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1. Einleitung

1.1 Die angeborene Immunabwehr

Das Immunsystem wird in angeboren und erworben unterteilt. Das angeborene
Immunsystem bildet die erste Instanz der Immunantwort. Das System ist fur die
Fremd-Eigen Diskrimination unentbehrlich und erkennt mit Hilfe der sogenannten
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRR), v.a. den Toll-like
Rezeptoren (TLR) die Pathogen-assoziierten molekularen Muster (pathogen
associated molecular patterns (PAMP)), oder die wahrend der Zellschadigung
entstehende Gefahr-assoziierte molekulare Muster (danger associated molecular
patterns, DAMP). Konsekutiv wird dann eine unspezifische Immunantworteingeleitet
(Medzhitov, 2001). Die Hauptvertreter des angeborenen Immunsystems sind
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen und naturliche Killerzellen.

Das erworbene Immunsystem ist evolutionsgeschichtlich deutlich jinger und
zeichnet sich durch eine dynamische Anpassungsfahigkeit aus. Die Hauptakteure
des erworbenen Immunsystems sind die T-Lymphozyten, die die Immunantwort auf

der Zellebene vermitteln und die B-Lymphozyten, die humorale Immunitat vertreten.

1.2 Die Familie der Toll-like Rezeptoren

Es ist bekannt, dass die Familie der PRRs, der die Toll-like Rezeptoren (TLR)
angehoren, eine entscheidende Rolle bei der Erkennung mikrobieller Bestandteile
spielen und mafgeblich an der angeborenen Immunantwort beteiligt sind (Medzhitov,
2001; Newton and Dixit, 2012). Die Erkennung der Funktion des Toll Proteins bei der
dorsoventralen Achsenbildung und bei der Immunabwehr gegen die Pilzinfektion bei
der Fruchtfliege waren die Initialzindung bei der Erforschung der TLR Rezeptoren
(Anderson et al.,, 1985; Lemaitre et al., 1996). Bislang wurden 11 TLRs im
menschlichen Organismus gefunden. In der Maus wurden 13 Rezeptoren
beschrieben (Akira et al., 2003, 2001; Kumagai et al., 2008; Kumar et al., 2009; Lim
and Staudt, 2013). Die TLR1-9 sind sowohl im Menschen als auch in der Maus aktiv.
Der TLR10 ist nur im Menschen funktionsfahig. Der TLR11wiederum besitzt anders
als bei der Maus keine Funktion im menschlichen Organismus, da ein Stopp-Codon
im TLR11 Gen enthalten ist und der Rezeptor nicht exprimiert wird (Zhang et al.,
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2004). Die Rezeptoren sind Glykoproteine und kommen sowohl auf der Oberflache
der Zelle, als auch intrazellular vor. Auf der Oberflache kommen die TLR1, 2, 4 und 6
vor. Der TLR2 bildet Homodimere, oder Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 und wird
von Peptidoglykanen, Lipopeptiden, gram-positiven Bakterien, Mykoplasmen oder
Pilzen stimuliert. Die TLRS und 11 befinden sich ebenfalls auf der Zelloberflache und
erkennen bakterielle Proteine, Flagellin (TLRS), oder Profilin-ahnliche Proteine
(TLR11) (Zhang et al., 2004). Intrazellular sind TLR3, 7, 8 und 9 lokalisiert. Sie sind
fur die Detektion bakterieller und viraler DNA wichtig. TLR3 erkennt doppelstrangige
RNA (dsRNA). TLR7 und der humane TLR8 erkennen Imidazoquinolin-ahnliche
Molekule, oder Einzel-Strang RNA (ssRNA). TLR9 ist fur die Detektion bakterieller
und viraler DNA sowie Hemozoin zustandig. Interessanterweise kommen TLR auch
im Myokard vor und das angeborene Immunsystem spielt eine zentrale Rolle in der
Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen (O. Boehm et al., 2013; Cao et al.,
2013b; S. Frantz et al., 1999; S.-C. Kim et al., 2014; Kim et al., 2007; Knuefermann
et al., 2004; Lohner et al., 2013; Mathur et al., 2011b). Die Tabelle 1 liefert eine

Ubersicht (iber die humanen TLR und ihre bisher bekannten Liganden.



13

Tab.1: Aufgelistet sind TLR Rezeptoren, ihre Liganden und die zur
Signaltransduktion notwendigen Adapter. Weiterhin sind induzierte Zytokine
dargestellt. Tabelle nach Kumar et al., 2009.

Lokalisation Adapter und Induzierte
Transktiptions- Zytokine
faktoren
TLR  Plasmamembran Triacyllipopeptide NF-kB TNF-q,
1/2 IL-6 etc.
TLR Plasmamembran Hitzeschockproteine, NF-kB TNF-q,
2 Lipopeptide IL-6 etc.
Peptidoglykane,
Hamagglutinine,
Glycosylphosphatidyl-
inositolAnker
TLR Endosom ssRNA, dsRNA, RSV, NF-kB, IRF3, 7 TNF-aq,
3 MCMV IL-6,
Typ 1 IFN etc.
TLR Plasmamembran LPS, Mannan, NF-kB, IRF3, 7 TNF-q,
4 Glycoinositol- IL-6,
phospholipide Typ 1 IFN etc.

(Trypanosoma cruzi),
Hitzeschockproteine

TLR Plasmamembran Flagellin NF-kB TNF-q,

5 IL-6 etc.
TLR  Plasmamembran Diacyllipopeptide, LTA NF-kB TNF-q,
6/2 IL-6 etc.
TLR Endosom ssRNA NF-kB, TNF-q,

7 IRF7 IL-6,

Typ 1 IFN etc.
TLR Endosom ssRNA NF-kB, IRF7 TNF-q,

8 IL-6,

Typ 1 IFN etc
TLR Endosom dsDNA, Hemozoin NF-kB, IRF7 TNF-q,

9 IL-6,

Typ 1 IFN etc
TLR Plasmamembran Profilin-ahnliche NF-kB TNF-q,
11 Moleklile, IL-6 etc.

uropathologische
Bakterien
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1.3 TLR9-Signaltransduktion

Der TLR9 gehort zu der Familie der Mustererkennungsrezeptoren(pattern recognition
receptors (PRRs)) und dient der Erkennung bakterieller und viraler DNA. Lange Zeit
galt die bakterielle DNA als immunologisch inert. Krieg et al. (1995) zeigten jedoch
eindrucklich, dass bakterielle DNA und synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die
unmethylierte CpG Dinukleotid-Sequenzen enthielten, einen Immunreiz auslésen
konnen (Krieg et al., 1995). Hemmi et al. zeigten als erster, dass dieser Reiz durch
den TLR9 vermittelt wird (Hemmi et al., 2000a). Es ist bekannt, dass das angeborene
Immunsystem nicht nur durch Immunzellen reprasentiert wird. Kardiomyozyten selbst
interagieren mit ihrer Umgebung und beeinflussen die Expression pro- und
antiinflammatorischer Zytokine als Antwort auf &uRere Stimuli wie die
Ischamie/Reperfusion (I/R)(Boyd et al.,, 2006; Maria A Brown, 2004). Die
Herzmuskelzellen exprimieren eine Vielzahl von TLRs wie TLR2, TLR3, TLR4, TLRS5,
TLR7 und TLR9 (Boyd et al., 2006). Einzelne Rezeptoren werden an den
Oberflachen exprimiert, andere wie die TLR3, 7, 8 und 9 befinden sich im
lysosomalen Kompartiment. Bakterielle DNA ist fur Immunzellen initial nicht sichtbar
und muss erst im sauren Milieu des Endosoms freigesetzt werden. Dafur muss die
CpG-haltige bakterielle DNA in ein Endosom internalisiert werden, wo es nach der
Reifung und Ansduerung des Endosoms als TLR9/CpG-DNA Komplex vom
Adapterprotein MyD88 (Myeloider Differenzierungsfaktor 88) erkannt wird und der
TLR-Signalweg aktiviert wird (Ahmad-Nejad et al., 2002; Hacker et al., 1998). Der
TLR9 hat einen ahnlichen Aufbau wie die anderen Mitglieder der TLR-Familie
(Takeshita et al., 2004). Er bestehtaus einer N-terminalen leucinreichen Domane
(LRR), die fur die Erkennung der PAMP zustandig ist (Lim and Staudt, 2013). Es folgt
eine transmembranare Domane und eine Toll/IL-1 Rezeptor Doméne (TIR), die dem
IL-1Rezeptor ahnlich ist. Die TIR-Domane ist schlieBlich fur die Aktivierung des
Signalweges verantwortlich (Kumar et al., 2009). Der Rezeptor liegt intrazellular auf
der Oberflache des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und migriert bei
Anwesenheit von CpG-ODN zum Endosom wo die Erkennung der ODN
stattfindet.Der Rezeptor kommuniziert durch die TIR-Domane mit dem
Adapterprotein MyD88. Dieses Adapterprotein enthalt ebenfalls eine TIR Domane
und eine Death Doméne (DD). Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt dazu, dass
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MyD88 zum Rezeptorkomplex rekrutiert wird. Dieser Komplex ermoglicht die
Assoziation der IRAK-1 (interleukin-1 receptor-associated kinase-1) mit der IRAK-4.
Die IRAK-4 phosphoryliert die IRAK-1, woraufhin die IRAK-1 dissoziiert und mit der
TRAFG6 interagiert. Bei diesem Schritt wird die TRAF6 rekrutiert. Ab der TRAFG6-
Rekrutierung sind zwei Signalwege moglich. Die TRAFG ist eine Ligase und aktiviert
die Kinase TAK1 (transforming growth factor-f3 associated kinase) (Chao, 2009). Das
ist der entscheidende Schritt, der zur Phosphorylierung der IKK (IkB kinase) fuhrt und
die Translokation des NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells) in den Nukleus bewirkt. Der Transkriptionsfaktor NF-kB bewirkt vor allem die
Expression inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-6 und IL-12 (Akira et al., 2003;
Kumagai et al., 2008). Weiterhin werden die MAP-Kinasen (mitogen-activated protein
kinases) wie die p38, JNK und ERK1/2 aktiviert, wodurch es zur Phosphorylierung
des Transkriptionsfaktors AP-1 kommt und dadurch ebenfalls inflammatorische
Zytokine, Interferon und Chemokine freigesetzt werden (Abb. 1). TLR3, 4 und 9 sind
weiterhin in der Lage Uber die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 die Synthese
von Interferon 1 zu beschleunigen, was bei der Erkennung von Viren von groler
Bedeutung ist (Kumar et al., 2009).



16

Endosom TLR9

Cytoplasma . VY @

Nukleus

IFN Expression inflammatorischer Zytokine

Abb. 1: Dargestellt ist eine Ubersicht Giber den TLR9-Signalweg. Der TLR9 Rezeptor
befindet sich im Endosom und aktiviert nach Erkennung der CpG-ODN den MyD88 —
abhangigen Signalweg. Am Ende dieses Signalweges werden die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB aktiviert und es kommt zur Modulation des
Immunsystems mit Freisetzung von Interferon 1 und inflammatorischer
Zytokine.(Modifiziert nach Kawai und Akira et al., 2006).
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1.4 Regulation und Funktion der Inflammation

Wird das angeborene Immunsystem durch ein Pathogen stimuliert, konnen
Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile und eosinophile Granulozyten sowie
naturliche Killerzellen als Zeichen der Infektion aktiviert werden (Janeway and
Medzhitov, 2002). Diese Zellen transformieren sich schnell in kurzlebige
Komponenten des Immunsystems,um das Pathogen zu eliminieren. In bestimmten
Fallen kooperieren das angeborene und das adaptive Immunsystem miteinander.
Dies geschieht durch die Expression ko-stimulatorischer Oberflachenmolekule, wie
CD80 und CD86 auf den antigenprasentierenden Zellen (APC), die durch den
Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert werden. Die APC-aktivierten T-Lymphozyten
schaffen dadurch eine Verbindung zum erworbenen Immunsystem (Janeway et al.,
2001). Im Laufe der Immunantwort kommt es zur Zytokinfreisetzung und es werden
mehr Leukozyten angelockt, indem die Adhasionsfahigkeit der Abwehrzellen
gesteigert wird und die kapillare Permeabilitat zunimmt (Newton and Dixit, 2012). Im
Rahmen einer Sepsis kommt es zunachst zu einer exaggerierten inflammatorischen
Antwort. Bei Zusammenbruch der kapillaren Membran und Vasoplegie imponiert
dann das klinische Bild eines septischen Schocks. Gesellt sich dann noch ein
septisch bedingtes myokardiales Low-Output-Syndrom hinzu, wird dies als eine
septische Kardiomyopathie bezeichnet (Celes et al., 2013). Dabei kommt es v.a. zur
Verminderung des Herzzeitvolumens als Folge der linksventrikularen
Funktionsstorung(Parrillo et al., 1985). Diese entsteht jedoch nicht durch eine
koronare Minderperfusion(Cunnion et al., 1986), sondern durch die Wirkung der
Endotoxine und inflammatorischen Zytokine auf das Myokard(Balija and Lowry,
2011; Kumar et al., 1996; Zhou et al.,, 2011). Kumar et al. haben gezeigt, dass
erhohte Zytokinlevel von TNF-a und IL-13 , sowie der Komplementfaktor wie das Cba
zur Reduktion der Verkurzungsgeschwindigkeit kardialer Myofibrillen fuhren kénnen
und so zur Verminderung der myokardialen Kontraktilitat beitragen (Kumar et al.,
1996). Der Organismus versucht als Gegenreaktion sich der Uberschiel3enden
Inflammation zu widersetzen. Es resultiert eine Endotoxin-Toleranz, mit verminderter
Reaktion auf Pathogene, aber bisher nicht verstandener Wirkungsweise (Beeson,
1947). Die Antiinflammation wird auch durch das IL-10 vermittelt. Es wird von Zellen
des erworbenenund des angeborenen Systems freigesetzt und verhindert eine
uberschieflende Inflammation (lyer and Cheng, 2012; Saraiva and O’Garra, 2010).
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Interessanterweise spielt der IL-10 nicht nur in der Peripherie des Organismus eine
antiinflammatorische Rolle, sondern auch im Herzen selbst (lyer and Cheng, 2012;
Markowski et al., 2013a). Im reperfundierten Myokard kommt es unter anderem zur
Infiltration mit CD5-positiven Lymphozyten und IL-10 Freisetzung. Dies aktiviert die
TIMP1 (tissue inhibitor of metalloproteinases) Expression und moduliert die
extrazellulare Matrixbiosynthese (Frangogiannis et al., 2000). Weiterhin zeigt sich,
dass IL-10 das kardiale Remodelling modifiziert und die Fibrosierung des Myokardes
abschwacht, was die Pumpkraft des Herzens verbessert. Zusatzlich vermindert IL-10
die kapillare Leckage und reduziert dadurch das unkontrollierte Einwandern von
Immunzellen (Krishnamurthy et al., 2009a). Weiterhin wird IL-10 im Rahmen der
ischamischen  Prakonditionierung freigesetzt und tragt maligeblich zur

Kardioprotektion bei (Markowski et al., 2013a).

1.5 Epidemiologie und Pathophysiologie des Myokardinfarkts

Kardiovaskulare Erkrankungen und insbesondere der Herzinfarkt spielen eine
bedeutende Rolle in der modernen Medizin. Im Jahr 2011 verstarben in Deutschland
insgesamt 852328 Personen. Dabei hatten etwa 40% der Verstorbenen eine
kardiovaskulare Erkrankung als Todesursache. Davon waren die ischamische
Herzkrankheit mit 127101 Sterbefallen und der Herzinfarkt mit 55286 Toten die
beiden haufigsten Ursachen fur das Versterben der Patienten (Statistisches
Bundesamt, 2011). Nach dem Uberleben eines kardialen Ereignisses resultiert haufig
eine Herzinsuffizienz, die die Lebensqualitat der Patienten deutlich reduziert. Dabei
bestimmt vor allem die Infarktgrofe die Auspragung der Herzinsuffizienz und damit
die langfristige Prognose. Das Ziel jeder Herzinfarkitherapie sollte daher die

Reduktion der InfarktgrofRe sein.
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1.6 Pathologie des Ischamie-Reperfusionsschadens

Eine Myokardischamie kommt in der Regel durch eine kritische Verengung einer
Koronararteriezustande. Der entscheidende Faktor zur Reduktion des
ischamiebedingten Schadens ist die fruhzeitige Wiederherstellung der koronaren
Perfusion. Trotz Wiederherstellung der Blutversorgung wurde schon 1960 von
Jennings et al. beobachtet, dass es zu weiterem Verlust der Herzmuskelzellen
wahrend der Reperfusionsphase kommt und dieser Prozel3 wurde als der
Reperfusionsschaden bezeichnet (Jennings et al., 1960). Die Gruppe fuhrte
histologische Untersuchungen an reperfundierten Kaninchenherzen durch und
wiesen Zellschwellungen, Kontrakturen der Myofibrillen, Sarkolemmrupturen und
Ansammlungen von Kalzium-Phosphat Partikeln nach. Die Folgen der Reperfusion
waren Arrhythmien, myokardiale Dysfunktion und eingeschrankte Wiederherstellung
der Blutzirkulation, das sogenannte no-reflow Phanomen (Yellon and Hausenloy,
2007). Weiterhin  konnte in Tierstudien gezeigt werden, dass der
Reperfusionsschaden selbst bis zu 50%der endgultigen Infarktnarbe
ausmacht(Hausenloy and Yellon, 2013).

