limitierend sei erwéhnt, dass experimentelle Tiermodelle mit homogenen, gesunden und
gleichaltrigen Mausen nur sehr eingeschrénkt auf die klinische Praxis ubertragbar sind.
Typischerweise tritt ein Herzinfarkt in Deutschland zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr
auf, wahrend in den meisten experimentellen Studien am Tiermodell junge Tiere
verwendet werden. Es konnte bereits in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass mit
zunehmenden Alter der Tiere die Resistenz gegenuber Strategien zur Kardioprotektion
wie bspw. einer Pré- (Schulman et al., 2001) und Postkonditionierung zunimmt (Boengler
et al., 2009; Przyklenk et al., 2008). Weitere Faktoren, die das Ansprechen auf Strategien
zur Kardioprotektion beeinflussen wie bspw. das Geschlecht werden ebenfalls nicht
berlcksichtigt (Ferdinandy et al., 2007). Auch bestehende Komorbiditaten beeinflussen
das Outcome nach Ml (Przyklenk et al., 2008; Sivaraman et al., 2010; Wagner et al., 2008)
und sind im experimentellen Tiermodell nur schwer zu berlcksichtigen (Hausenloy et al.,
2010). Vor allem die im Kleintiermodell Ubliche Okklusion einer vorher gesunden
Koronararterie unterscheidet sich von dem MI durch Thrombosierung eines rupturierten
atherosklerotischen Plaques. Au3erdem wird im Tiermodell zur Vergleichbarkeit und im

Sinne einer hohen Sensitivitat eine konstante Ischamie- und Reperfusionszeit verwendet,
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wahrend im klinischen MiI-Kollektiv die relevante Ischamiezeit deutlich variabler ist -
regelhaft deutlich tGber 30 Minuten. Ergénzend ist eine residuelle Stenose bzw. sind
periphere tromboembolische Ereignisse nach klinischer PCI-Therapie wahrscheinlicher

als im Kleintiermodell (Heusch und Schulz, 2009).

4.4. Schlussfolgerung und Ausblick

Wir konnten in diesem Teilprojekt zeigen, dass der cGAS-STING-Signalweg eine
entscheidende Rolle bei postischamischen Remodellingprozessen spielt. Durch die
Modulation von DNA-erkennenden Rezeptoren wird die Inflammation im murinen
Herzinfarktmodell positiv beeinflusst, was zu einer kleineren Narbenbildung und zu einer
verbesserten Pumpfunktion fuhrt. Durch Applikation des Oligonukleotids A151 liefl3 sich
der positive Effekt des STING-knockouts auch in WT-Tieren imitieren — und dies sowohl
prophylaktisch als auch therapeutisch. Hier bietet sich der fur eine klinische Translation
wohl vielversprechendste pharmakologische Ansatz. Eine potenziell klinische Anwendung
unserer Ergebnisse wirde auf die intravasale Applikation des Oligonukleotid A151 bei

Patienten im Rahmen einer PCI abzielen.

Allerdings setzt die klinische Anwendung ein noch detaillierteres Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen im Tiermodell voraus. So spielen bei den STING”
Tieren - analog zu WT-Tieren - gewebsstandige Makrophagen (sog. tissue-resident
macrophages) eine entscheidende Rolle fur die Entstehung des Reperfusionsschadens
(O’'Rourke et al., 2019). Durch die Verwendung von Knochenmarkschimaren soll daher
im nachsten Forschungsschritt geklart werden, ob der protektive Effekt durch Depletion
von STING-knockout Knochenmark und Nativtransfer von WT-Knochenmark rtcklaufig
ist.

Von grol3er Bedeutung sind auf3erdem Versuche zur Erfassung langfristiger Effekte der
Gabe von A151-ODN auf Infarktausdehnung und insbesondere Herzfunktion, um einen
anhaltend positiven Effekt auch Uber den 28. Tag hinaus nachzuweisen. Die
Beeinflussung der Wirkung durch variable Faktoren wie Alter, Geschlecht, Komorbiditaten
und Medikamente sollte ebenso eruiert werden wie auch die extrakardialen Wirkungen

und Nebenwirkungen der Applikation von A151 ODN.
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5. Zusammenfassung

Zahlreiche experimentelle Strategien zur Therapie des Myokardinfarkts zielen auf eine
Reduktion des sogenannten Reperfusionsschadens ab. Dieser bezeichnet myokardiale,
vaskulare oder elektrophysiologische Dysfunktionen, die durch die Reperfusion von
ischdmischem Gewebe entstehen und schéadliche Inflammationsprozesse auslésen. Ein
groBer Anteil des spateren myokardialen Funktionsverlustes wird diesem
Reperfusionsschaden zugeschrieben. Bisher haben jegliche Versuche, diese negativen
Entzindungsreaktionen therapeutisch zu modulieren, fehlgeschlagen. Wir wissen, dass
die Immunantwort, insbesondere auf die zahlreich freiwerdende Eigen-DNA beim
ischamiebedingten myokardialen Zelltod, eine wesentliche Rolle bei der Entstehung des
Reperfusionsschadens spielt. Daher verfolgten wir mit unseren Versuchen die Absicht,
diese schadlichen Immunreaktionen besser zu verstehen und schlie3lich positiv zu
modulieren.

Zunachst untersuchten wir in einem etablierten Mausmodell den Effekt des STING
Knockouts in Bezug auf die postischamische Narbenbildung und Herzfunktion, da wir in
der STING-Signalkaskade einen vielversprechenden pharmakologischen Angriffspunkt
sahen. AnschlielRend haben wir untersucht, ob das inhibitorische Oligonukleotid A151 bei
therapeutischer Applikation eine Reduktion der postischamischen Fibrosierung und
Verringerung der kardialen Dysfunktion Gber den STING-Signalweg verursacht.

Durch unsere Versuche konnten wir in einem ersten Schritt eine signifikante Reduktion
der NarbengréR3e mit einhergehender Verbesserung der kardialen Funktionsparameter
durch den STING Knockout zeigen und somit unsere Hypothese zur Wichtigkeit des
STING Signalwegs stiutzen. Die Applikation des A151 Motivs flihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Narbengrol3e mit einhergehender Verbesserung der kardialen
Funktionsparameter. Wir zeigten auf3erdem, dass A151 auch bei TLR9 Knockout Tieren
positive Effekte auf die Infarktnarbenausdehnung vermittelt und dass der protektive Effekt
daher am ehesten Giber STING vermittelt wird und nicht tber den TLR9-Rezeptor, welchen
A151 auch hemmt.

Wir konnten in dieser Arbeit erstmalig zeigen, dass die Gabe von A151 die
postischamische Phase nach MI positiv beeinflusst und sowohl auf histologischer Ebene

als auch auf funktioneller Ebene den Reperfusionsschaden wirkungsvoll reduziert. Die
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Inhibition DNA-erkennender Rezeptoren durch A151 verspricht grof3es klinisches
Potenzial. Eine postischamische Therapie mit A151 ware prinzipiell denkbar, ahnliche
Ansatze werden bereits in experimentellen und klinischen Studien zu therapeutischen
Zwecken verwendet (Bayik et al., 2016b; Scheiermann und Klinman, 2014). Unsere
Erkenntnisse laden dazu ein, den vielversprechenden pharmakologischen Einsatz von

A151 genauer zu untersuchen.
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