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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Die meisten Todes- und Erkrankungsfille in den Industriegesellschaften sind auf
kardiovaskuldre Erkrankungen zuriickzufiihren [Murray und Lopez, 1997], deren Hauptursache
die Atherosklerose darstellt. Darunter versteht man eine chronisch entziindliche Erkrankung der
GefaBwand [Libby et al., 2002; Libby, 2002; Mills und Bhatt, 2004; Rader, 2000], die klinisch in
der Manifestation des akuten Koronarsyndroms [ACS: Instabile Angina Pectoris, nicht-ST-
Elevations-Myokardinfarkt (NSTEMI), ST-Elevations-Myokardinfarkt (STEMI)] kulminiert
[Trepels et al., 2004]. Obwohl die Risikofaktoren fiir die Atherosklerose seit Jahren bekannt sind,
steigt die Prdvalenz der koronaren Herzerkrankung in den entwickelten Léndern stetig an
[Boersma et al., 2003]. Auf der anderen Seite sind die Todeszahlen von Patienten mit koronarer
Herzerkrankung und darunter die mit ischdmischen Herzerkrankungen in den meisten
entwickelten Lindern gesunken [Kesteloot et al., 2002; Sans et al., 1997]. Im Jahr 2005 waren
nach Aussage des Deutschen Statistischen Bundesamtes 7,4% der Todesfdlle auf den
Myokardinfarkt  zuriickzufiihren, 7 Jahre davor (1998) waren es mnoch 9,6%
[Statistisches-Bundesamt, 2000; 2006].

Diese positiven Entwicklungen lassen sich darauf zuriickfiihren, dass der Myokardinfarkt
und die auf die Reperfusion folgende inflammatorische Reaktion (siehe Kapitel 1.2.3) in den
letzten 25 Jahren eingehend erforscht wurden. Dabei wurde deutlich, dass Reperfusion nach
Myokardinfarkt mit einer inflammatorischen Reaktion einhergeht, die das ischdmische Gewebe
initial zusétzlich schédigt, gleichzeitig aber eine wichtige Rolle bei der Heilung und
Narbenbildung des Myokards spielt [Entman et al., 1991]. Durch intensive Erforschung konnten
der Entziindungsreaktion nach Myokardinfarkt mit der Zeit viele verschiedene Mediatoren
zugeordnet werden, die in der inflammatorischen Kaskade nach Reperfusion eine bedeutende
Rolle spielen. Zusitzlich konnte man in einer grolen Anzahl von tierexperimentellen Studien
zeigen, dass man mit anti-inflammatorischen Strategien eine erhebliche Reduktion der
InfarktgroBe erreichen kann. Aber alle Versuche, den durch die Inflammation hervorgerufenen
Schaden zu  minimieren, schlugen bis jetzt in  klinischen  Studien  fehl

[Frangogiannis et al., 2002c].
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Obwohl bekannt ist, dass Reperfusion neben den positiven heilungsférdernden Effekten
auch einen sogenannten Reperfusionsschaden mit sich bringt, gilt die Reperfusion des Herzens
nach Myokardinfarkt mittlerweile als die beste therapeutische Moglichkeit. Es limitiert die
myokardiale Schadigung, die Expansion des Infarktes in das umliegende gesunde Gewebe und
erhoht SO gleichzeitig die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten
[Kim und Braunwald, 1993]. Dazu hat eine Reihe von experimentellen Versuchen und
Ergebnisse von randomisierten klinischen Studien bei Reperfusionstherapie nach Myokardinfarkt
beigetragen. Die aus den Studien gezogenen Schliisse haben die therapeutische Vorgehensweise
grundlegend verdndert und zu einer verminderten Krankenhaussterblichkeit und einer
verbesserten Langzeitprognose der Patienten gefiihrt, die die akute Phase des Infarktes iiberlebt
haben [Boersma et al., 2003]. Dabei gehen die abnehmenden Todeszahlen bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung mit steigenden Zahlen an Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz

einher [Reitsma et al., 1999].

1.1.1 Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der Intima mittelgroBBer und groBler Arterien, die
multifaktoriellen Ursprungs ist [Boersma et al., 2003]. Es handelt sich dabei keinesfalls nur um
eine zwangsldufig degenerative Erkrankung des Alters, sondern um eine chronisch entziindliche
Verianderung der Arterien, die bereits im jiingsten Alter beginnt [Lusis, 2000; McGill et al., 2000;
Stary, 1989]. Die Entstehungsursache der Erkrankung ist dabei allerdings noch nicht vollstindig
geklart. Es wird aber vermutet, dass die Anfinge auf Lésionen der Intima zuriickzufiihren sind,
die eine darauf folgende inflammatorische Reaktion auslosen [Ross, 1993]. Im Laufe der Zeit
kommt es zur Einlagerung von Lipiden, fibrosem Material und Mineralien in den Endotheldefekt
[Robbie und Libby, 2001]. Koronare Atherosklerose im fortgeschrittenem Stadium ist eine
“end-stage‘“-Erkrankung mit einem bereits jahrelangen klinisch asyptomatischen Verlauf der
Atherosklerose [Henderson, 1996]. Ist das Wachstum der arteriosklerotischen Lasion (Atherom)
so weit fortgeschritten, dass mehr als 60% des Lumens verschlossen werden, so kann die
Erkrankung klinisch manifest werden und sich durch Durchblutungsstérungen der Extremitéten,
Transitorische ischdmische Attacken (TIA) des Gehirns und Angina Pectoris Symptome
bemerkbar machen. Kommt es aufgrund von Fissuren, Plaquerupturen oder Auflagerung grofer

Thromben auf das Atherom zu einem volligen Verschluss der Arterie, so gipfelt der vor
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Jahrzehnten begonnene atherosklerotische Prozess in dem Auftreten einer akuten zerebralen

Ischdmie oder eines Myokardinfarktes [Fuster et al., 1992].

1.1.2 Myokardinfarkt

Das Herz ist ein Organ, welches wie fast alle Organe auf eine kontinuierliche Zufuhr von
frischem Blut angewiesen ist, um seine Funktionen aufrechterhalten zu kdnnen. Kommt es
aufgrund einer akuten atherosklerotischen Plaqueruptur zu einer Minimierung der
Sauerstoffversorgung, so folgt eine Minderversorgung des nachgeschalteten Versorgungsgebietes
mit Entstehung einer Myokardischdmie. Die Ischidmie ist dabei definiert als eine Inbalance
zwischen dem angebotenen und dem benétigten Sauerstoff [Fallon, 1996; Jennings, 1970]. Zu
einem Myokardinfarkt kommt es erst dann, wenn die Ischdmie so lange bestehen bleibt, dass sie
eine irreversible Schidigung des Myokards auslost. Dabei sind die Stirke und die Lénge der
Ischdmie, die bendtigt werden, um solch einen Myokardinfarkt auszuldsen, nicht festgelegt,
sondern von Faktoren wie Kollateraldurchblutung, vorhergehende ischdmische Ereignisse,
neurologische Reflexe, Aktivititslevel und aktuelle medikamentdse Therapie abhingig
[Fallon, 1996]. Von irreversibler Myokardschiddigung spricht man dann, wenn das
Ischdmieereignis so massiv war, dass die Kardiomyozyten selbst nach Wiederherstellung des
Blutflusses nekrotisch werden und ein Wundheilungsprozess mit Narbenbildung (Remodeling)

eingeleitet wird [Jennings et al., 1975].

1.1.3 Kardiales Remodeling

Unter kardialem Remodeling versteht man einerseits die aktiven und passiven
pathophysiologischen Verdnderungen in einem Myokardgebiet nach Myokardinfarkt, andererseits
auch das damit einhergehende adaptive Verhalten des nicht-ischdmischen gesunden Gewebes
[Ertl et al., 1993]. Es kommt dabei zu molekularen, zelluldren und interstitiellen Verdnderungen,
die sich klinisch als Verdnderung der HerzgroBe, der Herzform und der Herzfunktion
manifestieren [Cohn et al., 2000]. Diese adaptiven Prozesse ermoglichen es dem Herzen, auf die
nach Myokardinfarkt auftretenden Volumen- und Druckbelastungen entsprechend zu reagieren
und seine Funktionen weiterhin aufrechtzuerhalten [Meerson und Katz, 1983]. Kardiales
Remodeling ist somit eine pathophysiologische Reaktion auf eine myokardiale Ischdmie und

bestimmt entscheidend den weiteren Verlauf der Herzerkrankung. Deswegen ist das kardiale
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Remodeling aufgrund seiner bedeutenden Rolle bei der Heilung des Myokardinfarktes in den
letzten Jahren zum therapeutischen Interventionsziel zur Verbesserung der Narbenbildung nach

Myokardinfarkt geworden [Cohn et al., 2000].

1.1.3.1 Pathophysiologische Verinderungen beim kardialen Remodeling

Das kardiale Remodeling beginnt wenige Stunden nach Einsetzen der Ischdmie und
schreitet dann mit der Zeit weiter voran [Eaton und Bulkley, 1981; Hochman und Bulkley, 1982;
Korup et al., 1997]. Durch Ausfall der ischdmischen Kardiomyozyten nehmen die arbeitende
ventrikuldre Masse und die Koordination des Ventrikels ab und gleichzeitig nimmt das
enddiastolische Volumen zu: alles Einflussgréfien, die einen negativen Effekt auf die kardiale
Funktion haben [Anversa et al., 1991; Gaudron et al., 1993; Grossman et al., 1975; Hirose et al.,
1993]. Durch Dehnung und Verldngerung der Kardiomyozyten
[Anversa et al, 1991; Weisman et al., 1985], Ausdiinnung der ventrikuliren Wand
[McKay et al., 1986] und Dilatation des Ventrikels [Gaudron et al., 1993; Olivetti et al., 1990]
kommt es zu einer Verdnderung der geometrischen Form des Herzens [Douglas et al., 1989;
Mitchell et al., 1992]. Alles zusammen fiihrt zu einer verminderten ventrikuldren Pumpfunktion
und einem vermehrten endsystolischen Restvolumen [Cohn et al., 2000]. Um die Pumpfunktion
zu erhohen, kommt es langfristig zu einer kompensatorischen Aktivierung des neurohumoralen
Systems [Cohn et al., 1984] und zu einer Hypertrophie der nicht geschddigten Kardiomyozyten
[Anversa et al., 1991; Cohn et al., 1984; Weisman et al., 1985].

Auch auf zelluldrer und molekularbiologischer Ebene finden sich Verénderungen, die mit
dem Remodeling assoziiert und im Wesentlichen durch die Reperfusion mitbestimmt werden
(siche Kapitel 1.2). Kardiomyozyten werden nekrotisch [Tan et al., 1991] und apoptotisch
[Olivetti et al., 1997], Fibroblasten proliferieren [Villarreal et al., 1993] und lagern vermehrt
Kollagen ab [Weber et al., 1990], was letztendlich zu der Ausbildung einer Narbe im ehemals
ischdmischen Myokard fiihrt [Anderson et al., 1979], die wiederum eine irreversible

Einschriankung der Pumpfunktion zur Folge hat.
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1.2 Reperfusion

1.2.1 Reperfusion und Infarktausdehnung

Studien von Reimer und Jennings machten deutlich, dass die Ischimie in dem
kompletten Versorgungsgebiet einer Koronararterie (“Area at Risk™) nicht sofort nach
Ischdmiebeginn besteht, sondern erst {iber die Zeit entsteht. Dabei konnten sie nachweisen, dass
kurze ischdmische Episoden eine Nekrose des subendokardialen Myokardium auslésen und sich
mit steigender Ischimiedauer wellenféormig in Richtung Epikard und seitlich zur Grenze der
Ischdmierandzone (“Area at risk) ausbreiten. Dieses Phinomen wird allgemein als “Wavefront-

Phenomenon* bezeichnet [Reimer et al., 1977; Reimer und Jennings, 1979].

In Experimenten mit Hunden, die mit Pentobarbital anidsthesiert wurden, konnte
nachgewiesen werden, dass selbst nach 15 Minuten kompletter Ischimie die Kardiomyozyten
noch lebensfahig waren [Jennings et al., 1960; Jennings et al., 1985]. Wurde in dieser Zeit das
ischdmische Gebiet reperfundiert, konnte ein Infarkt verhindert und die zelluldren,
metabolischen, ultrastrukturellen und kontraktilen Funktionen konnten wiedererlangt werden.
Hielt die Ischidmie ldnger als 15 Minuten an, wurden mit Dauer der Ischdmie steigende Anzahlen
an Kardiomyozyten irreversibel verletzt, und die Reperfusion des Ischimiegebietes konnte den
Zelltod dieser Kardiomyozyten nicht mehr aufhalten [Reimer et al., 1993]. Nach 40 Minuten
Ischamie war fast die gesamte subendokardiale Zone irreversibel geschéadigt
[Jennings et al., 1960; Jennings et al., 1985], die mittlere und subepikardiale Region war nach
Reperfusion aber noch vital. Diese Ergebnisse zeigen, dass Reperfusion die noch nicht
irreversibel geschddigten Kardiomyozyten vor einer Ischdmie bewahren kann und die transmurale
Ausdehnung des Infarktes, abhingig von vorangegangener Ischdmiedauer, vermindert wird. Nach
90 Minuten Ischdmie konnte bei Hunden die Infarktausdehnung um bis zu 40% vermindert
werden, wenn das ischdmische Areal reperfundiert wurde. Nach 3 Stunden Okklusion konnte
durch Reperfusion die Infarktausdehnung noch um 35% minimiert werden. 6 Stunden nach
Ischdmiebeginn hatte der Infarkt seine volle Ausdehnung erlangt und die InfarktgroBe wurde
durch Reperfusion nicht mehr nachweisbar beeinflusst. Auch wenn durch Reperfusion nach
einem Tag Ischimie keine Limitierung der InfarktgroBe mehr nachweisbar war, so zeigten diese

Patienten eine Verbesserung der langfristigen Mortalitdt und Morbiditét [Reimer et al., 1993].
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1.2.2 Reperfusion und Reperfusionsschaden

Obwohl Reperfusion, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, die Infarktausdehnung limitieren
kann, wurde gemutmalt, dass Reperfusion auch potentiell den Tod von Kardiomyozyten auslosen
kann, die den Infarkt ohne Reperfusion iiberlebt hitten [Reimer et al., 1993]. Dieser
Mechanismus wird Reperfusionsschaden genannt. Er ist definiert als zelluldrer Tod oder zelluldre
Dysfunktion, verursacht durch die Wiederherstellung des Blutflusses in ein vorhergehendes
ischdmisches Gebiet [Birnbaum et al., 1997]. Es werden heute 4 Typen des Reperfusionsschadens
unterschieden: 1. der letale Reperfusionsschaden 2. der nicht letale Reperfusionschaden
(“myocardial Stunning®) [Bolli, 1990; Braunwald und Kloner, 1982] 3. Reperfusionsarrythmien
[Hagar et al., 1991; Manning und Hearse, 1984] und 4. Vaskuldrer Reperfusionsschaden

(“no-reflow-phenomenon®) [Kloner et al., 1974].

Waéhrend das  Auftreten des nicht letalen  Reperfusionsschadens, der
Reperfusionssarrythmien und des vaskuldren Reperfusionsschadens in Tierversuchen und
teilweise auch in klinischen Studien gesichert wurde, wird bis heute diskutiert, ob Reperfusion
wirklich in der Lage ist Kardiomyozyten tddlich zu schéddigen, die ansonsten iiberlebt hitten
[Birnbaum et al., 1997; Entman und Smith, 1994]. Bis jetzt war es nimlich nicht moglich, die
Kardiomyozyten zu definieren, die ohne Reperfusion weiter gelebt hétten, im Zuge der

Reperfusion aber nekrotisch geworden sind [Kloner, 1993].

Auf der anderen Seite haben Experimente an Tieren gezeigt, dass rechtzeitige
Reperfusion nicht nur einen fraglichen Schaden mit sich bringt, sondern auch myokardiale
Funktionen retten kann [Lavallee et al., 1983] und somit einen positiven Einfluss auf das
Uberleben der Patienten hat, auch wenn sich die InfarktgroBe nicht von der mit nicht
reperfundierter Okklusion unterscheidet [Baughman et al., 1981]. Auch klinische Studien haben
gezeigt, dass eine thrombolytische Therapie mit Reperfusion > 6 Stunden nach Symptombeginn
eine Verbesserung der ventrikuldren Funktionen mit sich bringt [Ellis et al., 1989; ISIS-3, 1988].
Diese Ergebnisse waren ebenfalls nicht auf eine starke Verminderung der Infarktgrosse

zuriickzufiihren [Reimer et al., 1993].

Durch experimentelle Studien an Tieren ist deutlich geworden, dass Reperfusion die
Wundheilung unterstiitzt und das ventrikulire Remodeling positiv beeinflusst, auch in

Situationen, in denen die Reperfusion nicht mehr rechtzeitig genug einsetzt, um die myokardiale
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Nekrose zu minimieren [Boyle und Weisman, 1993]. Eine wichtige Rolle spielt dabei die
inflammatorische Reaktion, die nach Infarktbeginn in dem ischdmischen Areal einsetzt. Sie ist
nach Reperfusion sowohl beschleunigt als auch verstirkt [Entman und Smith, 1994;
Frangogiannis et al., 2002c] und hat einen positiven Einfluss auf das kardiale Remodeling

[Entman et al., 2000].

1.2.3 Inflammation im reperfundierten Myokardinfarkt

Eine Myokardischamie wird von einer inflammatorischen Reaktion begleitet, die fiir die
Wundheilung und die Narbenbildung im Infarktgebiet erforderlich ist [Entman und Smith, 1994;
Frangogiannis und Entman, 1997; Frangogiannis et al., 1998a; Mehta und Li, 1999] und einen
wichtigen Einfluss auf  das ordnungsgemafe kardiale Remodeling hat
[Pfeffer und Braunwald, 1990]. Bei dieser inflammatorischen Reaktion sind viele verschiedene
Zellen beteiligt, die eine groe Anzahl an unterschiedlichen Mediatoren produzieren, welche

wiederum komplex miteinander reagieren.

Bei Tierexperimenten und in klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass es durch die
myokardiale Nekrose zur Bildung freier Sauerstoffradikale [Dhalla et al., 2000; Lefer und
Granger, 2000] und zu einer Komplementaktivierung kommt [Vakeva et al., 1998; Yasojima et
al., 1998]. Sowohl das Komplementsystem als auch freie Sauerstoffradikale induzieren mitunter
eine vermehrte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor-
Alpha (TNF-a), Interleukin-1-Beta (IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6) (siche Kapitel 1.3.1.1),
Chemokinen wie “Monocyte-Chemoattractant-Protein-1* (MCP-1), “Macrophage-Inflammatory-
Protein-1/-2 (MIP-1/-2) (siche Kapitel 1.3.1.1.1) und Angiogenesefaktoren wie
Thrombospondin-1 (TSP-1) (siehe Kapitel 1.3.1.3), was wiederum zu einer Hochregulierung von
Adhésionsmolekiilen in dem ischdmischen Gebiet fiihrt [Frangogiannis et al., 2002c; Hahne et al.,
1993; Sanders et al., 1992]. Als Adhidsionsmolekiile spielen die Selektine und Integrine [Ebnet
und Vestweber, 1999; Lasky, 1992; McEver et al., 1995], bei der Extravasation von neutrophilen
Granulozyten [Engler et al., 1986; Kukielka et al., 1995a], Monozyten [Birdsall et al., 1997;
Kumar et al., 1997] und Lymphozyten in das ischdmische Gebiet eine wichtige Rolle. Selektine
vermitteln dabei das Leukozyten-Rollen und die Adhésion an der Endothelwand, Integrine die
Transmigration. Nach Verlassen des GefaBes wandern die inflammatorischen Zellen entlang

eines von MCP-1 und MIP-2 gebildeten chemotaktischen Gradienten und erreichen damit die
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geschidigten Kardiomyozyten. Dabei produzieren und sezernieren sie proteolytische Enzyme, die
zytotoxische Effekte vermitteln, gleichzeitig aber auch bei der Beseitigung des toten
myokardialen Gewebes beteiligt sind. Dariiber hinaus kommt es durch eine Interaktion von
eingewanderten neutrophilen Granulozyten mit auf Kardiomyozyten exprimiertem “Intercellular-
Adhesion-Molecule-1“ (ICAM-1) zu einer direkten Kardiomyozytenschiddigung durch von
neutrophilen Granulozyten freigesetzte Sauerstoffradikale [Entman et al., 1992; Jaeschke und

Smith, 1997a; 1997b].

Der inflammatorischen Phase folgt die proliferative Phase, in der es zur Auflésung des
inflammatorischen Infiltrates und zur Abnahme der Leukozytendichte sowie zur Suppression der
Synthese von inflammatorischen Mediatoren kommt. Damit wird die Bildung eines
Granulationsgewebes durch von Makrophagen und Mastzellen sezernierte Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie den “Vascular-Endothelium-Growth-Factor (VEGF) und den “basic-
Fibroblast-Growth-Factor* (bFGF) und durch Kollagen produzierende aktivierte Fibroblasten

ermdglicht.

Die auf inflammatorische Stimuli hin eingewanderten Makrophagen reifen durch von
Monozyten/Makrophagen-Vorlduferzellen  freigesetzten  “Macrophage-Colony-Stimulating-
Factor* (M-CSF) und produzieren wihrend der proliferativen Phase den “Stem-Cell-Factor*
(SCF), der zu einer Einwanderung und Aktivierung von Mastzellen fiihrt, welche wiederum eine
wichtige Quelle fiir die Fibrose induzierenden Faktoren sind [Frangogiannis et al., 1998a;
Frangogiannis et al., 1998c]. Die aktivierten Mastzellen sind durch die Synthese und
Sezernierung von bFGF, VEGF und Tryptase bei der Immigration und Proliferation von
Fibroblasten beteiligt [Ruoss et al., 1991]. Eingewanderte Fibroblasten differenzieren sich,
mitunter durch die Wirkung von “Transforming-Growth-Factor-Beta®“ (TGF-B), zu
Myofibroblasten [Frangogiannis et al., 2002a; Frangogiannis et al., 2002b; Frangogiannis et al.,
2002c], die “Alpha-Smooth-Muscle-Actin® (a-SMAc) exprimieren und das Matricellular-Protein
Tenascin, welches ein Marker fiir aktives Remodeling darstellt [Frangogiannis et al., 2002a;
Frangogiannis et al., 2002b]. Nach deren Aktivierung sezernieren die Myofibroblasten grof3e
Mengen an extrazelluldren Matrix-Proteinen, die eine Grundlage fiir die Angiogenese darstellen
[Gailit und Clark, 1994], und auch Kollagen durch dessen Organisation es zur Bildung einer
stabilen Narbe im urspriinglich ischdmischen Myokardgebiet kommt [Frangogiannis et al., 2002a;

Frangogiannis et al., 2002b; Frangogiannis et al., 2002c]. Die Narbenbildung wird durch die
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Expression von Metalloproteinasen (MMPs) und ihre Inhibitoren “Tissue-Inhibitor-of-
Metalloproteinases” (TIMPs) reguliert, die um eine iiberschieBende Inflammation und
Narbenbildung zu verhindern, wiederum durch Mediatoren wie Interleukin-10 (IL-10) und

TGF-p beeinflusst werden (siehe Kapitel 1.3.1.2).

IL-10 und TGF-f spielen dabei aber nicht nur bei der Modulation der Narbenbildung
durch Inhibition und Stimulation von MMPs und TIMPs eine wichtige Rolle. Es wird vermutet,
dass IL-10 [Frangogiannis et al., 2000a] gemeinsam mit TGF- [Frangogiannis et al., 2001] dafiir
verantwortlich ist, dass die zu Beginn der Reperfusion vermehrt exprimierten “messenger-
Ribonukleinsduren (mRNA) von Chemokinen nach einem Tag Reperfusion wieder
herabreguliert werden [Dewald et al., 2004], wodurch es zur Auflosung der inflammatorischen

Reaktion und Induktion der Narbenbildung in dem ischdmischen Gebiet kommt.

1.3 Molekulare Mediatoren der Inflammation

1.3.1 Zytokine

Zytokine sind kleine Proteine, die bei der Regulation von Zellfunktionen in vielen
verschiedenen Geweben eine wichtige Rolle spielen. Von besonderem Interesse sind sie aber
aufgrund ihrer modulierenden Wirkung bei der Immunantwort. Sie konnen definiert werden als
von Leukozyten und anderen Zellen ausgeschiittete Polypeptide, die auf hamatopoetische Zellen
wirken und bei der Reaktion und Regulierung auf inflammatorische Stimuli und bei der
Immunantwort beteiligt sind [O'Shea et al., 2001]. Zytokine sind Molekiile mit vielféltigen
Eigenschaften: 1. Sie haben pleiotrope Wirkungen: Jedes Zytokin hat mehrere Zielzellen und
damit verbundene unterschiedliche Wirkungen. 2. Zytokine sind redundant: Eine bestimmte
Wirkung kann von verschiedenen Zytokinen vermittelt werden. 3. Zytokine konnen sich
gegenseitig aktivieren und beeinflussen und somit synergistisch als auch antagonistisch wirken

[O'Shea et al., 2001].

Zytokine bilden keine homogene Gruppe, die man anhand der gleichen
Aminosdurensequenz oder Tertidrstruktur klassifizieren konnte. Anfdnglich wurden sie,
ausgehend von den Zellen, die sie produzieren, Lymphokine oder Monokine genannt oder sie
wurden wie im Falle von Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-a) nach ihrer urspriinglichen

biologischen Wirkung bezeichnet. Eine andere Art, Zytokine zu klassifizieren, erfolgt anhand
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ihrer biologischen Aktivitit bei Entziindungsreaktionen. Einige Zytokine begiinstigen und
unterstlitzen die inflammatorische Reaktion und werden deswegen pro-inflammatorische
Zytokine genannt. Andere wiederum koénnen zwar auch pro-inflammatorische Teilwirkungen
haben, suppremieren als Hauptaktivitit aber pro-inflammatorische Mediatoren und werden
deswegen anti-inflammatorische Zytokine genannt. Zwischen den pro- und den anti-
inflammatorischen Zytokinen herrscht eine fein abgestimmte Balance, die entscheidend fiir den

Verlauf von Entziindungsreaktionen ist [Dinarello, 2000; Opal und DePalo, 2000].

1.3.1.1 Pro-inflammatorische Zytokine

Pro-inflammatorische Zytokine sind Molekiile, die an der Vermittlung und Verstirkung
einer inflammatorischen Reaktion beteiligt sind. Sie gehdren zu einer Kaskade von
Genprodukten, die normalerweise in gesunden Personen nicht exprimiert werden
[Dinarello, 2000]. Die Hauptvertreter pro-inflammatorischer Zytokine sind TNF-a und IL-1f.
Eine andere den Zytokinen zugeordnete Klasse sind die chemotaktischen Zytokine (Chemokine),

die auch pro-inflammatorische Wirkungen haben koénnen.