Das Herz schopft bei einer Ischamie schnell die Koronarreserve aus und passt sich
initial autoregulativ dem verringerten arteriellen Sauerstoffpartialdruck an. Die
gefallverengende Wirkung des Sauerstoffs entfallt und es kommt reflektorisch zu
einer Vasodilatation. Durch die Abbauprodukte von ATP kommt es zur Freisetzung
des Stickstoffmonoxids (NO) aus dem GefalRendothel und somit zu einer weiteren
koronaren Vasodilatation Uber die Erhohung der intrazellullaren cGMP (Kim et al.,
1997; Quyyumi et al., 1995; Schulz et al., 2004b). Weiterhin kommt es zur
Vasodilatation der subendokardialen GefalRe Uber die katecholaminvermittelte
Stimulation der 3,-Adrenorezeptoren (Bocker et al., 2012).

Bei Sauerstoffmangel wird der Flull der Reduktionsaquivalente durch die
Atmungskette reduziert und die oxidative Phosphorylierung schon nach Sekunden
unterbrochen. Der Gehalt an ATP und Kreatinphosphat sinkt (Jafri et al., 2001).
Normalerweise wird die anaerobe Glykolyse durch die Produkte der Beta-Oxidation
gehemmt. Fette werden bei Sauerstoffmangel jedoch weniger oxidiert und es kommt
zur Aktivierung der anaeroben Glykolyse und somit zur intrazellularen

Ubersauerungdurch Laktat (Klinke et al., 2010). Zum Schluss wird auch die anaerobe
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Glykolyse gehemmt und der Zusammenbruch der zellularen Integritat beginnt. Die
energieverbrauchenden Kanale konnen den lonenaustausch nicht mehr
aufrechterhalten. Es kommt zur Zellschwellung und Zerstorung des Sarkolemms mit
nekrotischem Untergang der Zelle(Verma et al., 2002).

Durch den Anstieg der Protonenkonzentration wird der Na'/H*-Antiporter aktiviert.
Die intrazellulare Natriumkonzentration steigt. Ebenso kommt es zur Erhohung der
Kalziumkonzentration Uber die Aktivierung des 2Na*/Ca’*-Austauschers. Eine
Hyperkontraktur der Myofibrillen und die Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-
Transitions-Pore (mPTP) sind Resultate dieser Elektrolytverschiebung(Di Lisa und
Bernardi, 2009; Yellon und Hausenloy, 2007).

Weiterhin kommt es zur Aktivierung kalziumabhangiger Proteasen, Nukleasen und
Phospholipasen mit Zerstorung der Phospholipidmembranen und Apoptose der Zelle
(Bartling et al., 1998; Jordan et al., 1999). Bei der Apoptose handelt es sich um einen
kontrollierten, energieverbrauchenden Prozess. Dabei schrumpft die Zelle und
zerfallt in kleine Partikel, die von phagozytaren Zellen abgeraumt werden, ohne dabei
eine Uberschiefende Immunreaktion auszulosen.

Im Gegensatz dazu kommt es bei der Nekrose zu unkontrollierter Freisetzung von
DAMPs nach extrazellular mit einer Immunreaktion, Einwandern von Fibroblasten
und Initiierung des Remodellings besonders im Zentrum der Infarktnarbe (Bartling et
al., 1998; Eefting et al., 2004; Jennings et al., 1960; Krijnen et al., 2002; McCully et
al., 2004;Medzhitov, 2001). Der Uberwiegende Teil der Myozyten wird nekrotisch und
ein kleinerer Teil geht durch koordinierte Apoptose zugrunde (Frangogiannis, 2012).
Ein weiterer Effekt der Ischamie ist die Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale
(reactive oxygen species (ROS)). ROS sind freie Radikale mit ungepaarten
Elektronen. Sie sind extrem reaktionsfreudig und entstehen vor allem wahrend der
Immunantwort in den neutrophilen Granulozyten und den Gefallendothelzellen, oder
in der Atmungskette des Mitochondriums (Penna et al., 2012; Turrens, 2003; Vinten-
Johansen, 2004). Ein entscheidender Grund hierfur ist die Funktionsstorung der
Enzyme wie der Xanthinoxidase, der phagozytaren NADPH-Oxidase, der
mitochondrialen Cytochromoxidase und der Monoaminoxidasen. Hearse et al.
zeigten schon 1973, dass die Reoxygenierung der isolierten Rattenherzen mit
massiver Freisetzung kardialer Enzyme und Zelltod einherging. Dieses Phanomen
bezeichnete er als das “Sauerstoffparadoxon® (Hearse et al., 1973). Die Freisetzung
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der Sauerstoffradikale ist in den ersten Sekunden der Reperfusion am starksten
ausgepragt (Hearse et al., 1973; Zweier, 1988). Dies fuhrt zur weiteren Schadigung
der wahrend der Ischamie vorgeschadigten Zellen.

Diese Prozesse sorgen u.a. fur eine Freisetzung proinflammatorischer Faktoren
durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Gordon et al., 2011). Es
werden Zytokine wie TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-8 mit chemotaktischen und
proinflammatorischen Eigenschaften freigesetzt und die Inflammation weiter verstarkt
(Frangogiannis et al., 1998a; Hiscott et al., 1993; Libermann und Baltimore, 1990).
Interleukin 1 verstarkt beispielsweise die Chemokinproduktion im infarzierten
Myokard und lockt weitere Leukozyten ins Gewebe (Bujak et al., 2008).

Zusatzlich werden Immunzellen durch Komplementfaktorenangelockt, die von
geschadigten Endothelzellen, Myozyten und eingewanderten Mastzellen freigesetzt
werden (Crawford et al., 1988; Hill und Ward, 1969). Durch die Aktivierung der
Immunzellen kommt es zur Adhasion der neutrophilen Granulozyten an das Endothel
der Koronarien, assoziiert mit progressiver Endotheldysfunktion (Bienvenu und
Granger, 1993). Diese Endotheldysfunktion fuhrt zur Vasokonstriktion und
verminderter Relaxationsfahigkeit der glatten GefalRmuskulatur (Ma et al., 1991), die
noch zusatzlich durch NO-Mangel wahrend der Reperfusion verstarkt wird. Neben
der Endotheldysfunktion kommt es zu Mikroembolisationen kleiner Gefalle und
Verklumpung der Granulozyten mit dem Ergebnis des no-reflow Phanomens (Engler
et al., 1983). Zhao et al. (2000a) zeigten, dass die Granulozyten in den ersten 6
Stunden intravaskular verbleiben und anschlieRend in das Parenchym migrieren
(Zhao et al., 2000a). Die Granulozyten setzen Proteasen frei und fuUhren zur Nekrose
der Myozyten (Schmid-Schonbein, 1993). Weiterhin werden Thrombozyten aktiviert
und ihre Aggregation begunstigt, was zurAggravation der Ischamie fuhrt.
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1.7 Rolle der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore

Haworth und Hunter fanden 1978 wahrend ihrer Versuche an Rindermitochondrien
einen Kanal der inneren Mitochondrienmembran, dessen Offnung durch hohe
Kalziumkonzentrationen ausgeldst werden kann (Haworth and Hunter, 1979). Die
mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP) ist ein unspezifischer
Megakanal zwischen der mitochondrialen auf3eren und der inneren Membran, die fur
Teilchen bis zu 1,5 kDa durchlassig ist. Die Pore ist spannungsabhangig, Kalzium-
und pH-sensitiv(Di Lisa and Bernardi, 2009; Halestrap, 2009). Die
Zusammensetzung dieses Kanals ist immer noch nicht abschliellend verstanden.
Zum Aufbau gehort ein Porin VDAC (voltage-dependent anion channel) der
AulRenmembran, das Matrixprotein Cyclophilin D und ein Transporter ANT (adenin
nucleotid translocator) der inneren Mitochondrienmembran.

Die mPTP ist wahrend der Ischamie verschlossen. Dabei wird die Bindung des
Kalziums an Cyclophilin D durch die Azidose blockiert, und die Formation der Pore
dadurch verhindert (Cohen and Downey, 2014). Die intrazellulare Azidose wahrend
der Ischamie wird durch die Reperfusion schlagartig aufgehoben. Die Offnung der
mPTP wird durch die Wiederherstellung des physiologischen pHs initiiert, weil der
inhibitorische Effekt der Azidose auf die Pore aufgehoben wird. Ebenfalls fUhren
Kalziumiiberladung und Produktion von ROS zur mPTP-Offnung. Dies flhrt zur
Entkopplung des oxidativen Stoffwechsels, ATP-Ausschopfung und weiterer ROS-
Produktion (Kroemer et al., 2007). Als Folge kommt es zum Influx von Wasser und
zur Ruptur des Mitochondriums mit Freisetzung von proapoptotischen Proteinen aus
dem intermembranaren Raum. Bei ausreichenden ATP-Reserven wird die Apoptose
eingeleitet. Steht kein ATP mehr zur Verfugung, zerfallt die Zelle unkontrolliert und
wird nekrotisch (Baines, 2010).
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1.8 Kardiales Remodelling

Ein Myokardinfarkt fuhrt zur Migration von Makrophagen, Monozyten und
neutrophilen Granulozyten in das Ischamiegebiet. Kommt es aufgrund der Ischamie
zum Untergang des Herzgewebes, fuhrt das zum Umbau und zur Reparatur der
Infarktnarbe, dem kardialen Remodelling. Dabei handelt es sich um einen Prozess,
der zu Anderungen der GréRe, Form und Funktion des Herzens fiihrt (Cohn et al.,
2000). Die erste Phase ist durch die Expansion der Infarktnarbe gekennzeichnet.
Dabei kommt es zur Auflosung des kollagenen Stutzgerustes zwischen den
Myozyten durch freigesetzte Serin-Proteasen und Aktivierung von Matrix-
metalloproteasen (MMP) durch neutrophile Granulozyten (Cleutjens et al., 1995). Die
resultierende Dilatation des Ventrikels wird von Mechanorezeptoren erkannt, worauf
Hypertrophieprozesse im Myokard durch veranderte Genexpression initialisiert
werden (Sadoshima et al., 1992; van Wamel et al., 2000). Weiterhin werden
vermehrt Katecholamine vom sympathoadrenergen System ausgeschuttet, was zur
Hyperkinesie des nicht infarzierten Myokardgewebes fuhrt und vorubergehend die
abnehmende Herzleistung kompensiert (Sutton and Sharpe, 2000a).

In der spaten Phase kommt es zur langfristigen Adaptation des Myokardgewebes an
die gestiegene Wandspannung. Die Zunahme der Wandspannung und die daraus
resultierenden Hypertrophieprozesse fuhren zur Ausschuttung von Angiotensin I
(Ang 1l); Endothelin und Sympathomimetika mit Aktivierung zahlreicher
Proteinkinasekaskaden (Eguchi et al., 1993; LaMorte et al., 1994; Sadoshima et al.,
1995; Yamazaki et al., 1995). Dies bewirkt die Produktion zahlreicher
Wachstumsfaktoren (fibroblast growth factor, epidermal growth factor, platelet-
derived growth factor, insulin und insulin-like growth factor) und Kinasen (p21 ras,
MAP-Kinase) (Sutton und Sharpe, 2000b). Die Aktivierung der MAP-Kinase-
Signalwege bewirkt eine Stimulation der Hypertrophieprozesse im Myokard (Glennon
et al., 1996; Wang, 2007). Die geschadigten Myozyten setzen Zytokine wie den TGF-
B1 frei und stimulieren dadurch die Chemotaxis von Makrophagen und Fibroblasten
(Desmouliére et al., 1993). Die aktivierten Makrophagen sezernieren das Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) und erhdhen damit den Gehalt an Ang Il im
Ischamiegebiet, das fur die Regulation der reparativen Fibrose benotigt wird
(Desmouliére et al., 1993). Weiterhin wird durch TGF-B1 die Transformation der
Fibroblasten in Myofibroblasten begulnstigt. Die Myofibroblasten wiederum
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exprimieren Rezeptoren fur Ang Il und TGF-B1 und bilden Kollagenvorstufen, die fur
die Ausbildung der Infarktnarbe bendtigt werden. Die Kollagensynthese wird
wiederum durch Wachstumsfaktoren moduliert, die durch erhohte Wandspannung
freigesetzt wurden. Parallel zur Kollagensynthese wird eine Fibronektinmatrix
ausgebildet, an der sich Myofibroblasten befestigen und zur Ausbildung des
Narbengewebes beitragen (Knowlton et al., 1992). Wird die Formation der
Myokardnarbe abgeschlossen, so wird die Kollagensynthese gestoppt und die
Myofibroblasten werden apoptotisch. Die Heilungsprozesse sind nach 2-6 Monaten
beim Menschen abgeschlossen. Bei Hunden sind es 6-8, bei Ratten 3-6 und bei
Mausen sind es 2-4 Wochen (Takemura et al., 2009).

1.9 Myokardiale Postkonditionierung

Die Reperfusion bleibt die wirksamste Behandlungsform des ischamischen
Myokardinfarkts und des myokardialen Remodellings. Der Reperfusionsschaden
schmalert jedoch den Erfolg der Reperfusion und es wurden zahlreiche Strategien
definiert, um diesen Schaden zu mindern. Initial wurden v.a. in der Kardiochirurgie
die Bedingungen der Reperfusion angepasst. Dazu wurde das Reperfusat in seiner
Beschaffenheit (pH, Temperatur, Osmolalitat etc.) verandert oder die Dauer der
Reperfusion reduziert bzw. ausgedehnt (Okamoto et al., 1986; Sato et al., 1997).
Diese Experimente und die bahnbrechende Arbeit von Murry et al., in der die
Forschergruppe die kardioprotektive Wirksamkeit der ischamischen
Prakonditionierung belegt haben (Murry et al., 1986), motivierten Zhi-Quing Zhao den
konditionierenden Stimulus an den Anfang der Reperfusion zu verlegen. Es gelang
ihm in einem Hundemodell zu zeigen, dass repetitive |/R-Zyklen wahrend der frihen
Reperfusionsphase die InfarkigroRe ebenfalls schmalern koénnen und den
Reperfusionsschaden reduzieren (Zhao und Vinten-Johansen, 2006; Zhao et al.,
2003a). Dieses Phanomen wurde ischamische Postkonditionierung (IPC) genannt
und die Wirksamkeit dieser Methode konnte von Staat et al. in einer klinischen Studie
an Patienten reproduziert werden (Staat et al., 2005). Die Postkonditionierung wurde
in zahlreichen weiteren Spezies bestatigt (Schwartz und Lagranha, 2006a).

