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1. Einleitung

1.1 Myokardinfarkt - Entstehung, Therapie und Folgen

Der akute Myokardinfarkt ist meist Folge einer manifesten koronaren Herzkrankheit
(KHK). Durch kompletten oder partiellen Verschluss der betroffenen Herzkranzarterie
kommt es zu einer Sauerstoffunterversorgung des nachgeschalteten Gewebes. Daraus
resultieren partielle Funktionseinschrankungen bis hin zu einem kompletten
Kontraktilitatsverlust und Untergang der Kardiomyozyten. Klinisch manifestiert sich diese
Sauerstoffunterversorgung meist durch Symptome wie plotzlicher Druck auf der Brust,
Dyspnoe, Herzrhythmusstorungen und Blutdruckabfall. Zeigt sich diese Unterversorgung
durch EKG-Veranderung in der ST-Strecke und einem Anstieg der Herzenzyme Troponin
T/l spricht man von einem ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI — ST-Elevation Myocardial
Infarction). Bei ausbleibendem eindeutigen EKG-Hinweis trotz Erhéhung des Troponins
spricht man hingegen von einem Infarkt ohne ST-Streckenhebungen (NSTEMI — Non-ST-
Elevation Myocardial Infarction). Die Therapie sieht je nach Lage der Stenose oder des
Verschlusses eine invasive Revaskularisation (perkutane transluminale koronare
Angioplastie, PTCA), eine aortokoronare Bypasschirurgie oder die konservative
Reperfusionstherapie durch Fibrinolyse des betroffenen Gefalles vor. Eine moglichst
schnelle Reperfusion des unterversorgten Myokardgewebes kann das Fortschreiten der
Nekrose unterbinden und zum Erhalt der Pumpfunktion beitragen. Die additive
pharmakologische Therapie mit Betablockern, Thrombozytenaggregationshemmern,
Statinen, Nitraten und/oder ACE-Hemmern bietet weitere Moglichkeiten zur Verbesserung
des Outcomes nach myokardialem Infarktgeschehen (Cohn et al., 1991; Waagstein et al.,
1993; Garg und Yusuf, 1995; Packer et al., 1996; European Society of Cardiology, 2015).
Die Inzidenz des Myokardinfarkts in Deutschland ist mit 300/100.000 Einwohner pro Jahr
hoch. Laut Statistischem Bundesamt verstarben im Jahr 2016 50.984 Menschen an einem
akuten Myokardinfarkt. Dies entspricht 5,5 % aller Verstorbenen (Statistisches
Bundesamt, 2016). Die Kosten fur Pravention, Behandlung, Rehabilitation und Pflege fur
Herz-Kreislauf-Leiden betrugen 2015 rund 46 Milliarden Euro (Statistisches Bundesamt,

2015) und bedeuten eine hohe soziobkonomische Belastung. Die Erforschung weiterer
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Strategien zur Therapie des Myokardinfarktes und seiner Folgeschaden hat daher einen

hohen Stellenwert in der Medizin.

1.2 Pathomechanismus der Ischamie

Die atherosklerotische Plaqueruptur oder ein thrombembolisches Ereignis kdnnen zum
akuten Verschluss einer Koronararterie fihren. Es kommt dann zu einer regionalen
Unterversorgung des Myokards mit Blut, einer sogenannten myokardialen Ischamie.
Diese ist definiert als Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und -nachfrage, sowie
unzureichendem Abtransport von Metaboliten (Jennings, 1970; Verdouw et al., 1998).
Nach Eintritt eines metabolischen Ungleichgewichtes verschiebt sich die
Energiebereitstellung von aeroben hin zu anaeroben Bedingungen und die ATP-Spiegel
sinken. Es haufen sich saure Metabolite wie Laktat der anaeroben Glykolyse, Pyruvat
oder Ketonkorper der Lipolyse an und der intrazellulare pH-Wert fallt ab (Braasch et al.,
1968; Neely et al., 1976).

Unmittelbar nach Einsetzen der Ischamie wird durch die Azidose die Funktion der
Mitochondrien eingeschrankt, die fur den hohen Energiebedarf der Kardiomyozyten
elementar wichtig sind. Der Protonengradient fur die oxidative Phosphorylierung wird
durch die Atmungskette aufrechterhalten (Lesnefsky et al., 2001), jedoch bedingt die
Depolarisation eine zunehmende Stérung der ATP-Synthase und des Komplex | (Duan
und Karmazyn, 1989; Rouslin, 1983). Die ATP-Synthase wirkt der Depolarisation durch
Hydrolyse des ATP entgegen und bewirkt einen weiteren ATP-Verlust (Grover et al., 2004).
Prolongierte Ischamiephasen schranken auch die Funktion von Komplex Il & IV der
Atmungskette weiter ein, wodurch mitochondriale Proteine deutlich anfalliger gegentiber

oxidativem Stress werden (Davies und Delsignore, 1987; Sack, 2006; Shlafer et al., 1987).

Auch die Aktivierung des Na*/H*-Austauschers wirkt der Azidose entgegen und flhrt zum
Anstieg des intrazellularen Natriumspiegels (Tani und Neely, 1989; Ten Hove et al., 2005).
Kompensationsmechanismen wie die Na*/K*-ATPase, die den Anstieg ausgleichen
wurden, sind durch den ATP-Mangel gehemmt. Limitiert wird der Natriumeinstrom nur
durch den weiter sinkenden extrazellularen pH, welcher wiederum bei aggravierender pH-
Senkung den Na*/H*-Austauscher hemmt (Allen und Xiao, 2003).
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Zusatzlich steigt der Ca?*-Spiegel intrazellular durch die Aktivierung des 2Na*/Ca?*-
Austauschers (Di Lisa und Bernardi, 2009; Yellon und Hausenloy, 2007). Dies
depolarisiert zunehmend die Zellmembran und es treten vermehrt Aktionspotenziale auf,
die einen zusatzlichen Ca?*-Einstrom in die Zelle generieren (Garciarena et al., 2013).
Der ATP-Mangel und H*-bedingter Sensitivitatsverlust bei der Ca?*-Bindung an Troponin
C verhindern jedoch eine Kontraktilitatssteigerung (Orchard und Kentish, 1990). Der hohe
intrazellulare Ca?*-Spiegel fihrt zu einer gesteigerten Aufnahme in das
sarkoplasmatische Retikulum (SR) durch die Calciumpumpe des sarkoplasmatischen und
endoplasmatischen Retikulum (Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase;
SERCA). Ca?* kann nach Aufnahme in das SR nicht Gber RyR-Kanéle zurlick nach
intrazellular stromen, da diese durch die Azidose gehemmt werden (Swietach et al., 2015;
Xu et al.,, 1996). Der zunehmende Energiemangel der SERCA wirkt einer Ca?*-
Uberladung entgegen (Mandel et al., 1982).

Kumulativ fuhren der Energiemangel und angestoRene Enzymkaskaden zu der Ruptur
der Plasmamembran, letztlich Lyse der Zellen und damit zum nekrotischen Zelltod (Leist
und Jaattela, 2001).

1.3 Pathomechanismus der Reperfusion

Die Reperfusion ist die einzige Therapie zur Rettung der Kardiomyozyten im
Versorgungsgebiet des okkludierten GefalRes. Im Mausmodell werden uber reversible
Schaden nach 30 bzw. 60 Minuten berichtet, im Hundemodell nach 1 bis 3 Stunden
(Baughman et al., 1981; Daniel et al., 1999). Beim Menschen zeigten sich sogar nach
Reperfusion innerhalb der ersten 4 Stunden eine verminderte InfarkigréRe und eine
geringere Mortalitat (Simoons et al., 1986).

Paradoxerweise induziert die Reperfusion selbst einen Schaden, den sogenannten
Reperfusionsschaden. Erstmals 1960 beobachteten Jennings et al. (1960) in diesem
Zusammenhang Zellschwellungen, Myofibrillen-Kontraktion, Sarkolemm-Rupturen sowie
die Ansammlung von intramitochondrialen Calcium-Phosphat-lonen im myokardialen
Gewebe nach erfolgter Reperfusion. Aufbauend auf diesen Beobachtungen lie3en sich
durch Folgeversuche vier Arten des Reperfusionsschadens unterscheiden: 1) Nichtletaler
Schaden in Form von ,myocardial stunning®, 2) das ,No-Reflow-Phanomen®, 3) die
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reperfusionsinduzierten Arrhythmien sowie 4) der letale Reperfusionsschaden. Letzterer
kann bis zu 50 % der spateren Infarktgrof3e ausmachen (Hausenloy und Yellon, 2013).
Mpyocardial stunning beschreibt die ,verspatete Erholung kontraktiler Funktionen nach der
Reperfusion, trotz der Abwesenheit irreversiblen Schadens und Wiederherstellung eines
normalen Flusses® (Braunwald und Kloner 1982). Das ,No-Reflow-Phanomen® wurde
1966 erstmals von Krug et al. als ,Unfahigkeit eine zuvor ischamische Region zu
reperfundieren® beschrieben und von Kloner et al. (1974) als solches Phanomen definiert.
Dabei kommt es durch Kapillarschaden, Myozytenschwellung und endothelialer
Schwellung zum Integritatsverlust und zu einer Impedanzerhéhung des mikrovaskularen
Flussbettes (Kloner et al., 1974; Kloner et al., 1980).