1.3.1.1.1 Chemokine: Chemotaktische Zytokine

Die Chemokine bilden eine Familie mit iiber 50 verschiedenen, aber strukturell dhnlichen
Proteinen, die chemotaktische Eigenschaften besitzen [Baggiolini et al., 1997; Baggiolini, 2001,
Clark-Lewis et al., 1995; Rollins, 1997]. Die meisten Chemokine bestehen aus 70-130
Aminosduren und enthalten mindestens 4 Zysteine zwischen denen sich 2 Disulfidbriicken
ausbilden: eine zwischen dem ersten und dritten, die zweite zwischen dem zweiten und vierten
Zystein. Die Disulfidbriicken sind dabei mafigeblich an der Tertidrstruktur der Chemokine
beteiligt [Baggiolini et al., 1997; Baggiolini, 2001; Kim und Broxmeyer, 1999]. Die
Chemokinfamilie wird weiterhin unterteilt in CC-, CXC- und CX3C-Subklassen, die klassifiziert
werden anhand der Anzahl an Aminosiduren zwischen den ersten beiden Zysteinen
[Zlotnik und Yoshie, 2000]. In der CXC-Subklasse wird weiterhin unterschieden, ob zwischen
dem N-Terminus und dem ersten Zystein eine Aminosduren-Sequenz aus Glutamin-Leucin-
Arginin (ELR-Sequenz) vorhanden ist. Chemokine wie z.B. MCP-1, die diese ELR-Sequenz
aufweisen, besitzen chemotaktische und aktivierende Eigenschaften auf neutrophile Granulozyten

[Clark-Lewis et al., 1991; Clark-Lewis et al., 1995], dariiber hinaus aber auch angiogene Effekte
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[Koch et al.,, 1992]. CXC-Chemokine wie z.B. “Interferon-y-Inducible-Protein-10*“ (IP-10),
welche die ELR-Sequenz nicht aufweisen, sind auf mononukledre Zellen relativ schwach
wirkende chemotaktische Faktoren, zeigen aber in der Prdsenz von pro-angiogenen Faktoren wie
Interleukin-8  (IL-8) oder bFGF einen  ausgeprdgten  angiostatischen  Effekt
[Angiolillo et al., 1995].

1.3.1.1.1.1 Funktion von Chemokinen

Chemokine spielen eine wichtige Rolle sowohl bei der Fortbewegung von Leukozyten
im normalen Gewebe als auch bei Inflammation. Homeostatische Chemokine werden dabei
konstitutiv in bestimmten Geweben exprimiert und sind verantwortlich sowohl fiir das
Einwandern von Leukozyten in das Gewebe als auch fiir deren Formation in lymphoiden
Organen [Clark-Lewis et al., 1995; Zlotnik und Yoshie, 2000]. Durch inflammatorische und
immunologische Stimuli hochregulierte und sezernierte Chemokine interagieren hauptsédchlich
mit vom  Knochenmark  gebildeten Zellen wund beeinflussen ihre  Funktion
[Gerard und Rollins, 2001; Moser und Loetscher, 2001]. Bevor sie ihre chemotaktischen
Wirkungen {iber Guaninnukleotid-bindendes Protein (G-Protein) gekoppelte Rezeptoren
[Thelen et al., 1988; Zlotnik et al., 1999] vermitteln konnen, miissen Chemokine von
Glykosaminoglykanen immobilisiert werden, die sich auf Zellen oder einer extrazelluldren
Matrix befinden [Middleton et al., 2002; Webb et al., 1993]. Dabei beschrankt sich die Wirkung
der Chemokine nicht nur auf die Chemotaxis von Zellen [Gerard und Rollins, 2001]. Sie kdnnen
auch die Adhésion von Leukozyten [Gerszten et al., 1999], deren Aktivierung und Degranulation
vermitteln und beeinflussen viele andere nicht zum Immunsystem gehdrende Zellen wie
Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Stromazellen, Nervenzellen und Epithelzellen

[Rollins, 1997].

Die Expression von Chemokinen konnte in einer Reihe von Erkrankungen nachgewiesen
werden, die mit Gewebsverletzungen und Leukozyteninfiltration assoziiert werden
[Gerard und Rollins, 2001]. Tierexperimentelle Studien und Untersuchungen an Menschen haben
gezeigt, dass Chemokine unter anderem bei der Pathogenese von Multipler Sklerose,
Rheumatoider Arthritis und Neoplasien beteiligt sind [Frangogiannis, 2004]. Zudem wird
Chemokinen heutzutage auch eine potentielle Rolle bei der Entstehung von kardiovaskuldren

Erkrankungen zugesprochen. Sie konnten in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden
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[Mach, 2001; Shin et al, 2002], aber auch bei der Abstoungsreaktion nach
Herztransplantationen [Haskell et al., 2001; Yun et al., 2004]. Auch beim Myokardinfarkt konnte
eine Induktion von Chemokinen wie MCP-1, MIP-1a und IP-10 im ischdmischen Myokard
beobachtet werden [Frangogiannis et al., 2001; Kukielka et al., 1995b; Kumar et al., 1997;
Lakshminarayanan et al., 2001]. Dariiber hinaus weisen Ergebnisse aus experimentellen Studien
darauf hin, dass Chemokine bei der Entstehung und Reparatur des myokardialen Schadens nach
Ischdmie und Reperfusion (I/R) involviert sind und auch bei der Pathogenese der ischdmischen

Kardiomyopathie eine Rolle spielen [Frangogiannis et al., 2002b].

1.3.1.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-f3 blockieren oder suppremieren die
inflammatorische Kaskade, die durch pro-inflammatorische Zytokine ausgeldst und erhalten

wird. Dies geschieht mitunter dadurch, dass sie die Synthese von IL-1p und TNF-o hemmen.

1.3.1.2.1 Interleukin-10

IL-10 gehort zu den anti-inflammatorischen Zytokinen und wurde urspriinglich als
“Cytokine-Synthesis-Inhibitory-Factor“ (CSIF) beschrieben, da es, von T-Helfer-2-Zellen
(THy-Zellen) produziert, die Aktivierung und Zytokinproduktion von T-Helfer-1-Zellen
(TH,-Zellen) inhibieren konnte [Fiorentino et al., 1989]. Durch weiterfiihrende Studien wurde
deutlich, dass der inhibitorische Effekt auf TH;-Zellen indirekt durch die Hemmung von
akzessorischen Zellfunktionen durch Makrophagen oder Monozyten vermittelt wird
[de Waal Malefyt et al., 1991a; Ding und Shevach, 1992; Fiorentino et al., 1991a; Hsu et al.,
1992].

IL-10 wird von aktivierten Monozyten/Makrophagen und T-Zellen produziert und ist bei
der Regulation von inflammatorischen und immunologischen Reaktionen beteiligt. Sein
Wirkungsspektrum ist multifunktional und es hat diverse Effekte auf hematopoetische und nicht
hematopoetische Zellen. IL-10 hemmt die Synthese und die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-1f, IL-6, IL-8 und TNF-a von Lymphozyten,
Makrophagen/Monozyten [Bogdan et al., 1991; Fiorentino et al., 1989; Kaur et al., 2006] und
neutrophilen Granulozyten [Cassatella et al., 1993; Wang et al., 1994]. Sein inhibitorischer Effekt

auf die Produktion von TNF-a und IL-1 ist dabei entscheidend fir seine anti-inflammatorische
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Wirkung [Moore et al., 2001]. IL-10 hemmt aber auch die Produktion von CC- (MCP-1, MIP-1a)
und CXC-Chemokinen (IP-10) durch aktivierte Monozyten/Makrophagen
[Berkman et al., 1995b; Kopydlowski et al., 1999]. Diese Chemokine sind, wie bereits
beschrieben, bei der Rekrutierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten in das
inflammatorische Gebiet beteiligt, so dass IL-10 die Expression von Chemokinen hemmt die mit

der inflammatorischen Reaktion assoziiert sind [Moore et al., 2001].

Die ganze Bedeutung von IL-10 als anti-inflammatorisches Zytokin wurde erst durch
Studien mit IL-10-defizienten-Mé&usen (IL-lO'/') deutlich. IL-10"-Miuse entwickelten
inflammatorische Darmerkrankungen (Enterokolitis) und andere {iberschieBende nicht
physiologische inflammatorische Reaktionen [Berg et al., 1995a; Berg et al., 1995b; Kuhn et al.,
1993]. Durch diese Erkenntnisse riickte IL-10 als anti-inflammatorisches Zytokin in den
Vordergrund des wissenschaftlichen Interesses. In darauf folgenden Studien konnte die
Produktion von IL-10-mRNA bei inflammatorischen Prozessen in einer Reihe von Tiermodellen
nach Reperfusionsschaden in Leber, Gehirn, Niere und Darm, demonstriert werden
[Goes et al., 1995; Le Moine et al., 1997, Zhai et al., 1997]. Auch bei Patienten nach
Myokardinfarkt mit nachfolgender Reperfusion konnte IL-10 im Plasma nachgewiesen werden
[Shibata et al., 1997; Sugita et al., 1996]. Bei Studien, die an Patienten nach akutem
Myokardinfarkt durchgefiihrt wurden, zeigte sich, dass das Plasmalevel von IL-10 nach
Myokardinfarkt einen prognostischen Wert fiir den weiteren klinischen Verlauf und dessen
Komplikationsraten (Mortalitdt, Reinfarkt, zerebrale Ischdmie) darstellt [Heeschen et al., 2003;
Seljeflot et al., 2004]. Auch bei Versuchen an der Ratte konnte die protektive Eigenschaft von
IL-10 nach myokardialer Ischimie nachgewiesen werden. Ratten, denen in einem kardialen
I/R-Modell 15 Minuten vor Reperfusion IL-10 (100 pg/Ratte) von auBlen zugefiihrt wurde,
zeigten einen signifikant kleineren myokardialen Schaden als die Vergleichstiere
[Hayward et al., 1997]. IL-10"-Miuse hingegen, die einer Koronarligatur ohne Reperfusion
unterzogen wurden und kein IL-10 zugefiihrt bekamen, wiesen eine verstirkte inflammatorische
Reaktion, eine vergroBerte Infarktausdehnung und eine erh6hte Mortalitdt auf, die assoziiert war
mit erhohtem TNF-a Plasmalevel, einer verstiarkten Expression von ICAM-1 und vermehrter

Infiltration von neutrophilen Granulozyten [Yang et al., 2000].
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1.3.1.2.2 Transforming-Growth-Factor-Beta-1

Obwohl der zu den Zytokinen gehdrende “Transforming-Growth-Factor® seinen Namen
urspriinglich fiir seine Fahigkeit erhielt, den Phénotyp von kultivierten Zellen zu transformieren
[Moses et al., 1981; Roberts et al., 1981], konnte die Aktivitit des TGF-f3 ebenfalls bei der
Inhibition von Tumorwachstum gefunden werden [Markowitz und Roberts, 1996] wie auch in
vielen anderen biologischen Abldufen. Der TGF-B hat diverse, auch widerspriichliche Effekte auf
Zellen, wo er, abhidngig vom Zelltyp und dem Zellumfeld, Wachstums- und
Entwicklungsprozesse stimuliert oder inhibiert [Moses und Serra, 1996]. Ebenfalls beteiligt ist er
bei der Auslosung und Aufldsung von inflammatorischen Prozessen und bei der Gewebsheilung

[McCartney-Francis und Wahl, 1994].

Bei Sdugetieren gibt es drei voneinander getrennte Gene, die flir drei verschiedene, aber
miteinander verwandte TGF-B-Isoformen codieren. TGF-B1,-f2, und -B3 werden unabhingig
voneinander exprimiert und vermitteln eine Vielzahl an verschiedenen Effekten
[Letterio und Roberts, 1996; Sanford et al., 1997]. Die am hiufigsten auftretende Isoform ist
TGF-B1, die beim Zellwachstum, der Zelldifferenzierung und Immunmodulation beteiligt ist
[Sporn und Roberts, 1990]. Die Regulation der TGF-f-Mengen ist von entscheidender Bedeutung
fiir die Gesundheit von Sédugetieren. Zu wenig vorhandenes TGF-B wie bei TGF-B1-, -f2-, oder
-[33-'/'-Méiusen ist nicht mit dem Leben vereinbar [Kaartinen et al., 1995; Kulkarni et al., 1993;
Shull et al., 1992]. Die Bildung von zu viel TGF-B1 hat ebenfalls katastrophale Konsequenzen.
Uberexpression von TGF-B1 fiihrt entweder zum intrauterinen Tod oder zu Organpathologien,

die das Individuum auf Dauer nicht iiberlebt [McCartney-Francis und Wahl, 1994; Wahl, 1994].

Als ubiquitdr auftretendes Molekiil wird TGF-f1 in nahezu allen Zellen des
kardiovaskuldren Systems wie Myozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Blutzellen,
exprimiert [Lefer et al., 1993]. Dabei wird TGF-f1 von den meisten Zellen als inaktive Form

sezerniert und extrazellular durch diverse Faktoren, mitunter reaktive Sauerstoffmolekiile

[Barcellos-Hoff und Dix, 1996] und TSP-1, aktiviert [Schultz-Cherry und Murphy-Ullrich, 1993].

Untersuchungen von Moses et al. [Moses et al., 1990] wiesen darauf hin, dass TGF-1
eine Rolle bei der kardialen Entwicklung und Funktion spielt. Folgende experimentelle Studien
konnten eine vermehrte Generierung von TGF-B1-mRNA nach I/R im betroffen Myokardgebiet
nachweisen [Herskowitz et al.,, 1995; Mehta et al., 1999]. Weiterfilhrende Studien in
verschiedenen I/R-Modellen wie bei der Myokardiale I/R in der Ratte [Baxter et al., 1999; Chen
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et al., 2003; Lefer et al., 1990; Mehta et al., 1999] und in der Katze [Lefer et al., 1993] deuteten
sogar darauf hin, dass TGF-B1 eine kardioprotektive Funktion hat. Uber welchen Mechanismus
genau TGF-B1 seine kardioprotektive Wirkung entfaltet, ist derzeit aber noch nicht genau
bekannt. Lefer und Kollegen [Lefer et al., 1993] konnten in ihren Versuchen mit Katzen, denen
30 Minuten vor Reperfusionsbeginn 20 pg/kg Korpergewicht TGF-B1 verabreicht wurde, nicht
nur nachweisen, dass die postischdmische Nekrose verringert, sondern auch dass die Erhaltung
der endothelialen Funktion gewihrleistet wurde. Dies zeigte sich in einer gleichbleibenden
Freisetzung von “Nitric Oxide* (NO) [Moncada et al., 1989; Palmer et al., 1987] und einer
verminderten Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit dem Endothel. Die Erhaltung der
endothelialen Integritdt ist dabei ein kritischer Mechanismus bei den protektiven Effekten von
TGF-B1 nach I/R, da das Endothel durch die Adhidsion von neutrophilen Granulozyten,
entscheidend bei der Entstehung des frithen Reperfusionschadens beteiligt ist
[Ma et al., 1991; Tsao et al., 1990]. NO soll, wie in anderen Studien demonstriert, einen der
Wirkung von TNF-a und Sauerstoffradikalen entgegengesetzten Effekt haben [Aoki et al., 1989;
Furchgott und Vanhoutte, 1989] und damit zu der protektiven Wirkung von TGF-B1 beitragen
[Espevik et al., 1988; Lefer et al., 1990].

1.3.1.3 Angiogenesefaktor Thrombospondin-1

TSP-1 gehort nicht zu der Gruppe der Zytokine, sondern zu einer Familie von fiinf
miteinander verwandten extrazelluldren Calcium bindenden Glykoproteinen [Adams et al., 1995;
Bornstein, 1995], die nach ihrer Struktur und ihrer Funktion weiter in Unterfamilien unterteilt
werden [Bornstein et al., 2004]. TSP-1 und TSP-2 gehoren als Trimere einer Subfamilie an,
TSP-3, TSP-4 und TSP-5 als Pentamere einer anderen [Adams, 2001; Bornstein und Sage, 1994;
Lawler et al., 1993]. Auch wenn die Thrombospondin-Familie zu der Gruppe der extrazelluldren
Proteine gezdhlt werden, beteiligen sie sich nicht an dem Aufbau von extrazelluldren Strukturen,
sondern sind bei der Modulation von Zellfunktionen beteiligt [Sage und Bornstein, 1991;
Schellings et al., 2004; Trueblood et al., 2001]. Infolgedessen erhielten sie eine neue
Bezeichnung und wurden “Matricellular-Proteins® genannt [Bornstein, 1995; 2001; Bornstein
und Sage, 2002]. Die Bezeichnung “Matricellular-Proteins* leitet sich ab von ihrer Fihigkeit, mit
verschiedenen Zellrezeptoren zu interagieren und diverse Proteasen, Zytokine und

Wachstumsfaktoren zu binden. Dabei héngt ihre jeweilige Funktion von den anwesenden
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Bindungspartnern ab, was zu einer gro3en Variabilitdt ihrer Eigenschaften fiihrt [Bornstein, 1995;

Bornstein et al., 2004].

TSP-1 wurde als erstes Thrombospondin-Familienmitglied 1971 als Komponente in den
a-Granula von Blutpldttchen beschrieben. [Baenziger et al., 1971]. Da es nach Stimulation von
Thrombin aus den oa-Granula freigesetzt wurde und zudem das zuerst entdeckte Molekiil einer
neuen Familie war, erhielt es den Namen Thrombospondin-1 [Lawler et al., 1978]. TSP-1 hat
eine Reihe von verschiedenen Funktionen: Es ist bei der Zelldifferenzierung, -migration und
-adhision beteiligt und hat Einfluss auf das Uberleben von Individuen [Adams et al., 1995].
Dariiber hinaus wird es vermehrt wihrend der embryonalen Entwicklung von Mausen exprimiert
[Corless et al., 1992; Iruela-Arispe et al., 1993], wihrend es im erwachsenen Tier, abgesehen von
Reaktionen auf Verletzungen und Dbei Organpathologien, wenig vorhanden ist

[Bornstein et al., 2004].

Die Funktionen von TSP-1 sind vielseitig. Es wird nach Verletzungen in der Haut, im
Muskel, in der Niere und im GefdBlsystem exprimiert [DiPietro et al., 1996; McGregor et al.,
1994; Reed et al., 1995; Watkins et al., 1990] und ist bei der Adhésion und Migration von
neutrophilen Granulozyten und deren Bildung von Sauerstoffradikalen beteiligt [Mansfield et al.,
1990]. Zudem unterstiitzt es die Chemotaxis und Diapedese von Monozyten [Huber et al., 1992;
Mansfield und Suchard, 1994] und ist bei der Beseitigung von apoptotischen neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten durch Makropagen involviert [Savill et al., 1992; Stern et al., 1996].
Von besonderem Interesse ist aber, dass TSP-1 potente angiostatische Eigenschafen aufweist und
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von TGF-B1 spielt [Bornstein, 2001; Chen et al., 2000;
Crawford et al., 1998].

Der angiostatische Effekt von TSP-1 wurde zuerst in Tumorzellen nachgewiesen, spéter
in verschiedenen in-vitro- und in-vivo-Versuchen [Dawson und Bouck, 1999; Tolsma et al.,
1993]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass TSP-1 zwar die Proliferation von glatter
Muskulatur in GefdBen fordert, gleichzeitig aber die Proliferation von endothelialen Zellen
inhibiert [Bagavandoss und Wilks, 1990; Majack et al., 1986; Majack et al., 1988; Taraboletti et
al., 1990]. Wie wichtig TSP-1 bei der Aktivierung von TGF-B1 ist, haben Versuche mit TSP-1-
defizienten-Miusen (TSP-17") gezeigt. TSP-17"-Tiere zeigen inflammatorische Verinderungen in
der Lunge und im Pankreas, die sich auf die Abwesenheit von TGF-B1 zuriickfiihren lassen, das

durch TSP-1 aktiviert wird [Lawler et al., 1998].
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1.4 Arbeitshypothese

Vorausgegangene Studien in unserem Labor [Frangogiannis et al., 2000a; Frangogiannis
et al., 2000b] weisen darauf hin, dass die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-3 und
der Angiogenesefaktor TSP-1 als Aktivator von TGF-B eine wichtige Rolle bei der Regulation
von pro-inflammatorischen Mediatoren spielen und an der Beendigung der inflammatorischen

Phase und Einleitung der proliferativen Phase beteiligt sind.

Wir postulierten, dass der Wegtfall von anti-inflammatorischen Mediatoren zu einer
verstirkten und verldngerten inflammatorischen Reaktion nach Myokardinfarkt fiihrt, die durch
eine verlangerte Zytokin- und Chemokinexpression, Monozyten/Makrophagen-Infiltration und
einer prothrahierten Wundheilung gekennzeichnet ist. Diese Hypothese wurde in einem
experimentellen Myokardinfarktmodell mit Reperfusion an IL-10"- und TSP”-Miusen sowie

auch Wildtypméausen mit Neutralisation von TGF-f iiberpriift.
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2. Material und Methoden

Die Thnen vorliegende Arbeit wurde im Zuge eines einjidhrigen Forschungsaufenthaltes in
der “Section of Cardiovascular Sciences® am Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA,
erstellt. Raumlichkeiten und finanzielle Mittel wurden freundlicherweise von Herrn Professor

Mark L. Entmann zur Verfiigung gestellt.

2.1 Einfiihrung der untersuchten Mausegruppen

In dieser Arbeit wurden sowohl méannliche als auch weibliche Méduse im Alter von 8 bis
12 Wochen mit einem Gewicht von 18 bis 22 g verwendet. Die Tiere waren im Tierstall des
DeBakey Heart Center am Baylor College of Medicine in Houston, TX, USA, untergebracht. Die
Tierversuchsanlage ist von den amerikanischen Bundesbehdrden genehmigt und folgt den
Auflagen des National Institute of Health (“Guide for the care of laboratory Animals®, NIH
Publikationen 85-23, revidiert 1985). Das Tierversuchsprotokoll wurde vom “Animal care

commitee* des Baylor College of Medicine genehmigt.
1) Wildtypméiuse (WT-Miuse):

Als WT-Miuse wurden C57BL/6-Méuse (Harlan Sprague-Dawley, Houston, TX, USA)

verwendet.
2) IL-10-defiziente-M:iuse (IL-107):

Die IL-10"-Méuse mit C57BL/6 Background wurden mit freundlicher Genehmigung von
Professor Ralf Kiihn, Institut fiir Genetik der Universitdt Koln, von Jackson Laboratory (Stock
Nr. 2251, Bar Harbor, Maine, USA) bezogen. Das IL-10-Gen wurde bei diesen Méusen durch
gezielte Mutation, “gene targeting, im Exon 1 [Kuhn et al., 1993] inaktiviert. Durch Southern-
Blot identifizierte heterozygote Tiere wurden anschlieBend zur Ziichtung von homozygoten
Nachkommen verwendet. Die erfolgreiche homozygote Mutation des IL-10-Genes wurde durch
Southern-Blot-Analyse bestitigt. Die Transkription des mutierten Gens ergibt zwar ein dem
urspriinglichen Gen vergleichbares mRNA-Produkt, die daraus gebildeten IL-10-Proteine haben
aber keine Aktivitit.
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3) Thrombospondin-1-defiziente-Miuse (TSP-I'/'):

Die Briitungspaare erhielten wir freundlicherweise von Professor Jack Lawler, “Department of
Pathology*, Massachussets Institute of Technology, Boston, MA, USA, [Lawler et al., 1998]. In
diesen Tieren wurde das TSP-1-Gen durch Teildeletion des 2 und 3 Exons verdndert. Die
mutierte Gensequenz wurde in embryonalen Stammzellen erzeugt und in Blastozysten von
C57BL/6-Maiusen injiziert. Daraus resultierende heterozygote Nachkommen wurden durch
Southern-Blot-Analyse identifiziert und zur Ziichtung von homozygoten Tieren verwendet. Das
Vorliegen des homozygoten Gens wurde mit Southern-Blot und “Ribonuclease-Protection-

Assay“ (RPA) nachgewiesen.

4) Wildtypmiuse, behandelt mit “Transforming-Growth-Factor-Beta“-1, -2, -3 (TGF-p)
neutralisierenden Antikorpern (WT-TGF-p-AK-Miuse):

Die WT-Mause erhielten unmittelbar nach Induktion der Ischimie und 5 Tage nach Reperfusion
je 150 pg TGF-B-Antikorper (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), geldst in 250 pl Phosphat
gepufferter Kochsalzlosung (PBS; Gibco/Invitrogen-Corporation, Grand Island, NY, USA),

intraperitoneal appliziert.

5) Wildtypmiuse, behandelt mit Hasen-Immunglobulin-G-Antikérpern (WT-Hasen-IgG-
AK-Miuse):

Analog zu den WT-TGF-B-AK-Médusen wurde den WT-Tieren der Kontrollgruppe direkt nach
Beginn der Ischdmie und nach 5 Tagen Reperfusion je 150 pg Hasen-IgG-AK (R&D Systems),
gelost in 250 pl PBS intraperitoneal, verabreicht.

2.2 Behandlungsschema der Miuse

Die Maiuse wurden innerhalb ihrer Gruppe je nach Tierversuchsprotokoll weiter

unterschieden in:

Nativméuse: Bei Nativmdusen wurde lediglich das Herz entnommen um histologische und
molekularbiologische Untersuchungen durchzufiihren, ohne dass vorher ein chirurgisches

Trauma stattgefunden hat.

Kontrollméause (Sham): Bei den Kontrollgruppen wurde die initiale Operation, aber kein darauf

folgendes I/R-Protokoll durchgefiihrt. Méuse der Kontrollgruppe wurden 7 Tage nach der
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Operation, an dem Tag, an dem die erste I/R stattfinden sollte, geopfert und die Herzen wurden
entnommen. Diese Méusegruppe sollte Aufschluss dariiber geben, ob die Initialoperation und das
damit verbundene Operationstrauma Einfluss auf die mRNA-Expression bzw. Histomorphologie

hat.

I/R-Méuse: I/R-Méuse wurden 7 Tage nach der initialen Operation einem einstiindigem
Ischdmieereignis durch Verschluss des “Ramus-Interventrikularis-Anterior (RIVA) unterzogen.
Nach Wiedereroffnung des RIVA wurden nach einem Reperfusionsintervall von 3 und 6
Stunden, 1 Tag sowie 3 und 7 Tagen die Herzen entnommen. Mit dieser Gruppe wurde
morphologisch und funktionell der zeitliche Verlauf des Heilungsprozesses nach Myokardinfarkt

untersucht.

Die I/R-Versuchsgruppen mit 8 Tieren je Gruppe wurden wie folgt fiir die einzelnen

Untersuchungen eingeteilt:

Histologie: Die Histologie der WT- und IL-10"-Msuse wurde nach 1 Tag sowie nach 3 und 7
Tagen Reperfusion untersucht, die der TSP-17"-Miuse lediglich nach 1 Tag und 3 Tagen
Reperfusion. Histologische Untersuchungen der WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-AK-

Maiuse wurden am 3. Tag nach Reperfusion durchgefiihrt.

mRNA-Studien: Die mRNA wurde bei WT- und IL-10"-Musen nach 6 Stunden, 1 Tag und 3
Tagen Reperfusion untersucht, bei TSP-1""- Mausen nach 1 Tag und 3 Tagen Reperfusion. Die
mRNA-Untersuchungen erfolgten bei WT-TGF-f-AK-Méusen und WT-Hasen-IgG-AK-Mausen
lediglich nach 1 Tag Reperfusion.