Der Effekt der Postkonditionierung ist von der Dauer der Indexischamie und dem
verwendeten Postkonditionierungsprotokoll abhangig (lliodromitis et al., 2006;
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Manintveld et al., 2007c) und ist besonders in den ersten Minuten der Reperfusion
wirksam (Kin et al., 2004; Yang et al.,, 2004). Bei kleineren Versuchstieren wie
Ratten, oder Mausen scheinen kurzere Zyklen (10-15 Sekunden) der I/R
kardioprotektiver zu sein. Bei groReren Spezies sind langere Zyklen zur effektiven
Postkonditionierung notwendig (30 Sekunden bei Hunden und Kaninchen) und (60-
90 Sekunden beim Menschen) (Laskey, 2005; Staat et al., 2005; Vinten-Johansen et
al., 2005a). Zusatzlich sind 3 Faktoren fur den Erfolg des Postkonditionierungs-
algorithmus wichtig. Die Zeit bis zur ersten Re-Okklusion, die Anzahl der Re-
Okklusionen und die Dauer der dazwischen liegenden Reperfusion (Ovize et al.,
2010). Es existiert bislang jedoch kein ideales Postkonditionierungsprotokoll.Die
Studien zu der Ischamischen Postkonditionierung an Menschen haben bislang
keinen eindeutigen Erfolg gezeigt. Zum einen ist die Translation derTierexperimente
an jungen und gesunden Versuchstieren in die Klinik schwierig, da meist Patienten
mit multiplen Vorerkrankungen an Herz und GefalRen therapiert werden mussen.
Zum anderen ist bislang das passende Patientenkollektiv noch nicht identifiziert
worden, das besonders von der IPC profitieren kann, da die Ischamiezeit im
klinischen Alltag betrachtlichvariiert und retrospektiv oft schwer einzuschatzen ist
(Miura and Miki, 2008; Staat et al., 2005). Weiterhin istdie Zeit, die fur die
Thrombusaspiration mittels Herzkatheter bendtigt wird, immer noch sehr lang und
von Patient zu Patient unterschiedlich.Optimal ware eine sofortige
Postkonditionierung nach der Thrombusaspiration. Fur die Thrombektomie selbst
werden mehrere Minuten bendtigt, die das kardioprotektive Potential schwachen
konnen, wie eine Metaanalyse von Favaretto et al. kurztlich gezeigt hat (Favaretto et
al., 2014).Im klinischen Alltag liegen haufig mehrere Stunden zwischen dem
Symptombeginn und der Reperfusion, wobei das optimale Zeitfenster fur die
Reperfusion zwischen 30 und 60 min. liegt. Weiterhin kommt es trotz der
Wiederherstellung der koronaren Zirkulation in bis zu 50% der Patienten zu keiner
ausreichenden Reperfusion. DiesesPhanomen des no-reflow wird durch distale
Mikroembolisationen und verminderte  Mikrozirkulation im Ischamiegebiet
hervorgerufen(Guo et al., 2013).

Eine weitere Moglichkeit der Postkonditionierung ist die Verwendung verschiedener
pharmakologischer Substanzen. Dazu zahlen u.a. Adenosin, Erythropoetin, Opiate,
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Insulin, Statine und volatile Anasthetika (Feng et al., 2005; Obal et al., 2005). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht endgultig
geklart, ahneln aber denen der ischamischen Prakonditionierung (Zhao et al.,
2003b). Kerendi et al. zeigte, dass Okklusions- und Reperfusionszyklen an der
Renalarterie ebenfalls eine reduzierte Herzinfarkigrole bewirken(Kerendi et al.,
2005). Dieses Phanomen wird als ischamische Fern-Prakonditionierung (remote IPC)
bezeichnet und die Kardioprotektion konnte in weiteren Experimenten an anderen
Organen reproduziert werden (Gritsopoulos et al., 2009; C.-M. Li et al., 2006). Eine
aktuelle Studie von Meybohm et al. konnte jedoch keinen Benefit durch die Fern-
Prakonditionierung bei Patienten zeigen, die sich einer Herzoperation unterzogen
haben (Meybohm et al., 2015).

Die Kardioprotektion durch die Postkonditionierung wird Uber multiple Wege
vermittelt. Initial wird Uber die stufenweise Wiederherstellung der koronaren
Blutzirkulation ein passiver Weg eingeschlagen (Tsang et al., 2004) und die wahrend
der Ischamie herrschende Azidose verzdgert aufgehoben. Die Formation der mPTP,
die im sauren Milieu inhibiert ist, bleibt aus (Cohen et al., 2007). Des Weiteren wird
Uber die Verzogerung der Reperfusion die Produktion der ROS vermindert und die
uberschiel3ende Kalziumfreisetzung verhindert (Tsang et al., 2004). Verminderte
ROS- und Kalziumkonzentration sorgen ebenfalls fur den anhaltenden Verschluss
der mPTP (Di Lisa and Bernardi, 2009; Kalogeris et al., 2014). Kin et al. zeigten,
dass die Postkonditionierung das Auswaschen von endogenem Adenosin verhindert
wird, wodurch ebenfalls eine Kardioprotektion vermittelt werden kann (Kin et al.,
2005).

Durch die Postkonditionierung kann die endotheliale Dysfunktion reduziert werden.
Dadurch reagieren kleine Gefalle starker auf den vasodilatatorischen Reiz von
Acetylcholin und es werden weniger Leukozyten an der Endotheloberflache aktiviert
(Zhao et al., 2003a). Dies fuhrt dazu, dass die Endstrombahn weniger durch
aggregierte Leukozyten verlegt wird und die Migration von Immunzellen ins Gewebe
abnimmt. Ein weiterer positiver Effekt ist die geringere Ausschuittung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 (Hennein et al., 1994; Manukyan
et al.,, 2011; Sun et al., 2006) und vermehrte Produktion von antiinflammatorischen
Zytokinen wie dem IL-10 (Y.-H. Kim et al., 2014; Krishnamurthy et al., 2009a; Leng et
al., 2011; Yang et al., 2000).
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1.10 Signaltransduktion der Postkonditionierung

1.10.1 RISK-Signalweg

DiePostkonditionierung schlie3t zahlreiche Prozesse ein. Yellon et al. zeigten, dass
in den ersten Minuten der Reperfusion Signalkaskaden aktiviert werden, die
Molekule wie die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), Proteinkinase B (Akt) und
extracellular signal regulated kinase (ERK 1/2) involvieren und antiapoptotische
Vorgange auslosen (Hausenloy and Yellon, 2004). Diese Kinasen sind an dem
sreperfusion injury signaling kinase“-Signalweg (RISK-Signalweg) malgeblich
beteiligt und werden sowohl wahrend der Prakonditionierung als auch wahrend der
Postkonditionierung  stimuliert  (Hausenloy et al., 2005). Durch die
Postkonditionierung werden G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stimuliert und es wird
die PI3K phosphoryliert und aktiviert (Cross et al., 2000). Es existieren zahlreiche
Phosphoinositol-3-Kinase Formen in eukaryoten Zellen. Jedoch sind die Vertreter der
la-Gruppe dieser Enzyme besonders interessant. Die Aktivierung von PI3K wird Gber
den direkten Kontakt der katalytischen Untereinheit p110 mit Wachstumshormonen
oder Adapterproteinen vermittelt. Weiterhin kann eine Verbindung von p110 mit dem
aktivierten RAS-Protein ebenfalls die PI3K stimulieren. Dies fuhrt zur Konvertierung
von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (P1(4,5)P2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-
Trisphosphat (PI1(3,4,5)P3).Besonders interessant sind die Serin-Threonin-Kinasen
Akt (auch Proteinkinase B) und die Phosphoinositid-abhangige Kinase 1 (PDK1). Die
Phosphorylierung der PI3K bringt diese beiden Proteine in Nachbarschaft, was
wiederum der PDK1 ermdglich, die Akt zu phosphorylieren. Die Aktivierung der Akt
I0st zahlreiche Reaktionen aus, wie das Zellwachstum, den Eintritt in den Zellzyklus
und das Uberleben der Zelle. Dabei erfolgt auf molekularer Ebene meistens eine
Inhibierung der von Akt beeinfluBten Zielproteine (Cantley, 2002). Die Aktivierung der
Akt fuhrt zur Phosphorylierung und Inhibition der Glykogensynthasekinase-3-beta
(GSK3p). Die Inhibition der GSK3p sorgt fur den bleibenden Verschlul3 der mPTP
und verhindert dadurch die Schwellung des Mitochondriums mit konsekutivem
Zelluntergang (Gomez et al., 2008; Murphy, 2004; Tong et al., 2002). Weiterhin
kommt es zur Inhibierung des Tumorsuppressorproteins p53, derproapoptotische
Wirkung hat, indem es Bax (Bcl-2 Familie) aktiviert. Dabei kann das Bax-Protein

aufgrund seiner veranderten Struktur nicht in die Mitochondrien Ubertreten,wodurch
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der Austritt von Cytochrom ¢ durch geoffnete Poren in der auleren
Mitochondrienmembran verhindert wird (H. Yamaguchi, 2001; Tsuruta et al., 2002).
Konsekutiv wird kein proapoptotischer Komplex wie das Apoptosom (APAF-
1,Caspase-9) gebildet und die Apoptose findet nicht statt. Zusatzlich bleibt
Cytochrom ¢ im intermembrandaren Raum des Mitochondriums und das
Membranpotential wird stabilisiert. Auf der anderen Seite vermag die Aktivierung von
Akt die Induktion von zellprotektiven Transkriptionsfaktoren ,cAMP responsive
element binding protein“ (CREB) und NF-kB anzuregen. Hierbei phosphoryliert und
aktiviert Akt das Protein IKK-a, was zur Translokation von NF-kB in den Nukleus
fuhrt. Dort wird eine Vielzahl an zellprotektiven Signalwegen in Gang gesetzt(Nidai
Ozes et al., 1999).

Ein alternativer Weg im RISK Signalweg ist die MEK1/2-ERK1/2-Kinase Kaskade.
Hierbei wird die GSK-3p3 ebenfalls durch die Phosphorylierung inaktiviert und der
Verschluss der mPTP aufrechterhalten (Abb. 2)(Hausenloy et al., 2004).

1.10.2 SAFE-Signalweg

Ein weiterer postulierter Mechanismus der Postkonditionierung ist die Aktivierung der
JAK-STAT Signalkaskade in dem SAFE-Signalweg (survivor activating factor
enhancement) durch TNF-a (Lacerda et al., 2009; Lecour, 2009). Obwohl TNF-a
eindeutig zur kardialen Dysfunktion und Apoptose beitragt, scheint es in geringen
Konzentrationen kardioprotektiv zu sein (Belosjorow et al., 1999; Lecour et al.,
2005a, 2002) Esentfaltet sich Rezeptor-spezifisch eine differenzierte Wirkung von
TNF-a. Die Aktivierung des TNFR1 vermittelt negative Eigenschaften von TNF-awie
dieendotheliale und kontraktile Dysfunktion, die zumPumpversagen des Herzens
fuhren kann(Schulz et al., 2004a). Nach 60 — 90 min der Reperfusion wird die TNF-a
Synthese sogar in den Kardiomyozyten und Fibroblasten initiiert, was die Situation
verschlimmern kann (Schulz, 2008). Der TNF Rezeptor 2 (TNFR2) scheint jedochmit
Hilfe von JAK-Kinasen eine Kardioprotektion zu vermitteln (Lacerda et al., 2009;
Schulz and Heusch, 2009). JAKs sind Vertreter der Familie der Tyrosinkinasen, die
sich an Rezeptoren befinden, welche mit Zytokinen (z.B. IL-6), Wachstumsfaktoren
und TNF-a kommunizieren. Nach der Ligandenbindung phosphorylieren JAK-
Tyrosinkinasen STAT-Proteine, die entweder in den Nukleus translozieren und auf
die Genexpression Einfluly nehmen, oder ins Mitochondrium gelangen und dort den
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Elektronentransport regulieren (Lacerda et al., 2009; Levy and Lee, 2002; Wegrzyn
et al., 2009). Weiterhin bewirkt STAT-3 die Phosphorylierung der GSK3p als Effektor
des RISK-Signalwegsmit konsekutivem Verschluss der mPTP (Abb. 2) (Lacerda et
al., 2009).

ISCHAMISCHE POSTKONDITIONIERUNG

RISK SAFE
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Abb. 2: Dargestellt ist eine Ubersicht tGber die RISK- und SAFE-Signalwege. Trotz
unterschiedlicher Signalkaskaden sorgen beide Signalwege fir den Verschluss der
mPTP. Weiterhin bewirken STAT-3 die Phosphorylierung der GSK3B und
kommunizieren so mit dem RISK Signalweg. Modifiziert nach Lacerda etal., 2009.
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1.10.3 Postkonditionierung mit CpG-Oligonukleotiden

Das angeborene Immunsystem und die Familie der Toll-like Rezeptoren spielen eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung des I/R-Schadens. Es ist bekannt, dass die
Stimulation von TLR2 (Boehm et al., 2013; Ha et al., 2010) und TLR4 (Kim et al.,
2007; Shimamoto et al., 2006) den I/R-Schaden reduzieren konnen. In den letzten
Jahren ruckt der TLR9 zunehmend in den Fokus der Forschung. Der Rezeptor
erkennt bakterielle und virale DNA (Bauer et al., 2001; Hemmi et al., 2000b) und
scheint im Rahmen der Prakonditionierung durch eine Immunmodulation einen
kardioprotektiven Effekt auszuuben (Markowski et al., 2013b; Mathur et al., 2011a).
Synthetisch hergestellte Oligonukleotide (CpG-ODN) werden ebenfalls vom TLR9
erkannt und bewirken eine Stimulation des angeborenen Immunsystems (Bauer et
al., 2001; Hemmi et al., 2000b). Diese CpG-ODN beinhalten unmethylierte CpG
Motive und ahmen den immunstimulatorischen Effekt bakterieller DNA nach. Es
existieren mindestens 2 Typen von CpG-ODN.Der B/K Typ ist der klassische Typ der
CpG-DNA und wurde zuerst identifiziert. Er fuhrt zu einer robusten Freisetzung von
IL-12 und TNF-a. Der A/D Typ CpG-ODN unterscheidet sich strukturell von
konventioneller CpG und bewirkt eine robuste IFN-a Produktion (Klinman et al.,
2008). TLR9 vermag beide Formen der CpG zu erkennen. Interessant ist, dass TLR9
nicht nur von Immunzellen exprimiert wird, sondern auch auf den Kardiomyozyten
vorkommt und dadurch eine Prakonditionierung moglich ist (Boehm et al., 2013;
Boyd et al., 2006; Knuefermann et al., 2008; Markowski et al., 2013a). Der positive
Effekt synthetischer Oligonukleotide wurde in Tierstudien und im klinischen Rahmen
als Impfstoffadjuvans, Antirheumatikum und Antiallergikum bestatigt (Klinman et al.,
2008). Aus diesem Grund konnte die Postkonditionierung mit TLR9 Liganden eine
vielversprechende therapeutische Option im Kampf gegen den Reperfusionsschaden
darstellen.

Vor allem Patienten mit einem Myokardinfarkt, die eine Katheterintervention erhalten,
wurden von CpG-ODN profitieren. Dabei kann die Postkonditionierung im Vergleich

zu der Prakonditionierung leichter im klinischen Alltag umgesetzt werden.
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1.11 Fragestellung

Folgende Fragestellungen bildeten die Grundlage dieser Arbeit:

1. Hat der TLR9-Ligand CpG-ODN einen postkonditionierenden Effekt auf die
InfarktgroRe und die Immunmediatoren im Rahmen der I/R in einem murinen ,closed
chest® Modell?

2. Welche Bedeutung haben die freigesetzten Immunmediatoren wahrend der frihen

Reperfusion?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

FiUr die Experimente wurden 12 - 13 Wochen alte, mannliche C57BL/6 Mause (WT,
Sulzfeld) verwendet. Die Tiere wurden vom Zuchter Charles River geliefert und im
Tierhaus des Universitatsklinikums, Haus fur Experimentelle Therapie (HET)
Sigmund-Freud-Str. 25, 53105 Bonn untergebracht. Die Haltung und Pflege der Tiere
erfolgten artgerecht und unter Beachtung gesundheitlicher Kriterien. Gruppen von
hochstens 5 Tieren wurden in durchsichtigen, bellUfteten Filtertop-Kafigen der Blue
Line Linie (Firma Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeissberg) gehalten. Die
Beleuchtung betrug 200 Lux auf 1 Meter Hohe mit Hell/Dunkelphase von 7:00 -19:00
Uhr (Hell) und 19:00 - 07:00 Uhr (Dunkel). Die relative Luftfeuchtigkeit lag bei ~50%
(30 bis 70%). Die Luftwechselrate betrug 16 pro Stunde. Die Raumtemperatur wurde
bei 22°C (+/- 2°C) gehalten. Ernahrt wurden die Tiere mit ssniff-Futter (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum. Als Einstreu
wurde Altromin-Tiereinstreu-Granulat verwendet. Futter, Wasser und Einstreu
wurden vor Nutzung autoklaviert. Mit vier Wochen wurden die Tiere von ihren Eltern
getrennt und nach Geschlecht aufgeteilt. Gruppen von funf mannlichen Tieren pro
Kafig wurden gebildet und unter beschriebenen Bedingungen gehalten.