Mit Einsetzen der Reperfusion steigt der pH im Extrazellularraum, da zunehmend saure
Stoffwechselprodukte ausgewaschen werden. Der steigende pH aktiviert den Na*/H*-
Austauscher und Na* wird in die Zelle transportiert (Ten Hove et al., 2005). Diesem folgt
Wasser in die Zelle und fuhrt zum Anschwellen der Zellen (Lazdunski et al., 1985). Durch
den Transport von H* aus der Zelle wird intrazellular die SERCA reaktiviert und
transportiert Ca?* zunehmend in das SR. Steigende ATP-Spiegel verstarken diesen Effekt.
Durch die schwindende inhibitorische Wirkung des H* auf Kanadle des SR kommt es zur
spontanen Ca?*-Freisetzung vom sarkoplasmatischen Kompartiment nach intrazellular
(Cheng et al., 1996). Diese Ca?-Freisetzungen sind Ursprung der
reperfusionsassoziierten, arrhythmogenen Aktionspotenziale (Janse und Wit, 1989). Im
klinischen Alltag sind diese aber meist nicht oder nur schwer von ischamisch induzierten
Arrhythmien abzugrenzen (Tatli et al., 2013).

Die zusatzlichen Aktionspotenziale steigern den intrazellularen Ca?*-Gehalt weiter und
fuhren zu Kontrakturen von Zell-Zell sowie Zell-Extrazellularmatrix-Verbindungen,
Schadigungen des Sarkolemm und anderer Zellstrukturen. Je nach Ausmaf kann dies
schon zum Untergang der Zelle fihren (Mani et al., 2015; Muir, 1967; Zhang et al., 2012;
Zimmerman und Hulsmann, 1966). Ein weiterer potenziell letaler Reperfusionsschaden

wird Uber mitochondriale Pathomechanismen verursacht.
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1.3.1 Reperfusion und Mitochondrien

Der intrazellulare Ca?*-Anstieg fiihrt konsekutiv zum intramitochondrialen Ca?*-Anstieg
(Bernardi, 1999; Bernardi und Rasola, 2007; Bernardi et al., 1992). In Verbindung mit
oxidativem Stress und niedrigem ATP/ADP-Verhaltnis (Crompton et al., 1987; Carbonera
und Azzone, 1988; Qian et al., 1997; Kim et al., 2006) fiihrt die Ca2*-Uberladung zur
Offnung der mitochondrial permeability transition pore (mPTP), einem unselektiven Kanal
in der inneren Mitochondrienmembran (Crompton et al., 1987; Crompton, 1999; Castilho
et al., 1995; Griffiths und Halestrap, 1995). Der in der Ischamie vorliegende niedrige pH
blockiert dagegen die mPTP-Offnung (Bernardi et al., 1992; Qian et al., 1997).

Eine Offnung der mPTP depolarisiert die Mitochondrienmembran und es folgt erneut die
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung mit ATP-Hydrolyse und somit weiterer Ca?*-
Ausstrom (Halestrap, 2006; Halestrap et al., 1998; Penna et al., 2013). Das zusatzliche
Ca?* verstarkt die Hyperkontraktur und induziert apoptotische Signalkaskaden (Bartling et
al., 1998). Der Wassereinstrom durch die mPTP steigert den kolloidosmotischen Druck.
Dieser lasst die aulere Mitochondrienmembran platzen, woraufhin Faktoren wie
Cytochrom C freigesetzt werden, die ihrerseits ebenfalls die Apoptose induzieren (Crow
et al., 2004; Jiang et al., 2005; Kroemer et al., 1998; Crow et al., 2004). Cytochrom C wird
innerhalb von 5 Minuten aus allen Mitochondrien freigesetzt und flhrt zu einer
Komplexbildung mit dem Protein Apaf-1 (Goldstein et al., 2000; Zou et al., 1997). Dieser
Komplex bindet und aktiviert Caspase 9, welche wiederum Effektorcaspasen wie die
Caspase 3 aktivieren (Li et al., 1997; Srinivasula et al., 1998; Bratton et al., 2001). Die
Caspasen bauen Proteine der Nukleusmembran (Orth et al., 1996; Takahashi et al.,
1996), Regulatoren der Zytoskelettorganisation wie Gelsolin (Kothakota et al., 1997) oder
fokale Adhasionskinase (FAK) ab (Wen et al., 1997) und leiten so den regulierten Zelltod
ein (McCord, 1985; Spinale et al., 1998; Chen et al., 2001). Die Apoptose ist im Gegensatz
zur Nekrose ein kontrollierter, energieverbrauchender Prozess der Zellauflosung ohne
uberschieRende Immunreaktion (Bartling et al., 1998; Eefting et al., 2004). Bedingung fur
den geordneten Zelltod sind eine adaquate Energieversorgung durch ausreichend
funktionsfahige Mitochondrien und damit ausreichend hohen ATP-Spiegeln (Martinou und
Green, 2001; Zimmermann und Green, 2001). So lasst sich auch der apoptotische
Randsaum im Randgebiet des Infarktes erklaren, da hier die Energieversorgung noch am

ehesten aufrecht erhalten werden kann (Anversa et al., 1998; Fliss und Gattinger, 1996).
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Die Inhibition der mPTP-Offnung, etwa durch Cyclosporin A, wirkt kardioprotektiv und
unterstreicht so die Bedeutung der mPTP am Reperfusionsschaden (Griffiths und
Halestrap, 1993; Hausenloy et al., 2002), wobei zuletzt auch einer transienten Offnung
wahrend der Ischamie eine protektive Wirkung zugeschrieben wurde (Seidlmayer et al.,
2015).

Die Offnungsdauer der mPTP ist abhéngig von der Grad der Schadigung und bestimmt
das Schicksal der Zelle in Form von Nekrose, Apoptose oder Uberleben und damit das
Ausmal} des letalen Reperfusionsschaden (Petronilli et al., 2001; Petronilli et al., 1994;
Kerr et al., 1999; Petronilli et al., 2001).

1.4 Pathophysiologie des kardialen Remodelling

Nach der Ischamie muss abgestorbenes Gewebe abgeraumt, die vorhandene Matrix
aufgeldst und ein stabiles Ersatzgewebe in Form einer Narbe hergestellt werden. Dieser

Prozess wird Remodelling genannt.

1.4.1 Fruhphase des Remodelling: Inflammation und reaktive Sauerstoffspezies

In der Frihphase des Remodelling kommt es durch Untergang von vitalem Gewebe zur
Freisetzung von Danger associated molecular patterns (DAMPs). Diese werden durch
hochspezifische Rezeptoren des angeborenen Immunsystem erkannt (siehe Abschnitt
1.5) und flhren zur Induktion einer inflammatorischen Antwort Uber Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (Gordon et a., 2011). Die Inflammation wird durch
Freisetzung weiterer chemotaktischer/proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-1, IL-
6 und IL-8, Komplementfaktor C5a verstarkt (Frangogiannis et al., 1998; Hiscott et al.,
1993; Libermann und Baltimore, 1990). Die zunehmende Expression von
Adhasionsmolekilen (Selektine und Integrine) fihrt zur Adhdsion von neutrophilen
Granulozyten am Koronarendothel. Durch Akkumulation und Mikroembolisation
verursachen diese eine zusatzliche Ischamie in nachgeschalteten Versorgungsgebieten.
Lokal kommt es zur fortschreitenden Endotheldysfunktion und nach 6 bis 24 Stunden zur
Migration der Granulozyten ins Parenchym (Bienvenu und Granger, 1993; Siminiak et al.,
1995; Zhao et al., 2000).
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Die Extravasation weiterer proinflammatorischer Zellen wie Lymphozyten und Monozyten
dient dem Abbau von nekrotischem Material, schadet jedoch durch die
Proteasenfreisetzung auch vitalen Zellen. Durch direkte Bindung an Kardiomyozyten Gber
Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) wirken die migrierten Zellen darUber hinaus
zytotoxisch (Entman und Smith, 1994; Entman et al., 1991; Jaeschke und Smith, 1997).
Ein weiterer potenziell schadlicher Faktor ist das Auftreten von pathologischen
Konzentrationen von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) in der
proinflammatorischen Frihphase des Remodelling. ROS sind hochreaktive
Sauerstoffspezies, wie das Superoxidanion oder das Hydroxyradikal, und in niedriger,
regulierter Konzentration wichtiger Bestandteil physiologischer Prozesse wie Stimulation
von Wachstumsfaktoren, Immunabwehr, Zelldifferenzierung und -migration (Sundaresan
et al., 1995; Bae et al., 1997; Krause, 2007). In erhdhten Konzentrationen oxidieren sie
jedoch unkontrolliert Phospholipide, Proteine und DNA und kénnen zur Hypertrophie und
Apoptose von Kardiomyozyten fuhren (McCord, 1985; Spinale et al., 1998; Chen et al.,
2001). Quelle der ROS sind Uberwiegend Granulozyten, sie stammen jedoch auch aus
gestorten Enzymkomplexen wie der Xanthinoxidase oder der Monoaminooxidasen aus
den Mitochondrien (Penna et al., 2013; Turrens, 2003).