Um die Ergebnisse der I/R-Herzen der WT-, IL—lO'/'—, TSP—I'/'—, WT-TGF-B-AK- und
WT-Hasen-IgG-AK-Méuse einordnen und vergleichen zu konnen, wurden fiir die histologische
Untersuchung und die mRNA-Studien zudem Kontroll- und Nativmiuse der einzelnen Gruppen

untersucht.
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2.3 Tierchirurgische Operationen

2.3.1 Initialoperation: Implantation der Ligatur

Das Operationsmodell beruhte auf einem von Nossuli et al. entwickelten Méausemodell
der experimentellen myokardialen Ischdmie und Reperfusion [Nossuli et al., 2000]. Die
Anésthesie der Mduse wurde durch eine intraperitoneale Injektion mit 10 pl/g Korpergewicht
eines Gemisches aus 1,8 ml Natrium-Pentobarbital (Nembutal, 50 mg/ml; Abbott, North Chicago,
IL, USA), 4 ml 100%-igem Ethanol (AAPER Co., Shelbyville, KY, USA) und 16 ml einer
0.9%-igen NaCl-Losung (Baxter, Deerfield, IL, USA) durchgefiihrt. Die Maiuse wurden
daraufhin am Brustkorb griindlich rasiert und mit einem Pflaster in Riickenlage auf dem

Operationstisch fixiert.

Die Kopfreklination wurde durch eine Schlinge aus 3-0 Seidenfaden (Surgical Silk;
Ethicon, Sommerville, NJ, USA) erreicht. Diese wurde, um die Intubation zu erleichtern, um die
oberen Nagezdhne gelegt und mit entsprechendem Zug auf dem Operationstisch fixiert. Vor
Beginn der Operation wurden der Brustkorb und der Hals zur Desinfektion mit einer
antiseptischen topischen Losung (Povidone - USP Prep solution; PSS Select, Jacksonville, FL,
USA) behandelt.

Der Eingriff wurde unter Sichtkontrolle eines Mikroskopes (Stemi 2000-CS; Carl Zeiss,
Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Der Hautschnitt erfolgte medial, vom Submentum bis zum
Xyphoid. Die Hautlappen, das peritracheale Fettgewebe und die darunter liegende Muskulatur
wurden stumpf pripariert, um dadurch die Trachea freizulegen. Zur Intubation wurde ein 8-10 cm
langer Tubus aus Polyethylen der Grosse 90 (PE-90; Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)
verwendet, der nach vorne leicht zugespitzt war, um so eine leichtere Uberwindung der Epiglottis
zu ermoglichen. Der Tubus wurde 5-8 mm in die Trachea vorgeschoben und dann am
Operationstisch fixiert. Das freie Tubenende wurde iiber einen PE-160 (Becton Dickinson)
Verbindungsschlauch an das Beatmungsgeridt (Mini Vent Type 845; Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Deutschland) angeschlossen. Die Beatmung erfolgte mit 100%-igem
Sauerstoff, einem Atemzugvolumen von ~200 upl/Atemzug und einer Atemfrequenz von

~110/Minute.
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Vor und wihrend der Thoraxero6ffnung wurden Blutungen der suprasternalen Muskulatur
mit Hilfe eines Koagulationsgerites (Codman, Randolph, MA, USA) versorgt. Die Thorakotomie
erfolgte links parasternal durch Durchtrennung der dritten bis fiinften Rippe. Nach anschlieBender
Blutstillung wurden durch die linke Brustwand zwei, durch die rechte Brustwand eine
transthorakale 6-0-Prolene-Nahtschlinge (Ethicon) gelegt und an zwei Eisenzylindern fixiert und

aufgespannt, um den Zugang zum Herzen zu erleichtern.

Das Perikard wurde stumpf erdffnet. Um den Zugang zum RIVA zu erleichtern, wurde
das Herz mit Hilfe eines sterilen Wattetupfers nach rechts gedreht. 1-2 mm unterhalb des linken
Atriums wurde eine 8-0-Prolene-Ligatur (Ethicon) um den RIVA vorgelegt. Die Nadel wurde
U-formig gebogen, um den Abstand zwischen Einstich- und Ausstichstelle so gering wie moglich
zu halten. Damit wurde die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass nur der RIVA und keine anderen
Blutgefdfle mit eingeschlossen wurden. Die Fadenenden der Ligatur wurden nachfolgend durch
ein steriles 0,5 mm langes PE-10-Rohrchen (Becton Dickinson) gefddelt. Beide Fadenenden
wurden mit Hilfe einer Kalt-Nadel (Grosse 3; Fine Science Tools, Lausanne, CH) an den
entsprechenden Seiten transthorakal aus dem Brustraum hinaus gefiihrt und in subkutane Taschen
verstaut. Der Thoraxverschluss erfolgte mit 4-6 Néhten eines 6-0-Prolene-Fadens. Um einen
Pneumothorax und Blutungen zu vermeiden, galt beim Verschluss des Thorax der rechten Lunge
und der Arteria-Thoracica-Interna besondere Vorsicht. Vor dem Festziehen der letzten Naht
wurde die Lunge durch Abklemmen des Tubus aufgebliht und die Beatmung anschlieBend
beendet. Vor Verschluss der Hautwunde wurde die Thoraxnaht topisch mit dem Antibiotikum
Cefazolin (Apothecon, Princeton, NJ, USA) behandelt, die Hautwunde danach mit einem

6-0-Prolene-Faden verschlossen.

Nach der Extubation erhielten die Mause 100%-igen Sauerstoff und 0,5 ml isotonische
NaCl- Losung intraperitoneal als Volumenersatz verabreicht. Nach Einsetzen der Spontanatmung
wurden die Mause zurlick in ihren Kifig gelegt. Dort erhielten sie weiterhin 100%-igen
Sauerstoff und wurden zudem durch eine Wiarmelampe warm gehalten. Zur Analgesie wurde den
Maiusen nach ihrem Erwachen Buprenorphin (2pg/g Korpergewicht; Apotheke) intraperitoneal

injiziert, was nach 12 Stunden, 1 Tag und 2 Tagen wiederholt wurde.
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Abbildung 1: Darstellung des Initialeingriffes: A) Freigelegter Thorax vor der Thorakotomie.
B) Eréffneter Thorax nach der Thorakotomie mit vorgelegten 6-0-Prolene-Nahtschlingen (2 links, 1
rechts) die nach der Fixierung an zwei Metallzylindern (nicht abgebildet) den Zugang zum Herzen
erleichtern. C) “Ramus-Interventrikularis-Anterior” von einem 8-0-Prolene-Faden umschlungen der
durch ein steriles 0,5 mm langes PE-10-Rohrchen gefidelt die Ligatur bildet. Anschlieffend wurde der
Thorax wieder mit einem 6-0-Prolene-Faden verschlossen und die Fadenenden in subkutanen
Hauttaschen verstaut. Abschlieffend die Haut mit einem 6-0-Prolene Faden zugendht (nicht dargestellt);

(Mit freundlicher Genehmigung von Kim Winkelmann).

2.3.2 Myokardiale Ischimie und Reperfusion

Nach einer 7-10-tdgigen Erholungszeit erfolgte ein weiterer Eingriff. Dabei wurde unter
Spontanatmung ein Myokardinfarkt durch eine einstiindige Ischdmie induziert und das
ischimische Gebiet anschliefend reperfundiert. Die Anidsthesie wurde mit 1,5%-igem Isofluran
(Isoflo; Abbott) bei 11 Sauerstoff/min iiber eine Nasenmaske aufrechterhalten. Die Extremititen
der auf dem Riicken liegenden Maus wurden auf die Ableitungsflichen des Elektrokardiogramms
(EKG) (Gould Brush 220; Gould Inc., Cleaveland, OH, USA) am Operationstisch fixiert. Um
eine gute EKG-Ableitung zu erhalten, wurde eine EKG-Ableitungscreme (Signa Electrode
Cream; Parker Laboratories, Fairfield, NJ, USA) auf die Kontaktflachen aufgetragen.

Die Hautnaht und der Wundschorf wurden entfernt und die Hautlappen nur so weit
geoftnet, wie es ndtig war, um die Fadenenden der RIVA-Ligatur aus den subkutanen Taschen
freizulegen. Die Fadenenden wurden vorsichtig mit einem Pflaster an zwei Metallzylindern

festgeklebt und durch das Auseinanderschieben der zwei Zylinder gespannt (Abbildung 2).
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Sauverstoff 1 V'min mit

A ) Isofluran 1,5% B

Abbildung 2: Skizzierte Darstellung der I/R nach einem modifizierten Modell von Nossuli et al., 2000
A) Die mit einem Isoflurane-Sauerstoff-Gemisch betdubte spontan atmende Maus wurde auf dem Riicken
liegend mit den Extremitdten auf den EKG-Elektroden befestigt. Die in B) dargestellt RIVA-Ligatur wird
mit den beiden Fadenenden an den Metallzylindern fixiert. Durch Auseinanderschieben der Zylinder wird
die Ligatur zugezogen und eine Ischimie induziert. I/R: Ischidmie/Reperfusion; RIVA: “Ramus-

Interventricularis-Anterior “.

Durch die Spannung der Fdden wurde der 0,5 mm lange PE-10-Tubus nach unten
verschoben und die Ligatur zugezogen, wodurch der RIVA verschlossen wurde. Die Ischdmie
konnte durch das abgeleitete EKG kontrolliert werden. Abgeleitet wurde nach der zweiten
Ableitung nach Einthoven, in der eine erfolgreiche Ischimie durch eine ST-Streckenhebung
gekennzeichnet war. Die Ischdmie wurde {iber 1 Stunde aufrechterhalten. Darauf folgend wurde
die Ligatur entfernt, die Wunde mit Cefazolin behandelt und die Hautnaht erneut verschlossen.
Die postoperative Analgesie wurde wie oben beschrieben mit Buprenorphin durchgefiihrt. Ein
EKG wurde vor, wihrend und nach der Ischdmie aufgezeichnet und diente als Kontrolle der

erfolgreichen I/R (Abbildung 3).

B | H i i RO [ 1

Abbildung 3: EKG-Ableitung nach Einthoven Il zur Kontrolle der Ischimie. A) Normales EKG vor der
Ischimie-Induktion. B) ST-Streckenhebung als Anzeichen einer frithen Phase der Ischdmie. C) Spdtere
Phase der Ischimie. D) Normalisierung des EKGs nach erfolgreicher Reperfusion.
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2.3.3 Entnahme der Miauseherzen

Je nach Behandlungsschema (siehe Kapitel 2.2) erhielten die Miuse nach entsprechender
Reperfusionszeit intraperitoneal eine letale Dosis Natrium-Pentobarbital (30 pl/g Kérpergewicht).
Nach Gabe des Natrium-Pentobarbital-Gemisches wurden die Tiere wiederum auf dem
Operationstisch fixiert und der Kopf rekliniert. Die Haut wurde durch einen V-férmigen
Hautschnitt gedffnet. Dieser wurde vom Manubrium-Sterni beidseits bis zum Rippenbogen
gefiihrt. Die Thoraxerdffnung erfolgte durch einen U-formigen Schnitt. Dieser wurde
medioklavikuldr auf Hohe der 6. linken Rippe begonnen, {iber das proximale Manubrium Sterni
gefiihrt und endete medioklavikuldr auf Hohe der rechten 6. Rippe. Der Perikard wurde stumpf
entfernt und das Herz nach Durchtrennung der GefdBe isoliert. Die Herzen, die fiir die
Weiterverarbeitung in der Molekularbiologie bestimmt waren, wurden sofort in einer 8° C kalten

Kardioplegielosung gewaschen.
Diese bestand aus folgenden Inhaltsstoffen, die in 1 Liter NaCl geldst wurden:

- 0,2 mg Nifedipin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- 1 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3; Sigma)

- 2 g Glukose (Sigma),

- 3 g 2,3-Butandion Monoxim (Sigma)

- 3,73 g KCI (EM Science, Gibbstown, NJ, USA)

- 3,8 g Ethylenglykol Tetraessigsdure (Sigma)

- 4 g NaCl (EM Science)

- 10 ml Heparin (1000 ILE./ml) (American Pharmaceutical Partners;
Los Angeles,CA, USA)

Bei Herzen, die fiir molekularbiologische Untersuchungen bestimmt waren, wurden der
Perikard, die groBen Gefile und beide Vorhofe entfernt und die Herzen mit den iibrig
gebliebenen Ventrikeln anschlieend in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die Herzen bei - 80° C autbewahrt. Die Herzen, die fiir die Histologie
bestimmt waren, wurden nach Reinigung in der Kardioplegielosung 1 Tag in einer Zink-
Formalin-Losung fixiert, die aus Formaldehyd (HCOH), ionisiertem Zink und einer Pufferlosung
bestand (Z-fix; Anatech Ltd., Battle Creek, MI, USA). Bis zur weiteren Verarbeitung konnten die

Herzen in 70%-i1gem Ethanol aufbewahrt werden.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolation der mRNA aus Mauseherzen

Die schockgefrorenen Herzen wurden in 2 ml kiihlschrankkalter RNA-STAT-60-Losung
(Tel-Test, INC., Friendswood, TX, USA) mittels eines Gewebehomogenisators (Tissue Tearor,
TM Modell 398; Biospec Products Inc., Bartlesville, OK, USA) auf hochster Stufe zerkleinert.
Die Klinge des Homogenisators wurde, um Verunreinigungen der einzelnen Proben zu
vermeiden, nach der Verarbeitung eines jeden Herzens in sowohl 0,1% Sodiumdodecylsulfat
(SDS; Sigma) als auch in mit Diethylpyrocarbonat behandeltem doppelt deionisiertem Wasser
(DEPC-ddH,0; Sigma) gereinigt. Hinterbliebene Gewebereste wurden mit einer Nadel entfernt.
Dann wurde das homogenisierte Gewebe in neue sterile 25 ml Réhrchen (Becton Dickinson)
tberfiihrt, und 200 pl R-Chloroform (99%-iges R-Chloroform; Sigma) wurden zur
Phasentrennung hinzugegeben. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Proben bei
12 000 g und 4° C fiir 15 Minuten zentrifugiert (Beckman-Coulter, Avanti J 25, Rotor JA; Palo
Alto, CA, USA). Nun konnte man drei voneinander getrennte Phasen erkennen: Einen wissrigen
RNA-haltigen Uberstand, eine DNA und Zellmembranreste enthaltende Zwischenschicht und die
proteinreiche Bodenschicht. Der RNA-haltige wissrige Uberstand wurde unter Vermeidung der
Zwischenschicht in ein neues 15 ml Roéhrchen (Sarsteadt, Newton, NC, USA) iiberfiihrt. Zur
Ausfillung der RNA wurde ein gleiches Volumen an 99%-igem Isopropanol (Sigma)
hinzugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei 4° C wurde die ausgefallene RNA bei 12 000 g
und 4° C 15 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 2 ml
75%-igem Ethanol (AAPER) gewaschen. Nach erneuter 15-miniitiger Zentrifugation bei 4° C
wurde der Uberstand entfernt, das Pellet fiir 10 Minuten luftgetrocknet und anschlieBend in 80 pl
RNAse- freiem 0,1%-igem DEPC-ddH,O resuspendiert. Um die Konzentration der RNA zu
messen, wurden 5 pl RNA in jeweils 495 pl DEPC-ddH,O verdiinnt (1:100). Anschliefend
wurde die Extinktion der RNA-LOsung bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm
spektrophotometrisch (Ultrospec 1000; Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) gemessen. Die
RNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes aus der 260 nm
Extinktion berechnet. Um die Qualitit der RNA zu berechnen, wurde das Verhiltnis der
Extinktion bei 260/280 nm genutzt. Fiir weitere Untersuchungen wurden lediglich die Proben

verwendet, deren 260/280 nm-Verhiltnis > 1,6 war.
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Bis zur weiteren Verwendung der Proben im RPA wurden jeweils 10 pg RNA in 1 ml
Aufbewahrungslosung iberfiihrt und in RNAse-freien 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen (Fisher
Scientific, Pittsburg, Pa, USA) bei -80° C gelagert.

Die Aufbewahrungslosung bestand aus:

- 700 pl eiskaltem 100%-igem Ethanol
- 270 pul DEPC-ddH,0
- 30 ul 3 M Na-Acetat (Sigma)

2.4.2 Ribonuclease-Protection-Assay

2.4.2.1 Theoretische Grundlagen

Bei dem RPA handelt es sich um eine sensitive, schnelle und sehr spezifische Methode
zur Detektierung und Quantifizierung von mRNA-Transkripten [Belin, 1996]. Dieses Verfahren
wurde durch die Entdeckung, Isolierung und Charakterisierung von DNA-abhédngigen RNA-
Polymerasen der Bacteriophagen SPs, T7 und T3 und die néhere Beschreibung ihrer Promotor-
Sequenzen ermdglicht. Diese Polymerasen eignen sich vorziiglich fiir die Synthese von hoch
spezifischen aktiven Antisense-RNA-Sonden (cRNA), basierend auf Antisense-DNA-Vorlagen
(cDNA). Die gewlinschte spezifische cDNA-Vorlage, das sogenannte “Template, kann in ein
Plasmid kloniert werden. Das 3'-Ende der cDNA liegt benachbart zu einem Bacteriophagen-
Promotor, der ebenfalls ins Plasmid eingeschleust wurde. Durch das Vorhandensein eines solchen
Promotors ist eine in-vitro-Transkription der cDNA durch Polymerasen mdglich. Dadurch
entsteht unter Verwendung von radioaktiv markierten ribonucleotid Triphosphaten (rNTPs) eine
der cDNA komplementére radioaktiv markierte cRNA-Sonde, die im RPA zur Erkennung von
mRNA benutzt werden kann. Durch die hohe Sensitivitidt konnen beim RPA mehrere mRNA-
Transkripte gleichzeitig detektiert werden, vorausgesetzt die cRNA-Sonden unterscheiden sich
ausreichend in ihrer Lénge, um sich nach gelelektrophoretischer Auftrennung zu deutlich

unterscheidbaren Banden zu trennen [Ma et al., 1996].

Die Durchfiihrung des RPA erfolgte an zwei aufeinander folgenden Tagen. Am 1. Tag
wurde die einzelstringige, radioaktiv markierte antisense-(5'-3")-RNA-Sonde, auch “Probe®
genannt, hergestellt. Dies geschah durch die Transkription der im Plasmid eingebauten cDNA,

unter Zugabe von radioaktiv markierten rNTPs, durch die T;-Bacteriophagen Polymerase.
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Die radioaktiv markierte Sonde wurde anschlieBend im Uberschuss zu der zu untersuchenden
RNA gegeben, so dass eine Hybridisierung iiber Nacht erfolgen konnte. Am 2. Tag wurden eine
freie, nicht hybridisierte Sonde und andere einzelstringige RNA-Fragmente durch spezielle
Restriktionsenzyme verdaut. Die vor Verdau geschiitzten doppelstringigen mRNA:cRNA-
Sonden-Hybride wurden nach Inaktivierung und Entfernung der Ribonukleasen gereinigt. Nach
Hitzedenaturierung erfolgte eine Auftrennung der cRNA-Sonde und der detektierten mRNA auf
einem denaturierenden Polyacrylamidgel. Mit Hilfe eines Phosphorimaging-Films und durch

Autoradiographie konnten die Banden sichtbar gemacht werden.

2.4.2.2 Ribonuclease-Protection-Assay-Protokoll
2.4.2.2.1 Synthese der cDNA-Vorlagen

Als cDNA-Vorlage wurde ein von Pharmingen (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA)
speziell entwickeltes “Template” verwendet. Die fiir das vorliegende Projekt bendtigten aus
mRNA mit Hilfe der reversen Transkriptase entstandenen cDNAs wurden von dem Unternehmen
in einen pPMG-Vektor kloniert. Dieser enthielt einen Promotor fiir die T;-Bacteriophagen-
Polymerase. Wichtig dabei war, dass die cDNA so in das Plasmid kloniert wurde, dass das
3’-Ende der ausgewihlten cDNA dem T;-Promotor unmittelbar folgte. “Downstream® der
eingefiigten cDNA, also am 5’-Ende, wurde das Plasmid mit einem Restriktionsenzym
geschnitten und somit linearisiert. Damit wurde eine in vitro Transkription ermdglicht. Nach
Transkription entstand eine der gewiinschten mRNA komplementire cRNA-Sonde, die mit der

gesuchten mRNA in der Probe hybridisieren konnte.

Folgende “Template-Sets* mit der cDNA verschiedener Mediatoren wurden in dieser

Arbeit verwendet:

1. Zytokine: TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, TGF-B1, TGF-B2, TGF-3
2. Chemokine: MIP-1a, IP-10, MCP-1

3. Angiogenesefaktoren: TSP-1

4. MMPs/ TIMPs: MMP-1,-2,-3,-8,-9, TIMP-1,-2,-3,-4

Alle “Template-Sets* enthielten zudem die cDNA von den “Housekeeping“-Genen

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und L32 als interne Standards.
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2.4.2.2.2 Synthese der RNA-Sonden und Markierung mit radioaktivem a-P3,

Die fiir die Transkription bendtigten Reagenzien wurden fast ausschlieflich aus dem

“In-Vitro Transkription- Kit*“ von Pharmingen verwendet.

Die verwendeten Reagenzien wurden dem -20° C Eisfach entnommen und auf Eis
aufgetaut. Nach kurzer Zentrifugation (Eppendorf 5415 C Mikrozentrifuge; Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wurden die Reagenzien in folgender Reihenfolge in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-

Rohrchen pipetiert:

1 ul RNAsin (40 U/ul plazentaler Ribonuklease Inhibitor)

1 ul GACU-Pool (GTP/ATP/CTP; 2,75 mM, UTP; 61 mM)
(Guanin-, Adenin-, Uracil-, Cytosintriphosphat: GTP/ATP/UTP/CTP)
2 ul DTT (100 mM Dithiothreitol)

4 ul 5x Transkriptionspuffer

Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwdrmt bevor 1 pl des bereits
linearisierten “Template“-Sets (50 ng/ul) hinzugegeben wurde. Danach folgte die Zugabe von
10 pl UTP, was mit a-P3; radioaktiv markiert war (9,25 Mbq/250 uCi; Perkin Elmer, Boston,
MA, USA). Zuletzt wurden 1,5 pl der T;-RNA-Polymerase (15-20 U/ul) hinzugefiigt. Das
Reaktionsgemisch wurde vorsichtig gemischt und kurz zentrifugiert. Die in vitro Transkription
erfolgte tiber 90 Minuten bei 37° C. Beendet wurde die Transkription durch Zugabe von 2 pl
RNAse-freier DNAse (1 U/ul), die wihrend 30-miniitiger Inkubation bei 37° C die cDNA des
Templates verdaute. Die vorher hinzugegebenen Enzyme wurden durch eine Phenol-Chloroform-

Extraktion mit folgenden Substanzen entfernt:

26 pl Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; 20 mM)

25 ul Tris-gesittigter-Phenol (pH 7,5-7,7; Roche, Mannheim, Deutschland)
25 ul Chloroform: Isoamylalkohol (50:1) (Sigma)

2 pl Hefe-transfer-RNA (tRNA; 2 mg/ml)

Die denaturierten Enzyme befanden sich nach Zentrifugation in der am Boden des
Rohrchen befindlichen Phenol-Chloroform-Schicht. Die RNA befand sich im klaren Uberstand.
Dieser RNA-haltige Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt.

Erneut wurden 50 pl Chloroform:Isoamylalkohol (50:1) hinzugegeben, um restliches Phenol aus
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der wissrigen RNA-haltigen Losung zu entfernen. Nach abermaliger Zentrifugation wurde der

klare Uberstand in ein weiteres Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt. In diesem befanden sich:

- 50 ul Ammoniumazetat (4 M)
- 250 pl eiskalter 100%-iger Ethanol

Dieses Gemisch wurde fir 30-45 Minuten bei -80° C aufbewahrt, um die cRNA
auszufdllen. AnschlieBend wurde die cRNA-Losung 15 Minuten zentrifugiert. Der wissrige
Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 100 ul eiskaltem 90%-igem Ethanol (AAPER)
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Ethanol entfernt, das Pellet 10 Minuten bei
Raumtemperatur luftgetrocknet und in 50 pl Hybridisationspuffer (RPA Kit; Pharmingen) gelost.
1 pl dieser Losung wurden in 10 ml Szintillations-Fliissigkeit (Ecolume; ICN, Biomedicals Inc,
Irvine, CA, USA) verdiinnt und die Radioaktivitit der Sonde in einem Szintillisationszéhler
(LKB Wallac, 1219 Rackbeta; Turku, FL) gemessen. Ein erfolgreicher Transkriptionsprozess
zeichnet sich durch ein Maximum von 5 x 10° Cherenkov counts/ul und einem Minimum von

3 x 10° counts/ul ausVorbereitung der mRNA-Proben.