Die Tierversuche dieser Arbeit wurden vom Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz  Nordrhein Westfalen unter dem Aktenzeichen 8.87-
50.10.35.08.317 genehmigt und unter Beachtung der Tierschutzbestimmungen (NIH,
Publikation Nummer 85-23, Uberarbeitet 1996) durchgefuhrt.
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2.2 In-vivo-Eingriffe

2.2.1 ,,Closed chest“ Modell

In dieser Arbeit verwendeten wir ein modifiziertes murines ,closed chest® Modell, bei
dem ein interkostaler Zugang fur die Instrumentierung gewahlt wurde. Der Verzicht
auf den parasternalen Zugang machte unser Modell weniger invasiv. Jedem
operativen Trauma folgt eine Immunreaktion, die von der Invasivitat der Operation
abhangt (Michael et al., 1985). Die Immunreaktion beeinflusst Mechanismen, die
wahrend der I/R eine Rolle spiele. Durch die Inflammation werden Zytokine
freigesetzt und Liganden mobilisiert, die die Infarktgrosse beeinflussen koénnen
(Nossuli et al., 2000).Im Vergleich zu dem,open-chest® Modellwurde das operative
Trauma der Instrumentierung zeitlich vom eigentlichen I/R Experiment getrennt und
somit das Zytokin-,Hintergrundrauschen®, ausgelost durch die erste Operation,
minimiert.In der vorliegenden Arbeit war unser Ziel, die systemische und myokardiale
Inflammation nach I/R unabhangig vom operativen Trauma zu analysieren. Das erste
murine ,closed chest® Modell wurde von Nossuli et al. etabliert. Bei diesem Modell
wurde mittels einer parasternalenThorakotomie und Durchtrennung von mindestens
zwei Rippen ein operativer Zugang zum Herzen geschaffen und ein
Kunststoffokkluder oberhalb der LAD angelegt(Nossuli et al., 2000). Um die
Invasivitat der Methode weiter zu reduzieren, wurde in dieser Arbeit ein modifiziertes
,closed chest” Modell verwendet das im Kapitel 2.2.3 ausfuhrlich dargestellt wird.
Zusammenfassend wurden fur die Instrumentierung keine knochernen Strukturen
durchtrennt(Kim et al.,, 2012). Hierflhr reichte einZugang im linken 4.
Interkostalraum aus. Dieser wurde mit Retraktoren offengehalten und konnte nach
der Okkluderplatzierung mit 2 Nahten leicht verschlossen werden. Nach der
Instrumentierung wurden die Versuchstiere extubiert und hatten 5 Tage Zeit sich von
der Initialoperation zu erholen, bevor die I/R-Versuche durchgefuhrt wurden.
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2.2.2 Versuchsprotokoll

Die Versuchstiere wurden in 5 verschiedene Gruppen zu 5-10 Tieren eingeteilt. Die
Gruppen erhielten am Ende der Ischamie unterschiedliche Interventionen, wobei der
Untersucher fur die zu applizierende Substanz verblindet wurde. Hierzu wurden die
Substanzen von einem anderen Labormitarbeitervorbereitet und entsprechend
kodiert. Die CpG-Gruppe erhielt0,2 pmol/kg KG CpG-ODN (1668 Thioat), die PBS-
Gruppe erhielt intraperitoneal 250 pl PBS (Phosphatpufferlosung).Die dritte Gruppe
wurde nach Ablauf der Ischamie mit 3 Zyklen Reperfusion/Okklusion Uber jeweils 20
Sekunden ischamisch postkonditioniert (IPC).Die Sham-Gruppe wurde nur

instrumentiert.

Im Anschlu} an die 5-tagige Ruhephase nach der Instrumentierung wurde eine
Ischamie von 30 min durchgefuhrt. Nach Ablauf der Ischamie wurden in der ersten
Versuchsreihe nach 2 h Reperfusion die Herzen entnommen und fur die TTC-
Farbung (Triphenyltetrazoliumchlorid) oder mRNA-Analyse vorbereitet. Die TTC-
Farbung demarkiert nekrotisches Gewebe und ermoglicht eine planimetrische
Vermessung der InfarktgroRen. In der zweiten Versuchsreihe wurdenin den CpG-,
PBS- und IPC-Gruppen nach 24 h Reperfusion und 30 minlschamie die Herzen fur
die TTC-Farbung entnommen (Abb. 3).

In einer dritten Versuchsreihe verlangerten wir die Ischamiedauer auf 60 min und
entnahmen die Herzen nach 24 h Reperfusion (Abb. 4). Dabei wurdenebenfalls die
InfarktgroRen bestimmt.Hierbei sollte untersucht werden, ob die Verlangerung der
Indexischamiezeit den kardioprotektiven Effekt von CpG-ODN und IPC beeinflussen

kann.
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‘ Instrumentierung ‘ Ischdmie ‘Reperfusion ‘TI’C/mRNA ‘TTC

Ruhephase
5 Tage 30 min 2h oder 24h
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CpG-Gruppe
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IPC-Gruppe
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Abb. 3: Dargestellt ist der Versuchsablauf mit 30 min Ischdmie und 2 und 24h
Reperfusion. Nach erfolgreicher Ruhephase von 5 Tagen wurden die Versuchstiere
in 4 Gruppen unterteilt. CpG-, PBS-, IPC-, und Sham-Gruppe. Nach 2 h Reperfusion
wurden die Herzen fur die TTC-Farbung und molekularbiologische Untersuchungen
entnommen. In einem weiteren Versuchsarm wurde die TTC-Farbung nach 24 h
durchgefuhrt. Die Sham-Gruppe wurde nur instrumentiert und molekularbiologisch

untersucht.
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Abb. 4: Dargestellt ist der Versuchsablauf mit 60 min Ischamie und 24 h
Reperfusion. Nach erfolgreicher Ruhephase von 5 Tagen wurden die Versuchstiere
in 3 Gruppen unterteilt. Die CpG-, die PBS- und die IPC-Gruppe. Nach der
Reperfusion wurde in allen 3 Gruppen die TTC-Farbung durchgefuhrt.

2.2.3 Instrumentierung

Im ersten Schritt des murinen ,closed chest® Modells erfolgte die Fadenanlage um
die LAD. Wir verwendeten hierfir mannliche,12-13 Wochen alte C57BL/6N
Wildtypmause.

Far die Operation wurde eine Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefihrt. Der
Sauerstoffflul betrug 0,5 Liter pro Minute bei am Vapor eingestellten 3,0 Volumen %
Isofluran. Das Narkosegasgemisch wurde in einen Narkose-Einleitungsbehalter
geleitet. Die Maus wurde zuvor in den Behalter platziert. Nach etwa 2 min wurde die
spontanatmende Maus, die keine Abwehrreaktionen mehr zeigte in Ruckenlage auf
einem Warmetisch fixiert. Das Narkosegasgemisch wurde dann uber einen nasalen
Konus von der Maus inhaliert, um die Narkose aufrechtzuerhalten. Die Extremitaten
wurden mit Pflasterstreifen am Tisch fixiert. Eine rektale Temperatursonde wurde

eingefuhrt. Die Temperatur des Tisches wurde konstant bei 37°C gehalten (Abb. 5).



37

Temperatur

EKG

l |

@) VAPOR [ 02

| Wt |

MiniVent

Abb.5: Skizze des Versuchsaufbaus vor Intubation. Das Versuchstier wurde in
Ruckenlage auf einem Warmetisch mit rektaler Temperaturmessung und einem EKG
fixiert. Die linke untere Extremitat wurde Uber die rechte untere Extremitat gekreuzt,
damit sich der Interkostalraum besser aufspreizt. Die Narkoseaufrechterhaltung
erfolgte zunachst nasal. Uber ein Schlauchsystem konnte sowohl Sauerstoff oder
das Narkosegasgemisch uber den Vapor zugefuhrt werden. Der Minivent wurde erst
nach Intubation zur maschinellen Beatmung der Maus genutzt.

Das OP-Gebiet wurde mit der ,Pilca Enthaarungs-Creme extra mild“ (DMV Diedrichs
Markenvertrieb GmbH & Co, Deutschland)enthaart und mit Povidon-Jod-LOsung
desinfiziert. Anschliefend wurde subkutan Buprenorphin 0,05 mg/kg Korpergewicht
zur Analgesie verabreicht. Nach einem medianen Hautschnitt Gber dem Kehlkopf und
der Trachea und vorsichtigerstumpfer Dissektion beider Speicheldrisenwurde die
pratracheale Muskulatur freigelegt. Die feine Faszie Uber den infrahyalen Muskeln
wurde vorsichtig gespalten und auseinander prapariert. Mit Hilfe von zwei
Knopfpinzetten wurden die infrahyalen Muskeln auseinandergezogen und die
Trachea dargestellt. Es erfolgte die orale Intubation. Der 22 G Metalltubus wurde oral
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eingefuhrt, wobei der Schildknorpel mit einer Knopfpinzette fixiert wurde. Der Tubus
wurde unter Sicht in der Trachea platziert. Der Beatmungsapparat (Minivent, Hugo
Sachs Elektronik, Harvard Apparatus) wurde auf 105 Atemzuge pro Minute und
einem Tidalvolumen von 200 pl pro Atemzug eingestellt. Die Narkosegaszufuhr
wurde weiter auf 2,0 Volumen % Isofluran reduziert. Es folgte dann die Praparation
des interkostalen Zuganges. Die nachfolgenden Operationsschritte fanden unter
sterilen Kautelen mit sterilisierten Instrumenten, Naht- und OP-Material statt. Durch
einen 5 mm langen Hautlangsschnitt in der linken Medioclavicularlinie wurde der M.
pectoralis freigelegt. Die Mm. pectoralis major und minor wurden schonend
mobilisiert bis die Thoraxwand und die Interkostalmuskeln sichtbar wurden. Der 4.
Interkostalraum wurde mit einer Knopfpinzette stumpf penetriert (Abb. 6 A).
DerlInterkostalraum wurde durch zwei Retraktoren mit konstantem Zug offen
gehalten. Bei einem korrekt praparierten Situs erkannte man denrechtenVentrikel,
das linke Herzohr und einen Teil der Aorta ascendens. Die Exkursion der Lunge
erschwerte nur selten die Sicht. Die LAD war als hell rétlich schimmernde Linie im
Sulcus interventricularis zu erkennen. Wir verwendeten fur die Instrumentierung der
LAD 8.0 Prolene-Faden der Firma Ethicon (EVERPOINT TM Cardiovascular
Needles, BV175-8, 3/8 Circle, Ethicon EPM8746 Prolene Sutures). Die Nadel wurde
zu einem ,U“ vorgebogen, um die Unterstechung der LAD zu vereinfachen. Der
Einstich erfolgte 1 mm unterhalb des linken Herzohres. Die LAD wurde von links
nach rechts unterstochen (Abb. 6 B). Der Faden wurde gekurzt, so dass jeweils 2 cm
freie Fadenenden verblieben. Ein 1 mm langes Segment eines PE-10
Plastikschlauchs fand als Okkluder Verwendung. Die Fadenenden wurden durch den
Okkluder gefadelt (Abb. 6 C, D). Es folgte ein Okklusionstest unter laufender EKG-
Aufzeichnung.

Die EKG-Ableitung erfolgte an den Extremitaten nach Einthoven. Durch kurzes
Auseinanderziehen der beiden Fadenenden wurde der Okkluder an das Herzgewebe
gedruckt. Es kam zur LAD-Okklusion und bei korrekter Lage zu einer signifikanten
ST-Elevation im EKG. Danach wurde sofort reperfundiert. Der Okklusionstest war
somit positiv. Die Retraktoren und die Knopfpinzette wurden aus dem
Interkostalraum entfernt. Mit einer Nadel (Kalt-Nadel, Gro3e 3) wurden die Faden an

der linken Thoraxhalfte herausgezogen (Abb. 6 E). Der Okkluder verblieb im Thorax.
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Die Faden wurden zu einer Schleife verknotet und unter der Haut belassen (Abb. 6
F). Die Lunge wurde kurz rekrutiert und der Interkostalraum anschlieBend mit einem
6.0 Prolene Faden (BV 11mm, 3/8 c, Ethicon 8610, Prolene Sutures)verschlossen.
Die Haut der Brust und des Halseswurde nochmals mit Jod-Lésung desinfiziert und
mit Einzelknopfnahten verschlossen. Anschlielend wurde die Narkosegaszufuhr
beendet, die Fixierung der Maus wurde geldst und nach Rickkehr einer suffizienten
Spontanatmung extubiert. Die postoperative Aufwachphase erfolgte unter einer

Warmelampe im eigenen Kafig.
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Abb. 6: Dargestellt sind die einzelnen Operationsschritte der Instrumentierung. A)
Schnittfihrung bei der Praparation. B) Nach aufsuchen der LAD wurde diese
unterstochen. C) Der Faden wurde unter der LAD hindurch gezogen. D) Der
Okkluder wurde aufgefadelt und bis an die LAD heran gezogen. E-F) Die Faden
wurden durch die Thoraxwand geflhrt und zu einer Schleife verknotet, die subkutan
verblieb. Modifiziert nach Kim et al. 2012 (Genehmigt von JoVE Journal).
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2.2.4 Ischamie- / Reperfusionsversuche

Die I/R-Versuche erfolgten finf Tage nach der Instrumentierung. Das murine ,closed
chest® Modell ermdglicht, dass sich die Tiere wahrend dieser 5-tagigen Ruhephase
vom operativen Trauma erholen. Vorarbeiten von Nossuli et al.habengezeigt, dass
die Expression inflammatorischer Zytokine schon 3 Tage nach der Instrumentierung
auf das Niveau nicht instrumentierter Tiere zurickging (Nossuli et al., 2000).
Weiterhin ist bekannt, dass Isofluran eine prakonditionierende Wirkung hat, die bis zu
72 Stunden nachweisbar ist(Feng et al., 2005; Zaugg et al., 2002). Deswegen

entschieden wir uns fiir eine alternative Narkoseform.

Abb. 7: Dargestellt ist der Abblauf der I/R-Versuche. A) Schematisch: Mithilfe von
Gewichten (blauerPfeil) erfolgte ein konstanter Zug an dem Faden, der mit dem
Okkluder die LAD verschlof3. Durch eine laufende EKG-Aufzeichnung wurde die ST-
Streckenveranderung dokumentiert und Uberwacht. B) Die Gewichte im originalen
Aufbau. C) Gespannter Faden (roter Pfeil) durch angelegte Gewichte. Modifiziert
nach Kim et al. 2012 (Genehmigt von JoVE Journal).



41

Fir die Anasthesie wurde wahrend der |/R-Versuche eine Mixtur aus Ketamin,
Xylazin und Atropin verwendet. Es wurden 0,5 ml/kg KG eines Gemisch aus 10%
Ketamin, 2% Xylazin und 0,05% Atropin intraperitoneal verabreicht (Kim et al., 2012).
Nach 5 min konnte das Versuchstier auf dem Operationstisch fixiert werden.Die
Uberwachung der Temperatur erfolgte wieder (iber eine rektale Sonde, da eine
Veranderung der Korpertemperatur die Ausdehnung der InfarkigroRebeeinflusst
(Chien et al., 1994). Nach Lagerung der Maus wurde die Haut wieder eroffnet und
die Intubation erfolgte wie bei der oben beschriebenen Instrumentierung. Die
Versuchstiere wurden kontrolliert mit Raumluft beatmet, um den Einfluss von
hochprozentigem Sauerstoff zu vermeiden und eine kontrollierte Beatmung
sicherzustellen. AnschlieRend wurde der Zugang zum Thorax prapariert. Nach
Eréffnen des ehemaligen thorakalen Hautschnittes konnte diesubkutan befindliche
Fadenschlaufe in der Regel promptaufgefunden werden. Die Fadenschlaufe wurde
nach auflen mobilisiert. Der Zug an der Fadenschlaufe erfolgte mittels eines
Retraktors (Abb.7 A und C, roter Pfeil)und3 Wasser-beflullten 2ml-
Mikroreaktionsgefallen  (Eppendorf  Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)(Abb. 7 A und B, blauer Pfeil).Die myokardiale Ischamie wurde mittels
EKG-Ableitung (PowerLab, ADinstruments, Spechbach, Deutschland) Uber die
Extremitaten kontinuierlich verifiziert. Eine ST-Strecken-Hebung im EKG die groRer
als das 0,5-fache der R-Zacke war, wurde als signifikant definiert und markierte den
zeitlichen Beginn der 30-mindtigen bzw. 60-mindtigen Ischamie (Abb. 8). Die
Hautwunden wurden feucht gehalten.