Unter physiologischen Bedingungen existieren zelleigene Enzyme, die als Radikalfanger
respektive als Abwehrlinie dienen, wie die Superoxiddismutasen (SOD) die
Gluthathionperoxidase (GPX) oder die Hamoxygenasen (HMOX).

Die Superoxiddismutasen bilden die erste Abwehrlinie gegen ROS und wandeln
Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid um. Es existieren drei Isoformen: die SOD-1 mit
Kupfer-Zink-Bestandteilen, die SOD-2 mit einem Mangananteil und die SOD-3. Diese
befinden sich entweder in intrazelluldren Kompartments (SOD-1 & -2) oder extrazellularen
Kompartimenten (SOD-3) (Chang et al., 1988; Keller et al., 1991; Liou et al., 1993). Im
entzindlichen Milieu der Frihphase werden die Dismutasen durch proinflammatorische
Zytokine IFNy und IL1a heraufreguliert und dienen so als Schutz vor Schaden durch ROS
(Marklund, 1992). Versuche mit einer Uberexpression der SOD konnten (iberschieRendes
Remodelling durch Inhibierung von Redox-sensitiven Genen erreichen (Nozik-Grayck et
al., 2008).

Auch die Glutathionperoxidase-1 katalysiert die Reduktion von Wasserstoffperoxid und
verhindert so die Formation von ROS wie OH- (Bolli et al., 1989). Sie findet sich
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hauptsachlich im Zytosol und in mitochondrialen Kompartimenten im Myokard wieder (Le
et al., 1993). lhre wichtige Funktion im Remodellingprozess zeigen Mause mit
Uberexpression der GPX-1. Diese zeigen zwar keine Reduktion der InfarktgréRe, jedoch
aber reduzierte Apoptose und Kardiomyozytenhypertrophie, sowie eine verbesserte
Pumpfunktion (Matsushima et al., 2006; Shiomi et al., 2004).

Die Hamoxygenase-1 ist eigentlich ein Schlusselenzym des Ham-Stoffwechsel und
spaltet oxidativ ein Ham-Molekul zu Biliverdin, Kohlenmonoxid und Eisen (Maines 1997;
Tenhunen et al. 1972). Lokalisiert ist sie im glatten endoplasmatischen Retikulum sowie
in der inneren Mitochondrienmembran (Ryter et al. 2006; Slebos et al. 2007). Es existieren
zwei Isoformen: HMOX-1 und HMOX-2, wobei HMOX-1 unter basalem Level kaum
detektierbar ist, jedoch durch Stimuli wie ROS, inflammatorische Zytokine, Ischamie,
Hypoxie und physikalischen Stress stark induziert wird (Siow et al., 1999; Choi und Alam,
1996; Lee et al., 1997). Auch fur HMOX-1 konnte in Modellen der Ischamie/Reperfusion
(I/R) nach 30 bis 60 Minuten Ischamie ihre protektiven Eigenschaften im Rahmen des
Remodelling bei Uberexpression durch reduzierte Apoptose und InfarktgroRe gezeigt
werden (Vulapalli et al., 2002). Darlber hinaus wird die Migration proinflammatorischer
Zellen, sowie Ubermalige Deposition von Kollagen | und Il nach Abschluss der
Wundheilung reduziert (Yet et al., 2001; Liu et al., 2006).

1.4.2 Spatphase des Remodelling: Matrixumsatz und matrizellulare Proteine

Im Ubergang zur spaten, proliferativen Phase des Remodelling wird die
Extrazellularmatrix (EZM) zunehmend aufgel6st. Verantwortlich dafur sind in erster Linie
die Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP).

MMP sind zinkabhangige Endopeptidasen, von denen 25 bekannte Formen in Vertebraten
und 22 im Menschen existieren. Dabei sind vor allem MMP-1, -2, -8, -9 und -13 am
Kollagenumsatz beteiligt (Frangogiannis et al., 2002; Rybakowski, 2009) und werden von
Kardiomyozyten, Fibroblasten, Neutrophilen, Makrophagen und Endothelzellen sezerniert
(van den Borne et al., 2010; Coker et al., 2001; Hasty et al., 1990; Heymans et al., 1999;
Kawakami et al., 2004; Lindsey et al., 2001, 2006; Opdenakker et al., 2001; Porter und
Turner, 2009). Die proinflammatorische Zytokine TNFa und IL-1B der Frihphase nach
Myokardinfarkt fuhren zur verstarkten Freisetzung von MMP-Propeptiden der MMP-2, -9
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und -13 (Siwik et al., 2000; Bujak et al., 2008), die durch Abspaltung eines
Propeptidanteils, autark oder durch bereits aktivierte MMP‘s, ihre Funktionalitat erhalten
(Bujak et al., 2008; Nagase et al., 2006; Siwik et al., 2000). Sie spalten die
Hauptkomponenten der EZM, Kollagen la und Il in typische C-terminale und N-terminale
Polypeptid-Fragmente, 16sen damit die EZM auf und erleichtern so die Zellmigration.
Daruber hinaus zahlen neben den Kollagenen auch Zytokine, Chemokine,
Wachstumsfaktoren und Proteine der Zellmigration und Adhasion zu ihren Substraten
(Sternlicht und Werb, 2001; Lindsey, 2004; Lindsey und Zamilpa, 2012; Cleutjens et al.,
1994). Dabei tragt besonders MMP-9 zum adversen Remodelling durch Verstarkung des
proinflammatorischen Milieus bei. Sie aktiviert Chemokine wie CXCL5, CXCL6, und
CXCL8 und transloziert proinflammatorische Rezeptoren wie den TNFa-Rezeptor in den
Zellkern (Van Den Steen et al., 2003).

Um UberschieRenden Abbau der EZM einzudammen, existieren neben der Autokatalyse
endogene Inhibitoren der MMP‘s (Murphy und Knauper 1997). Die tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMP) sind niedermolekulare Proteine, von denen bisher vier
Subtypen bekannt sind: TIMP-1, -2, -3 und -4 (Hansson et al., 2011; Lindsey und Zamilpa,
2012; Rohde et al., 1999). Uber nicht-kovalente Komplexbildung ihrer N-terminalen
Domane an die MMP's erreichen sie dessen Inhibierung (Brew et al., 2000; Cawston et
al., 1990; Goldberg et al., 1989; Gomis-Riith et al., 1997). In der Akutphase werden vor
allem TIMP-1 und -4 durch kardiale Fibroblasten sezerniert und schutzen vor
zusatzlichem Schaden (Abrial et al., 2014; Takawale Abhijit et al., 2014).

Wahrend MMP‘s die Matrix weiter abbauen, bildet sich unter Einfluss von Vascular-
Endothelium Growth-Factor (VEGF) und Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF)-3 ein
kapillarreiches Granulationsgewebe (Pecher und Schumacher, 2000; Zymek et al., 2006;
Dobaczewski et al., 2004). Dieses zeichnet sich durch einen zunehmenden Gehalt an
Makrophagen aus, die zum einen via Chemotaxis einwandern, zum anderen durch die
Differenzierung durch Macrophage Colony-Stimulating-Factor (M-CSF) aus Monozyten
entstehen. Die steigende Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 durch
Makrophagen und Granulozyten flhrt zu einer Verschiebung der Inflammation hin zu
einem antiinflammatorischen, reparativen Milieu (lyer und Cheng, 2012). Dieses schafft

durch Stem-Cell-Factors (SCF) Voraussetzungen zur Mastzelleinwanderung und
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Fibroblastenproliferation, die sich unter Einfluss von TGF-B zu a-Smooth Muscle Actin
(ASMAC)-exprimierenden Myofibroblasten mit kontraktilen Fahigkeiten differenzieren
(Arora und McCulloch, 1994; Darby et al., 1990; Desmouliére et al., 1993; Porter und
Turner, 2009; Vaughan et al., 2000). Allerdings besitzen auch Makrophagen, glatte
Muskelzellen oder Endothelzellen die Fahigkeit zur Myofibroblastendifferenzierung (van
den Borne et al., 2010; Bucala et al., 1994; Zeisberg et al., 2007).

Die Induktion der matrizellularen Proteine ist Ausdruck der proliferativen Phase im
Heilungsprozess. Sie binden an strukturelle Komponenten der Matrix und beeinflussen
durch Interaktion mit Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Proteasen das Remodelling auf
unterschiedlichste und teils kontrare Art und Weise. Wichtige Rollen Ubernehmen dabei
Thrombospondin-1 (TRSP-1), Osteopontin (OPN) und Tenascin-C (TNC).