2.4.2.2.3 Vorbereitung der mRNA-Proben

Die bei -80 °C aufbewahrten RNA-Proben (siche Kapitel 2.3.3) wurden bei
Raumtemperatur 30 Minuten lang bei 14 000 g zentrifugiert. Danach war die ausgefallene RNA
als Pellet an der unteren Rohrchenwand sichtbar. Der wissrige Uberstand wurde verworfen und
die Pellets mit 150 pl 75%-igem eiskaltem Ethanol gereinigt. Nach erneuter 15-miniitiger
Zentrifugation wurden die Pellets bei Raumtemperatur 10 Minuten lang luftgetrocknet. Fiir die
folgenden Versuchsschritte wurde das RPA-Kit von Pharmingen verwendet. Nach der
Lufttrocknung wurde jedes Pellet in 8 pl Hybridisierungspuffer aufgeldst. Die cRNA-Sonde
wurde auf 1 x 10° counts/ul verdiinnt und 2 pl der verdiinnten Sondenlésung zu jeder der Probe
hinzugefiigt. AbschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit einem Tropfen Mineraldl (Sigma)
verschlossen. Nach 5-miniitiger Inkubation bei 90° C wurde der Heizblock (Fisher Scientific)
langsam (1° C pro Minute) auf die Hybridisierungs-Temperatur abgekiihlt. Die Hybridisierung
erfolgte im Trockeninkubator (Fisher Scientific) bei 56° C iiber Nacht.
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2.4.2.2.4 RNAse Behandlung

Die RNA-Reaktionslosung wurde am niachsten Tag langsam auf 37° C abgekiihlt und 15
Minuten lang bei 37° C inkubiert. Wahrenddessen wurde der RNAse-Cocktail hergestellt. Fiir 20
Proben wurden 2,5 ml RNAse-Puffer (“Ribonuclease-Digestion-Buffer) und 6 pl RNAse
A + T-Mix (RNAse A: 80 ng/ml, RNAse T1: 250 U/ul) benétigt. 100 pl dieses Cocktails wurde
den einzelnen RNA-Reaktionslosungen hinzugefiigt. Durch 90-miniitige Inkubation bei 30° C
wurde der Verdau von nicht hybridisierter einzelstringiger RNA, iiberhdngender RNA und in
Loops vorhandener RNA, erreicht. Kurz vor Beendigung des RNA-Verdaus wurde ein

Proteinasen-Cocktail vorbereitet. Dieser bestand fiir 20 Proben aus:

- 390 pl Proteinase-K-Puffer
- 30 pl Proteinase-K (10 mg/ml)
- 30 pl Hefe-tRNA (2 mg/ml)

Je 18 pl davon wurden in frische Eppendorf-Réhrchen gegeben. Das RNA-
Reaktionsgemisch wurde unter Vermeidung des Oles herauspipetiert und in die Eppendorf-
Rohrchen mit dem Proteinase-Cocktail iiberfiihrt. Nach griindlichem Mischen und kurzer
Zentrifugation wurden die RNAsen durch 15-miniitige Inkubation bei 37° C inaktiviert. Die
Enzyme wurden sodann durch eine Phenol:Chloroform-Extraktion mit 65 pl Tris-geséttigtem-
Phenol und 65 pl Chloroform:Isoamylalkohol (50:1) denaturiert. Nach 5-miniitiger
Zentrifugation konnte der RNA-haltige Uberstand in neue Réhrchen iiberfiihrt werden, in denen
sich zur Prazipitation der RNA bereits 120 ul 4 M Ammoniumazetat und 650 pl eiskalter
100%-iger Ethanol befanden. Die Prazipitation wurde durch eine 30-45-miniitige Inkubation bei
-80° C mit nachfolgender Zentrifugation erreicht. Der Uberstand wurde entfernt und die Pellets

wie oben bereits beschrieben mit 90%-igem Ethanol gewaschen und getrocknet.

Das Pellet, das aus mRNA:cRNA-Sonden-Hybriden bestand, wurde in 5 pl Ladungs-
Puffer gelost. Ebenso wurde eine 1:100 Verdiinnung der original cRNA-Sonde, eine sogenannte
“unprotected Probe®, mit 7 pl Ladungs-Puffer versetzt. Die verdiinnte cRNA-Sonden-Losung
diente als Langenstandard der einzelnen Gene in der in Kapitel 2.4.3 beschriebenen Auswertung.
Sowohl die cRNA-Sonden-Losung als auch die mRNA:cRNA-Sonden-Hybride wurden, bevor
sie auf das Gel geladen wurden, 5 Minuten bei 90° C denaturiert und anschlieBend eine Minute

auf Eis gekiihlt.
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2.4.2.2.5 Aufbau der Sequenzier-Maschine

Die Glasplatten wurden griindlich mit Seife und Wasser gereinigt und mit Papiertiichern
getrocknet. AnschlieBend wurden die Glasplatten mit 2-5 ml 10%-igem SDS eingerieben. Nach 5
Minuten Einwirkungszeit wurden sie mit Wasser gespiilt und mit 95%-igem Ethanol (AAPER)
gesdubert. Die obere abnehmbare diinnere Glasplatte wurde zusitzlich zweimal mit je 3-5 ml
Silikon (Sigma Cote; Sigma) eingerieben. Das Silikon sollte ein Anhaften des Gels an dieser
Glasplatte verhindern. Nachdem das Silikon weitgehend getrocknet war, wurde die ganze
Apparatur zusammengesetzt. An die dufleren Seiten kamen ebenfalls mit Alkohol gereinigte
“Spacer zwischen die Glasplatten. Diese garantierten, dass zwischen den Glasplatten ein ca.
0,4 mm breiter Hohlraum entstand, in den das Gel eingegossen wurde. An den Seiten wurden die
Glasplatten mit Klemmen verschlossen, um die Platten fest zusammenzupressen. Der Boden der
Apparatur wurde durch eine Plastikkammer mit Gummiabdichtung nach unten hin abgedichtet.

Diese Kammer enthielt eine Offnung, durch die das Gel in die Gelkammer gefiillt werden konnte.

2.4.2.2.6 Herstellung und Ladung des Polyacrylamid-Urea-Gels

Als Gel wurde ein 5%-iges Acrylamidgel verwendet, welches aus 80 ml Sequagel (Ultra
Pure Sequa Gel 6; 6%-ige Sequenziergel Losung: Acrylamid 40%, Bisacrylamid 2% und Urea;
National Diagnostics, Atlanta, GA, USA), 20 ml Sequenziergelpuffer (Ultra Pure Sequagel
Complete Buffer; National Diagnostic) und 800 pl 10%-iger Ammoniumpersulfat-Losung
(Sigma) hergestellt wurde. Mit Hilfe einer speziellen Spritze konnte das Gel von unten her in die
Gelkammer gefiillt werden. Dabei musste die Bildung von Luftblasen unbedingt vermieden
werden. Sobald das noch fliissige Acrylamidgel das obere Ende der Glasplatten erreichte, wurde
ein mit Seife und Alkohol gewaschener Kamm zwischen die Glasplatten geschoben. Dieser
bildete Mulden in dem Gel, die spéter beim Laden des Gels mit den denaturierten mRNA:cRNA-

Sonden-Hybriden gefiillt wurden.

Das Gel benétigte ungefdhr 2 Stunden, um vollstindig polymerisiert zu sein. Dann
wurden der Kamm und die untere Abdichtvorrichtung entfernt und das Gel vertikal in die
Gelelektrophorese-Apparatur gestellt (Sequencing Cell, Sequi-Gen GT 38x50 cm mit Power Pac
3000Xi; BioRad, Hercules, Ca, USA). In eine hinter dem Gel liegende Glaskammer sowie auch
in die Bodenkammer wurden 0.5 x TBE-Puffer (Laufpuffer; 1 M Tris, 0.9 M Borséure, 0,01 mM
EDTA, pH 3.6; Invitrogen, LTD., Raisley, Scottland, UK) gefiillt. Dieser ermdoglichte einen
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kontinuierlichen Stromfluss vertikal durch das Gel. Das Gel wurde fiir 60 Minuten bei 70 Watt
vorgewdarmt. Nach dem Vorlauf wurden die Gelmulden zweimal griindlich mit Laufpuffer
gespiilt. Dann wurde die denaturierte Reaktionslosung einzelner Proben wie auch die verdiinnte

cRNA-Sonden-Ldsung vorsichtig in die Mulden pipetiert.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 60 Watt (1900 Volt)

uber einen Zeitraum von 180 - 210 Minuten.

2.4.2.2.7 Bergung des Polyacrylamid-Urea-Gels und Messung der mRNA-
Expression

Nach Beendigung der Laufzeit wurde der Puffer entfernt und die obere Glasplatte 3-5
Minuten lang mit Eis bedeckt. Danach wurde die diinnere Platte, an der das Gel nicht haften
sollte, vorsichtig entfernt. Auf das Gel wurde ein Bogen Filterpapier gelegt (Whatman Filter,
W&R Balston Ltd, Maidstone, England), an dem das Gel haftenblieb. Dadurch wurde ermdglicht,
dass das Gel von der Glasplatte abgezogen werden konnte. Das Gel wurde mit einer Schicht
Polyvinylchloridfolie (Fisher Scientific) bedeckt und in einem Vakuum-Geltrockner (Gel Dryer,
Model 583; Bio Rad) 60 Minuten lang getrocknet. Dabei wurde das Gel permanent auf dem
Filterpapier fixiert.

Das so getrocknete und verbackene Gel wurde mit einem fiir y-Strahlen radioaktiv
sensitiven Film (“Low-Energy-Storage-Phosphor-Screen®; Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA,
USA) in eine Film-Kassette gelegt und iiber Nacht aufbewahrt. In dieser Zeit wurde die von den
denaturierten mRNA:cRNA-Sonden-Hybriden und von der cRNA-Sonde ausgehende

Radioaktivitdt durch den radioaktiv sensitiven Film detektiert und ein Negativ angefertigt.

2.4.3 Image Quant: Analyse der Messungen

Der “Low-Energy-Storage-Phosphor-Screen® besteht aus seltenen Erdmetallen, die die
von dem Gel ausgehenden y-Strahlen aufnehmen. Die densitometrische Analyse des Films
erfolgte mit Hilfe eines speziellen Scanners (Storm 860; Molecular Dynamics). Der Scanner
zeigte nach 42 Minuten Scannzeit bei einer Aufldsung von 50 Micron die Anzahl der
absorbierten Strahlung in Counts pro Fliche an. Auf dem Bildschirm erschien ein dem Gel
identisches digitales Negativ. Dabei werden die Counts als schwarze Banden sichtbar. Dieses so

erhaltene Negativ wurde mit dem Programm Image Quant (Version 5.2; Molecular Dynamics)
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ausgewertet. Die Banden wurden durch das Programm in einen Graphen umgewandelt. Dabei
entspricht das Integral unter den “Peaks®, also die Fldche, der Anzahl der Counts pro Bande. Die
genaue Zuordnung der einzelnen “Peaks® zu den untersuchten Genen erfolgte mit Hilfe der

cDNA-Sonden-Losung, die als Langenstandard genutzt wurde.

Neben dem digitalen Negativ wurde auch eine Rontgenaufnahme des Gels angefertigt.
Dabei wurde ein Rontgenfilm (Biomax Film; Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) zwei Tage

lang dem Gel bei -80° C ausgesetzt und anschlieBend entwickelt.

Die bei der densitometrischen Messung fiir die einzelnen Banden erhaltenen Ergebnisse
wurden in Excel (Microsoft, Redmond, CA, USA) in ein Verhiltnis zu L32 gesetzt. Die
“Housekeeping Genes* L32 und GAPDH werden in unterschiedlichen Zellen des Organismus
relativ konstant exprimiert. Damit eignen sich das ribosomale Protein L32 und die GAPDH, ein
Enzym der Glykolyse, als interner Standard [Muller et al., 2001]. Die Normalisierung der Daten
aus den Messungen ist von enormer Bedeutung, um die Ergebnisse der einzelnen RPAs
miteinander vergleichen zu kdnnen. Es war aufgrund der Anzahl der einzelnen Tiere in den
verschiedenen Gruppen nicht moglich, gleiche Zeitintervalle verschiedener Mausegruppen in
einem RPA zu verarbeiten. Die verschiedenen Maiusegruppen wurden dementsprechend in
unterschiedlichen RPAs untersucht. Dabei kommt es zu folgenden Problemen: Die quantitative
Messung der einzelnen Banden hédngt sehr von der Qualitét eines jeden RPA ab. Diese Qualitét
wiederum beruht auf unterschiedlichen Bedingungen wie Reinheit der RNA, Degradierungen der
RNA  durch RNAsen, unterschiedliche  Aktivitit der Enzyme, schwankende
Inkubationstemperaturen, Pipettierungenauigkeiten etc. Die Messungen der einzelnen Gene auf
unterschiedlichen Gelen sind somit nicht direkt vergleichbar. Wird die Messung der Banden
jedoch in das Verhiltnis zu L32 gesetzt und geht man davon aus, dass L32 wirklich anndhernd

konstant exprimiert wird, so wird die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen RPAs mdglich.
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2.5 Histologische Techniken

2.5.1 Fixierungsmethoden zur dauerhaften histologischen Fixierung

Die in Kapitel 2.3.3 entnommenen und mit Ethanol dehydrierten Herzen wurden zur
dauerhaften Fixierung in Wachs (Paraffin, Paraplast Plus; VWR, West Chester, PA, USA)
eingebettet. Dies erfolgte automatisch durch einen Gewebeeinbettautomaten (Citadel 1000 Tissue
Processor, Thermo-Shandon; Waltham, MA, USA). Dabei durchliefen die Herzen, um

Riickstdnde der Fixierungsfliissigkeit zu entfernen, folgende Arbeitsschritte:

1. 1 x40 Minuten in 70%-igem Ethanol (AAPER)
2. 3 x40 Minuten in 95%-igem Ethanol
3. 2 x40 Minuten in 100%-igem Ethanol

AnschlieBend wurden die Herzen, um den Alkohol zu entfernen und das Gewebe
vollstindig zu entwdssern, in zeitlich absteigender Reihenfolge 15, 10 und 5 Minuten in Xylol
(Xylene; EMD, Darmstadt, Deutschland) gewaschen. Nach erfolgreicher Dehydrierung wurden
die Herzen in einer Paraffineinbetteinheit (Microm Embedding Center AP 280-2; Richard Allen
Scientific, Kalamazoo, MI, USA) positioniert und mit fliissigem Paraffin umspiilt und infiltriert.
War das Paraffin vollstdndig erhértet, wurden die Paraffinblocke von der Herzbasis bis zum Apex
mit einem Schlittenmikrotom (Microm HM 310; Richard Allen Scientific) geschnitten. Dabei
wurden alle 250 pm jeweils 10 Schnitte a 5 um (10er-Serie) angefertigt. Die Schnitte wurden in
einem 42° C warmen Wasserbad auf die Objekttrager iibertragen und abschlieBend 1 Stunde
luftgetrocknet.

2.5.2 Auswahl der histologischen Priparate

Aus den 10er-Serien wurde jeweils der erste Schnitt mit Hematoxylin-Eosin (HE)
angefirbt und unter dem Mikroskop (Axioskop 50; Carl Zeiss) begutachtet, um eine Ubersicht

iber die Infarktausdehnung am Herzen zu bekommen.

Die Schnitte, die fiir weitere Untersuchungen verwendet werden sollten, wurden nach

folgenden Kriterien ausgewahlt:
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Zusammenhdngender Infarktbereich

Gute Morphologie des Schnittes

Maximale Infarktgrofe

Schnitt in der Papillarmuskelebene und zugleich méglichst Apexnah

Schnitt weit von der Ligaturstelle und der dort entstandenen Myokardschiddigung

entfernt

2.5.3 Vorbereitende und abschliefende Schritte bei allen histologischen

Firb

ungen

Um das Gewebe fiir die hydrophilen Reagenzien der Farbung zugénglich zu machen,

wurden die Gewebeschnitte vor jeder Farbung deparaffinisiert und rehydriert. Dabei durchliefen

die Schnitte folgendes Procedere:

1.

A i

3 x 5 Minuten in Xylol

3 x 15 Dips in 100%-igem Ethanol

3 x 15 Dips in 95%-igem Ethanol

2 x 15 Dips in 75%-igem Ethanol

1 x 15 Dips in DEPC-ddH,0

5 Minuten waschen in DEPC-ddH,0O

Als “Dip* bezeichnet man dabei das kurzzeitige Eintauchen in die entsprechende Losung.

Nach erfolgter Farbung wurden die Priparate erneut dehydriert und anschlieBend gegengefirbt.

7.
8.

9.

1 x 15 Dips in 95%-igem Ethanol

1 x 2 Dips in Eosin (Eosin Y; Harleco)

(Ausnahme bei der Sirius Rot Farbung: siehe Kapitel 2.5.5)
1 x 15 Dips in 95%-igem Ethanol

10. 1 x 15 Dips in 100%-igem Ethanol

11.

Nach

cover glasses;

3 x 15 Dips in Xylol

beendeter Dehydrierung wurden die Priparate mit einem Deckbléittchen (Micro

VWR) bedeckt, welches mit einem speziellen Kleber (Cytoseal 60; Richard Allen

Scientific) fixiert wurde. AbschlieBend wurden die Praparate liber 1 Tag luftgetrocknet.
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2.5.4 Hematoxylin-Eosin-Fiarbung

Die Hematoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gehdrt zu den Standardfarbungen.

Zellkerne werden dabei blau-schwarz, restliches Gewebe rosa angefarbt. Vorgegangen wurde

nach der so genannten regressiven Methode nach Carson [Carson, 1996].

1.

A U R e

10.
11.
12.
13.
14.
15.

3 x 3 Minuten Xylol

2 x 15 Dips in 100%-igem Ethanol

2 x 15 Dips in 95%-igem Ethanol

1 x 15 in 75%-igem Ethanol

1 x 15 Dips in DEPC-ddH,O

1 x 3 Minuten in HE (Hematoxylin- Stain; Stat Lab, Lewisville, TX, USA)

1 x 1 Dip in ein Salzsdure-Ethanol-Gemisch (70%-iger Ethanol mit 1%-iger
Salzsédure: HCL; Lab Chem, Pittsburg, PA, USA)

1 x 15 Dips in DEPC-ddH,O

1 x 15 Dips in 1%-igem Ammoniumhydroxid in H,O (NaH4OH; J.T.Baker,
Phillipsburg, NJ, USA)

1 x 15 Dips in DEPC-ddH,0

1 x 15 Dips in 95%-igem Ethanol

1 x 15 Dips in Eosin

1 x 15 Dips in 95%-igem Ethanol

3 x 15 Dips in 100%-igem Ethanol

3 x 15 Dips in Xylol

2.5.5 Sirius-Rot-Farbung

Bei der Sirius-Rot-Farbung handelt es sich um eine Kollagen-Férbung. Die Préparate

wurden nach der Deparrafinisierung und Rehydrierung 3 Minuten in Sirius-Rot-Losung gefarbt

und nachfolgend ohne Gegenfarbung wieder dehydriert.

Die 0,1%-ige Sirius-Rot-Losung wurde aus 0,2 g Direct Red (Aldrich, Milwaukee, WI,
USA) und 200 ml geséttigter Pikrinsdure (Picrid Acid; EM Science) hergestellt. Vor Gebrauch

musste die Losung 10 Minuten stehengelassen werden.
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2.6 Immunhistochemische Techniken

2.6.1 Detektierung von Makrophagen

2.6.1.1 F4/80-Farbung zur  Detektierung von  Makrophagen  bei
TSP-1"-Miusen

In dieser Farbung wurde der monoklonale Antikdrper Cl:A3-1 gegen das F4/80-Antigen
verwendet (Rat-Anti-Mouse-Pan-Tissue-Fixed-Macrophages; RDI, Flandern, NJ, USA). Dabei
handelt es sich um ein 120-160 Kilodalton (kDa) groBBes Glykoprotein, welches von
Makrophagen und ihren Vorlduferzellen exprimiert wird und vermutlich bei deren Adhésion an
vaskuldre Endothelzellen eine Rolle spielt [Hume et al., 1984]. Die F4/80-Farbung wurde mit
Hilfe des Vectastain-ABC-Elite-Rat-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
durchgefiihrt.

1. Deparaftinisierung und Rehydrierung

2. Auswaschen fiir 5 Minuten in DEPC-ddH,O

3. Gewebe mit einem Paraffin-Stift (ImmunEdges Pen; Vector) umranden und 15
Minuten in 3%-igem Wasserstoffperoxid (H,O,; Sigma) inkubieren

4. 2 x 2 Minuten mit “Dulbeccos-Phosphat-Buffered-Saline*
(dPBS; Bio Witthaker, Walkersville, MD, USA) auswaschen

5. Inkubation fiir 30 Minuten mit IgG-Block (250ul Rabbit-Stock-Solution in 15 ml
dPBS)

6. IgG-Block von den Priparaten abschiitteln und 120 min oder iiber Nacht bei 4° C
mit den F4/80-Antikorpern inkubieren (Verhiltnis 1:250 in IgG-Block-Losung)

7. 2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

8. Inkubation fiir 30 Minuten mit Biotin-IgG (25 pl in 5 ml IgG-Block)

9. 2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

10. Inkubation fiir 30 Minuten mit ABC-Peroxidase-Losung (jeweils 100 ul von den
Kit-Losungen A und B auf 5 ml dPBS; muBl mindestens 30 Minuten vorher
vorbereitet werden)

11. 2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen



50

12. Diaminobenzol-Farbung (DAB) aus 5 ml DEPC-ddH,O und 100 pl Puffer
anfertigen und innerhalb von 10 Minuten verwenden. Die Stammldsung wird aus
200 ul DAB-Losung sowie 100 pul H,O, und 100 pl Nickel-Losung (Vector)
hergestellt

13. Die Farbung erfolgt unter mikroskopischer Kontrolle bis sich die
Positivkontrolle schwarz angefarbt hat

14. Die Farbung wird durch 5-miniitiges Waschen in DEPC-ddH,O beendet

15. Gegenfarbung mit Eosin und abschlieBende Dehydrierung

2.6.1.2 Mac-2-Fiarbung zur  Detektierung von  Makrophagen bei
IL-10"-Miiusen

Mac-2 ist ein 32 kDa groBles, Kohlenhydrat bindendes Protein, welches als Antigen
vornehmlich auf der Oberfliche von inflammatorischen Makrophagen exprimiert wird
[Ho und Springer, 1982]. Dariiber hinaus konnte Mac-2 auch bei Gewebsmakrophagen und
epithelialen Zellen nachgewiesen werden. Detektiert wurde Mac-2 nach dem Protokoll der F4/80-
Farbung (siehe Kapitel 2.6.1.1) mit dem monoklonalen Antikérper M3/38 (Cedarlaine

Laboratories Limited, Hornby, Ontario, Kanada).

2.6.2 MCA-771G-Fiarbung zur Detektierung von neutrophilen
Granulozyten

Die Anfarbung der neutrophilen Granulozyten erfolgte nach demselben Protokoll wie die
Anfarbung der Makrophagen (siche Kapitel 2.6.1). Anstelle des Cl:A3-1-Antikorpers oder
M3/38-Antikdrpers wurde in einer Konzentration von 1:100 ein MCA-771G-Antikorperklon
(Rat-Anti-Mouse-Neutrophils; Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK) verwendet. Dieser erkennt
polymorphe 40 kDa Antigene, die von polymorphkernigen Zellen, nicht aber von
gewebsstindigen Makrophagen synthetisiert werden [Hirsch und Gordon, 1983].

2.6.3 CD-31-Fiarbung zur Detektierung von Endothelzellen

Die Endothelzellfarbung wurde mit dem CD-31-Antikdrper MEC-13.3 (BD Bioscience
Pharmingen, San Jose, Ca, USA) durchgefiihrt. CD-31, auch ‘Platelet-Endothelial-Cell-
Adhesion-Molecule-1 (PECAM-1) genannt, ist ein grofles integrales Membranprotein, das
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kontinuierlich von Endothelzellen exprimiert wird und dadurch als Angiogenesemarker

verwendet werden kann [Vecchi et al., 1994]. Durch den MEC-13.3-Antikorper wird CD-31

zuverldssig erkannt und Venolen, Arteriolen und Kapillaren koénnen angefarbt und daher

quantifiziert werden. Vor der Farbung miissen CD-31-Epitope mit Trypsin angedaut werden. Des

weiteren wurde das Biotin-Signal zur besseren Detektierung amplifiziert.

Verwendet wurde fiir die Farbung abermals das Vectastain-ABC-Elite-Rat-Kit.

1.
2.
3.

10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.

Deparaffinisierung und Rehydrierung

Auswaschen fir 5 Minuten in DEPC-ddH,O

Gewebe mit Paraffin-Stift umranden und 15 Minuten in 3%-igem H,O,
inkubieren

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

10 Minuten Inkubation bei 37° C mit Trypsin Andaulésung zur Demaskierung
(Trypsin Konzentrat und dessen Losung (3:1); Zymed Laboratories, San
Francisco,CA, USA)

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

Fiir 30 Minuten Inkubation mit IgG-Block (300 ul Rabbit Stock Solution in
15 ml dPBS)

Entfernung des IgG-Block durch Schiitteln und Inkubation mit dem Anti-Maus-
CD-31-Antikorper (Verdiinnung 1:250) tiber 120 min oder bei 4° C iiber Nacht

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

30 Minuten Inkubation mit Biotin-IgG (25 pl in 5 ml IgG-Block)

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

30 Minuten Inkubation mit ABC-Peroxidase-Losung-10, die mindestens 30
Minuten vorher zubereitet werden muss (jeweils 100 pul von den Kit-Losungen A
und B in 5 ml dPBS)

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

Inkubation fiir 10 Minuten mit Biotinyl-Tyramide (Verhéltnis 1:50) (TSA Biotin
System; Perkin Elmer)

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen

Inkubation fiir 30 Minuten mit ABC-Peroxidase-Ldsung

2 x 2 Minuten mit dPBS auswaschen
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18. DAB-Férbung unter Sichtkontrolle im Mikroskop (siche Kapitel 2.6.1.1)

19. 5-miniitiges Waschen in DEPC-ddH,O zum Stoppen der Farbung

20. Gegenfarbung mit Eosin und Dehydrierung

2.6.4 a-SMAc-Fiarbung zur Detektierung von Myofibroblasten und
arteriellen Gefaflen

Das a-Aktin der glatten Muskelzellen (a-SMAc) kann als Marker der arteriellen Gefil3e

und der Myofibroblasten im Gewebe verwendet werden. Bei der Férbung wird ein von a-SMAc

N-terminal synthetisiertes Decapeptid mit Hilfe des 1A4-Antikorperklons (Monoclonal-Anti-a-

Smooth-Muscle-Actin; Sigma) detektiert und anschlieBend mit dem M.O.M.-Peroxidase-Kit

(Vector) angefarbt und sichtbar gemacht [Skalli et al., 1986].

1.
2.

[98)

N o » s

10.

11.
12.

13.

Deparaffiniserung und Rehydrierung

5 Minuten waschen in DEPC-ddH,O

Gewebe mit Paraffin-Stift umranden und 15 Minuten in 3%-igem H,O;
inkubieren

2 x 2 Minuten in dPBS auswaschen

60 Minuten mit IgG-Block inkubieren (200 ul IgG-Block Losung in 5 ml dPBS)
2 x 2 Minuten in dPBS auswaschen

5 Minuten mit verdiinnter M.O.M.-Protein-Losung inkubieren (1200 pl
Proteinkonzentrat in 15 ml dPBS)

Entfernung der M.O.M.-Protein-Losung durch Schiitteln und Inkubation mit
monoklonalem Anti-a-Smooth-Muscle-Actin-Antikorper fiir 30 Minuten
(Verhéltnis 1:250)

2 x 2 Minuten in dPBS auswaschen

Fiir 10 Minuten mit Biotin-IgG inkubieren (20 pl biotinisiertes IgG in 5 ml
M.O.M.- Block-Losung)

2 x 2 Minuten in dPBS auswaschen

Fiir 5 Minuten mit ABC-Peroxidase-Losung inkubieren, die 30 Minuten vorher
hergestellt werden muf} (jeweils 200 pl von den Kit-Losungen A und B in 5 ml
dPBS)

2 x 2 Minuten in dPBS auswaschen
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14. Durchfithrung der DAB-Féarbung unter mikroskopischer Sichtkontrolle wie in
Kapitel 2.6.1.1 beschrieben

15. Eintauchen in DEPC-ddH,O fiir 5 Minuten zum Stoppen der DAB-Farbung

16. Eosin Gegenfarbung

2.7 Auswertung der histologischen Untersuchungen

Die erfolgreich angefdrbten Praparate wurden mit dem Mikroskop (Axioskop 50; Carl
Zeiss) begutachtet, und fiir die Auswertung geeignete Abschnitte wurden computergesteuert mit
einer Digitalkamera (AxioCamHre, Version 5.05.10; Carl Zeiss) aufgenommen und in einer
Auflésung von 2600%2060 Pixel gespeichert (Software Axio Vision 3.1.2.1; Carl Zeiss). Dabei
wurde abhingig von der Farbung eine 10-fache (Plan-Neofluar, 10x/0,30; Carl Zeiss), 20-fache
(Plan- Apochromat, 20x/0,6; Carl Zeiss) oder 40 fache (Plan-Neofluar 40x/0,85 Pol; Carl Zeiss)
Vergrosserung verwendet. Auf diese Art und Weise wurden sowohl Bilder von Infarktbereichen
als auch zur internen Kontrolle von nicht geschidigtem Septumgewebe aufgenommen und
gespeichert. Von jedem Tier wurden je zwei benachbarte Schnitte ausgewertet, die aus den
angefertigten 10er-Serien (siche Kapitel 2.5.1) entnommen wurden. Damit ergaben sich abhéngig

von Infarktausdehnung, Herzgréf8e und VergroBerung je 20-30 Bilder pro Maus.