Finf Minuten vor Beginn der Reperfusion wurden 250 ul PBS
(Phosphatpufferlosung) respektive 0,2 pmollkg KG CpG-ODN (1668 Thioat)
intraperitoneal verabreicht. Die dritte Gruppe wurde nach Ende der Ischamie mit 3
Zyklen  Reperfusion/Okklusion  uUber jeweils 20 Sekunden ischamisch
postkonditioniert (IPC). Die Substanzen wurden wie unter 2.2.2 beschrieben
geblindet verabreicht. Nach Ende der Ischamie wurden die Tiere bei ausreichender
Spontanatmung und vorhandener Willkirmotorik extubiert und unter einer

Warmelampe im Kafig verbracht.
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Abb. 8: Abgebildet sind die EKG Aufzeichnungen wahrend der Ischamieversuche. A)
zeigt ein normales EKG vor der Ischamie. B) zeigt die infarkttypische ST-Strecken-
hebung unmittelbar nach der LAD-Okklusion. C) zeigt das EKG nach 25 min
Ischamie.

2.2.5 Injektion von Phthaloblue

Furdie planimetrische Auswertung der InfarktgroRe musste das Risikoareal (Area at
Risk) vom restlichen Myokard demaskiert werden. Das Risikoareal entspricht dem
Versorgungsgebiet der LAD distal der Okklusionsstelle. Nach 2 Stunden Reperfusion
wurde die Maus erneut narkotisiert undreintubiert. Die Narkose erfolgte wie oben
beschrieben mit Isofluran. Eine konditionierende Wirkung von Isolfuran ist zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr zu erwarten. Der pratracheale Hautschnitt wurde bis zum
Xiphoid und zu beiden Seiten bis in die Axilla erweitert.

Die Abdominalhdhle wurde am Rippenbogen entlang zu beiden Seiten eroffnet. Das
Diaphragma wurde von den Rippen gelost. Der Knoten der durch die Thoraxwand
gefuhrten Fadenschlaufe wurde durchgeschnitten. Die Thoraxwand wurde beidseits
lateral bis zur Axilla durchtrennt, anschlieend nach rostral geklappt und mit einem
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Faden fixiert. Der Okkluder wurde vorsichtig von der Thoraxwand mobilisiert und die
Fadenenden der durchtrennten Fadenschlaufe durch die Thoraxwand gezogen.

Vor der intrakardialen in vivo Injektion von 10 % Phthalo-Blue (Phthalocyaninblau,
Pigmentfarbstoff)wurdendie Fadenendenfest verknotet, um die LAD zu okkludieren.
Die Phthalo-Blue-Lésung wurde langsam in den linken Vorhof injiziert.Die
Herzareale, die nicht von der okklusierten LAD versorgt wurden, farbten sich blau.
Die AAR verblieb farblos. AnschlielRend erfolgte die Injektion von 0,5 ml einer 7,45%
Kaliumlosung(B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in den linken

Vorhof, um einen Herzstillstand in der Diastole zu induzieren.

2.2.6 Herzpraparation

Das Herz wurde herausprapariert und in einer PBS-Losung gewaschen. Der
Okklusionsfaden wurde entfernt, das Herz leicht abgetupft und mit flissigem
Stickstoff angefroren, damit es anschliessend besser geschnitten werden konnte.
Fir das Zuschneiden der Herzen wurde ein spezielles Schneidegerat verwendet,
womit Herzschnitteentlang der Herzachse mit konstanter Dickevon 1 mm hergestellt
wurden (Abb9). Nach dem Zuschneiden der Herzen erfolgte die TTC-Farbung und

anschlie3end die Formalinfixierung.
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Abb. 9: Dargestellt ist ein Herzschneidegerat. A zeigt die Frontalansicht im
geschlossenen Zustand. Die Rasierklingen passen sich nahtlos in die
Kunstoffschlitze ein. B) zeigt das Schneidegerat seitlich im gedffneten Zustand. C)
zeigt die Frontalansicht des gedffneten Schneidegerats. Man erkennt gut die
Kunststoffschlitze in die die Rasierklingen eingeflihrt werden. Der Pfeil zeigt die
Position, wo das Herz platziert wird.Modifiziert nach Kim et al. 2012 (Genehmigt von
JoVE Journal).

2.3 Herstellung von 1668-Thioat

Die Thioat-stabilisierten Oligonukleotide (500 nmol lyophilisiertes, ungelostes 1668-
Thioat) (5-TCC-ATG-ACG-TTC-CTG-ATG-CT, Thioat 1668, TibMolBiol,Berlin,
Germany) wurden von der Firma TibMolBiol geliefert. Diese wurden bei +4 °C im
Kuhlschrank aufbewahrt. Der Inhalt wurde mit 1 ml Aqua ad injectabilia mittels Vortex
aufgeldst. In der Zwischenzeit wurden 4 ml Aqua ad injectabilia in einen 15 ml
Zentrifugenréhrchen zugegeben und anschlieBend mit der Thioatldsung vermischt.
Diese 5 ml wurden wieder mittels Vortex gemischt und auf 5 Eppendorf-
Reaktionsgefalie zu jeweils 1 ml aliquotiert. Die Endkonzentration der Stammlésung
betrug 100 nmol Thioat in 1 ml Losung. Fur die Postkonditionierung wurde eine
Konzentration von 5 nmol in 200 pyl PBS verwendet. Daflr wurden 250 pul der

Stammldsung (100 nmol/ml) enthommen (entsprechen 25 nmol 1668 Thioat) und mit
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750 pyl PBS mittels Vortex gemischt. Bei dieser Verdunnung sind in 200 ul PBS 5

nmol Thioat enthalten. Sie wurden mit einer Insulinspritze intraperitoneal injiziert.

2.4 TTC-Herstellung

Die TTC-Farbung (Triphenyltetrazoliumchlorid) erlaubt eine frihzeitige Darstellung
des myokardialen Infarktgewebes. Die Methode beruht auf der Fahigkeit der
Dehydrogenaseenzyme mit Tetrazoliumsalzen Formazan-Pigmente zu bilden.
Gewebe, das sich nicht anfarben lasst, verfugt Uber keine funktionsfahigen
Dehydrogenaseenzyme, ist nicht vital und hat eine helle Farbe. Das vitale Gewebe
stellt sich als leuchtend rot dar und kann vom Infarkigewebe gut unterschieden
werden.Es existieren 2 Formen der Tetrazoliumlosung. Die Nitroblue- und die
Triphenyllosung. Wir haben uns fur das Triphenyltetrazolium entschieden, die von
Downey et al. beschrieben wurde. Es ist geeignet, Herzschnitte anzufarben, da es
gut gewebegangig ist (Downey et al., 1994).

Fur die Herstellung von TTCwurde ein Puffersystem bestehend aus dem Na2HPO,
(0,1 M) und dem NaH,PO4 (0,1 M) bendtigt. Na2HPO4 hat eine molare Masse von
142 g-mol™" und die molare Masse von NaH,PO, betragt 120 g-mol™". Wir setzten
100 ml Pufferldosung mit dem pH von 7,4 an. Um diese Konstellation zu erreichen,
wurden 1,09908 mg Na2HPO,; und 0,2712 mg NaH,PO,4 in 100 ml destilliertem
Wasser gelost. Der pH wurde mit einem pH-Meter kontrolliert und es wurde eine
Losung mit dem pH von 7,4 hergestellt. Als nachstes wurde das Tetrazoliumsalz
hinzugefugt. 100 ml Puffer enthielten 1 mg TTC. Die lichtempfindliche Losung wurde
in einer mit Alufolie umwickelten Glasflasche lichtgeschutzt im Kuhlschrank gelagert.
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2.5 TTC-Farbung

Zur TTC-Farbung der Herzschnitte wurdenjeweils 1 mi 1,5%
Triphenyltetrazoliumchlorid Salz (TTC, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Munchen,
Deutschland) in acht Vertiefungen einer 96-well Platte hineingegeben und in einem
Warmeschrank bei 37°C vor Beginn der Ischamie vorgewarmt.

DieHerzschnitte wurden vorsichtig einzeln und in ihrer Schnittreihenfolge in jeweils
eine Vertiefung der 96-well Platte hineingegeben und fur 20 min bei 37°C im
Warmeschrankinkubiert.Anschlieftend wurden die Herzschnitte in eine 96-well Platte,
die mit 4 % Formalin-Losung beflllt war, korrespondierend uberfuhrt und far 24
Stunden fixiert. Die Formalinfixierung bewirkt eine Kontrasterhbhung und verbessert
dadurch die Differenzierung des vitalen Gewebes von nekrotischen Arealen. Dabei
bleicht das Formalin insbesondere das extravasal befindliche Blutund bewirkt eine
Braunfarbung des Blutes. Das erleichtert die Differenzierung des haemorrhagischen
Infarktgewebes von vitalen TTC-gefarbten Arealen. Zusatzlich entfernt Formalin die
fettige Oberflache auf den Herzschnitten und erhoht somit noch mehr den
Kontrast(Bohl et al., 2009).

Nach der Formalinfixierung wurden die Herzen auf einem Objekttrager in einer Reihe
angeordnet und durch einen weiteren Objekttragermit Hilfe von Abstandshaltern auf
eine Schichtdicke von 1 mm komprimiert. Dies war notwendig, da der Farbe- und
Fixierprozess zu einer Verformung der Herzschnitte fuhrt und die Herzschnitte infolge
dessen nicht mehr plan aufliegen. Die Herzschnitte wurden von beiden Seiten digital
fotografiert (Openlab, Improvision, Coventry England). Zuerst wurde der grolte
Herzschnitt fotografiert. Danach wurde der Zoomfaktor nicht mehr verandert und alle
folgenden Schnitte bei gleichem Zoom abgelichtet. Einstellungen des Mikroskops wie

Helligkeit und Kontrast wurden fur alle Herzen tbernommen und konstant belassen.
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2.6 Planimetrie

Die planimetrische Auswertung erfolgte verblindet mit der Software ImagedJ (Version
1.29, NIH. Bethesda, MD). Dem Untersucher wurde eine Datei mit kodierten Namen
und den Bildern von Herzschnitten Uubermittelt. Es konnten wahrend der Auswertung
keine Ruckschlusse auf die postkonditionierende Substanz, oder die Intervention aus
der untersuchten Bilddatei bzw. der einzelnen Herzschnitten gezogen werden.

Fiar die Auswertung musste das Herz initial in 1 mm dicke Scheiben zugeschnitten
werden (s. Kap. 2.2.6) und jede Scheibe wurde von beiden Seiten fotografiert. Es
wurden zuerst die blau gefarbten Areale planimetrisch quantifiziert (NAAR). Dann
wurde die durch das TTC rot gefarbte Area-at-risk einschlieRlichdes Infarktareals
planimetrisch bestimmt. Anschlie®Bend wurde das nicht gefarbte Infarktareal
vermessen. Die planimetrische Quantifizierung wurde fur jeweils beide Seiten aller
Herzschnitte durchgefuhrt und abschlielend die Summe flur die folgenden Flachen
berechnet:

- Area at Risk (AAR): das von der okkludierten LAD versorgte Myokardgewebe,
dass neben dem Infarkt vitales Gewebe enthalt und rot gefarbt ist (Abb. 10 C,
grune Markierung)

- Infarkt (I1S): Infarktgewebe innerhalb der AAR, welches sich nicht rot farbt
(Abb. 10 B und C, gelbe Markierung)

- Non-Area at Risk (NAAR): Das Gebiet ausserhalb der Okklusionsstelle der
LAD, dass den Blaufarbstoff Phtalo-Blue enthielt (Abb. 10 C, blaue
Markierung)

- Gesamtflache aller Herzscheiben: Wurde aus der Summe der AAR und NAAR
berechnet.

Ausgehend von diesen Angaben wurden die Quotienten von AAR zur Gesamtflache
aller Herzscheiben und IS zu AAR nach den folgenden Formeln berechnet.

AAR

) A s
AAR zur Gesamtflache (%) (Gesamtfléche

)*100

IS
IS zur AAR (%) = (m) %100
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Abb. 10: Dargestellt ist die mikroskopische Sicht auf einen Herzschnitt. A)
Herzschnitt nach der TTC Farbung. B) Eine schematische Markierung des
Infarktgebiets in gelb und das Gebiet mit intakter Perfusion, das den blauen Farbstoff
enthielt (NAAR). C)Die Markierung der AAR in grin und eine schematische
Markierung der NAAR. Schwarzer Stern markiert das Myokardlumen, das nicht
mitausgewertet wurde. Modifiziert nach Kim et al. 2012.

2.7 Molekularbiologische Untersuchungen

2.7.1 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der RT-PCR wurde das mRNA-Expressionsmuster von TNF-a, IL-18, IL-6
und IL-10 im murinen Herzgewebe untersucht.

Aufgrund der geringen intrazelluldaren Menge der Nukleinsduren, bedient man sich
der Polymerasekettenreaktion zur Vervielfaltigung der spezifischen DNA- und RNA-
Abschnitte. Um die Menge der RNA zu bestimmen, muss die RNA aus dem Gewebe
extrahiert werden und anschlielend photometrisch auf Konzentration und Reinheit
untersucht werden. Im Anschluss wird die RNA in cDNA umgeschrieben und weiter
analysiert.

Dabei wird in mehreren Zyklen die doppelstrangige cDNA zerlegt.Anschlieend
lagern sich die spezifischen Oligonukleotidprimer an die zu untersuchenden Areale
der cDNA an. Die Primer werden durch die thermostabile DNA-abhangige DNA-
Polymerase an dem 3’-Hydroxyende verlangert, was zu exponentieller
Vervielfaltigung der DNA Menge fiihrt und die Analyse ermdglicht.
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2.7.2 RNA-Isolation

Vor der RNA-Isolation wurde der Homogenisator mit GIT und DEPC-Wasser
gereinigt. Drei ml Trizol Losung wurden in ein 15 ml Zentrifugenrohrchengegeben
und danach das Organ aus dem -80 °C Tiefkuhlschrank geholt. Dabei wurden 1 ml
Trizol fur 100 mg Gewebe benutzt.

Die Herzen wurden homogenisiert bis keine groben Gewebsstiicke vorhanden waren
und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde 200 pl Chloroform pro 1 ml Trizol
zugegeben und dreimal bei 4000 rpm zentrifugiert. Es folgten weitere 10 min
Inkubation auf Eis. Nach der Inkubation wurde 30 minbei 4000 rpm zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand (RNA-Phase) vorsichtig mit einer 200
Ml Pipette entnommen und in ein 15 ml Tube Uberfuhrt. Die beiden unteren Phasen
mit Proteinen und Trizol wurden verworfen.

Die wassrige Phase, in der die RNA enthalten ist, wurde mit 1,5 ml Isopropanol (0,5
ml pro ml Trizol) gemischt und bei -20 °C uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Losung wieder 30 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entsorgt und das Pellet vorsichtig mit 6 ml 75% EtOH
gewaschen und anschlieRend 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet luftgetrocknet und in 200 pl DEPC-Wasser
resuspendiert. Nach dieser Prozedur erfolgte die RNA-Konzentrationsbestimmung
am Nanodrop.

Tab. 2: Es sind Materialien aufgelistet, die zur RNA-Isolation verwendet wurden.

‘ Material Firma Nummer und Menge
Chloroform Sigma C2432, 500ml
Trizol Ambion AM9738, G6639
4 M Guanidine thiocyanat Sigma G6639
2 Propanol Merck 1.09634.2511, 2,5L
75% EtOH

DEPC-Wasser
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2.7.3 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurde 2000 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Zu der Losung
wurde das Reaktionsgemisch fur die cDNA-Synthese gegeben. Das Gemisch
bestehend aus: 5 pl reverse Transkriptase Puffer, 2 pyL Desoxyribonukleosid-
triphosphate (ANTPs), 5 yl Random Primer, 2,5 pl MultiScribe® reverse Transkriptase
50 U/ul, 0,25 ul RNase Inhibitor 2000 U/ul und 10,25 ul DEPC-Wasser umfasst 25 ul
Reaktionslosung. Zu jeder RNA-Probe a 25 pl wurden diese 25 pyl Mastermix
hinzugegeben, zentrifugiert und 2 h im Thermocycler inkubiert (1. 25 °C fur 10 min, 2.
37 °C fur 2 h, 3. 85 °C fur 5 Sek., 4. 4 °C «). Die fertigen Proben wurden bis zur
anstehenden PCR Analyse bei 4°C gelagert.