TRSP-1 gehort zu der Gruppe der Thrombospondine, einer Gruppe Ca?*-bindender
Glykoproteine mit 5 Mitgliedern (TRSP-1 bis -5). Es hemmt Uber TGF-B-Aktivierung
Inflammation und Angiogenese und wird im I/R-Modell vor allem in Grenzgebieten des
Infarktes heraufreguliert und begrenzt diesen lokal (Crawford et al., 1998; Murphy-Ulirich,
2001; Bujak und Frangogiannis, 2007; Biernacka et al., 2011;Sezaki et al., 2005). TRSP-
1 reguliert Uber TGF-B die Myofibroblastendifferenzierung und setzt somit die
Grundvoraussetzung fur eine adaquate Kollagendeposition (Desmouliére et al., 1993).
Auch inhibiert TRSP-1 MMP-2 und -9 direkt und indirekt Gber Bindung bzw. Beeinflussung
der Transkription (Bein und Simons, 2000; Kirk und Cingolani, 2016; Hall et al., 2003;
Yabluchanskiy et al., 2013). Thrombospondindefiziente Mause zeigen dementsprechend
eine deutliche Zunahme des uberschiellenden Remodelling (Frangogiannis, 2005).
OPN, ein phosphoryliertes Glykoprotein, wird im Rahmen von mechanischem Stress und
Gewebeschaden jeglicher Art verstarkt exprimiert. Es wird von Makrophagen, T-Zellen
und Lymphozyten sezerniert und spielt eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung von
Immunzellen (Chabas et al., 2001). Im Remodelling inhibiert OPN die IL-1B-stimulierte
Aktivitat von MMP-2 / -9 und reguliert so die zytokinabhangige Stimulation der
Kollagendegradation (Xie et al., 2003). Ahnlich zu thrombospondindefizienten Mausen
wachsen OPN-defiziente Mause normal, jedoch mit ungeordnetem Kollagen, defekter
Wundheilung, verminderter Pumpfunktion, Ventrikeldilatation sowie vermindertem

Makrophageneinstrom (Liaw et al., 1998; Matsui et al., 2004).
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Tenascine sind eine hoch konservierte Familie von oligomerischen Glykoproteinen mit
gemeinsamen Strukturmotiven. Tenascin-C (TNC) wird vor allem in der Embryogenese
exprimiert und istim gesunden Gewebe kaum nachweisbar (Crossin et al., 1986; Midwood
und Orend, 2009). Im Rahmen von pathologischen Ereignissen wie Hypoxie, Inflammation
oder mechanischem Stress, stimulieren Wachstumsfaktoren wie TGF-3 ihre Produktion
(Imanaka-Yoshida et al., 2001; Willems et al., 1996; Zhao et al., 1998). Lokalisiert ist ihre
Produktion dabei hauptsachlich in der Grenzzone des Infarktgebietes, wo es von
Fibroblasten sezerniert wird (Imanaka-Yoshida et al., 2001). TNC sorgt dabei fir eine
gesteigerte Produktion von extrazellularer Matrix durch Myofibroblasten und fordert so
den Aufbau einer stabilen Narbe (Schellings et al., 2004).

Die Wundheilung schreitet voran und das Granulationsgewebe ist in der Maus etwa nach
7 Tagen, im Menschen nach 2 bis 4 Wochen ausgebildet (Cleutjens et al., 1999; Zymek
et al., 2006). Myofibroblasten sezernieren interstitielles Kollagen la und Ill, wobei Kollagen
| dabei Uber Querverlinkung fur mechanische Stabilitat sorgt (Cleutjens et al., 1995). Die
kontraktilen Eigenschaften der Myofibroblasten flihren Uber Wundkontraktion zur
Verkleinerung des Narbengebietes und zum Aufbau einer stabilen Narbe. Mit
Fortschreiten der Wundheilung verschwinden zunehmend die zellularen Anteile aus dem
Narbengewebe, vorwiegend Uber Apoptose (Desmouliére et al., 1995; Gabbiani et al.,
1972).

1.4.3 Endpunkt und Folgen des Remodelling

Endpunkt der Narbenbildung ist ein straffes, organisiertes Bindegewebe mit Zellarmut und
geringer Gefalidichte. Der Abschluss der Narbenbildung dauert in der Maus etwa 2 bis 4
Wochen, 3 bis 6 Wochen bei der Ratte und 2 bis 6 Monate beim Menschen (Takemura et
al., 2009; White et al., 1936).

Dem Verlust von vitalem und kontraktilem Gewebe folgt kompensatorisch die zellulare
Hypertrophie der vitalen Kardiomyozyten als Reaktion auf die gesteigerte Arbeitslast
(Anversa et al., 1991; Kramer et al., 1998). Das Ausmal} der Hypertrophie ist dabei
abhangig von der Infarktausdehnung durch die non-ischamische und inflammatorische
Infarktexpansion (French und Kramer 2007). Es kommt Uber die Erhéhung des

enddiastolischen Druckes, uber Myozytendehnung und durch Ausdinnung der
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Ventrikelwande zur Veranderung von GrofRe und Form des Herzens (Mitchell et al., 1992;
Douglas et al., 1989; Gaudron et al., 1993). Diese kdnnen so gravierend sein, dass
Aneurysmata entstehen, rupturieren und der kardiovaskulare Tod eintritt (Pfeffer und
Braunwald, 1990).

Das Remodelling hat folglich das Ziel ein stabiles Ersatzgewebe in Form einer Narbe zu
etablieren. Dabei ist es vielen Einflussen unterlegen, die das Ergebnis des Remodelling
bestimmen. Besonders die kurz nach Ischamie/Reperfusion einsetzende Inflammation
kann dabei zur Infarktexpansion beitragen (Etoh et al., 2001; Frangogiannis et al., 2002).
Sie wird durch das angeborene Immunsystem initiiert und ist Ansatzpunkt vieler
Interventionsmaglichkeiten, um das Remodelling positiv zu beeinflussen und Infarktfolgen

zu minimieren (Eltzschig und Eckle, 2011).

1.5 Das angeborene Immunsystem und Toll-like Rezeptoren

Das angeborene Immunsystem erkennt durch Zelluntergang und zellularen Stress im
Rahmen eines Myokardinfarktes freigesetzte, kdrpereigene Mediatoren wie heat-shock
proteins (HSPs) oder high-mobility group box 1 (HMGB1), sogenannte danger associated
molecular patterns (DAMPs) (Ohashi et al., 2000; Asea et al., 2002; Park et al., 2004; Tian
et al., 2007). Die Erkennung von DAMPs spielt eine entscheidende Rolle bei der
Auslésung einer Reaktion des Immunsystems auf gewebeschadigende Einflisse wie
Ischamie oder Gewebstraumata (Kono und Rock 2008).

Zur Erkennung dienen evolutionar hochkonservierte Transmembranrezeptoren, die
sogenannten pattern recognition receptors (PRR) (Medzhitov und Janeway, 1999). Zu den
PRR gehdren in erster Linie die toll-like receptors (TLRs) (Trinchieri und Sher, 2007).
Diese lassen sich auf antigenprasentierenden Zellen, auf parenchymalen Zellen sowie auf
Kardiomyozyten nachweisen (Boyd et al., 2006; Knuefermann et al., 2008).

Wahrend TLR-1, -2 und -4 an der Zelloberflache prasentiert werden (Weisman et al.,
1990), erkennen TLR-3, -7 und -9 nukleinsaure-ahnliche Strukturen im Zellinneren
(Ahmad-Nejad et al., 2002; Heil et al., 2003; Matsumoto et al., 2003).

TLR-9 ist Teil des Endoplasmatischen Retikulums und wird nach Stimulation mit Cytosin-
Phosphat-Guanin (CpG)-haltiger DNA bakteriellen oder viralen Ursprungs in das

endosomale/lysosomale Kompartiment verlagert (Hemmi et al., 2000; Bauer et al., 2001;
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Latz et al. 2004). DNA-Oligonukleotide mit hohem Anteil an CpG-Motiven (CpG-ODN)
stimulieren TLR-9 und ahmen so immunmodulatorische Effekte des bakteriellen Genoms
nach (Krieg et al., 1995).

Nach Ligandenbindung erfolgt die TLR-Aktivierung Uber Konformitatsanderung und
konsekutiver Mobilisierung und Aktivierung des Adaptorprotein myeloid differentation
primary response gene 88 (MyD88). Dieses aktiviert seinerseits Interleukin-1 Rezeptor-
assoziierte Kinasen (IRAK) Typ 4 und 1 (Burns et al., 1998; Wesche et al., 1997).
MyD88-unabhangig erfolgt die Aktivierung einer separaten Kaskade Uber Toll/Interleukin
1-receptor (TIR) und domain-containing adaptor protein inducing Interferon (IFN)-
(TRIF). Diese fuhrt zur Expression von Interferon (IFN)-B, das pleiotropisch als
Immunmodulator wirkt (Hoebe et al., 2003; Yamamoto et al., 2003; Gonzales-van Horn
und Farrar 2015).

Sowohl MyD88 als auch TRIF fuhren zur Aktivierung des nuclear-factor (NF)-kB und
mitogen-activated protein (MAP)-Kinase (Akira und Takeda 2004). NF-kB transloziert in
den Nukleus und induziert dort die Transkription von proinflammatorischen Genen und die

Expression von co-stimulatorischen Molekulen (Ha et al., 2011; Kim et al., 2010).

1.6 Strategien zur Minimierung des ischamie- und reperfusionsbedingten Scha-

dens

Es existieren reperfusionsassoziierte Therapieansatze, um die I/R-Schaden zu minimie-

ren.