2.7.1 Kollagenauswertung

Zwischen WT- und IL-10"-Miusen zeigte die Sirius-Rot-Farbung keine wesentlichen
Unterschiede, so dass auf eine aufwendige Quantifizierung verzichtet wurde. Da auch die
TSP-1"-Miuse eine vergleichbare Kollagenmorphologie aufwiesen, wurde bei diesen gleichfalls

auf die aufwendige Auswertung verzichtet.

2.7.2 Auswertung der Makrophagen- und neutrophilen Granulozyten-
Farbung

Histologische Schnitte mit der F4/80- und Mac-2-Antigen-Farbung fiir Makrophagen und
mit der MCA-771G-Antikorper-Féarbung fiir neutrophile Granulozyten wurden mit 400-facher
VergroBerung eingescannt und gespeichert. Die notwendige Kalibrierung (10x; 20x; 40x mal der

benotigten Pixelzahl 2600*2060) wurde mit Hilfe des Programms Image ProPlus 5.4.1.29 (Media
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Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD, USA) eingestellt. Das geschiadigte Areal wurde
anschlieBend zur Ermittlung der Flache in pm? mit der Option “Measurements* auf jedem Bild
umrandet. Die in diesem Areal befindlichen gut erkennbaren Makrophagen bzw. neutrophilen
Granulozyten wurden mit der Option “Manual Tag® einzeln per Mausklick ausgewdéhlt, markiert
und gezéhlt. Ermittelte Daten wurden in Microsoft Excel 2002 gespeichert. Der Mittelwert der
positiven Zellen/mm? wurde aus dem Infarktbereich und dem nicht ischdmischen Kontrollbereich

errechnet.

2.7.3 Auswertung der Endothelzellfarbung

Bei der CD-31-Farbung werden Endothelzellen angeférbt und somit alle Gefdf3e, d.h.
Kapillaren, Venolen und Arteriolen, dargestellt. Der Infarktbereich wurde bei 200-facher
VergroBerung eingescannt und photographiert. Zur Auszdhlung wurde ebenso das Programm
Image ProPlus verwendet. Benutzt wurden die gleichen Optionen wie bei der Zellauszdahlung der
a-SMAc-Féarbung (siehe Kapitel 2.7.4). Alle GefdBe im Infarkt- und Kontrollbereich wurden
gezédhlt. Gefdlle mit einem Durchmesser < 25 um wurden als Kapillaren gewertet, Gefille mit
einem Durchmesser > 25 um als Venolen oder Arteriolen. Die Anzahl der Venolen wurde durch

Subtraktion der a-SMAc-positiven von den CD-31-positiven Gefdllen errechnet.

2.7.4 Auswertung der Anfarbung von Myofibroblasten und arteriellen
Gefialien

Die Préaparate wurden bei 100-facher VergroBBerung photographiert und in den Computer
eingescannt. Die Farbung erfasst zwar neben der glatten Muskulatur in Arteriolen und Arterien
auch Myofibroblasten, diese konnten aber durch ihr polymorphes Erscheinungsbild eindeutig von

den Arterien und Arteriolen unterschieden werden.

Die Auszdhlung der Blutgefiale erfolgte mit dem gleichen Programm (Image ProPlus)
und den gleichen Optionen wie bei der Makrophagen und neutrophilen Granulozyten Zahlung
(siehe Kapitel 2.7.2). Alle als Arteriolen erkennbaren Strukturen wurden im Infarktbereich und
im Kontrollbereich markiert und ausgezéhlt. Dabei wurde zwischen groBen (> 25 pm
Durchmesser) und kleinen (< 25 pm) Arteriolen unterschieden, um einen besseren Vergleich zu

der CD-31- Farbung (siehe Kapitel 2.6.3) zu erzielen.
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2.8 Statistische Auswertung

Alle hier gezeigten Daten wurden als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Die statistischen Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit Hilfe des
Programms Graph Pad InStat Software (Version 3.06; Graph Pad Software, San Diego, Ca, USA)
unter Verwendung des Student-Newman-Keuls-Tests (ANOVA-Test) mit nachfolgendem T-Test

fiir ungepaarte Stichproben errechnet. Als Signifikanzniveau wurde p< 0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Anzahl der operierten und analysierten Versuchstiere

Fiir diese Arbeit wurden 306 Versuchstiere von Herrn Oliver Dewald und Pawal Zymek
operiert, die Herzen wurden isoliert und von mir weiterverarbeitet und analysiert. Von den 306
Versuchstieren waren 133 Tiere WT-Maiuse, 83 Tiere IL—lO'/'—, 60 Tiere TSP—I'/'—, 16 Tiere WT-
Mause behandelt mit TGF-B-Antikorpern (WT-TGF-B-AK) und 14 WT-Méuse, behandelt mit
Hasen-Immunglobulin-G (WT-Hasen-IgG). Von den 306 operierten Tieren konnten 45 Tiere
(14,7%) nicht in die Studie aufgenommen werden. 10 der 45 Tiere (3,27%), sind entweder
wihrend der Initial-Operation oder an Folgen des Myokardinfarktes verstorben. Weitere 13 Tiere
(4,24%) wiesen trotz 60 miniitigem Verschlusses des RIVA keine ausreichende InfarktgréBe auf.
Die restlichen 22 Tier-Herzen (7,19%) wurden bei der Weiterverarbeitung beschidigt und
deswegen aus der Studie ausgeschlossen. Die Ergebnisse von 261 Tieren (85,29%) konnten fiir
diese Arbeit verwendet werden, da alle Tiere eine ausreichende InfarktgroBe aufwiesen. Dabei
entfielen auf die molekularbiologische Untersuchung 110 (35,95%), auf die histologischen
Untersuchungen 151 Tiere (49,45%).

3.1.1 Sterblichkeit bei den einzelnen Miusegruppen

Zwischen den einzelnen Gruppen liefen sich Unterschiede in der Sterblichkeit der
Versuchstiere feststellen. Die WT-Maiuse wiesen eine Sterblichkeitsrate von 22,77%, die
IL-10""-M&use von 17,1% auf. TSP-l'/'-Méiuse, WT-Miuse, behandelt mit TGF-B-AK, oder
Hasen-IgG zeigten eine Sterblichkeit zwischen 9-11%.

3.2 Histologische Ergebnisse

Bei den Versuchstieren lieBen sich im Zuge der inflammatorischen Reaktion nach I/R

Verdnderungen in der Zellhistologie beobachten.
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3.2.1 Histologische Ergebnisse der Nativ- und Kontrollmause

Weder die Nativ- noch die Kontrollgruppe der IL-10"-, TSP-17"-, WT-TGF-B-AK- oder

WT-Hasen-IgG-M4iuse zeigten histopathologische Verdnderungen der Herzen.

3.2.2 Zeitlicher Verlauf der Wundheilung bei WT-Miusen

Nach Induktion eines Myokardinfarktes mit anschlieBender Reperfusion kam es bei
WT-Miusen zu einer schnellen Infiltration des verletzten Myokards mit inflammatorischen
Zellen. Die folgend entstehende Koagulationsnekrose lie3 nekrotische Kardiomyozyten sichtbar
werden. Diese imponierten durch eine unscharfe Zellgrenze, durch am Zellkernrand gelagertes

verklumptes Chromatin und durch eine Eosinophilie der geschéddigten Zellen.

Nach 1 Tag Reperfusion kam es zu einer starken Extravasation und Infiltration des
Infarktgebietes mit Leukozyten, die nach 3 Tagen Reperfusion die beschidigten Kardiomyozyten
fast vollstindig phagozytiert und durch Granulationsgewebe ersetzt hatten. Die Ausbildung von
Granulationsgewebe war mit dem Auftreten von zahlreichen Myofibroblasten verbunden. Mit
Organisation des Granulationsgewebes nahm der zelluldre Gehalt des Infarktes ab und das
Infarktgebiet erschien nach 7 Tagen ausgediinnt und ohne =zellulire Infiltration. Das

Granulationsgewebe war damit in ein nahezu vollstindig konsolidiertes Narbengewebe

umgewandelt worden, welches parallel angeordnete Kollagenfasern erkennen lieB3 (Abbildung 4).

Abbildung 4: Histologisches Bild des reperfundierten Myokardinfarktes bei WT-Mdusen. A) Nach 1 Tag
Reperfusion zeigte sich eine deutliche zelluldre Infiltration des infarzierten Myokards mit starker
Extravasation der Leukozyten und odematds verbreitertem Interstitium. B) Nach 3 Tagen Reperfusion war
die Phagozytose der geschdidigten Kardiomyozyten abgeschlossen und das Granulationsgewebe
vollstandig ausgebildet. C) Nach 7 Tagen Reperfusion konnte eine kompaktierte Myokardnarbe mit
regredienter zelluldrer Infiltration nachgewiesen werden. Vergrofierung 200x; WT: Wildtyp; N=38.
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3.2.3 Wundheilung bei IL-10"-, WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-
Maiusen

IL-10"-, WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Miuse zeigten nach Myokardinfarkt und
anschlieBender Reperfusion einen &hnlich ausgeprdgten und =zeitlich iibereinstimmenden
histologischen Verlauf der inflammatorischen Reaktion und der nachfolgenden Narbenbildung
wie die WT-Miuse. TSP-1"-Miuse unterschieden sich in ihrem histologischen Verlauf nach

Myokardinfarkt.

3.2.4 Wundheilung bei TSP-1"-M:iusen

Wihrend die Ausbildung von Granulationsgewebe bei WT-Médusen nach 3 Tagen
Reperfusion abgeschlossen wurde, zeigten TSP-1"-Miuse eine verstirkte und verldngerte
Makrophagen- und Myofibroblasten-Infiltration in das Infarktgebiet. 7 Tage nach Reperfusion
war die Makrophagen- und Myofibroblasten-Infiltration sogar im nicht ischdmischen
angrenzenden myokardialen Gewebe sichtbar erhoht, was auf eine Expansion des

Granulationsgewebes in nicht infarzierte Gebiete schlieBen 14sst. (Abbildung 6 und 7).

3.3 Immunhistochemische Ergebnisse

3.3.1 Infiltration von Monozyten/Makrophagen bei TSP-1"-M:usen

Bei den WT-Maiusen konnte 6 Stunden nach Reperfusion ein Anstieg der Monozyten-
und Makrophagendichte beobachtet werden. Diese erreichte 1 Tag nach dem Infarkt ihren
Hohepunkt. Mit zunehmender Organisation des Granulationsgewebes und fortschreitendem
Heilungsprozess mit Konsolidierung der Narbe, 7 Tage post Infarkt, nahm die Monozyten-

/Makrophagendichte wieder ab.

Wihrend die IL-107"-, WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Miuse keinen Unterschied
in der Anzahl der Monozyten/Makrophagen aufwiesen, konnten bei den TSP-1""-Miusen
Unterschiede beobachtet werden. Wie Abbildung 5 veranschaulicht, war nach 3 Tagen
Reperfusionszeit die Monozyten-/Makrophagendichte in dem Infarktgebiet der TSP-1"-Miuse
deutlich erh6ht (3874,7+741,4 vs. 1832,5+291,7 Zellen/mm?; "~ p< 0,01).
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Dabei infiltrierten zu diesem Zeitpunkt die Monozyten/Makrophagen nicht nur die

Infarktrandzone, sondern auch das umliegende gesunde Gewebe (Abbildung 7).
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Abbildung 5: F4/80-Fdrbung zur Darstellung der Monozyten-/Makrophagendichte pro mm? bei WT- vs.
TSP-1""-Méiusen, 3 und 7 Tage nach I/R. WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-I1-Knockout; I/R:
Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour);, d: Tag (Day);, mm?* Quadratmillimeter, **: p< 0,01,
*: p<0,05; N=38.

Auch 7 Tage nach dem Infarktereignis war die Monozyten-/Makrophagendichte im
Infarktgebiet der TSP-1""-Mzuse hoher als bei den WT-Miusen (599,3£170,5 vs. 211,5+47
Zellen/mmz; *p< 0,05), dabei lieB3 sich auch weiterhin eine den Infarkt iiberschreitende Infiltration

in das umgebende Gewebe erkennen (Abbildung 6).

3.3.2 Infiltration von neutrophilen Granulozyten bei WT-, IL-10"-,
WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Miusen

Die Infiltration neutrophiler Granulozyten in das Infarktgebiet begann rasch nach
Reperfusion und erreichte nach 1 Tag ihren Hohepunkt. Nach Erreichen maximaler Infiltration
nahm die Anzahl der neutrophilen Granulozyten mit fortschreitender Wundheilung kontinuierlich
ab. Der zeitliche Verlauf der massiven Infiltration bis 1 Tag nach Infarkt und der darauf
folgenden fortschreitenden Abnahme neutrophiler Granulozyten konnte bei WT-, IL-107-, WT-
TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Méusen beobachtet werden. Keine signifikanten Unterschiede
waren zwischen den einzelnen Versuchsgruppen zu erkennen. Die Infiltration neutrophiler

Granulozyten bei TSP-1"-Méusen wurde nicht untersucht.
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Abbildung 6: Vergleich der Monozyten-/Makrophagendichte pro mm? nach F4/80-Fdrbung bei WT- vs.
TSP-1""-Méiusen zwischen Narbengewebe, dem umliegenden gesunden Gewebe und —einem
Septumabschnitt  als ~ Kontrolle.  WT:  Wildtype;  TSP-1":Thrombospondin-1-Knockout;  I/R:
Ischédmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour), d:Tag (Day); mm?: Quadratmillimeter; **: p< 0,01; *: p< 0,05,
N=38.

Abbildung 7: Immunhistochemische F4/80-Fdbung zur Darstellung von Monozyten/Makrophagen in
reprisentativen histologischen Schnitten bei WT- (4, C) vs. TSP-1""-Mdiusen (B, D) nach 3 (4, B) und 7
Tagen (C, D) Reperfusion. Bei TSP-1"-Herzen (D) infiltrieren die Monozyten/Makrophagen auch den
Infarkt  angrenzendes nicht ischimisches Myokardgewebe —(Pfeile). WT: Wildtype; TSP-17:
Thrombospondin-1- Knockout; h: Stunde (Hour) d: Tag (Day), — Skalierungsanzeiger: 40um; N=8.
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3.3.3 Myofibroblastenakkumulation bei TSP-1"-Miusen

Bei WT-Méusen konnten Myofibroblasten, 3 Tage nach I/R, im Granulationsgewebe
dargestellt werden. Das organisierte Narbengewebe wies nach 7 Tagen nur noch vereinzelt
Myofibroblasten auf. Wihrend es bei den IL-10""-, WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Méusen
keine signifikanten Unterschiede zu den WT-Maiusen gab, konnten bei den TSP-1""-Miusen
Differenzen festgestellt werden. TSP-1""-Miuse wiesen, wie in Abbildung 8 deutlich wird, 3
Tage nach Reperfusion eine hohere Myofibroblastendichte auf, als die WT-Tiere, was aber nicht
signifikant war (9,99+2,36% vs. 7,29+1,2%). 7 Tage nach Infarkt wiesen die TSP-1"-Miuse
signifikant mehr Myofibroblasten auf, als die zu vergleichenden WT-Tiere (13,543,7%

vs.3,69+0,56%; " p< 0,01).
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Abbildung 8: Darstellung des Myofibroblastenanteils in a-SMAc-% bei WT- vs. TSP-1""-Mcusen 3 und 7
Tage nach I/R. WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1-Knockout; I/R: Ischimie/Reperfusion; h:
Stunde (Hour); d:Tag (Day);, a-SMAc-%: Prozentualer Anteil der “Alpha-Smooth-Muscle-Actin ‘-

Anféirbung an der Gesamtfliche, **: p< 0,01; N= 8.

Dabei kam es, 7 Tage nach I/R, wie Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen, bei den
TSP-1""-Miusen zusitzlich zu einer Expansion der Myofibroblasten in das umliegende nicht

infarzierte Gewebe (TSP-17"- vs. WT-Miuse; Narbe: 13,5+3,7 vs. 3,96+0,54;" p< 0,01; Nicht
infarziertes Gewebe 8,8+1,3 vs. 2,8 £0,57; *p< 0,05).
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Abbildung 9: Vergleich der Myofibroblastenanteile in a-SMAc-% bei WT- vs. TSP-1"-Mdusen in der
Narbe, im nicht infarzierten umliegenden Gewebe und in einem Kontrollabschnitt 7 Tage nach I/R. WT:
Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1- Knockout; I/R: Ischimie/Reperfusion; h: Stunde (Hour); d:Tag
(Day); oa-SMAc-%: Prozentualer Anteil der “Alpha-Smooth-Muscle-Actin “-Anfirbung an der
Gesamtfliche; **: p< 0,01; *: p< 0,05; N=8.

Abbildung 10: Immunhistochemische o-SMAc-Farbung zur Darstellung von Myofibroblasten in % der
Gesamtfliche in reprisentativen histologischen Schnitten bei WT- (4) und TSP-1""-Mdusen (B) nach 7
Tagen Reperfusion (A, B). Bei WT-Mdusen (4) werden Myofibroblasten als spindelférmige extravaskulire
Zellen sichtbar (Pfeile). Bei TSP-1"-Herzen (B) infiltrieren die Myofibroblasten auch dem Infarkt
angrenzendes nicht ischimisches Myokardgewebe (Pfeile). WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1-
Knockout (KO); a-SMAc-%.: Prozentualer Anteil der “Alpha-Smooth-Muscle-Actin“-Anfirbung an der
Gesamtfliche; d: Tag (Day), — Skalierungsanzeiger: 40um,; N=38.
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3.4 Molekularbiologische Ergebnisse: Untersuchungen der mRNA-
Expression

Infarzierte Méuse zeigten im Zuge der inflammatorischen Reaktion nach Myokardinfarkt
neben den bereits oben dargestellten histologischen auch damit zusammenhingende
molekularbiologische Verdnderungen. Diese stellten sich als Erhohungen oder Erniedrigungen
einzelner mRNA-Transkripte dar. Die zeitlichen Verdnderung der Expression einzelner mRNA-
Molekiile aber insbesondere der Vergleich zwischen WT-Méusen mit IL-107-, TSP-1"-, WT-
TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Méuseherzen soll hier im Folgenden dargestellt werden.

3.4.1 mRNA-Expression der Nativ- und Kontrollmiuse
Weder die Nativ- noch die Kontrollméuse der IL-10" -, TSP-1" -, WT-TGF-B-AK- oder

WT-Hasen-IgG-Tiere zeigten molekularbiologische Veridnderungen der Herzen.

3.4.2 mRNA-Expression in WT-Miusen behandelt mit TGF-B-AK oder
Hasen-IgG

Bei der molekularbiologischen Untersuchung der WT-TGF--AK- und WT-Hasen-1gG-

Maiuse waren keine bedeutenden Unterschiede zu den WT-Méusen erkennbar.

3.4.3 Induktion der mRNA-Expression von Chemokinen

3.4.3.1 IP-10-mRNA-Expression in IL-10"-M:usen

Die Expression von IP-10-mRNA bei IL-10"-Mzusen entsprach denen der WT-Tiere.
Nach einer vermehrten Expression von IP-10-mRNA nach 6 Stunden Reperfusion, sank die
Syntheserate 1 Tag nach Ischdmieereignis wieder ab, um am dritten Tag noch einmal
anzusteigen. Zwischen WT-Miusen und IL-10"-Tieren fanden sich keine signifikanten

Unterschiede.
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3.4.3.2 IP-10-mRNA-Expression in TSP-1"-M:usen

Die WT-Maiuse zeigten, wie Abbildung 11 veranschaulicht, nach 6 Stunden Reperfusion
einen Anstieg der IP-10-mRNA-Werte, nachfolgend kam es 1 Tag nach I/R wieder zu einer
Senkung auf Sham-Niveau. Zu diesem Zeitpunkt wurden keine Unterschiede zwischen den WT-
und TSP-1"-Herzen deutlich. Am 3. Tag nach I/R kam es zu einer erneuten Induktion der
IP-10-mRNA- Synthese beider Gruppen, dabei produzierten die TSP-1""-Miuse signifikant mehr
IP-10-mRNA als die WT-Miuse zum gleichen Zeitpunkt (0,059+0,0059 vs. 0,034+0,0066;
**p<0,01).
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Abbildung 11: Vergleich der IP-10-mRNA-Synthese als Anteil an der L32-mRNA-Produktion bei WT- vs.
TSP-1""-Méiusen 6 Stunden (lediglich WT-Mduse) 1 Tag und 3 Tage nach I/R wie auch bei Sham-Mdusen..
IP-10: “Interferon-y-Inducible-Protein-10“; WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1- Knockout;
Sham: Kontrollgruppe, I/R: Ischimie/Reperfusion; h: Stunde (Hour), d:Tag (Day), **: p< 0,01; N=8.
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3.4.3.3 MCP-1-mRNA-Expression in IL-10"-M:iusen

WT-Miuse synthestisierten, wie Abbildung 12 verdeutlicht, 6 Stunden nach Infarkt
signifikant mehr MCP-1-mRNA als die IL-10""-Méusen zum gleichen Zeitpunkt (0,55+0,029 vs.
0,426+0,03; **p< 0,01). 1 Tag nach Reperfusion produzierten wiederum die IL-10""-Tiere
signifikant mehr MCP-1-mRNA als die WT-Tiere (0,12+0,0217 vs. 0,194+0,0146; *p< 0,05). Bei
der folgenden Messung, 3 Tage nach I/R, war das MCP-1-mRNA- Level bereits wieder auf
Sham-Niveau abgesunken, es waren keine deutlichen Unterschiede mehr zwischen den Gruppen

erkennbar (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vergleich der MCP-1-mRNA-Induktion, als Anteil der L32-mRNA-Expression bei WT- vs.
IL-10""-Mdiusen 6 Stunden, 1 Tag und 3 Tage nach I/R wie auch bei Sham-Tieren. MCP-1: “Monocyte-
Chemoattractant-Protein-1“; WT: Wildtype; IL-10"": Interleukin-10-Knockout; Sham: Kontrollgruppe;
I/R: Ischdmie/Reperfusion, h: Stunde (Hour); d:Tag (Day); **: p< 0,01, *: p< 0,05; N=8.
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3.4.3.4 MCP-1-mRNA-Expression in TSP-1"-M:usen

Nach Induktion der MCP-1-mRNA-Expression 1 Tag nach Reperfusion bildeten
TSP-17-Miuse im Vergleich zu den WT-Herzen signifikant mehr MCP-1-mRNA (0,275+0,0267
vs. 0,121+0,0217; **p< 0,01)(Abbildung 13). Obendrein konnte auch 3 Tage nach I/R bei beiden
Gruppen eine vermehrte Synthese von MCP-1-mRNA nachgewiesen werden, auch zu diesem
Zeitpunkt exprimierten TSP-17-Herzen bedeutend mehr untersuchte mRNA als die zu

vergleichenden WT-Tiere (0,082+0,017 vs. 0,0328+0,011; **p<0,01).
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Abbildung 13: Induktion der MCP-1-mRNA-Produktion als Anteil an der L32-mRNA-Synthese bei WT- vs.
TSP-1""-Mdiusen wie auch bei Sham-Tieren, 1 Tag und 3 Tage nach I/R.. MCP-1: “Monocyte-
Chemoattractant-Protein-1*;  WT:  Wildtype;  TSP-1 K ¥ hrombospondin-1-Knockout;  Sham:
Kontrollgruppe; I/R: Ischimie/Reperfusion; h: Stunde (Hour), d:Tag (Day); **: p< 0,01; N=8.