Der Mastermix enthielt 10x reverse Transkriptionspuffer (5 pl), 25x DNTPs (2 pl), 10x
random Primer (5 ul), Multi Scribe reverse Transkriptase (2,5 ul), RNAse Inhibitor
(0,25 pl) und nukleasefreies Wasser (10,25 pl).

2.7.4 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
Wir benutzen fur unsere Untersuchungen den ViiA7 von Applied Biosystems, 384
Well Platten und folgende Primer-Sonden.

Tab. 3: Verwendete Primer in der RT-qPCR zur Detektion von TNF-a, IL-18, IL-6 und
IL-10.

Primer-Sonde Produkt-Nummer
mouse IL-13 Mm01336189_m1

mouse IL-6 MmO00446190_m1
mouse TNF-a MmO00443258_m1
mouse IL-10 MmO00439616_m1

Als Housekeeping Gen fur die PCR Untersuchung wurde 18S verwendet. Alle
einzelnen Proben mussten dreifach fur jedes Ziel-Gen analysiert werden. Das

Reaktionsgemisch pro Reaktion fur eine Probe wurde wie folgt gewahilt.
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5,61 pyl PCR-Mastermix (2x)

2,83 yl DEPC-Wasser

0,56 pl jeweiliger Primer-Sonde.
2,22 pl spezifische cDNA pro Well

Die so hergestellte Losung ergab 11,22 pl.Daraus wurden 10 pl in ein Well pipettiert.
Alle Versuchsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die RTqQPCR durchlief 40 Zyklen.
Die Analyse der Daten wurden mit der ViiA™7 Version 1.2 Software durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde eine AACr Auswertung durchgefuhrt. Der CT-Wert ist der
Zeitpunkt in der PCR-Analyse, an dem sich alle gemessenen Werte in einem
exponentiellen Produktzuwachs befinden. Die CT-Werte einzelner Proben konnten
so miteinander verglichen werden. Am Anfang wurde fur die Berechnung der AACt
der ACT-Wert bestimmt, indem der CT-Wert des Housekeeping-Gens (18S) vom CT-
Wert des gesuchten Gens subtrahiert wurde. Anschlielend wurde der CT-Mittelwert
der Kontrollen gebildet. Als Kontrolle dienten jeweils die Mittelwerte unbehandelter
WT Tiere. Mithilfe des AACT-Wertes konnte der Relative Quotient (RQ) jeder Probe

bestimmt werden.

ACT = CTZielgen - CTHousekeeping—Gen
AACT = ACTsgam wr — ACTkontrolle wT
RQ = 2-AACT



2.8 Verbrauchsmaterialien
Tab. 4: Gerate, die zur RNA-Isolation, cDNA-Synthese und RTqQPCR verwendet
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wurden.
| Gerite Firma Typ
Dispergier-Aggregat Kinematica AG Polytron® PT2100
NanoDrop Thermo NanoDrop 2000 Spectrophotometer
Scientific
Viia7 Software Applied Viia'"7 Software Version 1.2

Biosystems™

Tab. 5: Materialien und Substanzen, die zur RNA-Isolation, cDNA-Synthese und
gRT-PCR verwendet wurden.

| Materialien Firma Typ
384 Well Platte Brand 384-well PCR-Platte 781347
DEPC Sigma Diethylpyrobarbonate LotBCBD3923V
GIT Sigma Guanidine thiocyanate = 97 % LotBCBK5190V
Applied reverse Transkriptase Puffer,
High Capacity cDNA Biosystems Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs),
Reverse Random Primer, Multi Scribe reverse
Transcription Kit Transkriptase
Lot1207126
Kryordhrchen Thermo 2ml
Scientific
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 2-Mercaptoethanol 98 % Lot125K0165
PCR Tubes Axygen PCR-02-C thin wall, clear 32102051
PCR-Mastermix (2x) Applied TagMan® Gene Expression Master Mix
Biosystems
Proteinase K Qiagen® Proteinase K 10ml Lot145013159
RNase Inhibitor Qiagen RNase Inhibitor 2000units Cat.N0o129916
RNeasy mini Kitt Qiagen Cat. No. 74106 (250rxn) mit

RLT-Puffer, RW1-Puffer, RDD-Puffer, RPE-
Puffer, Rnase freies Wasser
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Tab. 6: Materialien und Substanzen, die fur die Tierhaltung verwendet wurden.

Gerat Firma Adresse
Kéafige Makrolon, Typ Il L Charles River Deutschland D-Sulzfeld
GmbH
Altromin-Tiereinstreu-Granulat Altromin GmbH und Co. D-Lage-Lippe
KG
Altromin-Standarddiatfutter Maus Altromin GmbH und Co. D-Lage-Lippe
und Ratte KG
Objekttrager Super Flos Frost Menzel-Glaser D-Braunschweig
Plus
Kardiotom Eigenbau D-Bonn
Millar-Katheter-System Millar Neuseeland
Zentrifuge Model 5415R Eppendorf AG D-Hamburg
Heparin-Natrium-25.000- Ratiopharm Ratiopharm GmbH,
D-Ulm

ratiopharm®

Endotrachealkaniile Durch-
messer 1,0 mm und 1,2 mm

Hugo Sachs Elektronik

D-March-Hugstetten

Minivent Typ 845

Hugo Sachs Elektronik

D-March-Hugstetten

Mikro-Tip Pressure Katheter Millar Neuseeland
Kaltnadeln, GroRe 3 Ethicon D-Miinchen

Betaisodona Lésung Mundipharma GmbH D-Limburg
Abbott GmbH & Co. KG D-Wiesbaden

®
Isofluran: Forene

Temgesic-Lésung®

Augenschere Fine Science Tools, Inc San Francisco, USA
Pinzetten Fine Science Tools, Inc San Francisco, USA
Castroviejo-Nadelhalter Allgaier Instrumente D-Frittlingen
Klemmen Allgaier Instrumente D-Frittlingen
Wund-Retraktoren Allgaier Instrumente D-Frittlingen
Operationsmikroskop OpMi- ZEISS D-Oberkochen
191294
OP-Tisch Eigenbau D-Bonn
Warmebad (42 °C) Rhema-Labortechnik D-Hofheim
Fa. Essex Pharma D-Minchen

6.0 Prolene® Faden BV-1

Ethicon GmbH

D-Norderstedt

8.0 Prolene® Faden BV-1

Ethicon GmbH

D-Norderstedt

Phthaloblau-Lésung 5 %

Seidenfaden Serag Wiessner D-Naila
1668 Thioat; 5- TibMolBiol D-Berlin
TCCATGACGTTCCTGATGCT 3°
Heubach Dispersionsfarbe D-Heubach

PBS Pufferlésung

Gibco

D-Darmstadt

Formalin 4%

Merck

D-Darmstadt
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2.9 Software

Chart for Windows ADInstruments, Castle Hill, Australien

Prism 3.0 GraphPad Software, San Diego, USA
Image J Version 1.29, Wayne Rasband, National Institutes of Heath, USA

Fine Science Tools, Inc. - Datenverarbeitung durch Power Lab Data Acquisition

System; ADInstruments

Millar Instruments Inc., Houston, USA - Datenverarbeitung durch Power Lab Data

Acquisition System; ADInstruments

Openlab, Improvision, Coventry England

2.10 Statistische Analyse

Bei allen Tiergruppen wurden die Mittelwerte (MW) und Standardfehler des
arithmetischen Mittels (SEM) errechnet. Mit dem Statistikprogramm Prism wurden die
Daten mittels einfaktorieller Varianzanalyse und anschlieRendem Posthoc-Test nach
Bonferroni  analysiert und die  Signifikanzen ermittelt. Bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit vonP < 0,05 galt der Unterschied als statistisch signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 Planimetrische Auswertung

Vitales Myokardgewebe wird von TTC leuchtend rot gefarbt und ermdglicht so die
Darstellung von Infarktarealen. Die AAR ist das Perfusionsareal, das distal der
okkludierten LAD versorgt wird. Eine Okklusion der LAD zu weit distal fuhrt zu
entsprechend kleineren AAR mit konsekutiv kleineren InfarktgroRen. Umgekehrtes
gilt entsprechend fur eine zu weit proximal okkludierte LAD. Daher ist eine konstante
Position der LAD-Instrumentierung unabdingbar fur die Vergleichbarkeit der
InfarktgroRen. Daher wurde planimetrisch die AAR bestimmt und zwischen den PBS,

IPC- und CpG-ODN-Gruppen nach 30 min Ischamie und 2 h Reperfusion verglichen.

60

40

AAR%

20

PBS IPC CpG-ODN

Abb. 11: Area at Risk in prozentualer Relation zur Gesamtflache alles Herzscheiben
in den Gruppen PBS, IPC und CpG-ODN. Die AAR waren in allen Gruppen
annahernd gleich. n = 12-20, p < 0,05.

In der PBS-Gruppe betrug die AAR/Herz% (41,34 + 2,89, n = 20), in der IPC-Gruppe
(41,35 £ 2,22, n = 12). In der CpG-ODN Gruppe betrug die AAR/Herz% (37,67 *
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2,43, n = 13). Es zeigten sich keine Unterschiede in der Grolze der AAR. Die LAD-
Okklusion wurde bei allen Tieren konstant an der gleichen Stelle durchgefuhrt.
Dadurch wurde sichergestellt, dass der ischamische Bereich des Myokardes nicht in
seiner Ausdehnung variiert und das Experiment reproduzierbar ist (Abb. 11).

Als nachstes fuhrten wir Postkonditionierungsversuche mit dem TLR 9-Ligand CpG-
ODN,um zu klaren, ob CpG-ODN einen Einflul3 auf die Infarktgro3e im Rahmen der
I/R in einem murinen ,closed chest Modell hat. Die Ergebnisse wurden mit der PBS-
Gruppe und der IPC-Gruppe verglichen.
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Abb. 12:InfarktgroRe (I1S) in Prozent der AAR (IS/AAR%) fur die Gruppen PBS, IPC,
CpG-ODN. Alle 3 Gruppen wurden mit einer Ischamiedauer von 30 min, gefolgt von
2h oder 24 h Reperfusionbehandelt. Sowohl nach 2 hals auch nach24 h Reperfusion
fuhrte die IPC und die Postkonditionierung mit CpG-ODN zu einer signifikanten
Reduktion der IS im Vergleich zu der PBS-Gruppe. ** =P < 0,001, * =P < 0,01.
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Nach einer 30-minutigen Ischamie und 2 Stunden Reperfusion betrug die
InfarktgroRe in der PBS-Gruppe 23,16 £ 3,97 IS/AAR% (MW £ SEM, n = 10). Die
InfarktgroRe in der IPC-Gruppewar hingegen um 91,5% kleiner (1,98 £ 1,03 n =6, P
< 0,001) und in der CpG-ODN reduzierte sich die IS/AAR% um 89,9% auf 2,35 £
1.54 IS/AAR% (n = 5, P < 0,01). Nach 24 Stunden Reperfusion wurdengrof3ere
Infarkte in allen Gruppen beobachtet. In der PBS-Gruppe betrug die Infarktgrofie
39,49 £ 3,34 IS/AAR% (n = 10), in der CpG-ODN-Gruppe war der Infarkt 12,49 +
1,11 IS/AAR% (n = 7) grofd und in der IPC-Gruppe 13,92 + 2,06 (n = 7). Nach 24
Stunden Reperfusion war die InfarktigroRe der mit PBS behandelten Tiere signifikant
groBer als die der CpG- und IPC-Gruppe (P < 0,001) und es kam zu einer
signifikanten Grolenzunahme in der PBS-Gruppe (P < 0,01). Die InfarktgrofRen in
den Gruppen CpG-ODN und IPC haben nach 24h Reperfusion nicht signifikant
zugenommen (P > 0,05) (Abb. 12).
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Um den Einfluss der Ischamiedauer auf die Postkonditionierung zu untersuchen
wurde in einem weiteren Experiment die Ischamiezeit auf 60 min und die

Reperfusionszeit auf 24 h ausgedehnt.

60=
X 40+
<
2 504
0

PBS IPC CpG-ODN

Abb. 13:InfarktgrofRe in Prozent der AAR (IS/AAR%) der Gruppen PBS, IPC und
CpG-ODN. In alle Gruppen betrug die Index-lschamiezeit 60 min, gefolgt von einer
24-stindigen Reperfusion. Es konnte kein signifikanter Unterschied der IS
festgestellt werden.

Es wurde in allen Gruppen eine Zunahme der InfarktgroRe beobachtet. In der IPC-
Gruppe betrug die InfarktgrolRe 45,12 + 7,47 IS/AAR% (n = 5), in der PBS-Gruppe
36,90 £ 4,39 IS/AAR% (n = 5) und in der CpG-ODN Gruppe 33,56 + 3,23 IS/AAR%
(n = 6). Zwischen den einzelnen Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied (P >
0,05). Die Verlangerung der Ischamiezeit hob den kardioprotektiven Effekt von CpG-
ODN und IPC auf (Abb. 13).
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3.2 Zytokinexpression

Myokardischamie, Reperfusion und die Postkonditionierung mit dem TLRO
LigandenCpG-ODN bewirken eine Modulation des Immunsystems und eine
veranderte Zytokinexpression. Aus diesem Grund wurde die Veranderung der
myokardialen Zytokinexpression in den Gruppen PBS, IPC und CpG-ODN nach 30
min Ischamie und 2 h Reperfusion untersucht. Die Quantifizierung der mRNA-
Expression im Herzen erfolgte mittels RT-PCR.

Es konnte gezeigt werden, dass die Postkonditionierung mit CpG-ODN eine 8-fache
Erhdhung der TNF-a Expression (11,54 £ 1,98 RQ; TNF-a mRNA/GAPDH mRNA, n
= 8) im Vergleich zu der IPC-Gruppe (1,93 + 0,338 RQ, n = 7) oder der PBS-Gruppe
(1,41 £ 0,42 RQ, n = 6) bewirkte (Abb. 14).

Die IL-1B Expression war 2,3-fach hoher in der mit CpG-ODN behandelten Gruppe
(15,09 £ 1,94 RQ (IL-18 mRNA/GAPDH mRNA), n = 8, P < 0,05) als in der IPC-
Gruppe (6,48 £ 2,41 RQ, n = 7). Es wurde eine geringe, nicht signifikante Erh6hung
in der PBS-Gruppe (9,90 + 2,90 RQ, n = 7) beobachtet. Es konnte dabei kein
signifikanter Unterschied zwischen CpG-ODN und PBS festgestellt werden (Abb. 15).
Die IL-6 Expression war um den Faktor 1,8 in der CpG-ODN Gruppe (630,40 + 49,29
RQ (IL-6 mRNA/GAPDH mRNA), n = 8) verglichen mit der PBS behandelten Gruppe
(335,40 £ 50,90 RQ, n = 6, P < 0,05) erhdht (Abb. 16).