1.6.1 Pra- und Postkonditionierung

Die ischamische bzw. pharmakologische Prakonditionierung beschreibt den
kardioprotektiven Effekt, den alternierende Episoden von Ischdmie und Reperfusion vor
Eintritt einer Ischamie bzw. Applikation von pharmakologischen Substanzen hervorrufen,
und wurde erstmals 1986 von Murry et al. bei Hunden beschrieben (Murry et al. 1986).
Da der Zeitpunkt des ischamisch relevanten Verschlusses eines Gefalles im klinischen
Alltag nur selten (OP/Herzkatheter) vorhergesehen werden kann, ist im klinischen Alltag

die Postkonditionierung weitaus relevanter.


file:///F:/Doktorarbeit/Eigene%20Dissertation/1.Einleitung/Einleitung%20Text&amp;Themenskizzen%20Prä_Postkon_CPG.docx%23_Toc301698203
file:///F:/Doktorarbeit/Eigene%20Dissertation/1.Einleitung/Einleitung%20Text&amp;Themenskizzen%20Prä_Postkon_CPG.docx%23_Toc301698203

23

Analog zur ischamischen Prakonditionierung fuhren alternierende Episoden von Ischamie
und Reperfusion in der frihen Phase der Reperfusion zur InfarktgroRenreduktion, weniger
ROS, einer verminderten mitochondrialen Calciumakkumulation sowie abgeschwachter
Inflammation (Darling et al., 2005; Sun et al., 2005; Yang et al., 2005; Zhao und Vinten-
Johansen, 2006; Zhao et al., 2003).

Die Aktivierung von ,survival®-Kinasen wird als einer der grundlegenden Mechanismen
postuliert. Dabei werden durch ischamische Postkonditionierung Extracellular Signal
Receptor Kinase 1/2 (ERK1/2) und Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B
(PI3K/Akt) aktiviert (Yang et al., 2004; Darling et al., 2005; Tsang et al., 2005; Yang et al.,
2005). PI3K/Akt ist Teil des Reperfusion injury salvage kinase (RISK)-Signalwegs und
schitzt vor Apoptose der Kardiomyozyten sowie Reperfusionsschaden (Matsui et al.,
1999; Fujio et al., 2000; Wu et al., 2000). Uber Phosphorylierung flhrt sie zur Inhibierung
der Glycogensynthasekinase-3B (GSK-3B), die so die Offnung der mPTP inhibiert (Tsang
et al., 2005; Argaud et al., 2005; Bopassa et al., 2006). Dies verhindert, dass die oxidative
Phosphorylierung entkoppelt wird und die Mitochondrien anschwellen. Sie wird als

gemeinsamer Endeffektor der Pra- und Postkonditionierung postuliert (Lim et al., 2007).

Ein weiterer Signalweg der Pra- und Postkonditionierung ist der ,SAFE®-Signalweg. Die
Januskinase und Signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) sind
Regulatoren der Zellentwicklung, Wachstumskontrolle und Homoostase. lhre Rolle in Pra-
und Postkonditionierung wurde in vielen Versuchen nachgewiesen (Goodman et al., 2008;
Smith et al., 2010; You et al., 2011; Boengler et al., 2008; Bolli et al., 2001, 2003). Dabei
mildert die Aktivierung von JAK/STAT Uber Inhibiton der mPTP-Offnung den
apoptosebedingten Schaden. Nachgewiesen wurde dies durch Gabe eines JAK-
Antagonisten, der infolge die Inhibition der mPTP-Offnung aufhebt und somit die
Beteiligung von JAK/STAT an dessen Inhibierung bestatigt (Hattori et al., 2001; Lecour et
al., 2005; Smith et al., 2010).
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Abb. 1: Dargestellt ist eine Ubersicht Giber RISK -und SAFE-Signalwege, die beide Uber
Inhibierung der mPTP-Offnung eine Kardioprotektion bewirken. STAT-3 kommuniziert
Uber GSK-3B Phosphorylierung. Schaubild modifiziert nach Lacerda et al, 2009.

Die pharmakologische Postkonditionierung zum Zeitpunkt der Reperfusion hat in der
klinischen Anwendung gegenuber der ischamischen Postkonditionierung den grof3en
Vorteil der besseren und schnelleren Verfugbarkeit. Im Tiermodell erwiesen sich bereits
Insulin, Atorvastatin, Erythropoetin oder Glucagon-like peptid 1 durch Aktivierung von
Signalkaskaden der Postkonditionierung als wirkungsvoll (Bell und Yellon, 2003; Bose et
al., 2005; Bullard et al., 2005; Jonassen et al., 2001).

1.6.2 CpG und Postkonditionierung

Die kritische Rolle der TLR in inflammatorischen Geschehen fihrte zur Erforschung der
vielfaltigen Signalkaskaden und Entdeckung ihrer pra- und postkonditionierenden
Eigenschaften.

TLR induzieren eine Signalkaskade ahnlich der ischamischen Postkonditionierung unter

Beteiligung von PI3K und AKT, die zum RISK-Pathway zahlen und uber die Inhibition der
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mPTP-Offnung ihre kardioprotektiven Eigenschaften erzielen (Matsui et al., 1999; Fuijio et
al., 2000; Hausenloy und Yellon, 2003; Argaud et al., 2005; Hausenloy et al., 2005).
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Abb. 2: Postulierter Signalweg der TLR 9 Aktivierung, Uber den protektive Effekte
vermittelt werden (Kim et al. 2014). Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Jens Neumann.

Mit der Entdeckung prakonditionierender Eigenschaften der TLR-2- und -4-Aktivierung
(Ha et al., 2010; Li et al., 2004) folgte die Erkenntnis, dass auch das synthetische CpG-
ODN als TLR-9 Ligand uber dessen Aktivierung zu einem prakonditionierenden Stimulus
im Gehirn sowie im Myokard fuhrt (Stevens et al., 2008; Bahjat et al., 2011; Mathur et al.,
2011; Markowski et al., 2013). Daraufhin konnten Kim et al. (2014) erstmals den
kardioprotektiven Effekt des CpG uber die Postkonditonierung nachweisen. Dabei werden
durch CpG-Gabe zum Zeitpunkt der Reperfusion TLR-9-vermittelt eine
InfarktgroRenreduktion sowie eine Verbesserung der Herzfunktion nach 24 Stunden
Reperfusion erzielt. Darliber hinaus konnte eine erhdhte Expression proinflammatorischer
Zytokine TNFa und IL6 nach 2 Stunden Reperfusion nachgewiesen werden (Kim et al.,
2014).
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1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Wie gezeigt wurde, fuhrt die Postkonditionierung mit CpG im Modell der I/R kurzfristig zu
einer Infarktgréf3enreduktion und Funktionsverbesserung. Unklar ist, ob das Remodelling,
das verantwortlich fir den Aufbau einer stabilen Infarktnarbe ist, von der CpG-ODN
Applikation beeinflusst wird und so ebenfalls die NarbengroRe nach Abschluss der
Wundheilung langfristig reduziert. Folgende Hypothesen wurden aus diesen

Uberlegungen aufgestellt und bilden die Grundlage dieser Arbeit:

1) Die protektiven Eigenschaften der Postkonditionierung mit CpG im I/R Modell sind auch
langerfristig nach Abschluss der Wundheilung nachzuweisen.
2) Die Postkonditionierung mit CpG beeinflusst die Expression Remodelling-assoziierter

Proteine und kdnnte so langerfristige Effekte erklaren.

Zur Bestatigung der ersten Hypothese wurde im Ischamie-/Reperfusionsmodell der Maus
der linke Ventrikel nach 7 und 28 Tagen auf die InfarktgroRe sowie die Herzfunktion
untersucht. Nach 7 Tagen istim Mausmodell der I/R von einem aufgelockerten, zellreichen
Granulationsgewebe auszugehen, nach 28 Tagen liegt dann eine stabile kompaktere
Narbe vor und die Wundheilung ist abgeschlossen. Die zweite Hypothese wurde durch
Messung der mMRNA Expression von Remodelling-assoziierten Proteinen nach 6 Stunden,

24 Stunden und 3 Tagen Uberpruft.
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2. Material und Methoden

Das Versuchsmodell basierte auf dem 2012 durch Kim et al. bereits etablierten Modell mit
dreizeitigem Vorgehen. Nach Instrumentierung des Ramus interventricularis anterior
(RIVA), sowie abgeschlossener Wundheilung, erfolgte die Infarzierung. Protokolle der
tierchirurgischen Operationen, der Funktionsmessungen und der histologischen
Aufbereitung der Mausherzen werden im Folgenden genauer erlautert.

Die Maus wurde zum einen aufgrund ihrer genetischen Ahnlichkeit zum Menschen, zum
anderen wegen ihrer Verfugbarkeit und der Mdglichkeit der genetischen Manipulation

ausgewahlt.