67

3.4.3.5 MIP-1a-mRNA-Expression in TSP-1"-M:usen

Nach 1 Stunde Ischimie und einem Tag Reperfusion produzierten die TSP-17-Miuse
mehr MIP-1a-mRNA als die WT-Méuse. Da insgesamt aber nur sehr geringe Mengen an MIP-
la-mRNA nachgewiesen werden konnten war die statistische Signifikanz aufgrund der geringen
Mengen nicht verwertbar (0,009+ 0,0002 vs. 0,0054+ 0,00035). Auch nach einer 1 Stunde Ischidmie
und 3 Tagen Reperfusion war die MIP-1a-mRNA-Synthese bei den TSP-1"- im Vergleich zu
den WT-Mdusen erh6ht, der Unterschied zwischen den WT- und TSP-1""-Tieren war aber nicht
mehr so deutlich (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Induktion der MIP-10-mRNA-Produktion als Anteil an der L32-mRNA-Synthese bei WT-
vs. TSP-1""-Mdusen wie auch bei Sham-Tieren, 1 Tag und 3 Tage nach I/R.. MIP-la: “Macrophage-
Inflammatory-Protein-1-Alpha*;  WT:  Wildtype; TSP-1":  Thrombospondin-1-Knockout; ~ Sham:
Kontrollgruppe; I/R: Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour); d:Tag (Day). Signifikanzniveau nicht
dargestellt.; N=8.
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3.4.4 Induktion der mRNA-Expression von Zytokinen

3.4.4.1 TNF-a-mRNA-Expression in WT- und IL-10"-Méusen

Beim Vergleich der IL-10"-Miuse mit den WT-Tieren, nach 1 Stunde Ischimie und 6
Stunden Reperfusion, konnte bei den IL-10"-Tieren signifikant weniger TNF-o-mRNA
nachgewiesen werden als bei den zu vergleichenden WT-Tieren (0,02+0,0028 vs. 0,014+0,002;
*p< 0,05). Bei den Sham-Gruppen als auch 3 Tage Reperfusion unterschied sich die TNF-a

Expression vom WT- und IL-10""-Tieren nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 15: Vergleich der TNF-a-mRNA-Expression als Anteil an der L32-mRNA-Synthese bei WT- vs.
IL-10""-Mciusen, 6 Stunden und 3 Tage nach I/R sowie auch bei Sham-Mdiusen. TNF-a: Tumor-Nekrose-
Faktor-Alpha; WT: Wildtype; IL-10": Interleukin-10-Knockout; Sham: Kontrollgruppe; I/R:
Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour); d:Tag (Day); *: p< 0,05; N=8.
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3.4.4.2 IL-1p-mRNA-Expression in TSP-1"-Miusen

IL-1 wird 1 Tag nach I/R sowohl in den WT- wie auch in den TSP-1"-Miusen
vermehrt exprimiert. Dabei synthetisierten TSP-1"-Mause zu diesem Zeitpunkt bedeutend mehr
IL-1B-mRNA als die WT-Tiere (0,044+0,007 vs. 0,029+0,004; *p< 0,05) (Abbildung 16). Nach 3
Tagen Reperfusion konnte, wie in Abbildung 16 sichtbar wird, bei den TSP-1""-Miuse noch mehr
IL-1B-mRNA nachgewiesen werden als bei den WT-Tieren, der Unterschied war aber nicht mehr

signifikant.
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Abbildung 16: Darstellung der IL-15-mRNA-Synthese als Anteil an der L32-mRNA-Expression bei WT-
vs. TSP-1""- Miiusen nach 1 Tag oder 3 Tagen I/R, wie auch bei Sham-Mdusen. IL-1p: Interleukin-1-Beta;
WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1-Knockout; Sham: Kontrollgruppe; I/R: Ischimie/Reperfusion;
h: Stunde (Hour); d:Tag (Day); *: p< 0,05; N=8.
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3.4.4.3 IL-6-mRNA-Expression in TSP-1"-M:usen

Die Expression von IL-6-mRNA wird 1 Tag nach I/R sowohl in WT- als auch in
TSP-17"-Miusen hochreguliert. Dabei wiesen, wie aus Abbildung 17 ersichtlich wird, TSP-17-
Mause signifikant mehr IL-6-mRNA auf als die WT-Tiere zum gleichen Zeitpunkt (0,049+0,008
vs. 0,026+0,004; **p< 0,01). Auch nach 3 Tagen Reperfusion war die IL-6-mRNA-Synthese
weiterhin erhdht. Auch zu diesem Zeitpunkt synthetisierten TSP-1"-Miuse deutlich mehr
IL-6-mRNA als die zu vergleichenden WT-Tiere (0,046+£0,01 vs. 0,022+0,002;
**p< 0,01)(Abbildung 17).
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Abbildung 17: IL-6-mRNA als quantitativer Wert der L32-mRNA-Synthese bei WT- vs. TSP-1""-Mdusen,
bei Sham-Mdusen wie auch 1 Tag und 3 Tage nach I/R. IL-6: Interleukin-6;, WT: Wildtype, TSP-17":
Thrombospondin-1-Knockout;, Sham: Kontrollgruppe ;I/R: Ischdmie/Reperfusion;, h: Stunde (Hour);
d:Tag (Day);**: p< 0,01; N= 8.
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3.4.4.4 TGF-p1-mRNA-Expression in IL-10"-Miusen

Die TGF-B1-mRNA Synthese stieg sowohl bei IL-10"-Mausen als auch bei den WT-
Tieren 6 Stunden nach Reperfusion an (Abbildung 18). Dabei konnte bei den IL-10""-Mausen
signifikant mehr TGF-B1-mRNA nachgewiesen werden als bei den WT-Tieren (0,234+0,027 vs.
0,139+0,012; **p< 0,01). Nach 1 Tag Reperfusion produzierten die IL-10"-Tiere ebenfalls
bedeutsam mehr TGF-f1-mRNA als die zu vergleichenden WT-Tiere (0,184+0,0172 vs.
0,113+0,014; *p< 0,05). Die Syntheserate von TGF-fI-mRNA war nach 3 Tage nach
Reperfusion immer noch erhoht, der Unterschied zwischen IL-10"- und WT-Méusen war aber

nicht mehr signifikant (Abbildung 18).
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Abbildung 18: TGF-f1-mRNA-Induktion als quantitativer Wert der L32-mRNA-Expression bei WT- vs.
IL-10"-Méusen, 6 Stunden, 1 Tag und 3 Tage nach I/R wie auch bei Sham-Tieren. TGF-BI:
“Transforming-Growth-Factor-Beta-1“;  WT: Wildtype; IL-10": Interleukin-10-Knockout; ~Sham:
Kontrollgruppe; I/R: Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour); d:Tag (Day);**: p< 0,01; *: p< 0,05,
N=38.
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3.4.4.5 TGF-p1-mRNA-Expression in TSP-1"-Miusen

Die TGF-p1-mRNA-Synthese bei TSP-1"- und WT-Tieren wurde 1 Tag nach
Reperfusion hochreguliert und stieg bis zum 3. Tag nach I/R weiter an. Dabei exprimierten die
TSP-1""-Miuse zu beiden Zeitpunkten mehr TGF-B1-mRNA als die WT-Maéuse: Es konnte, wie
in Abbildung 19 sichtbar wird, sowohl nach 1 Tag (0,17£0,02 vs. 0,113+0,014) als auch nach 3
Tagen (0,226+£0,03 vs. 0,129+0,012) I/R ein signifikanter Unterschied zugunsten der

TSP-1""-Tiere nachgewiesen werden (**p< 0,01).
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Abbildung 19: Visualisierung der TGF-f1-mRNA-Induktion als Anteil an der L32-mRNA-Produktion bei
WT- vs. TSP-1""-Miiusen nach 1 Tag und 3 Tagen I/R und bei Sham-Mdusen. TGF-f1: “Transforming-
Growth-Factor-Beta-1*; WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1-Knockout; Sham: Kontrollgruppe;
I/R: Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour); d:Tag (Day);**: p< 0,01; N=8.
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3.4.4.6 TGF-p2-mRNA-Expression in IL-10"-Miusen

Die Produktion von TGF-B2-mRNA bei IL-10"-Miusen entsprach dem der WT-Méuse.

Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.

3.4.4.7 TGF-p2-mRNA-Expression in TSP-1"-M:iusen

Bei den WT-Méusen stieg die im Herzen produzierte TGF-B2-mRNA-Menge rasch nach
Infarkt an. Nach 1 Stunde Ischdmie und 1 Tag Reperfusion synthetisierten die TSP-1""-Miuse
signifikant weniger TGF-B2-mRNA, als die WT-Tieren zum gleichen Zeitpunkt (0,063+0,004 vs.
0,019+0,0038; **p< 0,01). 3 Tage nach I/R war das Expressionslevel von TGF-B2-mRNA
weiterhin in beiden Tiergruppen erhdht, dabei produzierten die TSP-17-Tiere immer noch
signifikant weniger TGF-B2-mRNA als die WT-Tiere (0,049+0,0040 vs. 0,0227+0,0006;
**p<0,01) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Darstellung der TGF-$2-mRNA-Synthese anteilig an der L32-mRNA-Expression bei WT-
vs. TSP-1""Mcusen 1 Tag und 3 Tage nach I/R wie auch bei Sham-Mdusen. TGF-B2: “Transforming-
Growth-Factor-Beta-2*“; WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1-Knockout; Sham: Kontrollgruppe;
I/R: Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour),; d:Tag (Day),; **: p< 0,01; N=8.
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3.4.4.8 TGF-p3-mRNA-Expression in IL-10"-M:iusen

In WT- und IL-10"-Miuseherzen wurde TGF-P3-mRNA 6 Stunden nach I/R
hochreguliert und bis zum 3. Tag auf hohem Niveau exprimiert. Wihrend die IL-10"-Tiere, wie
Abbildung 21 zu entnehmen ist, 6 Stunden nach Reperfusion deutlich mehr TGF-f3-mRNA
synthetisierten (0,162+0,011 vs. 0,118+0,0027; *p< 0,05), verschob sich 1 Tag und 3 Tage nach
I/R die Produktion Zugunsten der WT-Tiere, der Unterschied zwischen den Gruppen war aber

nicht mehr signifikant.
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Abbildung 21: Vergleich der TGF-B3-mRNA-Expression als Anteil an der L32-mRNA-Synthese bei
WT- vs. IL-10"-Mdusen 6 Stunden, 1 Tag und 3 Tage nach I/R wie auch bei Sham-Tieren. TGF-3:
“Transforming-Growth-Factor-Beta-3“;  WT: Wildtype; IL-10": Interleukin-10-Knockout; Sham:
Kontrollgruppe; I/R: Ischimie/Reperfusion; h: Stunde (Hour), d:Tag (Day); *: p< 0,05, N= 8.
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3.4.4.9 TGF-p3-mRNA-Expression in TSP-1"-Miusen

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich wird, kam es bei TSP-1"-Miusen zu einem
verzogerten Anstieg der TGF-B3-mRNA-Expression nach I/R. Nach 1 Tag Reperfusion konnte
bei TSP-1"-Miusen deutlich weniger TGF-B3-mRNA nachgewiesen werden als bei den zu
vergleichenden WT-Maiusen (0,20+0,022 vs. 0,145+0,016; *p< 0,05). 3 Tage nach I/R

unterschieden sich die zu vergleichenden Gruppen nicht mehr voneinander.

TGF-B3:L32-Quotient

WT TSP-1" WT TSP-1" WT TSP-1"

Sham 1h/1d 1h/3d
I/R-Intervall

Abbildung 22: Darstellung der TGF-3-mRNA-Synthese im Verhdltnis der L32-mRNA-Expression bei
WT- vs. TSP-1"-Mdusen 1 Tag und 3 Tage nach I/R und bei Sham-Tieren. TGF-B3: “Transforming-
Growth-Factor-Beta-3*“; WT: Wildtype; TSP-1"": Thrombospondin-1-Knockout; Sham: Kontrollgruppe;
1I/R: Ischdmie/Reperfusion; h: Stunde (Hour); d:Tag (Day), *: p< 0,05; N=8.
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3.4.4.10 Angiogenesefaktor TSP-1-mRNA-Expression in IL-10"-M:usen

Wihrend Sham-WT- und IL-10"-Méuse gleich hohe TSP-1-mRNA-Syntheseraten aufwiesen,
produzierten WT-Herzen nach 6 Stunden I/R bedeutend mehr TSP-1-mRNA als die IL-107"-
Herzen zum gleichen Zeitpunkt (0,06+0,006 vs. 0,045+0,005; **p< 0,01)(Abbildung 23). Bei der
nidchsten Analyse des TSP-1-mRNA-Niveaus, 1 Tag nach Infarktereignis, war die
TSP-1-mRNA-Expression der WT- und IL-10"-Miuse, wieder gesunken, dabei zeigten beide
Gruppen eine vergleichbare Expression von TSP-1-mRNA.

0,3 * %k

TSP-1:1.32-Quotient

0 J:]_F_
WT IL-10™

Sham

WT \ IL-10™
1h/6h 1h/1d
I/R-Intervall

Abbildung 23: Expression von TSP-1-mRNA als Anteil an der L32-mRNA-Synthese bei WT- vs. IL-107"-
Mdusen 6 Stunden und 1 Tag nach I/R wie auch bei Sham-Tieren. TSP-1: Thrombospondin-1; WT:
Wildtype, IL-107": Interleukin-10-Knockout; Sham: Kontrollgruppe, I/R: Ischiimie/Reperfusion; h: Stunde
(Hour); d:Tag (Day), **: p< 0,01, N=8.
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4. Diskussion

4.1 Einfiihrung

Durch intensive Forschung auf dem Gebiet der myokardialen Ischdmie in den letzten drei
Jahrzehnten wurde deutlich, dass die Reperfusion nach Myokardinfarkt den myokardialen
Schaden und die myokardiale Dysfunktion limitiert und die Uberlebenswahrscheinlichkeit des
Patienten erhoht [Braunwald, 1989]. Deswegen gehort, obwohl bekannt ist, dass Reperfusion
neben einem positiven heilungsférdernden Effekt auch einen Reperfusionschaden mit sich bringt
[Tsao et al., 1990; Werns und Lucchesi, 1988], die Reperfusion des Herzens nach
Myokardinfarkt heutzutage zu den besten therapeutischen Moglichkeiten
[Kim und Braunwald, 1993]. Die komplexen Mechanismen des durch Reperfusion ausgeldsten
Reperfusionsschadens konnten trotz seiner klinischen Bedeutung aber bis heute nicht genau

geklart werden [Piper et al., 2004].

Die auf die myokardiale Ischdmie folgende pathophysiologische Reaktion wird als
Remodeling bezeichnet und bestimmt entscheidend den weiteren Verlauf der Herzerkrankung
[Cohn et al., 2000]. Effizientes Remodeling ist ein dynamischer und komplexer Prozess, der
durch eine akute inflammatorische Reaktion eingeleitet wird [Entman und Smith, 1994;
Frangogiannis und Entman, 1997; Frangogiannis et al., 2002c; Nian et al., 2004]. Dies fiihrt zur
Migration, Aktivierung und Proliferation mesenchymaler Zellen mit Produktion und Ablagerung
von extrazellulirer Matrix. Dieser Prozess resultiert in der Beseitigung beschadigter
Kardiomyozyten und dem Ersatz durch Granulationsgewebe und fiihrt zu der Ausbildung einer

Narbe im ehemals ischdmischen Myokardgewebe [Frangogiannis, 2004].

Entscheidend fiir ein ordnungsgeméfes Remodeling ist dabei die inflammatorische
Reaktion [Pfeffer und Braunwald, 1990] und die zeitgemifBe Inhibition der Inflammation,
nachdem das Granulationsgewebe gebildet wurde. Diese zeitgemédfe Limitierung der
Inflammation durch multiple noch nicht ndher bekannte =zellulire und molekulare
Kontrollmechanismen ist von Bedeutung, um eine =zeitlich persistierende und rdumlich
expandierende Entziindung zu vermeiden [Frangogiannis et al., 2001; Heymans et al., 1999;
Nathan, 2002] und um die Ausbildung einer stabilen Narbe im ehemals ischdmischen

Myokardgewebe zu ermoglichen.
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Auch wenn einzelne Mechanismen noch nicht bekannt sind, wird angenommen, dass die
Expansion der Inflammation in das umliegende nicht infarzierte myokardiale Gewebe durch die
Herabregulierung von pro-inflammatorischen Mediatoren durch anti-inflammatorische

Mediatoren wie TGF-f3 und IL-10 verhindert wird [Frangogiannis et al., 2002c].

4.2 Interleukin-10"-Miuse

4.2.1 Erhohte Sterblichkeit bei WT- und IL-10""-M:usen

Die hohe Sterblichkeit der WT-Maiuse (22,77%) ldsst sich dadurch erkldren, dass die
WT-Miuse als erste Gruppe der neuen Methode der I/R unterzogen wurden und im Bereich des
neuen Verfahren erst einmal Erfahrungen gesammelt werden mussten. Allgemein lag bei den
verschiedenen untersuchten Gruppen die Sterblichkeit der initialen Operation hoher als bei dem
I/R-Protokoll. Dieser Unterschied ldsst sich auf die hohere Invasivitit der initialen Operation und
den damit verbundenen Risiken, wie Pneumothorax und Verletzung der Arteria-Thoracica-

Interna, zuriickfiihren.

Bei den IL-10"-Tieren kam es zu vermehrten Todesfillen durch eine kontaminierte
Beatmungsmaschine (17,1%). Nach Auswechslung des Beatmungsgerites war die Sterblichkeit
der IL-10"-Miuse mit denen der TSP-17-, WT-TGF-B-AK- und WT-Hasen-IgG-Miusen
vergleichbar (9-11%).

Alle wihrend dieser Studie verstorbenen Tiere starben entweder wihrend der Operation
oder unmittelbar danach. Todesfille mehrere Stunden nach Reperfusion kamen, nach

Auswechslung der kontaminierten Beatmungsmaschine, so gut wie nicht mehr vor.

Die hier aufgefiihrten Daten stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen der Forschergruppe
um Yang et al. [Yang et al., 2000]. Diese wiesen nach 30 Minuten Ischdmie und 6 Stunden
Reperfusion keine Unterschiede in der Sterblichkeit zwischen WT- und IL-10"-Miusen auf.
Nach 30 Minuten Ischdmie und 1 Tag Reperfusion stieg die Sterblichkeit der IL-10""-Miuse aber
auf 75% vs. 0% der WT-Miuse an. Warum die IL-10"-Mause bei den Versuchen von Yang et al.
nach 1 Tag Reperfusion eine erhohte Sterblichkeit aufwiesen, ist unklar: Genaue Angaben zu der
Todesursache werden von Yang et al. leider nicht aufgefiihrt. In beiden Studien wurden Méuse

der gleichen Quelle fiir das I/R-Protokoll benutzt. Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit
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angewendeten Operationsmethode der geschlossenen I/R arbeiteten Yang et al. mit einem offenen
Operationsverfahren. Die Induktion der Myokardischdmie durch eine Koronarligatur erfolgte in
dem Modell unmittelbar nach der Thorakotomie. In dem fiir diese Arbeit verwendeten
Operationsverfahren nach Nossuli et al. [Nossuli et al., 2000] wurde den Miusen die RIVA-
Ligatur in einer Initial-Operation vorgelegt, wihrend die Ischdmie-Induktion erst nach einer
10-tédgigen Erholungszeit erfolgte. Damit l4st unser Modell eine genauere Untersuchungen der
Inflammation wahrend einer Myokardischdmie ohne den Einfluss des initialen Operationstraumas
zu. Es ist deswegen davon auszugehen, dass bei Yang et al. die erhohte Sterblichkeit zumindest

zum Teil auf das initiale Operationstrauma zuriickzufiihren ist.

Aufgrund der erheblich hoheren Fallzahl der I/R in dieser Arbeit (83 Tiere vs. 16 Tiere
bei Yang et al.) und der hier dargestellten Datenlage ist davon auszugehen, das IL-10""-Miuse

nach I/R keine erhohte Sterblichkeit aufweisen.

4.2.2 Anti-inflammatorische Mediatoren beim kardialen Remodeling
nach I/R

Wie bereits in Kapitel 1.3.1.2.1 ausfiihrlich beschrieben, gehort IL-10 zu den anti-
inflammatorischen Zytokinen und inhibiert die Freisetzung von pro-inflammatorischen
Mediatoren wie IL-la, IL-1p, TNF-o, IL-6, IL-8 wund IL-12 durch aktivierte
Monozyten/Makrophagen [Bogdan et al., 1991; de Waal Malefyt et al., 1991b; Fiorentino et al.,
1991b]. Dariiber hinaus spielt IL-10 eine wichtige Rolle bei der Modulation der extrazelluldren
Matrix, indem es die TIMP-1-Expression stimuliert und MMP-Synthese (z.B. MMP-2 und
MMP-9) inhibiert [Lacraz et al., 1995; Reitamo et al., 1994; Silvestre et al., 2001].

IL-10-mRNA wird normalerweise wenig im nicht reperfundierten myokardialen Schaden
exprimiert, nach Reperfusion aber hochreguliert. Daher nahmen Frangogiannis et al
[Frangogiannis et al., 2000a] an, dass IL-10 als Inhibitor von pro-inflammatorischen Zytokinen
und als Modulator der extrazelluldren Matrix einen Beitrag zur Heilung nach I/R leistet, selbst
wenn die Reperfusion zu einem zu spiten Zeitpunkt stattfindet, um noch Myozyten zu retten

[Boyle und Weisman, 1993; Group, 1993; Richard et al., 1995].

Der dabei angenommene kardioprotektive Effekt von IL-10 konnte in Studien mit Ratten
nachgewiesen werden. Er machte sich durch eine verminderte Infiltration von neutrophilen

Granulozyten und einen verringerten myokardialen Schaden nach IL-10-Applikation vor I/R
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bemerkbar [Hayward et al., 1997]. Hayward et al. schlossen daraus, dass IL-10 seinen protektiven
Effekt zum Teil durch die Inhibition von Interaktionen zwischen neutrophilen Granulozyten und
Endothelzellen vermittelt. Ahnliche Folgerungen wurden auch in vergleichbaren Studien anderer

Organsysteme gemacht [Engles et al., 1997; Hess et al., 1997; Spera et al., 1998].

Aufgrund der hier aufgefiihrten Studiendaten ist anzunehmen, dass IL-10 die Infiltration
von neutrophilen Granulozyten ins ischdmische Gewebe hemmt. Diese sind wiederum eine
wichtige Quelle fiir pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1B [Marucha et al., 1990], IL-6
[Cicco et al., 1990], IL-8 [Cassatella et al., 1992] und TNF-a [Wei et al., 1993] und spielen eine
kritische Rolle bei der Entstehung und Progression des Reperfusionsschadens
[Albertine et al., 1994; Buerke et al., 1994; Entman und Smith, 1994]. Die Abwesenheit des
hemmenden Effektes von IL-10 bei IL-10"-Miusen sollte einen Einfluss auf die Neutrophilen-

Migration, die Neutrophilen-Anzahl, Zytokin-Expression und die Infarktgro3e haben.

Diese Effekte konnten Yang et al. [Yang et al, 2000] bei I/R Versuchen mit
IL-10""-Miusen nachweisen. Sie zeigten, dass es in Abwesenheit von IL-10 zu einer vermehrten
Expression von ICAM-1 mit nachfolgender Infiltration von neutrophilen Granulozyten ins
ischdmische Gebiet kam. Zudem konnte eine erhohte Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen wie TNF-a und eine verstirkte inflammatorische Reaktion nachgewiesen werden, die

mit einer VergroBerung des ischdmischen Gebietes einherging.

In den fiir diese Arbeit mit IL-10”-Miusen durchgefiihrten I/R-Studien konnten dagegen
keine histomorphologischen Verdnderungen am Herzen nachgewiesen werden. Die Nativ- und
Kontrollméduse zeigten, keine spontane myokardiale Inflammation oder histopathologische
Verdnderungen, was mit den Untersuchungen von Kiihn et al. iibereinstimmt [Kuhn et al., 1993].
Aber auch im myokardialen Gewebe nach I/R zeigten sich weder eine verstérkte Infiltration von
neutrophilen Granulozyten noch eine VergrofSerung des Myokardinfarktes, wie es von Yang et al.
[Yang et al., 2000] beschrieben wird. Der Infarkt erschien bei den IL-10"-M&usen sogar

tendenziell verkleinert, was aber nicht verifiziert werden konnte.

IL-10"-Miuse wiesen in den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Versuchen ein zeitlich
regelrechtes Remodeling mit Ersetzung der Kardiomyozyten durch Granulationsgewebe, eine im
Verlauf nach Myokardinfarkt adiquate Verminderung der Neutrophilen- und Makrophagen-
Zahlen und eine vergleichbare Myofibroblasten-Anzahl wie die WT-Méiuse auf. Dass es trotz der

Abwesenheit von IL-10 zu einer regelrechten Aufldsung der Inflammation und damit zu einem



81

reguliren Remodeling kam, konnte unter anderem auf die vermehrte Synthese von

TGF-B1-mRNA in IL-10"-Méusen zuriickzufiihren sein.

TGF-B1 (siehe Kapitel 1.3.1.2.2) wird zu den anti-inflammatorischen Zytokinen gezahlt,
obwohl es auch pro-inflammatorische Eigenschaften hat. Durch pro-inflammatorische
Mediatoren wie TNF-0, IL-1B und IL-6 hochreguliert bildet es &hnlich wie IL-10 ein
Gegengewicht zu pro-entziindlichen Faktoren. In dieser Arbeit wurde bei IL-10"-Méusen eine
vermehrte Expression von TGF-B1-mRNA 6 Stunden, 1 Tag und 3 Tage nach Reperfusion
nachgewiesen. Da keine vermehrte Synthese pro-inflammatorischer Mediatoren nachweisbar war,
erscheint eine kompensatorische Expressionssteigerung des anti-inflammatorischen Mediators
TGF-B1 unwahrscheinlich. Es kann eher davon ausgegangen werden, dass TGF-B1
kompensatorisch erhoht wurde, um anti-inflammatorische Effekte zu iibernechmen, die
normalerweise durch IL-10 vermittelt werden. TGF-B1 konnte daher ein wichtiger Faktor bei der
Auflosung der Inflammation und Einleitung der Fibrose sein, da TGF-P allgemein eine Rolle
beim Fibroblasten-Wachstum und der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten
spielt [Bujak und Frangogiannis, 2007]. Weiterhin moduliert es die Homdostase der
extrazelluliren Matrix durch verstirkte Expression von TIMP-1, MMP-2 und MMP-9 und
Hemmung der MMP-1-und MMP-3-Synthese [Mauviel, 1993; Overall et al., 1991]. Es ist daher
anzunehmen, dass die Hochregulation von TGF-B1 dazu beitrégt, dass es in Abwesenheit von IL-
10 zu einem regelrechten und zeitlich entsprechenden Remodeling kommt. Dieses regelrechte
Remodeling konnte wiederum auf die Einflussnahme von TGF-f1 auf MMPs und TIMPs

zuriickzufiihren sein (siehe Kapitel 4.2.4).

Eine weitere Moglichkeit der Erklirung, warum die TGF-B1-mRNA bei IL-10"-Miusen
nach Myokardinfarkt hochreguliert wird, ist, dass IL-10 die Synthese von TGF-B1-mRNA in
mononukledren Zellen und Makrophagen inhibiert. Bei einem Wegfall von IL-10 kdme es dann
zu einer vermehrten Synthese von TGF-B1-mRNA. Dieser Erkldrungsansatz ist jedoch
unwahrscheinlich, da ein solcher Zusammenhang zwischen IL-10 und TGF-B1 bis dato in der
Literatur noch nicht beschrieben wurde. Eher zutreffend konnte sein, dass es in der Abwesenheit
eines Makrophagen deaktivierenden Mediators wie IL-10 zu einer kompensatorischen Erh6hung
von pro-inflammatorischen Mediatoren in inflammatorischen Leukozyten kommt und damit
einhergehend zu einer ausgleichenden Hochregulation von TGF-B1. Dies konnte in den fiir diese

Arbeit durchgefiihrten Experimenten aber nicht nachgewiesen werden. Im Gegenteil sogar: Bei
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den molekularbiologischen Untersuchungen 6 Stunden und teilweise auch 1 Tag nach
Reperfusion konnte eine verringerte mRNA-Expression an pro-inflammatorischen Mediatoren

wie TNF-a und MCP-1 festgestellt werden.

Ebenfalls nicht erklirbar ist, warum die TGF-p3-mRNA-Expression bei IL-10"-Miusen
im Gegensatz zu der TGF-B1-mRNA-Synthese 1 Tag und 3 Tage nach Reperfusion erniedrigt ist.
TGF-B3 ist ein Mediator, der durch die Modulation der MMP-2- und TIMP-2-mRNA-Expression
[Deten et al., 2001] ebenso wie TGF-f1 an der Fibrose-Entstehung beteiligt ist. Gleichzeitig
konnte zwischen den Gruppen kein Unterschied in der Expression von TGF-f2-mRNA

festgestellt werden.

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse sowie die allgemein bekannte pleiotrope Wirkung der
TGF-B-Isoformen lassen keine verldssliche Aussage liber die kompensatorische Wirkung von
TGF-B1 bei IL-10""-Méusen zu. TGF-p allgemein hat diverse auch widerspriichliche Effekte auf
Zellen und vermittelt abhingig von Zelltyp, Zellumfeld und Entwicklungs- und

Wachstumsprozess der Zellen stimulierende oder inhibierende Effekte.