Die IL-10 Expression wurde durch die CpG-ODN Postkonditionierung 2,4-fach im
Vergleich mit PBS und IPC erhdht (P < 0,05) (Abb. 17).
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Abb. 14: MRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine TNF-a in den Gruppen
PBS, IPC und CpG-ODN. Als housekeeping Gen fur die Berechnung des RQ wurde
die GAPDH verwendet. Die TNF-a Expression war in der CpG-Gruppe 8-fach hdher

als in den PBS- und IPC-Gruppen. ***

P <0,001.
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Abb. 15: MRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-18 in den Gruppen
PBS, IPC und CpG-ODN. Als housekeeping Gen fur die Berechnung des RQ wurde
die GAPDH verwendet. Die IL-1B8 Expression war 2,3-fach hoher in der CpG-ODN-
Gruppe im Vergleich zur IPC-Gruppe. * P < 0,05.
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Abb. 16: MRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-6 in den Gruppen
PBS, IPC und CpG-ODN. Als housekeeping Gen fur die Berechnung des RQ wurde
GAPDH verwendet. Die IL-6 Expression war um den Faktor 1,8 in der CpG-ODN
Gruppe verglichen mit der PBS behandelten Gruppe erhoht. * P = < 0,05.
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Abb. 17: mRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-10 in den Gruppen
PBS, IPC und CpG-ODN. Als housekeeping Gen fur die Berechnung des RQ wurde
GAPDH verwendet. Die IL-10 Expression wurde durch die CpG-ODN Postkonditio-

nierung 2,4-fach im Vergleich mit PBS

und IPC erhoht. * P < 0,05 ; ** P < 0,01.
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht die Bedeutung des TLR9-Liganden CpG-
Oligonukleotid fur die myokardiale Postkonditionierung im murinen ,closed chest"
Modell.Wir haben demonstriert, dass die Postkonditionierung mit CpG-ODN zur
ausgepragten Infarktreduktion fuhrt. Das Ausmaly der Infarktreduktion war
vergleichbar mit den Ergebnissen der ischamischen Postkonditionierung, die in der
Literatur als der Goldstandard gilt. Die Postkonditionierung fuhrte zu einer
differenzierten Immunantwort im Myokard, die besonders in der CpG-Gruppe

ausgepragt war.

4 1Einflusse des Versuchsprotokolls auf die Infarktgrofe

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Applikation von
CpG-ODN im Rahmen von myokardialer Postkonditionierung zur Reduktion der
InfarktgroRe nach einer Ischamie fuhrt.

Es wurden 3 verschiedeneVersuchsprotokolle angewendet (Kapitel 2.2).Die 30
minutige Ischamiedauer wurdevon mehreren Arbeitsgruppen bei den Post- und
Prakonditionierungsversuchen verwendet und wurde in dieser Arbeit als
Referenzischamiezeit gewahlt(Boengler et al., 2008; Fisher and Marber, 2002; Lim et
al., 2007; Michael et al., 1995). Um zu untersuchen, ob die kardioprotektive Wirkung
von CpG-ODN und IPC durch die verandertelndexischamiezeit beeinflusst werden
kann, wurde einweiteres Versuchsprotokoll mit langerer Ischamiezeit angewendet
(Abb.4).

Die Infarktgrofde nach 10-60 min Ischamie variiert in der Literatur zwischen 3,5 - 42%
der AAR. DreiRigMinuten Ischamie fuhrten zu Infarktgrof3en von 18 + 5% der AAR
bei einer Reperfusionszeit von 2 h.(Eckle et al., 2006; Fisher und Marber, 2002;
Redel et al., 2008). Indexischamiezeit, Reperfusionsdauer und die Infarktgrof3en in
der PBS-Gruppe in unserer Arbeit stimmten mit diesen Beobachtungen tUberein. Die
Infarktausdehnung korreliert dabei eng mit der Ischamiedauer. Eine kurze
Ischamiezeit von 10 min bei Hunden, Schweinen und Pavianen bewirkteeine

vorubergehende myokardiale Kontraktilitatsstorung, die man auchmyokardiales
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stunning nennt. DieseStorung kam im Okklusionsgebiet vor, fuhrte nicht zur
Ausbildung eines Infarktes und wurde wahrend der Reperfusionsphase beobachtet
(Shen and Vatner, 1996).Funfzehn Minuten Ischamie I6stenebenfalls keinen Infarkt
mit makroskopischem Korrelat in einem Mausmodell aus (Cai et al., 2011).

Bei der Untersuchung wie unterschiedliche Ischamie- und Reperfusionszeiten die
Ausdehnung der InfarkigroRe beeinflussen,definierten Redel et al. die optimale
Ischamiezeit zwischen 30 und 45 min und bezeichneten es als den ,submaximalen
ischamischen Stimulus®. Bei einer Ischamiedauer innerhalb dieses Zeitfensters, war
die InfarktgroRe sowohl von der Ischamiezeit, als auch von der
Reperfusionsdauerabhangig (Redel et al., 2008). Diese Beobachtung konnten wir
bestatigen und sahen bei einer Ischamie von 30 min und der Veranderung der
Reperfusion von 2 h auf 24 h Reperfusion einen signifikanten Anstieg der
InfarktgroRe in der PBS-Gruppe. Diese Beobachtung stutzt die Bedeutung des
Reperfusionsschadens, das sich zusatzlich zum Ischamieschaden negativ auf die
Infarktausdehnung auswirkt. Durch die Postkonditionierung mit CpG-ODN oder IPC
und einer Ischamie von 30 min konnte die Infarktzunahme sowohl nach 2 h als auch
nach 24 h Reperfusion verhindert werden, was die kardioprotektive Potenz der
Postkonditionierung verdeutlicht und den Einfluss der Postkonditionierung auf den
Reperfusionsschaden zeigt.Die kardioprotektive Potenz war jedoch stark von der
Ischamiedauer abhangig.

Die Ausdehnung der Ischamie auf 60 min in dieser Arbeit hob den kardioprotektiven
Effekt von CpG-ODN und IPC auf. Unsere Beobachtungen stimmen hier mit den
Ergebnissen von Cai et al. Uberein. Die Arbeitsgruppe hat ebenfalls festgestellt, dass
durch die Verlangerung der Indexischamiezeit von 30 min auf 60 minder
kardioprotektive Effekt der IPC nicht mehrnachzuweisen war (Cai et al., 2011).

Die Grunde fur das Versagen der Kardioprotektion durch die Postkonditionierung
nach einer langen Ischamiezeit sind noch nicht hinreichend geklart.

Cai et al. stellten fest, dass nach 60 min Ischamie der regionale Blutfluss im
Infarktgebiet stark eingeschrankt blieb und die IPC keinen Einfluss mehr auf die
postischamische Durchblutung nehmen konnte(Cai et al., 2011).Mehrere weitere
Arbeitsgruppen konnten an unterschiedlichen Tiermodellen ebenfalls bestatigen,

dass bei einer Indexischamiezeit von 60 min die Kardioprotektion durch die
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Postkonditionierung aufgehoben ist (Eckle et al., 2006; Létienne et al., 2009;
Schwartz and Lagranha, 2006b; Vinten-Johansen et al., 2005b).

Es ist nicht auszuschlieRen, dass aufgrund der stark eingeschrankten Durchblutung
nach einer prolongierten Ischamie die schrittweise Wiederherstellung der Zirkulation,
des pH-Wertes und des Elektrolythaushaltes im Ischamiegebiet nicht mehrmdoglich
ist, obwohl eine IPC durchgefuhrt wurde. Die fehlende Wirksamkeit von CpG-ODN
nach 60 min Ischamie konnte ebenfalls durch die fehlende Wiederherstellung der
Durchblutung in Zusammenhang stehen.

Der Wirkungsverlust der Postkonditionierung nach 60 min Ischamiekdnnte
auchdadurch entstehen, dass mehr Zellen unwiderruflichnekrotisch wurden(Eefting
et al.,, 2004). Redel at al. stellte eine Hypothese auf, dass bei 60 min Ischamie der
Zelluntergang vorrangig durch Nekrose stattfindet (Redel et al., 2008).So sind nach
60 min Ischamie weniger Zellen,die von der Postkonditionierung profitieren, da es
weniger vitales Gewebe gibt. Mit verlangerter Ischamiezeit nimmt auch dieNekrose
bedingteFreisetzung von intrazellularen Bestandteilen zu, mit konsekutiver
Stimulierung der Inflammation und Schadigung benachbarter Zellen und somit
weiterer Ausdehnung des Infarktgebietes (Efting at al,. 2004). Nach 60 min Ischamie
war die Mortalitat bei den Versuchstieren sehr hoch und das deutet darauf hin, dass
die Postkonditionierung nach einer prolongierten Ischamie nicht mehr wirksam ist.
Eckel et al. stellten fest, dass eine InfarktgroRe von 50% der AAR noch Uberlebt wird.
Bei groReren Infarkten uberleben die Versuchstiere oft nicht bis zum Ende der
Reperfusion und der Effekt der Postkonditionierung kann nicht erfasst werden (Eckle
et al., 20006).

Von den Nekrosevorgangen wahrend der Ischamie sollte die Apoptose
pathophysiologisch getrennt betrachtet werden.Redel et al. stelltenfest, dass bei
einer Ischamiedauer von 60 min die Apoptoseprozesse eine untergeordnete Rolle
spielen und Zellen vor allem nekrotisch werden(Redel et al., 2008). Wir haben in der
vorliegenden Arbeit die Prozesse, die fur den Zelltod verantwortlich sind nicht
untersucht. Weitere Studien zur Untersuchung der Apoptoseprozesse in
Abhangigkeit von der Ischamiedauer mussen noch durchgefuhrt werden, um zu
klaren, wieso nach einer bestimmten Ischamiedauer die Postkonditionierung nicht

mehr wirksam ist und ob Apoptosevorgange dabei eine Rolle spielen.
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Bei einer Ischamiedauer, die dem ,submaximalen ischamischen Stimulus® entspricht,
konnte es moglich sein, dass ein grolRer Teil der Zellen,die sich noch im
Initialstadium der Apoptosebefinden,auf postkonditionierende Stimuli reagieren und
so Myokardgewebe gerettet werden kann. In diese Prozessegreift die
Postkonditionierung ein und kann somit kardioprotektiv wirken (Etling et al.,2004).

Weiterhin bestimmt die Dauer der Reperfusion die InfarktgroRe. Eckle et al. zeigten,
dass die Ausdehnung der Reperfusion von 30 auf 120 min bei gleichbleibender
Ischamiedauer zu einer Zunahme der Infarktgrof3e fuhrt. Eine Reperfusion von 240
min bewirkte keine weitere Vergroflerung (Eckle et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass bei 30 min Ischamie die
Ausdehnung der Reperfusion von 2 auf 24 h zu einem signifikanten Anstieg der
InfarktgroRe in allen Gruppen fuhrte.Eine ausreichend lange Reperfusionszeit tragt
malfdgeblich dazu bei, dass noch intaktes NADH aus dem infarzierten
Myokardgewebe komplett ausgewaschen wird und so die valide Demarkierung der
Infarktzone durch die TTC Farbung sichergestellt wird. Die in dieser Arbeit
angewandte Reperfusionszeit von 2 h reichte hinlanglich aus, um die InfarktgroRRe
verlasslich planimetrisch beurteilen zu konnen. Bei zu kurzer Reperfusionszeit
wurden sich die Infarkte falschlicherweise kleiner darstellen, da absterbende Zellen
noch Reste vom NADH hatten (lto et al., 1997). Eckle at al. sahen nach 60 min
Ischamie und 2h bzw. 4 h Reperfusion keine weitere Zunahme der IS, so das die
Reperfusionzeit mindestens 2 h betragen muss um die InfarktgroRe mittels der TTC-
Farbung valide zu bestimmen (Eckle et al., 2006). Andere Laboratorien konnten
ebenfalls bestatigen, dass2 h ausreichend sind, um mit Hilfe der TTC-Farbung die
InfarktgroRe valide zu bestimmen (Boengler et al., 2008; Chong et al., 2004; Lim et
al., 2007). Wir konnten bestatigen, dass nach 30 min Ischamie und 24h Reperfusion
die Infarktgroe auf Grund der voranschreitenden Myokardnekrose expandiert.Ohne
Postkonditionierung fuhrte die Verlangerung der Reperfusionszeit in der PBS-Gruppe
in unserer Arbeit zu einem signifikanten groReren Infarkt. Da wir im Vergleich zu
Eckle et al. zu einem spateren Reperfusionszeitpunkt die InfarkigroRe bestimmt
haben, konnen wir nicht mit Sicherheit sagen, wann wahrend der Reperfusionsphase
die Infarktausbreitung abgeschlossen ist. Wieso die Verlangerung der Reperfusion
bei gleichbleibender Ischamie zu einer Zunahme der InfarkgroRe fuhrt ist nicht
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abschlieBend geklart. Mit der Dauer der Reperfusion scheint aber die
inflammatorische Komponente zuzunehmen. Wahrend der I/R-Versuche an Katzen
konnte Tsao et al. zeigen, dass mit der Zunahme der Reperfusionsdauer die
Endothelfunktion stark abnimmt (Tsao and Lefer, 1990). Es ist bekannt, dass die
Verschlechterung der Endothelfunktion zu neutrophiler Infiltration fuhrt, die von der
Dauer der Reperfusion abhangt und die Inflammation verstarkt (Engler et al., 1986;
Hearse and Bolli, 1992; Horwitz et al., 1994). Ohne Reperfusion kommt es laut
Reimer et al. erst nach 12 bis 24 h zu einer Infiltration neutrophiler Granulozyten, die
nach 2 bis 4 Tagen ihren Hohepunkt erreicht (Reimer et al., 1989). Tsao et al.
stellten fest, dass bei sehr kurzer Reperfusionszeit erst wenige neutrophile
Granulozyten ins ischamische Gewebe einwanderten und dementsprechend weniger
Zellschadigung auslosten. Eine langere Reperfusionszeit hingegen war mit
vermehrter Infiltration neutrophiler Granulozyten assoziiert und fuhrte so zur
Inflammation (Tsao et al., 1990).Redel et al. konnten diese Beobachtung
reproduzieren und haben gezeigt,dass eine verlangerte Reperfusion zur vermehrten
Infiltration von Leukozyten fuhrt(Redel et al., 2008).

Im Gegensatz dazu haben Dreyer et al. festgestellt, dass die Akkumulation der
Neutrophilen in der AAR in den ersten Stunden der Reperfusion stattfindet (Dreyer et
al., 1991). Frangiogannis et al. zeigten, dass durch die Reperfusion aktivierte
Mastzellen vor allem in der ersten Stunde Histamine und TNF-a freisetzen. TNF-a
begunstigte wiederum die Infiltration von mononuklearen Zellen in das
Myokardgewebe(Frangogiannis et al., 1998b). Es wird hier deutlich, dass der
ischamischen Schadigung eine Immunreaktion folgt, die von der Reperfusionsdauer
abhangig ist. Die genaue zeitliche Abfolge des Reperfusionschadens durch die
Inflammationist unklar und muss weiter untersucht werden. Die beste
Kardioprotektion bleibt die so frih wie moglich wiederhergestellte Perfusion des

ischamischen Myokards.
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4.2 Die Bedeutung des TLR9 Ligand CpG-ODN nach I/R

4.2.1 Die Bedeutung des TLR9 Ligand CpG-ODN fur die InfarktgroRe

Die Funktionund Strukturdes TLR9 Ligand CpG-ODN ist im Kapitel 2.1.2 ausfuhrlich
dargestellt worden. Die Daten in dieser Arbeit belegen diekardioprotektive Wirkung
von CpG-ODN bezogen auf die Infarktgrof3e nach myokardialer I/R.

CpG-ODN konnte im Rahmen der Postkonditionierung nach 30 min Ischamie eine
fast 90% Infarktreduktion gegenuber der Kontrollgruppe PBS nach 2 h Reperfusion
erzielen. Diese Daten belegen zum ersten Mal die kardioprotektive Wirkung
synthetischer CpG-ODN im Rahmen einer Postkonditionierung nach I/R. Auch nach
24 h Reperfusion war die InfarktgroRe fast 70% kleiner im Vergleich zu unserer
Kontrollgruppe.