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere wurden mannliche C57BL/6 Wildtypmause im Alter von 12 bis 13
Wochen und einem Koérpergewicht von 20 bis 22 Gramm von Charles River Laboratories
verwendet (97633 Sulzfeld, Deutschland) und im Tierhaus des Universitatsklinikums
untergebracht (Haus flr Experimentelle Therapie HET, Sigmund-Freud-Str. 25, 53105
Bonn). Es erfolgte die artgerechte Haltung und Pflege der Tiere unter Beachtung
veterinarmedizinischer Kriterien. Dafir wurden Gruppen von hdchstens 5 Tieren in
durchsichtigen, bellfteten Filtertopkafigen der Blue Line Linie (Firma Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeissberg) gehalten. Die Beleuchtung betrug auf einem Meter
Hohe 200 Lux, mit einer Hell-/Dunkelphase von 7:00 bis 19:00 Uhr (Hell) und 19:00 bis
7:00 Uhr (Dunkel). Die Raumtemperatur wurde auf 22 °C (+/- 2 °C) gehalten und die Luft
16-Mal pro Stunde umgewalzt. Zur Erndhrung diente ssniff-Futter (ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, Deutschland) sowie Wasser ad libitum. Vor Nutzung von Nahrung, Wasser
und Einstreu (AltroMinuten-Tiereinstreu-Granulat) wurden diese autoklaviert. Die
Trennung von den Elterntieren und Aufteilung nach Geschlecht der Jungtiere erfolgte mit
4 Wochen. Alle Versuche wurden unter Beachtung der Tierschutzbestimmungen (NIH,
Publikation Nr. 85-23, geandert 1996) durchgeflhrt und vom Landesamt fur Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen unter dem Aktenzeichen 8.87-
50.10.35.08.317 genehmigt.
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2.2 Closed-Chest Modell

In unserer Instrumentierung verwendeten wir ein modifiziertes ,closed-chest‘-Modell. Der
Zugang zum Herzen erfolgte von interkostal, wodurch auf den deutlich invasiveren
parasternalen Zugang verzichtet werden konnte. DarlUber hinaus erfolgte auch die
zeitliche Trennung des operativen Traumas mit Instrumentierung von der eigentlichen I/R,
wodurch eine Minimierung der inflammatorischen Antwort erreicht wurde.

Erstmals angewendet und etabliert wurde das ,closed-chest‘-Modell von Nossuli et al.
(2000): Der operative Zugang erfolgte damals mittels parasternaler Thorakotomie und
Durchtrennung von mindestens 2 Rippen. Durch Modifizierung dieser Methode konnte in
der Folge von Kim et al. (2012) das operative Trauma weiter reduziert werden: Der
Zugang erfolgte Uber den linken 4. Interkostalraum, der mittels Retraktoren offengehalten
wurde und so das Durchtrennen knocherner Strukturen vermied (Kim et al 2012). Die
Versuchstiere konnten sich nach Instrumentierung 5 Tage erholen, bevor die

Ischamie/Reperfusion durchgefuhrt wurde.

2.3 Versuchsprotokoll

Es erfolgte die Einteilung der Versuchstiere in 3 Gruppen mit jeweils 10 bis 12 Tieren, die
am Ende der Ischamie unterschiedliche Interventionen erfuhren. Die CpG-Gruppe erhielt
0,2 pmollkg KG CpG-ODN (1668 Thioat), die PBS-Gruppe (Phosphatgepufferte
Salzlésung, Phosphate buffered saline) erhielt intraperitoneal 250 ul PBS. Eine dritte
Gruppe von Mausen wurde lediglich instrumentiert und diente als Schein (Sham)-Gruppe.
Die Substanzen wurden von einem anderen Labormitarbeiter vorbereitet und kodiert,
sodass eine verblindete Applikation von CpG-ODN und PBS stattfand.

Nach 6 und 24 Stunden sowie 3 Tagen wurden die Herzen zur mRNA Untersuchung
weiterverarbeitet. Nach 7 Tagen wurden die Herzen bzw. der linke Ventrikel histologisch
auf den Kollagengehalt und den Anteil des a-Aktin der glatten Muskelzellen qualitativ
untersucht.

Nach Abschluss der Wundheilung 28 Tage nach Reperfusion wurde die InfarktgrofRe
anteilig am linken Ventrikel ebenfalls histologisch bestimmt.
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Abb. 3: Dargestellt ist der Versuchsablauf mit 30 Minuten Ischamie und den
Reperfusionszeiten von 6 oder 24 Stunden, bzw. 3 Tagen fir die mMRNA Messung und 7
bzw. 28 Tage Reperfusion fur die Messung der Infarktgro3en oder der Hamodynamik mit
dem Millarkatheter/Echokardiographie. Nach erfolgreicher Ruhephase von 5 Tagen
wurden die Versuchstiere in 3 Gruppen aufgeteilt: CpG-, PBS- und die Sham-Gruppe.
Kurz vor der Reperfusion wurde den Mausen in Abhangigkeit von der Gruppe
intraperitoneal entweder PBS oder CpG-ODN appliziert. Die Sham-Gruppe wurde
lediglich instrumentiert und molekularbiologisch, histologisch und hamodynamisch
untersucht.

2.4 Tierchirurgische Operationen

Das von uns verwendete Ischamie- und Reperfusionsmodell umfasst ein dreizeitiges
Vorgehen. Im ersten Arbeitsschritt (Instrumentierung) erfolgte in Narkose die
Umschlingung des RIVA. Nach Operationsende konnte sich die Maus funf Tage von der
Initialoperation erholen. Womit dann auch die prakonditionierende Wirkung von Isofluran
erloschen ist (Swyers et al., 2014) und hat keinen Einfluss mehr auf den folgenden Eingriff.
Im zweiten Arbeitsschritt erfolgte, ebenfalls in Narkose, die Okklusion des RIVA durch Zug
an dem Prolenefaden mit einem definierten Gewicht unter EKG-Kontrolle fur 30 Minuten.
Die von diesem Vorgehen abweichenden Prozedere werden im Folgenden in den

einzelnen Versuchsgruppen erlautert.
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Im dritten Arbeitsschritt wurde das Herz in Narkose entnommen und zur histologischen
Analyse, zur planimetrischen InfarktgroRenbestimmung oder Aufbereitung der mRNA

weiterverarbeitet. Das dreizeitige Vorgehen wird in der Folge naher erklart.

2.4.1 Instrumentierung

2.4.1.1 Anasthesie

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 3 Vol. % Isofluran bei einer Fluf3rate von 0,5 L/Minuten
Sauerstoff in einer Einleitungsbox. Bei spontan atmender Maus ohne Abwehrreaktion
wurde das Versuchstier auf den gewarmten OP-Tisch (Harvard Apparatus; Holliston,
Massachusetts, USA) umgelagert und das Inhalationsanasthetikum zunachst mittels
eines nasalen Konus zugeflihrt. AnschlieRend wurde mit einer chirurgischen Pinzette im
Krallenzwischenraum ein Schmerzreiz gesetzt, um so die Narkosetiefe zu tUberprifen. Bei
ausbleibender Reflexantwort wurden die Extremitaten der Maus vorsichtig mit
Pflasterstreifen auf dem OP-Tisch fixiert und eine mit Gleitcreme bestrichene
Temperatursonde rektal eingeflihrt. Die Erhaltung der Kérpertemperatur von 37 °C wurde
uber eine Ruckkopplung gesteuert und durch den gewarmten Arbeitstisch gewahrleistet.
Nach Enthaarung der Brust und des Halses mittels ,Pilca Enthaarungs-Creme extra mild*
(DMV Diedrichs Markenvertrieb GmbH & Co, Deutschland) erfolgte die Desinfektion des
Operationsgebietes mit Povidon-Jod-Lésung. Zur Analgesie wurde der Maus noch vor
dem ersten Hautschnitt Buprenorphin (Temgesic, 0,05 - 0,1 mg/kg KG) subkutan gespritzt.
Der erste Hautschnitt wurde mit einer kleinen Schere von submental ca. 1,0 cm nach
kaudal gesetzt. Nach Freilegung der pra- und paratrachealen Muskulatur wurde zur
Darstellung der Trachea das Drisengewebe stumpf zur Seite prapariert. Die Uber den
infrahyalen Muskeln liegende feine Faszie wurde vorsichtig gespalten und auseinander
prapariert. Nach leichter Reklination des Kopfes und Zug an der Zunge wurde unter Sicht
ein 22 G Metalltubus in die Trachea vorgeschoben und der Schildknorpel vorsichtig mit
einer Knopfpinzette fixiert. Die Tubuslage wurde unter Berlcksichtigung der
Thoraxbewegung kontrolliert. Die gesamte Praparation erfolgte unter Zuhilfenahme eines
Stereomikroskop M80 der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland). Die Beatmung wurde
volumenkontrolliert Gber den Kleintierventilator (Minivent, Hugo Sachs Elektronik, Harvard

Apparatus) gewahrleistet. Beatmungsparameter waren mit einer Atemfrequenz von
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105/Minute und einem Tidalvolumen von 200 ul unter Anasthesie mit 1,5 Vol. % Isofluran

und einer FluBrate von 0,5 L/Minuten Sauerstoff festgelegt.