Des weiteren ist zu bemerken, dass alle TGF-B-Isoformen als inaktives Protein sezerniert
werden, um dann im Gewebe aktiviert zu werden (siche Kapitel 1.3.1.2.2). Die hier in dieser
Arbeit durchgefiihrte Untersuchung der TGF-B-mRNA sagt deshalb nichts iiber die

posttransskriptionelle Modifikation und Aktivierung des Molekiils im Gewebe aus.

4.2.3 Pro-inflammatorische Mediatoren beim kardialen Remodeling
nach I/R

In Abwesenheit von IL-10 hitte man eine vermehrte Expression an pro-
inflammatorischen Mediatoren erwartet. Dass dennoch eine verminderte Synthese nachgewiesen
wurde, kann vielfiltige Griinde haben. Wie bereits erwihnt, wiesen IL-10"-Miuse tendenziell
einen verkleinerten Infarkt auf. Da die verringerte Ausdehnung der Ischimie nicht mit den
Versuchsergebnissen von Yang et al. [Yang et al., 2000] iibereinstimmt, vermuten wir, dass die
kleinere Infarktgrofe in unserer Studie auf die Morpholgie des reperfundierten Myokardinfarkts

zuriickzufiihren ist.
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Daher kann angenommen werden, dass die paradoxe Erniedrigung der mRNA pro-
inflammatorischer Mediatoren vornehmlich auf die Tatsache zuriickzufithren ist, dass in dieser
Arbeit WT- und IL-10"-Mause-mRNA in unterschiedlichen RPAs untersucht wurden. Auch
wenn die RPA quantitative Ergebnisse bringt, die man untereinander vergleichen kann, so ist es
doch auch ein auf &uBere Storfaktoren sehr anfilliges Untersuchungsverfahren. Durch
unterschiedliche Versuchsbedingungen wie z.B. Kontamination der Proben mit RNAse,
Verwendung veralteter Enzyme und nicht addquate Temperaturen bei der Hybridisierung kann es
zu verfilschten Ergebnissen kommen, die eine Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Versuche
fraglich machen. Optimale Vergleiche sind nur bei in einem Versuch gleichzeitig untersuchten

Proben moglich, was bei der Menge an zu vergleichenden Gruppen schwer umsetzbar war.

Aufgrund der z.Z. nicht erklarbaren Erniedrigung pro-inflammatorischer Mediatoren bei
IL-10""-M&usen wurden, kurz vor Vollendung dieser Arbeit, die Ergebnisse durch neue Versuche
im Labor in Houston validiert. Dabei wurde die zu vergleichende WT- und IL-10"-mRNA auf
einem RPA-Gel untersucht. Die neuen Daten zeigen im Gegensatz zu den hier aufgefiihrten, dass
es zu einer Erhohung der mRNA-Expression pro-inflammatorischen Mediatoren wie MCP-1 und
TNF-a in den IL-10"-Méusen kommt. Dennoch blicben die histophatologischen Parameter der
Wundheilung bei IL-10"-Mzusen in der neuen Versuchsreihe mit denen der in dieser Studie

untersuchten IL-10""-Miuse vergleichbar [Zymek et al., 2007].

4.2.4 Mediatoren der extrazellularen Matrix Modulation und
Fibrosebildung

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) werden von fast allen Zellen (Leukozyten,
Endothelzellen, Fibroblasten, Myozyten) des ischdmischen Myokards synthetisiert sowie
sezerniert und bauen die extrazellulire Matrix um [Cleutjens et al., 1995; Coker et al., 1999;
Creemers et al., 2001; Dollery et al., 1995; Peterson et al., 2001]. Sie werden friih nach
myokardialer I/R im ischdmischen Gewebe aktiviert [Creemers et al., 2001; Lu et al., 2000] und
induzieren, wenn durch  Leukozyten sezerniert, eine  myokardiale = Apoptose
[Heymans et al., 1999; Warren et al., 2000]. Dariiber hinaus wirken die durch MMPs abgebauten
Bausteine der extrazelluliren Matrix auf Leukozyten chemotaktisch [Lindsey et al., 2001; Schor

et al., 2000]. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Inhibition von MMPs den myokardialen
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Schaden, der durch I/R entstanden ist, minimiert und die kardiale Funktion kurzzeitig verbessert

[Ducharme et al., 2000; Peterson et al., 2001; Rohde et al., 1999].

Bei Versuchen an Ratten-, Schweine- und Menschenherzen konnte beim Remodeling
nach Myokardinfarkt eine erhohte Expression von MMP-1-,-2--3- und -9-mRNA nachgewiesen
werden [Carlyle et al., 1997; Danielsen et al., 1998; Sato et al., 1983; Tyagi et al., 1996; Weber et
al., 1994]. Die Aktivierung der als Proenzyme sezernierten MMPs im ischdmischen Myokard
erfolgte dabei frithzeitig (< 1 Tag) [Creemers et al., 2001; Lu et al., 2000]. Dies deutet darauf hin,
dass die MMPs durch ihren Einfluss auf die extrazellulire Matrix-Degradation, Zell-Migration
(Inflammatorische = Zellen, Fibroblasten), Angiogenese und durch Regulation von
Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle beim Remodeling nach Myokardinfarkt spielen

[Creemers et al., 2001].

Die vermehrte Expression von MMP-1- und MMP-12-mRNA nach I/R durch von IL-1
und TNF-a stimulierte Monozyten/Makrophagen [Feinberg et al., 2000; Vaday et al., 2001] und
von Myozyten [Chen et al., 2003] wird unter anderem durch TGF-B1 reguliert. Dies konnte dazu
beitragen, dass es auch in Abwesenheit von IL-10 zu einem regelrechten Remodeling kommit.
Verwunderlich ist, wie bereits erwihnt, dass die TGF-3-mRNA- Expression bei IL-10""-Tieren
vs. WT-Méusen 1 Tag und 3 Tage nach Reperfusion erniedrigt ist, obwohl TGF-3 als Modulator
der MMP-1- und TIMP-2-mRNA-Expression zu der Fibrosebildung nach Myokardinfarkt
beitrigt [Deten et al., 2001].

Auch TIMPs spielen bei dem Remodeling der extrazelluliren Matrix nach
Myokardinfarkt eine wichtige Rolle. TIMP-1 {iberexprimierende Maiuse wiesen nach
Myokardinfarkt eine verminderte Leukozyten-Infiltration, Neovaskularisation, und Kollagen-
Ablagerung in dem ischdmischen Gebiet auf. Dies deutet darauf hin, dass die Heilung bei TIMP-

1 iiberexprimierenden Méusen nach Myokardinfarkt verzogert ist [Heymans et al., 1999].

TIMP-1-mRNA wird durch verschiedene Faktoren wie IL-1p [Murphy et al., 1985] IL-6
[Lotz und Guerne, 1991] und TGF-B1 [Overall et al., 1991] in Fibroblasten hochreguliert. Auch
mononukledre Zellen beim Hund die mit postischdmischer Lymphe stimuliert wurden, zeigten
eine vermehrte TIMP-1-mRNA-Expression [Frangogiannis et al., 2000a]. Die TIMP-1-mRNA-
Expression von Makrophagen im heilenden Myokard war zeitgleich mit der IL-10-mRNA-
Synthese 3-5 Tage nach I/R maximal. Dabei konnte durch die Zugabe von IL-10 inhibierenden
Antikorpern die Hochregulation von TIMP-1-mRNA unterdriickt werden
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[Frangogiannis et al., 2000a]. Hieraus wurde geschlossen, dass IL-10 ein wichtiger Aktivator flir
die vermehrte Synthese von TIMP-1-mRNA von infiltrierenden mononukledren Zellen des
heilenden Myokards ist. Uber die TIMP-1-mRNA-Expression und anschlieBende Aktivierung der
TIMP-1-Proteine im Gewebe wird wiederum das Remodeling nach Myokardinfarkt durch
Modulation der extrazelluldren Matrix eingeleitet. IL-10 und TIMP-1 haben somit synergistische

Effekte beim Remodeling nach Myokardinfarkt.

MMPs und TIMPs agieren als Protease/Antiprotease und stehen in einer Balance, um den
Abbau und Umbau der extrazellulirer Matrix zu regulieren [Creemers et al., 2001]. Diese
Balance scheint von Bedeutung zu sein, um die inflammatorische Reaktion nach Myokardinfarkt
zu unterdriicken und ein Remodeling einzuleiten [Lacraz et al, 1995]. Da auch die
TIMP-1-mRNA-Expression durch TGF-B1 mitbestimmt wird, ist in Betracht zu ziehen, ob die
kompensatorische Hochregulation von TGF-f1-mRNA bei IL-10"-Miusen den Einfluss von
IL-10 auf die TIMP-1-mRNA-Expression tibernimmt.

Dabei muss beachtet werden, dass der Einfluss von TGF-f8 auf MMPs und TIMPs in
Studien zwar nachgewiesen wurde, die Effekte aber zwischen den Studien, den untersuchten

Zellen und der Menge, die an TGF-3 verwendet wurde, variieren.

Um die hier aufgefiihrten Theorien zu verifizieren oder zu widerlegen, wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit auch die mRNA-Expression von verschiedenen MMPs und TIMPs
untersucht. Dabei konnten zwischen den IL-10"- und WT-Miusen keine signifikanten
Unterschiede gefunden werden. Von Bedeutung ist dabei, dass durch die Untersuchung der
mRNA lediglich die transkriptionelle Ebene der MMP- und TIMP-Regulation untersucht und auf
die aufwendige Zymographie verzichtet wurde. Da aber beide Mediatorengruppen als Proenzyme
sezerniert werden, um dann im Gewebe durch proteolytische Spaltung aktiviert zu werden,
spiegelt die mRNA-Expression nicht den Aktivititszustand im Gewebe wider
[Creemers et al., 2001]. Eine validierte Aussage iiber den Einfluss von MMPs und TIMPs beim
Remodeling nach Myokardinfarkt ist demnach erst nach Untersuchung der Enzymaktivitit

moglich.

Dass es bei IL-10"-Mausen zu einem normalen Remodeling kam, kann auch durch
andere eventuell noch unbekannte Mechanismen wie die TGF-f1 Hochregulation und deren
Einfluss auf MMPs und TIMPs bedingt sein. Auch eine Einflussnahme von IP-10 oder TSP-1

wurde in diesem Zusammenhang in Betracht gezogen und untersucht.
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IP-10 gehort, wie in Kapitel 1.3.1.1.1 beschrieben, zu den CXC-Chemokinen und weil3t
antifibrotische Eigenschaften auf [Shiraha et al., 1999]. In WT-Méusen wird es nur geringfiigig
konstitutionell synthetisiert, nach Myokardinfarkt aber friihzeitig hochreguliert, um dann
transient exprimiert zu werden. Bei IL-10"-Mausen wiirde man, wenn IP-10 bei Abwesenheit
von IL-10 einen Einfluss auf das ordentliche Remodeling hat, eine verstirkte Synthese von
IP-10-mRNA erwarten. Da in dieser Arbeit jedoch keine Unterschiede in der IP-10-mRNA-
Synthese zwischen WT- und IL-10"-Tieren nachgewiesen werden konnten, scheint IP-10 keine

wesentliche Rolle beim reguldren Remodeling in Abwesenheit von IL-10 zu spielen.

TSP-1 gehort, wie in Kapitel 1.3.1.3 ausfiihrlich beschrieben, zu den “Matricellular-
Proteins®, denen eine Funktion bei der Modulation der extrazelluldren Matrix zugewiesen wird
[Sage und Bornstein, 1991]. Des weiteren hat TSP-1 potente angiostatische Eigenschaften und
spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von TGF- [Bornstein, 2001; Chen et al., 2000;
Crawford et al., 1998]. So wire denkbar, dass es durch eine kompensatorische Hochregulation
von TSP-1-mRNA bei IL-10"-M#usen nach I/R zu einer vermehrten Expression und Aktivierung
von TGF-f im Gewebe kommt und dadurch zu einer normalen Wundheilung. Im Gegensatz zu
den WT-Maéusen bei denen TSP-1-mRNA 6 Stunden und 1 Tag nach I/R vermehrt exprimiert
wird, zeigten IL-10"-Miuse 6 Stunden nach I/R eine verminderte TSP-1-mRNA-Synthese wie
die WT-Tiere. Warum es in IL-10"-Mausen zu einer verminderten Synthese von TSP-1-mRNA

kommt, ist derzeit nicht erklarbar.

Wire dies der Fall, so miisste auch die Erniedrigung der TSP-1-mRNA durch die
Hochregulation synergistisch oder durch die Verminderung entgegengesetzt wirkender
Mediatoren kompensiert werden, da es bei TSP-1""-Miusen zu einer verinderten Wundheilung
kommt (siehe Kapitel 4.3), die bei IL-10"-Miusen nicht nachgewiesen werden konnte

[Frangogiannis et al., 2005].

Vermutlich ist die Erniedrigung der TSP-1-mRNA-Synthese von IL-10"-Miusen
abermals auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass auch die TSP-1-mRNA von WT- und
IL-10"-M#usen in unterschiedlichen Versuchen analysiert wurde. Diese Vermutung ist nahe
liegend, da die TSP-1-mRNA von WT- und IL-10"-Méusen abermals in einem Versuchsaufbau
untersucht wurde, wo sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Miusegruppen

mehr ergaben [Zymek et al., 2007].
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4.3 TSP-1"-Miiuse

4.3.1 Einleitung

TSP-1 gehort zu einer Subgruppe der extrazelluliren Proteine, die “Matricellular-
Proteins“ genannt werden [Bornstein, 1995; 2001; Bornstein und Sage, 2002]. Sie sind nicht
direkt an der Vermittlung der Zellintegritit beteiligt, sondern beeinflussen Zellfunktionen durch
Modulation der extrazelluldren Matrix [Bornstein und Sage, 2002; Kyriakides und Bornstein,
2003; Murphy-Ullrich, 2001; Sage und Bornstein, 1991] (siehe Kapitel 1.3.1.3). Welche genaue
Rolle TSP-1 bei der Modulation von Zelleffekten in-vivo spielt, ist bis heute aber nur teilweise
bekannt. Erwiesen ist, dass TSP-1 potente angiostatische Eigenschaften aufweist und eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung von TGF-B1 spielt [Bornstein, 2001; Crawford et al., 1998;
Streit et al., 1999; Tolsma et al., 1993]. Auch eine Beteiligung von TSP-1 bei der Wundheilung
konnte in Midusen gezeigt werden. Welche genaue Rolle TSP-1 dabei einnimmt, ist jedoch noch
unklar. Auf der einen Seite konnte bei Mausen in Hautwunden eine vermehrte TSP-1-mRNA-
Synthese nachgewiesen werden und Hautwunden, die mit Antisense-TSP-1- Oligonukleotiden
behandelt wurden, zeigten eine verzogerte und verminderte Reepithelisierung [DiPietro et al.,
1996]. Auf der anderen Seite fiihrt die Uberexpression von TSP-1-mRNA und -Protein in der
Haut von Maiusen zu einer verminderten Bildung von Granulationsgewebe und zu einer

suprimierten Wundheilung [Streit et al., 2000].

Wihrend native TSP-1"-Mzuse inflammatorische Verinderungen der Lunge und des
Pankreas aufzeigen, scheint TSP-1 keinen bedeutenden Einfluss auf den Phenotyp und die
Homdostase des Herzens zu haben [Lawler et al., 1998]. Die Nativ- und Kontrollgruppe der
TSP-1""-Miuse zeigten keinerlei Anzeichen einer spontanen inflammatorischen Reaktion. Sie
wiesen eine vergleichbare Zytokin- und Chemokin-Expression auf. Zudem gab es keine
Unterschiede in der Gefdfdichte und Makrophagen- oder Leukozyten-Infiltration. Die
Sterblichkeit war, wie bereits in den Ergebnissen dargestellt, mit denen der WT-Maiuse

vergleichbar.

Bei Versuchen mit Hunden konnte TSP-1-Protein nach 1 Tag Reperfusion zum ersten
Mal im myokardialen Schaden nachgewiesen werden und war vom 3.-7. Tag nach I/R an der
Infarktgrenze lokalisierbar. [Frangogiannis et al., 2005]. In WT-Méusen wurde TSP-1-mRNA
6 Stunden und 1 Tag nach I/R vermehrt exprimiert (Abbildung 23) und war nach 7 Tagen
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Reperfusion in der Infarktrandzone lokalisierbar. Deswegen kann angenommen werden, dass die
spezifische Expression von TSP-1-Protein an der Infarktgrenze eine “Barriere® zwischen
ischdmischem und angrenzendem gesunden Gewebe bildet. Dadurch konnte die Expansion der
auf I/R folgenden inflammatorischen Reaktion in das gesunde Gewebe verhindert und ein
iiberschiefendes Remodeling nach Myokardinfarkt vermindert werden [Chatila et al., 2007].
Diese “Barriere* konnte durch die anti-inflammatorischen und angiostatischen Eigenschaften von
TGF-B vermittelt werden, da durch Hao et al. und Thompson et al. auch eine Expression von
TGF-B-mRNA und -Protein an der Infarktgrenze festgestellt werden konnte [Hao et al., 1999;
Thompson et al., 1988]. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass auch TSP-1 als ein wichtiger

Aktivator von TGF-f in dieser Lokalisation nachgewiesen werden konnte.

In Abwesenheit von TSP-1 kam es bei TSP-l'/'-Méiusen, die dem I/R-Protokoll
unterzogen wurden, zu einer verstirkten und verlingerten inflammatorischen Reaktion mit
vermehrter Expression der mRNA der Chemokine MCP-1, MIP-1a, IP-10 wie auch der Zytokine
IL-6, IL-1B und TGF-B1. Auch eine erhohte Makrophagen- und Myofibroblasten-Dichte mit
Expansion des Granulationsgewebes in das umliegende nicht infarzierte myokardiale Gewebe
konnte beobachtet werden. Dies unterstiitzt die These, dass TSP-1 ein wichtiger Bestandteil der
“Barriere” zwischen normalem und infarziertem Myokard ist. Die TNF-a-, IL-10- und
TGF-B3-mRNA-Level und die GefiaBBdichte unterschieden sich im Wesentlichen nicht von denen
der WT-Miuse.

Bei der verstiarkten und verldngerten Inflammation der TSP-1""-Miuse nach I/R ist eine
Reihe an Mediatoren und Zellen beteiligt, auf deren Rolle beim regelwidrigen Remodeling im

Folgenden nédher eingegangen werden soll.

4.3.2 Chemokine beim Kkardialen Remodeling nach I/R bei
TSP-1"-Miusen

“Macrophage-Chemoattractant-Protein-1“  (MCP-1) spielt als pro-inflammatorisches
Chemokin eine wichtige Rolle bei der Inflammation. Es gehort zu der Familie der CC-
Chemokine und wird in verschiedenen Zellen des ischdmischen Myokards wie Fibroblasten und
Monozyten/Makrophagen exprimiert und in diesen Zellen durch Zytokine, Lipopolysaccharide
(LPS) und Wachstumsfaktoren hochreguliert [Liebler et al., 1994; Rollins, 1996; Takahashi et al.,
1995]. Die Expression von MCP-1-mRNA nach Ischdmie ist dabei reperfusionsabhidngig. Bei
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Ischdmie ohne Reperfusion wird kaum MCP-1-mRNA exprimiert [Kumar et al., 1997]. Bei
Maiusen, die einem I/R-Protokoll unterzogen wurden, wurde die
MCP-1-mRNA-Synthese innerhalb von wenigen Stunden (6 Stunden) in ischdmischen Gebieten
induziert, transient exprimiert und 1-3 Tage nach Reperfusion wieder runterreguliert
[Dewald et al., 2005; Ono et al., 1999]. TSP-1"-Méuse zeigten gegeniiber den WT-Tieren eine
verstirkte und verlingerte Synthese von MCP-1-mRNA. 1 Tag nach I/R wiesen TSP-1""-Miuse
eine erheblich hohere, 3 Tage nach Infarktbeginn eine weiterhin erhdhte MCP-1-mRNA-
Produktion auf (Abbildung 13).

MCP-1 ist ein potenter chemotaktischer und aktivierender Faktor fiir
Monozyten/Makrophagen und Myofibroblasten und nimmt eine bedeutende Rolle bei der
Infiltration von mononukledren Zellen in das Infarktgebiet ein [Kumar et al., 1997; Wang et al.,
1998]. Es ist daher nachvollziehbar, dass die erhohte MCP-1-mRNA-Synthese bei TSP-1""-
Maiusen nach I/R mit einer vermehrten Infiltration des ischdmischen Gewebes mit
Monozyten/Makrophagen und Myofibroblasten einhergeht (Abbildung 6 Abbildung 9).
Demgegeniiber konnte bei Experimenten mit MCP-17-Miusen gezeigt werden, dass es in
Abwesenheit von MCP-1 nach I/R zu einer verzégerten Monozyten/Makrophagen-Infiltration
kommt [Dewald et al., 2005; Lu et al., 1998]. Bei MCP-1""-Mausen kam es dariiber hinaus auch
zu einer verminderten Zytokin-mRNA-Expression (IL-10, TNF-o, IL-1B, IL-6), zu einer
erniedrigten Myofibroblasten-Akkumulation und einer verzdgerten Phagozytose der

Kardiomyozyten mit protrahierter Bildung des Granulationsgewebes [Dewald et al., 2005].

Es ist anzunehmen, dass MCP-1 als potentester chemotaktischer und in den fiir diese
Arbeit durchgefiihrten Experimenten stirk hochregulierter pro-inflammatorischer Mediator
entscheidend zu der verstirkten und verlingerten Inflammation bei TSP-1"-Miusen nach I/R
beitrdgt. Aufgrund seiner chemotaktischen Wirkung auf Monozyten/Makrophagen und deren
Aktivierung mit folgender Sekretion von pro-inflammatorischen Mediatoren wie IL-1f3, MIP-1a
und IL-6 spielt MCP-1 eine wichtige Rolle bei der Initiation und dem Erhalt der
inflammatorischen Reaktion nach Myokardinfarkt. Dabei kommt den durch MCP-1 angelockten
und aktivierten Makrophagen eine wichtige Rolle zu, da sie als Ressource von pro-
inflammatorischen Mediatoren eine regulierende Funktion bei der Aufrechterhaltung der

inflammatorischen Reaktion haben [Hohensinner et al., 2006].
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Auch bei der Ausbildung des Granulationsgewebes und der Entstehung der Fibrose
scheint MCP-1 beteiligt zu sein. Es hat direkte angiogene Wirkung auf humane, MCP-1-Rezeptor
(CCR-2) exprimierende Endothelzellen [Salcedo et al., 2000] und soll zusétzlich durch die
Modulation von MMPs [Gharaee-Kermani et al., 1996] und die Vermehrung der Kollagen-
Expression [Yamamoto et al., 2000] regulierende Wirkungen auf den Fibroblasten-Phénotyp und
dessen Aktivitdit haben. Dariiber hinaus verstirkt es die TGF-f1-mRNA-Synthese
[Gharaee-Kermani et al., 1996]. Die Produktion von TGF-B1 durch MCP-1 hat Einfluss auf die
regelrechte Ausbildung einer Fibrose, da es in Abwesenheit von MCP-1 zu einer verminderten
TGF-B1-Synthese und einer damit einhergehenden verzogerten und verminderten Fibrosebildung

kommt [Dewald et al., 2005].

In TSP-1""-Miusen konnte neben der vermehrten MCP-1-mRNA-Expression auch eine
erhohte und verldngerte Synthese von weiteren pro-inflammatorischen Mediatoren wie MIP-1aq,

IL-1B und IL-6 nachgewiesen werden.

“Macrophage-Inflammatory-Protein-1-Alpha“ (MIP-1a) gehort ebenfalls zu der Gruppe
der CC-Chemokine und weist verschiedene pro-inflammatorische FEigenschaften auf
[Rollins, 1997; Wang et al., 1998]. Wie die anderen Chemokine seiner Familie auch wirkt es auf
Monozyten/Makrophagen und Leukozyten chemotaktisch [Cook, 1996; DiPietro et al., 1998].
Normalerweise nur gering konstitutionell exprimiert kann die Synthese von MIP-la-mRNA
durch inflammatorische Stimuli wie LPS, IL-1f und TNF-o in Monozyten/Makrophagen,
Fibroblasten und T-Lymphozyten induziert werden [Berkman et al., 1995a; Berkman et al.,
1995b; Danforth et al., 1995; Hariharan et al., 1999; Maurer und von Stebut, 2004; Standiford et
al., 1993]. Freigesetztes MIP-la initilert wiederum die Produktion von TNF-a-,
IL-1- und IL-6-mRNA durch aktivierte Monozyten/Makrophagen [Fahey et al., 1992] und fordert
die Expression von ICAM-1 [Vaddi und Newton, 1994], wodurch es zum Erhalt der
Entziindungsreaktion kommt. In dieser Studie liegt die MIP-1a-mRNA-Expression bei
TSP-1"-Miusen 1 Tag und 3 Tage nach I/R iiber denen der WT-Tiere und trigt damit ebenso wie
das MCP-1 zur Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion bei.

“Interferon-y-Inducible-Protein-10* (IP-10) gehort zu der Familie der CXC-Chemokine
und erhielt seine Bezeichnung daher, dass es in durch Interferon-y stimulierten Monozyten
verstiarkt gebildet wurde [Farber, 1997; Luster et al., 1985; Luster und Ravetch, 1987]. Die

Synthese von IP-10 konnte im Weiteren in vielen verschiedenen Zellen nachgewiesen werden.
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IP-10 wird von Endothelzellen [Goebeler et al., 1997; Karakurum et al., 1994; Mach et al., 1999],
Fibroblasten [Bedard und Golds, 1993; Gonzalez-Cuadrado et al., 1996], neutrophilen
Granulozyten [Cassatella et al., 1997; Gasperini et al, 1999] und Makrophagen
[Kopydlowski et al., 1999] produziert. Als CXC-Chemokin ohne ELR-Motiv sind seine
chemotaktischen Eigenschaften auf  Monozyten/Makrophagen  relativ schwach
[Loetscher et al., 1996; Strieter et al., 1995], es zeigt aber eine schidigende Wirkung auf
Kapillaren [Sgadari et al., 1996; Teruya-Feldstein et al., 1997] und einen potenten angiostatischen
Effekt in Anwesenheit von pro-angiogenen Faktoren wie IL-8 oder bFGF [Angiolillo et al., 1995;
Keane et al., 1997].