Prakonditionierungsversuche mit dem Klasse B CpG-ODN von Cao et al. zeigten
nach 60 min Ischamie eine Infarktreduzierung von 31,4% und eine verbesserte
Herzfunktion nach 3 und 14 Tage nach Ischamie (Cao et al.,, 2013a). Weiterhin
zeigen Ergebnisse aus den Prakonditionierungsversuchen unserer Arbeitsgruppe
ebenfalls, dass die Gabe von CpG-ODN 16 h vor einer 60 minutigen Ischamie eine
InfarktgroRenreduzierung von 75% im Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkte
(Markowski et al., 2013b). Diese Resultate konnten wir nach 60 min Ischamie und
Postkonditionierung mit CpG nicht reproduzieren. In der vorliegenden Arbeit hob die
Verlangerung der Ischamiedauer auf 60 min den postkonditionierenden Effekt von
CpG-ODN auf. Es ist nicht klar, wieso die Postkonditionierung mit CpG-ODN im
Vergleich zur Prakonditionierung nach einer langeren Ischamie nicht mehr wirksam
ist. Markowski et al. stellten fest, dass das antiinflammatorische IL-10 bis zum Beginn
der Ischamie hochreguliert war und dadurch moglicherweise eine kardioprotektive
Wirkung wahrend und nach der Ischamie ausgeubt hat (Markowski et al., 2013b).
Diese Protektion fehlt im Rahmen der Postkonditionierungsversuche und konnte die
fehlende Wirkung der CpG Postkonditionierung nach 60 min Ischamie
erklaren.Weiterhin fluhrte die Prakonditionierung mit CpG-ODN zur Hochregulation
bestimmter Signalstoffe wie INF-y und TNF-a. Fiur beide Proteine wurden protektive
Eigenschaften im Rahmen der Ischamie/Reperfusion beobachtet (Markowski et al.,
2013b; Stevens et al., 2011; Belosjorow et al., 1999; Kin et al., 2008). In unserer
Arbeit verwendeten wir Versuchstiere, die keine Vorbehandlung erhielten und somit
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keine Kardioprotektion wahrend der Ischamie hatten. Die unterschiedlichen
Ergebnisse kdnnenauch damit erklart werden, dass in der Arbeit von Cao et al. das
,open chest“-Modell verwendet und anstatt 1668 Thioat 1626 Thioat appliziert wurde.
Weiterhin  verzichteten wir fur die [I/R-Versuche auf Isofluran, da es
nachgewiesenermalien kardioprotektive Eigenschaften besitzt (Ge et al., 2010).

Interessant scheint aber auch die Beobachtung, dass nach einer Stunde Ischamie in
der IPC-Gruppe im Vergleich mit der CpG-Gruppe groldere Infarkte gemessen
wurden. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant und weitere Untersuchungen
sind notwendig, um eine Uberlegenheit der Postkonditionierung mit CpG in Vergleich
mit der IPC nach einer langeren Ischamiedauer zu zeigen.

Wie Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, ist die Wirkung der CpG-ODN
stark konzentrationsabhangig. Bei einer Dosis von 0,5 — 1nmol/gKG 1668 Thioat
Uberwogen systemische Nebenwirkungen und es resultierte eine erhohte
Sterblichkeit der Versuchstiere(Knuefermann et al., 2008; Sparwasser et al., 1997).
Bei zu niedriger Konzentration ergab sich jedoch kein Einfluss auf die
InfarktgroRe.Wir appliziertenaus diesem Grund 20% der Dosis, die in den
Vorarbeiten eine klinische Sepsis bei den Versuchstieren hervorgerufen hatte
(Knuefermann et al., 2008; Velten et al., 2012).

4.3 Zytokine und ihre Bedeutung fiir den I/R Schaden

Der |/R-Schaden fuhrt zu einer uberschieBenden Immunantwort. Durch die
Verwendung des ,closed chest” Modells ist es mdglich die Zytokinexpression zu
analysieren, die nur durch die I/R verursacht wurden und nicht durch das Trauma der
Instrumentierung. Die Stimulation mit CpG-ODN fuhrte zu einer robusten
myokardialen Expression aller gemessenen Zytokine. Insbesondere waren TNF-q,
IL-6 und IL-10 im Vergleich zu der mit PBS behandelten Gruppe erhoht. Diese
Beobachtung wurden von vorausgegangenen Studien aus unserer Arbeitsgruppe
bestatigt. Dabei fuhrt die Stimulation mit CpG-ODN in isolierten Kardiomyozyten zur
robusten Freisetzung von TNF-q, IL-6 und IL-1B(Knuefermann et al., 2008). Ahnliche
Ergebnisse konnten auch in vivo gezeigt werden (Markowski et al., 2013a).
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Die CpG-ODN Stimulation fuhrte in unserer Arbeit zu einem robusten Anstieg der
TNF-a-Konzentration. Es ist bekannt, dass TNF-a sowohl zu einer
reversiblenkontraktilen und endothelialen Dysfunktion beitragt, als auch zu einem
irreversiblen Reperfusionsschaden fuhrt. Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass
TNF-a kardioprotektiv wirkt (Gilles et al., 2003; Schulz, 2008; Teoh et al., 2003).
Lacerda et al. konnten auch zeigen, dass die Gabe von TNF-a eine Infarktreduktion
bewirkt und die Wirkung uber den SAFE-Signalweg vermittelt wird (Lacerda et al.,
2008). Weiterhin wurde in der Arbeit die Kardioprotektion der ischamischen
Postkonditionierung bei TNF-a -/- am Herzen aufgehoben (Lacerda et al., 2009). Der
im Kapitel 3.5.1.2 beschriebene SAFE-Signalweg scheint neben dem klassischen
RISK-Signalweg ein weiterer potenter Vermittler der Kardioprotektion zu sein.
Interessanterweise scheint TNF-a nicht nur kardial protektiv zu sein. Stevens et al.
konnten zeigen, dass eine Prakonditionierung mit CpG-ODN nach cerebraler I/R eine
Infarktreduktion bewirkt und ebenfalls zum Anstieg des TNF-afuhrt. Bei TNF-a -/-
Mausen konnte die Arbeitsgruppe keine Infarktreduktion mehr reproduzieren. TNF-a
abhangige Neuroprotektion wurde auch nach LPS-Prakonditionierung gesehen, was
die Bedeutung von TNF-a fur den I/R-Schaden unterstreicht und auf die Mdoglichkeit
eines gemeinsamen Signalweges hindeutet (Rosenzweig et al., 2007; Stevens et al.,
2008).

Es stellt sich die Frage, wieso TNF-a gleichzeitig schadigende aber auch protektive
Eigenschaften vermittelt. Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, dass die Reduktion der
TNF-a Expression durch die ischamische Pra- und Postkonditionierung
kardioprotektiv wirkt (Belosjorow et al., 1999; Kin et al., 2008).Andere Studien
belegten, dass TNF-a in niedrigen Konzentration kardioprotektiv wirkt, in hoheren
Konzentration hingegen schadigend (Lecour et al., 2005b, 2002). Lacerda et al.
(2008) konnten an isolierten Mausherzen zeigen, dass IPC an TNF-a -/- Mausen
unwirksam war und erst die Gabe von TNF-a 24 h vor I/R die Kardioprotektion der
IPC wiederherstellt (Lacerda et al., 2008). Die genaue Bedeutung von TNF- a bleibt

noch unklar und muss in weiteren Experimenten weiter erforscht werden.

Die Expression von IL-1Bwar in der CpG-ODN Gruppe ebenfalls hoch reguliert und
zeigte einen signifikanten Unterschied zu der IPC-Gruppe. Es ist bisher nicht geklart,
ob IL-1B zur Kardioprotektion beitragt. Die proinflammatorische Wirkung ist jedoch
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belegt und IL-1B-/- Tiere zeigten eine verminderte inflammatorische Reaktion auf
eine Ischamie (Furuichi et al., 2006; Wanderer, 2008). Eine interessante Arbeit von
Souza et al. (2003) zeigt, dass die Blockade von IL-18 den intestinalen
Reperfusionsschaden verringert. Dabei stellte die Arbeitsgruppe fest, dass nach IL-
18 Inhibition die TNF-a Expression reduziert wurde und es zur Erhohung des
antiinflammatorischem IL-10 kam (Souza et al., 2003). Diese Daten wurden jedoch
nicht im Rahmen der myokardialen I/R Uberpraft und waren zukinftig noch zu

untersuchen.

Die Postkonditionierung mit CpG-ODN fuhrt zu einer signifikant hoheren Expression
von IL-6 in der CpG-ODN-Gruppe verglichen mit der PBS-Gruppe. Der Unterschied
zur IPC-Gruppeist nicht signifikant. Es wurden sowohl pro-, als auch
antiinflammatorische Effekte von IL-6 nachgewiesen. Gonzales et al. zeigten, dass
die Abwesenheit von IL-6 die Entwicklung von kardialer Dysfunktion, Fibrose und
myokardialer Inflammation abwendet (Gonzalez et al., 2015). Zusatzlichvermochte
IL-6 als ein Akut-Phase-Zytokin die Bildung von Akut-Phase-Proteinen in der Leber
anzuregen mit dem Ziel der Begrenzung und Verhinderung der Ausbreitung der
Inflammation. Mizuhara et al. haben gezeigt, dass IL-6 in niedriger Dosierung die
TNF-a Produktion in der Leber reduziert und so eine T-Zell vermittelte Immunreaktion
im Rahmen einer Hepatitis abschwacht (Mizuhara et al., 1994). IL-6 schwacht den
I/R Schaden in der Leber, indem es ebenfalls die TNF-a Bildung reduziert (Camargo
et al., 1997). Sanchez et al. (2003) zeigten dies fur die retinale I/R (Sanchez et al.,
2003). Diese Effekte wurden bisher nicht fur den myokardialen |/R-Schaden

untersucht und kdnnten einen interessanten Ansatz fur weitere Experimente liefern.

Bei IL-10 handelt es sich um ein antiinflammatorisches Zytokin. Wir konnten in der
CpG-ODN-Gruppe die hochste Expression verglichen mit IPC und PBS nachweisen.
Prakonditionierungsstudien aus unserer Arbeitsgruppe konnten eindeutig zeigen,
dass IL-10 kardioprotektiv wirkt und die Blockade mit einem spezifischen IL-10
Antikorperden  kardioprotektiven und antiinflammatorischen  Effekt aufhebt
(Markowski et al., 2013a). Krishnamurthu et al. konnten im Mausmodell zusatzlich
zeigen, dass die subkutane Gabe von IL-10 nach I/R zu einer verbesserten
Herzfunktion, Infarktreduktion fuhrt und die Bildung eines Herzwandaneurysmas
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verhindert. Weiterhin waren in der Arbeit die proinflamatorischen Zytokine nach IL-10
Gabe reduziert (Krishnamurthy et al., 2009b).

Die Ergebnisse in unserer Arbeit deuten daraufhin, dass IL-10 ein Gegengewicht zu
den proinflammatorischen Zytokinen bildet. Welche Mechanismen genau die
Kardioprotektion vermittelt, muss noch weiter geklart werden.

Die positive Beeinflussung der Remodellingprozesse durch die Reduktion
proinflammatorischer Zytokine scheint eine wichtige Rolle zu spielen (Y. Li et al.,
2006; Mayer et al., 2005). Yang et al. zeigten ebenfalls, dass IL-10 nach I/R endogen
produziert wird und dadurch die Infiltration von Immunzellen in das Ischamiegebiet
reduziert wird(Yang et al., 2000).

4.4 ,Closed Chest“Modell

Aufgrund wissenschaftlicher, ethischer und wirtschaftlicher Kriterien und nicht zuletzt
wegen der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde in dieser Arbeit ein Mausmodell
verwendet. Die Erfahrung unserer Arbeitsgruppe im Umgang mit den Versuchstieren
spielte ebenso eine entscheidende Rolle bei der Wahl des Modells.

Die Herzanatomie der Maus ahnelt v.a. im Ventrikelsystem und dem Koronarsystem
dem menschlichen Herz, so dass pathophysiologische Vorgange gut simuliert und
analysiert werden konnen (Doevendans et al., 1998; Thuroff et al., 1984; Webb et al.,
1996). Es ist jedoch einleuchtend, dass die Ergebnisse aus den Tierversuchen nicht
ohne weiteres auf den Menschen Ubertragbar sind. Die Grunde hierfur sind vielfaltig
und beruhen meist darauf, dass im kranken und alterndem Organismus des
Menschen viele Faktoren gleichzeitig die Pathophysiologie beeinflussen. Im
Tiermodell jedoch sind die Umweltbedingungen kontrollierbar und die
Einflussfaktoren konnen gering gehalten werden.

FUr die Durchfihrung der Ischamie und Reperfusion wurde in dieser Arbeit ein
modifiziertes murines ,closed chest” Modell verwendet. Diese Methode wurde initial
von Nossuli at al. etabliert (Nossuli et al., 2000). Sie erlaubt jederzeit nach der
Instrumentierung die Durchfuhrung der I/R-Versuche. Hierdurch ist die Analyse der
systemischen und myokardialen Inflammation nach I/R unabhangig vom operativen

Trauma moglich und wird nicht von der Inflammation nach der Initialoperation
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verfalscht (Nossuli et al, Dewald et al., 2003; S.-C. Kim et al., 2014). Vorarbeiten aus
unserer Arbeitsgruppe zeigen auch, dass 3-4 Tage nach der Instrumentierung die
Zytokinspiegel vergleichbar mit den Sham-operierten Tieren sind.

Weiterhin fuhrten wir im Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen (Nossuli et al., 2000)
eine laterale Thorakotomie durch. Hierbei wurde zur Minimierung des chirurgischen
Traumas auf die Durchtrennung der parasternalen Rippen verzichtet. Die seitliche
Thorakotomie schont die linke A. mammaria interna. So kam es zu keinen relevanten
Blutungen. Weiterhin ermoglicht das freie Intervall zwischen Instrumentierung und I/R
die Verwendung volatiler Anasthetika und Opioiden, fur die pra- und
postkonditionierende Eigenschaften nachgewiesen wurden. Die kardioprotektiven
Effekte der Narkosegase und der Opiate sind von limitierter Dauer und zu Beginn der
I/R nicht mehr nachweisbar (Tonkovic-Capin et al., 2002).

Das in dieser Arbeit verwendete Modell ist durch das 5-tagige freie Intervall jedoch
zeit- und pflegeintensiver. In diesem freien Intervall verstarben vereinzelt
Versuchstiere, oder entwickelten Wundinfektionen, die zum Ausschluss des
Versuchstieres aus dennachfolgenden Experimenten fuhrten.
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5. Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem und die Familie der Toll-like Rezeptoren spielen eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung des I/R-Schadens. In der vorliegenden
Arbeit haben wir die Bedeutung der bakteriellen DNA fur den myokardialen
Reperfusionsschaden untersucht. Besonderes Interesse wurde der Frage gewidmet,
ob durch die Applikation des TLR9-Liganden CpG-ODN eine Kardioprotektion im
Sinne einer Postkonditionierung moglich ist.Der TLR9 ist fur die Erkennung von
bakterieller DNA zustandig, die spezielle Sequenzen, sogenannte CpG-Motive
beinhaltet. In der vorliegenden Arbeit wurde der postkonditionierende Effekt anhand
der InfarktgroRe und der veranderten myokardialen Zytokinexpression bestimmt und
quantifiziert.

Bei der Initialoperation wurde ein Okkluder auf die LAD platziert. Im Rahmen des
,closed chest Modells erfolgte die Ischamie erst nach einer Rekonvaleszenzphase
von 5 Tagen.Nach 30 minbzw. 60 min Ischamie und 2 h bzw. 24 h Reperfusion
wurden die Herzen entnommen und die Infarkte planimetrisch vermessen. Funf
Minuten vor Ischamieende wurde mit dem TLR9-Liganden CpG-ODN und separat
mit der Kontrolllosung PBS postkonditioniert. Weiterhin wurde unmittelbar vor der
Reperfusion eine ischamische Postkonditionierung mit 3 Zyklen je 20 Sekunden
durchgefuhrt.

Um die Auswirkungen der Postkonditionierung mit CpG-ODN auf das angeborene
Immunsystem im Mausherz zu untersuchen, wurde in einem separaten Versuchsarm
nach 30 min Ischamie und 2 h Reperfusion die Expression sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine im Mausherz bestimmt.

Es kam nach der Postkonditionierung mit CpG-ODN zur ausgepragten
Infarktreduktion im Vergleich zu unserer Kontroligruppe (PBS). Das Ausmald der
Infarktreduktion war vergleichbar mit den Ergebnissen der ischamischen
Postkonditionierung, die in der Literatur als der Goldstandard gilt. Die Verlangerung
der Ischamiezeit hob den kardioprotektiven sowohl von CpG-ODN als auch der
ischamischen Postkonditionierung auf. Die Postkonditionierung fuhrte zu einer
differenzierten Immunantwort im Myokard, die besonders in der CpG-Gruppe im
Vergleich zu PBS und IPC ausgepragt war. Hier imponierte die Expression des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10.
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Die Resultate der vorliegenden Arbeit demonstrieren zum ersten Mal die
kardioprotektive Potenz des TLR9-Liganden CpG-ODN im Rahmen der myokardialen
Postkonditionierung. Da eine Postkonditionierung mit CpG im klinischen Alltag leicht
zu etablieren ist, konnte sie in der Zukunft einen wichtigen therapeutischen Ansatz in

der Behandlung des Herzinfarktes und des Reperfusionsschades liefern.
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