MiniVent O,/Narkosegas

Warmetisch H

1
WA

Y

EKG

Temperatursonde

Abb. 4: Skizze des Versuchsaufbaus vor Intubation. Das Versuchstier wurde in
Ruckenlage auf einem Warmetisch mit rektaler Temperaturmessung und einem EKG
fixiert. Die Narkoseaufrechterhaltung erfolgte zunéchst nasal. Uber ein Schlauchsystem
konnte entweder Sauerstoff oder das Narkosegasgemisch uUber den Vapor zugefuhrt
werden. Der Minivent wurde erst nach Intubation zur maschinellen Beatmung der Maus
genutzt.
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2.4.1.2 Interkostaler Zugang

Der nachste Arbeitsschritt beinhaltete die Praparation des interkostalen Zuganges. Der
initiale Hautschnitt zur Thorakotomie erfolgte in der mittleren Clavikularlinie, von der 3. bis
zur 5. Rippe. Nachfolgend wurde das subkutane Gewebe in Richtung Axilla prapariert, bis
der untere Rand des Musculus pectoralis major erreicht wurde. Dieser wurde stumpf vom
darunterliegenden Musculus pectoralis minor getrennt. Nach Mobilisation beider
Strukturen wurde der vierte Interkostalraum vorsichtig mit einer Pinzette penetriert. Nach
anfanglicher Aufdehnung wurden zwei Retraktoren eingesetzt, die durch Gummibander
an den Randern des OP-Tisches fixiert wurden. Mittels zweier Knopfpinzetten wurde das
Perikard behutsam entfernt. Bei korrekt prapariertem Situs zeigte sich nun der rechte und
linke Ventrikel und das linke Herzohr. Die Identifikation des Ramus interventricularis
anterior (RIVA) gelang durch Anheben des linken Herzohres. Der RIVA zeigte sich auf
kurzer gerader Strecke von apikal nach basal mit verwaschenen Grenzen und einer
hellroten Farbe, verglichen zu der deutlich prominenteren Vene, der Vena cordis magna,

die von apikal kommt.

2.4.1.3 Instrumentierung der RIVA

Zur Okklusion des RIVA wurde ein 8-0 Prolene Wundfaden der Firma Ethicon
(EVERPOINT TM Cardiovascular Needles, BV175-8, 3/8 Circle, Ethicon EPM8746
Prolene Sutures) mit konisch zulaufender Nadel benutzt. Dazu wurde die Nadel mit Hilfe
einer Pinzette zu einem ,U“ gebogen. Der Einstich erfolgte hierbei ca. 1 mm seitlich des
RIVA und unmittelbar unter dem linken Herzohr. Die Nadel wurde in ausreichender Tiefe
unter dem RIVA entlang von links nach rechts und auf entgegengesetzter Seite mit
gleichem Abstand ausgestochen. Nach Abtrennen der Nadel wurden auf jeder Seite ca. 2
cm Faden belassen. Diese beiden Fadenenden wurden durch einen 1 mm kurzen
Polyethylen (PE)-10 Schlauch gezogen, der zuvor 24 Stunden in 100 % Ethanol
desinfiziert wurde und als Hypomochlion diente. Es erfolgte zur Lagekontrolle ein
Okklusionstest unter EKG-Aufzeichnung an den Extremitaten nach Einthoven. An die
entstandene Schlaufe der Fadenenden wurde ein 5,5 g Gewicht gehangen. Durch das
zuvor angeschlossene EKG liel3 sich so eine ST-Streckenhebung binnen weniger
Herzschlage feststellen. Dieses Vorgehen sicherte die korrekte Umschlingung des RIVA

im Herzgewebe. Im Anschluss wurde sofort wieder reperfundiert und die Faden gelockert.
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Mittels einer Kalt-Nadel (FST; 12050-03) wurden die Faden an der linken Thoraxhalfte
herausgezogen. Der Okkluder verblieb zwischen Herz und Thoraxwand. Die OP-Schritte
aus 2.4.2.1 und 2.4.2.2 werden in Abbildung 5 schematisch dargestellt.

Abb. 5: Dargestellt sind die einzelnen Operationsschritte der Instrumentierung. A)
Thorakotomie im 4 Interkostalraum. B) Nach Aufsuchen der RIVA wird diese unterstochen
C) Der Faden wurde unter der RIVA hindurch gezogen. D) Der Okkluder (Pfeil) wurde
aufgefadelt und bis an die RIVA herangezogen. E-F) Die Faden wurden durch die
Thoraxwand gefuhrt und zu einer Schleife verknotet, die subkutan verblieb. Bilder aus
dem Video von Kim et al. 2012 (Mit freundlicher Genehmigung von JOVE).
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2.4.1.4 Verschluss des Thorax

Nach Entfernung der Retraktoren wurde der Interkostalraum mit einem 6-0 Prolenefaden
(BV 11_mm, 3/8 c, Ethicon 8610, Prolene Sutures) verschlossen. Um eventuell bei der
Operation entstandene Atelektasen der Lunge wiederzueréffnen und eine komplette
Entfaltung der Lunge sicherzustellen, wurde unmittelbar vor Verschluss des Thorax der
Exspirationsschenkel des Beatmungsgerats kurz abgeklemmt. Nachdem die Lunge sich
wieder entfaltet hatte, wurde der Thorax geschlossen. Die kurzzeitige
Tidalvolumenerhéhung auf 300 ul hielt die Lungenexpansion aufrecht. Nach Verschluss
des Thorax wurde das Tidalvolumen wieder auf 200 pl verringert. Im Anschluss wurden
die beiden Enden der 8-0 Ligatur zu einer Schlaufe gelegt, verknotet und in eine zuvor
praparierte subkutane Tasche gelegt. Die Haut wurde mit Einzelknopfnahten
verschlossen und erneut mit Jod-Lésung desinfiziert. Bei suffizienter Spontanatmung
wurde die Maus nach der Extubation bis zum vollstandigen Erwachen durch eine
Warmelampe gewarmt. Wahrend der ersten 4 Tage fand alle 12 Stunden eine Gabe von

200 pg Temgesic subkutan zur Analgesie statt.

2.4.2 Myokardiale Ischamie und Reperfusion

Die Mause erholten sich nach der OP fur mindestens 5 Tage von der posttraumatischen
Inflammation und der potenziellen Prakonditionierung durch Isofluran. Die Narkose fir
den nachsten Schritt erfolgte gewichtsadaptiert durch Injektion von 5 - 10 ml/kg KG eines
Gemisches aus 10 % Ketamin, 2 % Xylazin und 0,05 % Atropin (Kim et al., 2012). Nach
der zuvor beschriebenen Hautdesinfektion, der Uberpriifung der Schmerzabwehr und der
Intubation wurde die Maus mit Raumluft kontrolliert beatmet. Durch die veranderte
Narkosefuhrung sollten die kardioprotektiven Effekte einer Isofluran-Narkose sowie
Verfalschungen durch die erhéhte Sauerstoffkonzentration verhindert werden (Feng et al.,
2005; Zaugg et al., 2002). Die Uberwachung der Temperatur (37°C) erfolgte erneut Uber
eine rektale Sonde, da die Ausdehnung der Infarktgrof3e auch durch die Kérpertemperatur
beeinflusst wird (Chien et al., 1994). Nach Hautschnitt wurde die subkutan liegende 8-0
Prolenefaden-Schlaufe mobilisiert. Zur Okklusion erfolgte der Zug mittels eines Retraktors
(Abb. 6. A und C, roter Pfeil), sowie mit 3 wasserbeflllten 2 ml Mikroreaktionsgefalien
(Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) (Abb. 6 A und B blauer Pfeil).
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Daraufhin liel3 sich eine ST-Streckenhebung im EKG (PowerLab, Adinstruments,
Spechbach, Deutschland) nachweisen. Eine Hebung von > 0,5fache der R-Zacke galt als
signifikant und markierte den Beginn der 30-minltigen Ischamie (Abb. 7). Je nach

Versuchsgruppe wurde wie folgt verfahren:

1) CpG-ODN-Gruppe: Nach 30 Minuten Ischamie Injektion von 5 nmol CpG (geldst in
100 pl Aqua ad inijectabilia und 100 pl NaCl 0,9 %) intraperitoneal

2) PBS-Gruppe: Nach 30 Minuten Ischamie Injektion von 200 ul PBS pH 7,4 intrape-

ritoneal
3) Sham-Gruppe: Keine Ischamie und Reperfusionsbehandlung

Nach Hautnaht erholten sich die Mause bis zur Entnahme der Herzen.
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Abb. 6: Dargestellt ist der Ablauf der I/R-Versuche. A) Schematisch: Mit Hilfe von
Gewichten (blauer Pfeil) erfolgte ein konstanter Zug an dem Faden, der mit dem Okkluder
den RIVA verschlof3. Durch eine laufende EKG-Aufzeichnung wurde die ST-
Streckenveranderung dokumentiert und Uberwacht. B) Die Gewichte im originalen Aufbau
(gelber Pfeil). C) Gespannter Faden (roter Pfeil) durch angelegte Gewichte. Bilder aus
dem Video von Kim et al., 2012 (Mit freundlicher Genehmigung von JOVE).
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Abb. 7: 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 RIVA-Okklusion. C) zeigt das EKG nach 25 Minuten
Ischamie.