Im Herzen der WT-Maéuse wird IP-10-mRNA nur geringfiigig konstitutionell exprimiert,
auf inflammatorische Stimuli hin aber hochreguliert [Frangogiannis et al., 2000b]. Pro-
inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1p und auch M-CSF sind in der Lage die
[P-10-mRNA-Expression in vendsen jugulidren Endothelzellen zu verstdrken. Dabei konnte die
Hochregulierung von IP-10-mRNA durch TNF-a, IL-1p und M-CSF ein wichtiger Faktor bei der
Vermittlung der pro-inflammatorischen Effekte dieser Mediatoren sein
[Frangogiannis et al., 2000b]. Bei TSP-1""-Miusen kam es 3 Tage nach I/R zu einer vermehrten
IP-10-mRNA- Produktion, die durch erhohte IL-1B-mRNA-Mengen bedingt sein konnte oder
auch mit der verlingerten Anwesenheit von Myofibroblasten im Granulationsgewebe
zusammenhangten konnte. Es wird angenommen, dass IP-10 auch antifibrotische Eigenschaften
hat [Shiraha et al., 1999]. Sein antifibrotischer Effekt wurde deutlich bei Versuchen mit IP-10-
Antikorpern, bei denen eine signifikante Myofibroblasten-Akkumulation im Herzen nach

Myokardinfarkt nachgewiesen werden konnte (Dr. Frangogiannis, pers. Mitteilung).

In dem vorliegenden Modell zeigte sich bei den WT-Maiusen eine zweizeitige Induktion
von [P-10-mRNA nach 6 Stunden und 3 Tagen Reperfusion. Dies deutet auf eine Wirkung von
IP-10 in der Fibrogenese hin [Dewald et al., 2004]. Es wird angenommen, dass IP-10 eine
verfriihte Fibrosebildung und Angiogenese verhindern soll, bis das verletzte myokardiale Gewebe
durch infiltrierte Phagozyten abgerdumt und ein Granulationsgewebe gebildet wurde.
In TSP-1"-Miusen kénnte daher die vermehrte IP-10-mRNA-Synthese der Expansion des
Granulationsgewebes in nicht ischdmische Gebiete entgegenwirken und eine noch stirkere

Fibrosebildung verhindern.
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4.3.3 Zytokine beim kardialen Remodeling nach I/R bei TSP-1"-Miusen

Interleukin-6  (IL-6) zeigte, wie in Studien nachgewiesen, eine rasche
reperfusionsabhingige IL-6-mRNA-Expression im ischdmischen Gebiet
[Gwechenberger et al., 1999; Youker et al., 1992]. Dabei ist IL-6 als pro-inflammatorisches
Zytokin bei der auf Myokardinfarkt folgenden inflammatorischen Reaktion beteiligt. Studien von
Kukielka et al. [Kukielka et al., 1993; Kukielka et al., 1995a] demonstrierten, dass die
IL-6-mRNA-Expression mit einer ICAM-1-Induktion assoziiert ist. Dies konnte durch Versuche
mit Antikorpern gegen IL-6 bestitigt werden [Youker et al., 1992]. Durch die Induktion von
ICAM-1 vermittelt IL-6 die Adhdsion und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, was
wiederum durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen zu einer direkten myokardialen
Schéadigung fiihrt [Entman et al., 1990; Finkel et al., 1993; Smith et al., 1991]. In
TSP-1"-Musen war IL-6-mRNA sowohl 1 Tag sowie auch 3 Tage nach I/R gegeniiber den
WT-Miusen signifikant erhoht. Dabei konnte die vermehrte Expression von IL-6-mRNA durch
die verstiarkte Infiltration von Monozyten/Makrophagen bedingt sein, als auch durch die nach 3
Tagen auftretende Expansion von Fibroblasten in nicht ischdmisches angrenzendes Gewebe.
Denn sowohl Fibroblasten als auch Monozyten/Makrophagen sind in der Lage IL-6 zu
synthetisieren [Akira et al., 1993]. In Versuchen an neonatalen Myozyten konnte nachgewiesen
werden, dass auch Myozyten unter Hypoxie vermehrt IL-6-mRNA produzieren
[Yamauchi-Takihara et al., 1995]. Dabei kann die Induktion zur IL-6-mRNA-Synthese von
Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten und Myozyten auch durch eine Hypoxie bedingte IL-1

und TNF-a Hochregulation vermittelt werden.

IL-1B, das bei TSP-1""-Miusen auch vermehrt im ischimischen Gewebe exprimiert wird,
kann ebenfalls die Expression von IL-6-mRNA induzieren [Guillen et al., 1995]. Auch
TNF-0-mRNA wird nach myokardialer Ischimie hochreguliert und kann zur vermehrten
Synthese von IL-6 beitragen [Hirschl et al., 1996; Lissoni et al., 1992; Reil et al., 2007], auch
wenn in dieser Arbeit bei TSP-17-Miusen keine signifikant erhohten TNF-a-mRNA-Mengen im

Vergleich zu den WT-Tieren gefunden werden konnten.

Interleukin-1B (IL-1B) gehort zu der Gruppe der pro-inflammatorischen Zytokine und
weist im inflammatorischen Geschehen ein dem TNF-o &hnliches Wirkspektrum auf. Dabei
vermitteln beide Mediatoren hiufig synergistische Effekte [Dinarello, 2000]. IL-1p ist zudem an
dem Remodeling und bei der Ausbildung der Gewebsfibrose nach Myokardischdmie beteiligt
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[Boluyt et al., 1994; Swynghedauw, 1999; Yue et al., 1998]. Auch wenn seine mitogene Potenz
sehr schwach und inkonstant ist [Bitterman et al., 1986], kann es Fibroblasten aktivieren
[Libby et al., 1988] und sie zur Proliferation anregen [Bitterman et al., 1986; Schmidt et al.,
1982]. Es konnte sogar in verschiedenen Modellen eine Korrelation von
IL-1B-mRNA-Expression und kardialer Fibrose nachgewiesen werden [Ono et al., 1998; Shioi et
al.,  1996]. Neben seinen unzdhligen schéddlichen Effekten auf Myozyten
[Balligand et al., 1993; Finkel et al., 1992; Hosenpud et al., 1989; Tsujino et al., 1994] und seiner
Beteiligung an der Entstehung der Kardiomyopathie [Francis et al., 1998; Neumann et al., 1993]
und myokardialen Hyperthrophie [Thaik et al., 1995] konnten Hwang et al.[Hwang et al., 2001]
nachweisen, dass die Anwesenheit von IL-1B im ischdmischen Gewebe auch von positiver
Bedeutung ist. Wird IL-1 nach Myokardinfarkt in der Ratte neutralisiert, kommt es zu einer
verminderten Prokollagen-Expression und verzogerten Wundheilung mit erhohter Gefahr

ventrikuldrer Rupturen [Hwang et al., 2001].

Bei TSP-1"-Miusen wird IL-13-mRNA 1 Tag nach I/R vermehrt exprimiert. Auch
3 Tage nach Reperfusion wird von TSP-1""-Tieren mehr IL-1p-mRNA synthetisiert als bei den
WT-Méusen, der Unterschied ist aber nicht mehr signifikant. Da IL-1B von aktivierten
Monozyten/Makrophagen sezerniert wird [Dinarello, 1985; Wewers et al., 1984], ist die erhdhte
IL-1B-mRNA-Expression vermutlich wie bei den anderen oben erwidhnten Mediatoren auf die
vermehrte Monozyten/Makrophagen- Infiltration und ihre Aktivierung durch die erhohte

Expression von MCP-1 und MIP-1a zuriickzufiihren.

Sezerniertes IL-1B unterhdlt die inflammatorische Reaktion, indem es die
Adhésionsmolekiile ICAM-1 und E-Selectin auf Endothelzellen hochreguliert und die Produktion
von pro-inflammatorischen Zytokinen im Bindegewebe und von Endothelzellen stimuliert
[Pober et al., 1986a; Pober et al., 1986b; Sironi et al., 1989]. Dariiber hinaus tragt IL-1B durch
seine Fahigkeit, die Expression seines eigenen Genproduktes von vaskuldren glatten
Muskelzellen und Endothelzellen zu stimulieren, zum Erhalt der inflammatorischen Reaktion bei

[Warner et al., 1987a; 1987b].

Da IL-1B-mRNA verstirkt in den nicht infarzierten Gebieten exprimiert wird
[Ono et al., 1998], konnte es auch eine Rolle bei der Expansion des Granulationsgewebes in die
an den Infarkt angrenzenden Gewebe spielen. Durch den Wegfall der “Barriere zwischen Infarkt

und umgebenden Gewebe durch von TSP-1 aktiviertem TGF-B1 konnte IL-1B durch seine
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vermehrte Expression zu einer verstirkten Monozyten/Makropagen-Infiltration und
Fibrosebildung beitragen. Der Effekt, dass IL-1p in Abwesenheit seines Inhibitors TGF-f1 die
Synthese von MMPs durch Monozyten/Makrophagen stimuliert [Feinberg et al., 2000;
Hanemaaijer et al., 1993; Vaday et al., 2001], scheint in dieser Arbeit nicht von besonderer
Bedeutung zu sein, da die Kollagen-Ablagerung die Degradierung der extrazelluliren Matrix zu

ubertreffen scheint.

Die oben genannten Mediatoren beeinflussen sich wechselseitig bei der Inflammation
nach I/R und amplifizieren sich untereinander, so dass es zu einer Verstirkung der
inflammatorischen Reaktion kommt. Bei diesem Prozess spielen Monozyten/Makrophagen eine
wichtige Rolle, da sie bei der Initilerung der Inflammation, deren Aufrechterhaltung und
ordnungsgemélem Ablauf eine wichtige Rolle spielen [Smith et al., 2001]. Da es bei
TSP-1""-Miusen zu einer vermehrten Infiltration mit Monozyten/Makrophagen kommt und zu
einer verstirkten Synthese von pro-inflammatorischen Mediatoren, die bei der inflammatorischen
Kaskade nach Myokardinfarkt eine Rolle spielen, ist verwunderlich, warum TNF-a-mRNA bei
TSP-17"-Miusen nicht verstirkt exprimiert wird. TNF-a-mRNA wird als pro-inflammatorisches
Zytokin frithzeitig nach I/R hochreguliert [Frangogiannis et al., 1998b; Frangogiannis et al.,
2002c] und induziert dann die Freisetzung anderer inflammatorischer Mediatoren wie MCP-1
[Kumar et al., 1997] und IL-1 [Aggarwal und Natarajan, 1996]. Des Weiteren vermittelt es durch
die Induktion von ICAM-1 die Adhésion von neutrophilen Granulozyten und Monozyten und
tragt dadurch zur Aufrechterhaltung der inflammatorischen Reaktion bei. Im Wechselspiel wird
TNF-a durch anti-inflammatorische Mediatoren wie TGF-$ und IL-10 herabreguliert [Aggarwal
und Natarajan, 1996; Kaur et al., 2006]. Die mangelnde Hochregulation von TNF-a-mRNA
konnte demnach durch eine erhohte Synthese anti-inflammatorischer Mediatoren bedingt sein,

die zur Abschwéchung und Auflésung der Inflammation beitragen.

Vor allem wiirde man bei TSP-17-Miusen eine kompensatorische IL-10-mRNA-
Induktion erwarten, um die Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren wie 1L-6, IL-1f3
und TNF-a durch aktivierte Monozyten/Makrophagen zu inhibieren und dadurch die Auflésung
der Inflammation einzuleiten. TSP-1"-Muse zeigten im Vergleich zu den WT-Tieren keinen
Unterschied in der IL-10-mRNA-Synthese. Die TGF-B-mRNA-Expression unterschied sich
zwischen WT- und TSP-1""-Miusen.
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Neben der verstirkten und verldngerten Expression inflammatorischer Mediatoren und
der erhohten Makrophagen-Dichte zeigten TSP-17-Miuse, wie bereits beschrieben, eine
Expansion des Granulationsgewebes ins umliegende nicht infarzierte myokardiale Gewebe. Diese
iiberschiefende Expansion ist vermutlich auf die mangelnde Suppression der verstirkten
Inflammation nach I/R bei TSP-17-Mausen durch IL-10 und TGF-B zuriickzufiihren und geht mit

einer verstirkten Fibrosebildung durch Induktion von IP-10 einher.

In Abwesenheit von TSP-1 spielt TGF-f1 eine wichtige Rolle bei der Auflosung der
reperfusionsbedingten Entziindungsreaktion. TGF-B1 (siche Kapitel 1.3.1.2.2) wird zu den anti-
inflammatorischen Zytokinen gezidhlt, obwohl es auch pro-inflammatorische Eigenschaften hat.
Durch pro-inflammatorische Mediatoren wie TNF-a, IL-1B und IL-6 hochreguliert bildet, TGF-
B1 ein Gegengewicht zu pro-entziindlichen Faktoren. TGF-B1 wird als inaktive Form sezerniert
und durch Zell-Zell-Interaktionen [Antonelli-Orlidge et al., 1989], reaktiven Sauerstoff
[Barcellos-Hoff und Dix, 1996] und TSP-1 aktiviert [Murphy-Ullrich und Poczatek, 2000]. Die
Wichtigkeit der Aktivierung von TGF-$ durch TSP-1 wurde in der Lunge und im Pankreas von
TSP-17-Miusen sichtbar [Lawler et al., 1998]. TSP-17-Tiere zeigten eine Inflammation in
diesen Organen, die durch Gabe von einem sogenannten KRFK-Peptid, ein TGF-B1-Aktivator-
Molekiil, vermindert werden konnte [Crawford et al., 1998]. TSP-1 ist dabei allerdings nicht der
alleinige Aktivator, da auBer in der Lunge und dem Pankreas in keinem anderen Organ eine

spontane Inflammation nachgewiesen werden konnte [Lawler et al., 1998].

Neben seinen anti-inflammatorischen Eigenschaften scheint TGF-B1 auch eine wichtige
Rolle bei der Zell-Proliferation, -differenzierung, -migration und Bildung der extrazelluldren
Matrix zu spielen [Lijnen et al., 2000]. Studien haben gezeigt, dass TGF-B1 als regulatorisches
Zytokin bei dem Remodeling und der Fibrosebildung nach Myokardinfarkt beteiligt ist und bei
der  kardialen  Entwicklung und  kardialen @ Hypertrophie eine  Rolle  spielt
[Border und Ruoslahti, 1992; Takahashi et al., 1994; Thompson et al., 1988]. TGF-B1 steigert die
Synthese von Kollagen im geschiddigten Gewebe und inhibiert gleichzeitig den Kollagenabbau
[Booz und Baker, 1995; Frazier et al., 1996; Sporn et al., 1986]. Dariiber hinaus ist es beim
Fibroblasten-Wachstum und der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten wie auch
bei der Modulation des extrazelluldren Matrix-Metabolismus durch TIMPs und MMPs beteiligt
[Desmouliere et al., 1993; Thompson et al., 1988].
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Immer mehr Anzeichen weisen darauf hin, dass TGF-B1 seinen protektiven Effekt {iber
die Inhibition der Expression spezifischer MMPs durch von IL-1B und TNF-a aktivierte
Monozyten/Makrophagen [Feinberg et al., 2000; Vaday et al., 2001] und Myozyten
[Chen et al., 2003] vermittelt.

1 Tag und 3 Tage nach I/R war die TGF-Bl1-mRNA-Expression bei TSP-1"-Miusen
gegeniiber den WT-Méusen signifikant erhoht (Abbildung 19). Dabei ist anzunehmen, dass die
TGF-B1-mRNA-Expression bei TSP-17-Mausen durch MCP-1, TNF-a, IL-1$ und MIP-la
hochreguliert, wegen fehlendem TSP-1 aber nur teilweise aktiviert wird. Es kann auch
angenommen werden, dass TGF-B1 auch in Abwesenheit von TSP-1 aktiviert, aufgrund von noch
nicht bekannten Mechanismen aber wieder deaktiviert wird. Die mangelnde Aktivierung oder die
zu schnelle Deaktivierung von TGF-B1 am Rand des Infarktes konnte dabei zur Expansion des
Granulationsgewebes in nicht ischdmische Myokardgebiete flihren und ein regelwidriges
Remodeling mit extensiver Fibrosebildung nach sich ziehen. Als Zytokin mit pleiotropen
Eigenschaften vermittelt TGF-B1 auch pro-inflammatorische Effekte. So ist es als
chemotaktischer Mediator nach Myokardinfarkt nicht nur an der Leukozyten- und Monozyten-
Rekrutierung beteiligt [Birdsall et al., 1997; Wabhl et al., 1987], sondern auch in der Lage, die
Synthese von durch Makrophagen freigesetzte pro-inflammatorischen Mediatoren, durch die es
aktiviert wird, durch einen Feedback-Mechanismus zu verstirken [Wahl et al., 1987]. Daher
konnte die verstirkte Synthese von TGF-B1-mRNA oder von dessen Abbauprodukten nach
Deaktivierung bei TSP-1""-Miusen auch eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
inflammatorischen Reaktion nach I/R spielen. Warum bei TSP-1""-Miusen aber die TGF-f2-
mRNA-Synthese unter dem der WT-M4iuse liegt ist unklar.

Doch nicht alle am Herzen festgestellten pathologischen Verdnderungen bei
TSP-1"-Miausen kénnen durch eine mangelnde TGF-B1 Aktivierung erkldart werden. Im
Infarktgebiet kommt es 7 Tage nach I/R zu einer gegeniiber den WT-Miusen vermehrten
Myofibroblasten- Akkumulation. Myofibroblasten sind modifizierte Fibroblasten, die wihrend
der Bildung des Granulationsgewebes in die Wunde einwandern und als Hauptmerkmal a-SMAc
exprimieren [Darby et al., 1990; Sappino et al., 1990]. Die Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten wird durch von Monozyten/Makrophagen sezernierte Faktoren beeinflusst, unter
denen TGF-P1 einer der effizientesten a-SMAc-Induktoren ist. Dies konnte anhand von Studien

mit kultivierten Hautfibroblasten der Ratte nachgewiesen werden. In Anwesenheit von TGF-B1
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konnte in den Fibroblasten eine vermehrte a-SMAc-mRNA-Expression und -Proteinsynthese
beobachtet werden [Desmouliere et al., 1993]. Dabei ist TGF-B1 nicht nur bei der
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibriblasten beteiligt, sondern auch bei der
Fibrosebildung und dem Remodeling. TGF-B1 regt die Myofibroblasten iiber einen autokrinen
oder parakrinen Mechanismus zur Bildung extrazellulirer Matrix-Proteine an. Nach
Konsolidierung der Narbe werden die Myofibroblasten durch Apoptose beseitigt
[Darby et al., 1990].

Da es trotz fehlendem TSP-1 nach 7 Tagen zu einer massiven Myofibroblasten-
Akkumulation im ischdmischen und angrenzenden nicht ischdmischen Gewebe kommt, ist
anzunehmen, dass in Abwesenheit von TSP-1 nicht nur die mangelnde TGF-1-Aktivierung fiir
das regelwidrige Remodeling verantwortlich ist. TSP-1 konnte auch durch die Inhibition und
Modulation von MMPs an der Wundheilung beteiligt sein [Rodriguez-Manzaneque et al., 2001],
so dass es bei TSP-1"-Miusen zu einer vermehrten MMP-Synthese kommt. Auch der Wegfall
des potenten angiostatischen Effektes, der durch TSP-1 vermittelt wird, konnte, obwohl in dieser
Arbeit keine vermehrte Gefdfldichte gefunden werden konnte, zu einer verstirkten Bildung von

Granulationsgewebe fiihren.

4.4 WT-Mause behandelt mit TGF-B-Antikorpern

Die durch diese Arbeit gewonnenen Daten deuten darauf hin, dass TSP-1 die
extrazelluldre Matrix der Infarktzone moduliert und dort eine “Barriere* zwischen ischdmischem
und nicht ischdmischem Myokard bildet. Diese “Barriere* konnte zum einen durch den direkten
angiostatischen Effekt von TSP-1 bedingt sein, zum anderen kdnnte sie durch die Aktivierung
von TGF-B1 an der Infarktgrenze und die damit verbundene Inhibition der Zytokin- und
Chemokin-Expression verursacht werden. Dadurch wird eine Expansion des inflammatorischen
Prozesses in das nicht ischdmische angrenzende Gewebe verhindert. Doch nicht alle
pathologischen Verdanderungen konnen, wie zuvor beschrieben, auf eine mangelnde Aktivierung

von TGF-B1 zuriickgefiihrt werden.
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Wie in dieser Arbeit deutlich wird, spielt TGF-B eine wichtige Rolle als anti-
inflammatorisches Zytokin bei IL-10"- und TSP-1"-Miusen. Aufgrund seiner Bedeutung beim
Remodeling nach I/R sollte TGF-B zuerst einmal in WT-Méusen nach I/R genauer untersucht
werden. Wie bereits beschrieben, sind TGF-p1,-B2,-p3-"-Miuse nicht lebensfahig
[Shull et al., 1992], weshalb in dieser Arbeit WT-Mduse mit TGF-B Antikdrpern behandelt
wurden, um die Funktionen von TGF-B1,-2,-3 zu neutralisieren. (siche Kapitel 2.1). Um den
Einfluss von Antikorpern auf die Inflammation nach I/R nachvollziehen zu konnen, wurde zum
Vergleich eine Gruppe WT-Maiuse mit Hasen-IgG-AK behandelt. Weder die WT-TGF--AK
noch die WT-Hasen-IgG-AK zeigten im Vergleich zu normalen WT-Méusen einen Unterschied
in der Chemokin- oder Zytokin-Expression, noch gab es histopathologische Verdnderungen der
Maiuseherzen. Da TGF-f so multiple und wichtige Funktionen bei der Inflammation nach
Myokardinfarkt hat, ist es wahrscheinlich, dass die TGF-B-AK durch das Immunsystem als
Fremdkorper registriert und neutralisiert wurden, ohne dass es zu einer Inaktivierung von TGF-f3
kam. Auch bei den Hasen-IgG-AK kam es vermutlich zu einer Neutralisation der AK oder sie
fithrten auch ohne Neutralisation zu keinerlei Verdnderungen der Inflammation bei WT-Miusen

nach I/R.

4.5 Schlussfolgerung

Aufgrund der besonderen Bedeutung von TGF-B bei der Inflammation und dem
Remodeling nach I/R bei Méausen sollte die Rolle von TGF-f zum besseren Verstindnis der
Funktion in Zukunft mit neuen Miusemodellen untersucht werden. Mittlerweile besteht die
Moglichkeit, die in-vivo-Rolle von TGF- und dem dazugehorigen Signalweg durch “mothers
against decapentaplegic homolog” (Smad)-Knockout-Miuse zu untersuchen, wie es durch
Zanninelle et al. bereits bei der interstinalen Fibrose gemacht wurde [Zanninelli et al., 2006].
Eine weitere Erforschung auf dem Gebiet der I/R ist von groBer Bedeutung, da es trotz
zahlreicher Entwicklungen in der Behandlung des Myokardinfarkts, weiterhin sowohl von
klinischer, psychologischer als auch sozialer Seite ein bedeutendes Ereignis und ein wichtiges
gesundheitspolitisches Problem bleibt, welches weiterhin die Aufmerksamkeit von Forschern,
Epidemiologen und behandelnden Arzten erfordert. Eines der wichtigsten Ziele moderner
Kardiologie ist es, Behandlungsmethoden zu entwickeln, die die myokardiale Nekrose

vermindern und den Heilungsprozess nach Myokardinfarkt fordern und optimieren kdnnen.
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Viele Forschungsgruppen beschiftigen sich mit der komplizierten Pathogenese, dem zeitlichen
Verlauf und den Mediatoren, die beim Remodeling nach Myokardinfarkt eine Rolle spielen, um

mit dem dadurch gewonnen Wissen sinnvolle und klinischrelevante Therapien zu entwickeln.

Die Thnen vorliegende Arbeit sollte zu einem besseren Verstidndnis der Funktion der anti-
inflammatorischen Zytokine, IL-10 und TGF-f mit seinem Aktivator TSP-1 und deren Rolle bei

der inflammatorischen Reaktion nach Myokardinfarkt und dessen Heilungsprozesses beitragen.
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5. Zusammenfassung

Durch intensive Forschung auf dem Gebiet der myokardialen Ischdmie wurde deutlich,
dass der myokardiale Schaden durch Reperfusion limitiert und die Uberlebenswahrscheinlichkeit
des Patienten dadurch erhdht wird. Dabei bestimmt die auf die myokardiale Ischdmie folgende
pathophysiologische Reaktion, die als Remodeling bezeichnet wird, entscheidend den weiteren
Verlauf der Herzerkrankung. Maligeblich fiir ein ordnungsgemifles Remodeling ist die

Entziindungseaktion und die zeitgemale Inhibition der Inflammation.

Zum besseren Verstindnis der inflammatorischen Reaktion und den Mechanismen der
Inhibition derselben durch die Einleitung der Fibrosebildung nach myokardialer I/R wurde in
dieser Arbeit die Beteiligung der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF- sowie seines
Aktivators TSP-1 beim Remodeling nach Myokardinfarkt anhand eines Méausemodells der I/R
sowohl an WT-, IL-10"-, TSP-1""- als auch an mit TGF-B-Antikérpern behandelten WT-Miusen

untersucht.

IL-10"-Miuse zeigten in dieser Studie eine den WT-Miusen zeitlich identische
Wundheilung. In den molekularbiologischen Untersuchungen der mRNA-Expression konnten bei
IL-10"-M&usen in der frithen Reperfusionsphase sogar weniger pro-inflammatorische TNF-o-
und MCP-1-mRNA nachgewiesen werden als bei den WT-Méusen. Diesen Ergebnissen zufolge
scheint IL-10 keine kritische anti-inflammatorische Rolle bei der Zellmigration, Fibrose- und

Narbenbildung im reperfundierten Myokardinfarkt zu spielen.

Die Gabe von TGF-B-Antikorpern hatte ebenso keinen Einfluss auf die Zellmigration
und Narbenbildung im reperfundierten Myokardinfarkt, was vermutlich auf den unzureichenden

Wirkungsgrad des Antikorpers zuriickzufiihren ist.

Die TSP-1""-Miuse zeigten dagegen eine protrahierte und iiber die Randzone des
Infarktes expandierende Makrophagen- und Myofibroblasten-Akkumulation, die von einer
signifikant hoheren und verlédngerten Expression pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine
begleitet wurde. Das TSP-1 konnte daher eine Funktion in der Randzonenbildung zwischen
ischdmischem und nicht ischdmischem Myokard besitzen sowie durch Modulation der
Entziindung, Zellmigration und Fibrosebildung zur ordnungsgeméfBen Narbenbildung nach

Myokardinfarkt beitragen.
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine wichtige Rolle fiir TSP-1 in
der Randzonenbildung nach Myokardinfarkt aufgezeigt werden. Dagegen wurde kein Einfluss
von IL-10 auf das myokardiale Remodeling nach Myokardinfarkt gefunden, da dieser
wahrscheinlich in Abhédngigkeit des Stimulus und des beteiligten Zelltyps nur selektiv und

organspezifisch zu finden ist.

Weitere Studien sind notwendig um die Bedeutung und Modulation der
Entziindungsreaktion auf dem Gebiet der myokardialen Ischdmie und Reperfusion besser zu

verstehen um sie dann auch therapeutisch beeinflussen zu konnen.
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