2.4.3 Entnahme der Mauseherzen

Nach Initialisierung der Anasthesie und Intubation erfolgte die Eréffnung der Haut entlang
der Mittellinie des Thorax und wurde bis zur Mitte des Abdomens fortgefuhrt.
Anschlieend wurde das Diaphragma durchschnitten und die Rippenbdgen in der
vorderen Axillarlinie beidseits durchtrennt. Das nun freiliegende Herz wurde von jeglichem
extrakardialen Gewebe vorsichtig befreit und die Aorta ascendens stumpf prapariert. Nach
Anheben der Aorta ascendens wurde diese am Ubergang zum Arcus aortae durchtrennt
und das Herz nach Durchtrennung der venodsen Gefalle entnommen. Nach Waschen und
Ausdrucken des Herzen in kardioplegischer Losung (4 g NaCl pA; 1 g
Natriumhydrogencarbonat; 2 g Glucose; 3 g 2,3-Butanedione monoxime; 3,8 g EGTA;
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0,0002 g Nifedipine; 2 ml Heparin 10000 U/L; 3,73 KCI, geldstin 1 L 0,9 % NaCl pH 7,2-
7,5) wurde die Aorta ascendens mit einer 24 G Viggo kanuliert und mit 4%iger Zink
Formaldehydlésung pH = 5,2 (Shandon Zinc Formal-Fixx Concentrate; Thermo Scientific)
mit einem Druckgradienten von 60 mmHg retrograd perfundiert (Michael et al., 1999).
Durch eine Inzision zwischen linkem Herzohr und linkem Atrium wurde ein 26 G Katheter
mit einem 100 mm langem PES0 Schlauch eingefuhrt, um den linken Ventrikel zu
drainieren. AbschlieRend wurde das Herz in einem mit Zink-Formaldehydlésung geflllten
Gefal fur mindestens 12 Stunden (max. 24 Stunden) bei 7 °C gelagert. Die so fixierten
Herzen wurden anschlie3end aus der Zink-Formaldehydl6sung entfernt, fir mindestens
2 Stunden mit Leitungswasser gewassert und dann bis zur weiteren Verarbeitung in 70

%igem Ethanol bei 7 - 8 °C gelagert.

2.5 Messung der Herzfunktion mit dem Millar-Katheter

2.5.1 Prinzip des Millar-Katheters

Das Prinzip des Millar Katheters beruht auf dem Aufbau eines elektrischen Feldes, in dem
die Veranderung des Widerstandes im Ventrikel des Mausherzens gemessen wird. Der

Widerstand ist abhangig von Viskositat, Zusammensetzung und Temperatur des Blutes.

2.5.2 Narkose und Relaxation

In der Vorbereitung wurde der Millar-Katheter Gber 30 Minuten in einer mit 0,9 % NaCl
Ldsung beflllten Spritze bei 37 °C equilibriert. Nun folgte ebenfalls im Rahmen der
Vorbereitung die Druckeichung Uber das Programm MPVS Ultra® Control (Millar
Instruments, Houston; Texas). Hierbei war darauf zu achten, dass die Sensoren an der
Wasser-/Luft-Grenze des Katheters mit Flussigkeit bedeckt waren und kein direkter
Kontakt zur Spritze bestand. Nach der inhalativen Narkoseeinleitung (Frischgas 0,5
L/Minute) erfolgte die Verbringung der Maus auf den OP-Tisch sowie das Einflihren der
Rektalsonde zur riuckgekoppelten Warmeregulation. Die Beatmung erfolgte nach
Intubation mit einem Atemzugvolumen von 200 ul und einer Atemfrequenz von
105/Minuten. Um beatmungsbedingten Schwankungen bei der Messung der

Druckvolumenkurven mittels  Millar-Katheter  entgegenzuwirken, erfolgte die
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intraperitoneale Applikation von Mivacrurium in einer Dosierung von 0,25 mg/kg KG. Dies
konnte bei Bedarf (z.B. bei wiedereinsetzender Spontanatmung) wiederholt werden. Die
Narkose wurde bei Millarmessung mit 1 % Isofluran und 0,5 Oz I/Minute geflhrt, um bei

ausreichender Narkosetiefe eine kardiale Kontraktilitat zu garantieren.

2.5.3 Einfiihren des Millar-Katheters

Durch stumpfe Mobilisation der Glandula submandibularis sowie Mobilisation des
Musculus sternocleidomastoideus nach lateral via Fixationsnaht (5.0 Seide), wurde eine
freie Sicht auf den Situs gewahrleistet. Die Arteria carotis communis wurde aufgesucht
und vorsichtig unter Schonung des Nervus vagus (X. Hirnnerv) aus der Gefal3-Nerven-
Scheide frei prapariert. Die Arteria carotis wurde im Folgenden mit einem 5.0 Seidefaden
umschlungen und rostral abgebunden. Mit einem zweiten umschlungenen 5.0 Faden
wurde die Arteria carotis etwas unter Zug gesetzt. Um ein Austrocknen der dunnen
Gefalwand zu verhindern und zur besseren Ubersicht und Kontrolle der nachfolgenden
Eréffnung des GefalRes wurde das Gebiet mit NaCl 0,9 % geflutet und stetig feucht
gehalten.

Die Arteria carotis wurde nun vorsichtig mit einer Federschere quer inzidiert. Nach
EinfUhrung des Millar-Katheters wurde der Faden, der die Arteria carotis herznah
umschlingt, etwas gelockert. Nun konnte der Katheter bis zum Widerstand der
Aortenklappe vorgeschoben und dann etwas zurlick positioniert werden bis die periphere
Druckkurve erschien. Es folgte eine EKG Extremitaten-Ableitung nach Einthoven sowie
eine Druckmessung in der Arteria carotis unter Apnoe. Alle Druckmessungen wurden in
Apnoe abgenommen, um so Storfaktoren durch die Beatmung zu eliminieren. Der
Katheter wurde im Anschluss Uber den Widerstand der Aortenklappe in den linken
Ventrikel vorgeschoben und dessen Lage durch standige Beobachtung der Druckkurve
kontrolliert. Die ventrikulare Druckmessung erfolgte fur 10 Minuten. Um nun Unterschiede
in der Hdmodynamik besser sichtbar zu machen, wurden die kardialen Reserven durch

die positiv inotrope Wirkung einer Dobutamin-Injektion (2 ug/kg KG) ausgeschopft.
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2.5.4 Cava Okklusion

Um die Kontraktilitdit des Myokards unabhangig von der Vorlast messen zu konnen,
musste der vendse Ruckfluss zum Herzen unterbrochen werden. Durch die Okklusion der
Vena cava kommt es zu einem Druckabfall im linken Ventrikel und somit zu einer
Volumenreduktion. Erst dann werden Vorlast-unabhangige Hamodynamik-Parameter
gemessen. Dafur erfolgte die Er6ffnung des Abdomens knapp unterhalb des Xyphoid, um
eine freie Sicht auf Leber und die Vena cava inferior zu schaffen. Mittels eines
Wattestabchens (Puritan tapered mini tip cotton swab) wurde diese dann zur
Druckmessung ohne Preload okkludiert. Eine solche Messung erfolgte abermals nach

Dobutamin-Gabe und unter Apnoe.

2.5.5 Saline Injektion

Die Messung des Blutvolumens im Ventrikel geschieht mit Hilfe eines elektrischen Feldes.
Das Myokard des linken Ventrikels, welches das Blutvolumen umgibt, wirkt als elektrischer
Leiter und damit wie ein Shunt fir die Spannung des Katheters. Diesen Effekt nennt man
Parallel conductance. Dadurch wird das Blutvolumen zu grof3 berechnet. Diesen Fehler
kann man durch eine NaCl-Injektion und die daraus resultierende plétzliche Anderung der
Blutzusammensetzung/Viskositat ermitteln und herausrechnen. Dafur wurde die Vena
jugularis externa frei prapariert und mit einer 10 pl Hamilton Spritze punktiert.
Anschlielend wurden drei Messungen nach schneller Injektion von 10 yl 10 % NaCl

Lésung durchgefihrt.

2.6 Echokardiographie zur Messung der linksventrikularen Pumpfunktion

Die Echokardiographie diente als weitere Methode zur Funktionsmessung. Dazu wurde
mit einem 1,5 MHz Linearschallkopf (HDI-5000, ATL Philips, Oceanside, CA, USA) in der
kurzen Achse jeweils der Durchmesser des linken Ventrikels und der Vorderwand mittels
motion-mode (M-Mode) wahrend Systole und Diastole nach 7, 14 und 28 Tagen
gemessen. Die Ventrikelfunktion ergibt sich anhand folgender Formeln aus der
Fraktionsverklrzung (fractional shortening, FS) und der Vorderwandverdickung (anterior
wall thickening, AWT):
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LVdiast — LVsyst x

FS (%) = LVdiast

100

VWsyst —VWdiast X

AWT (%) = VWsyst

100

Die FS gibt Auskunft Uber die globale linksventrikulare Pumpfunktion und wird aus den
systolischen (LVsyst) und den diastolischen (LVdiast) linksventrikularen Durchmessern
bestimmt. Die AWT beschreibt die regionale Pumpfunktion der Vorderwand. Sie wird aus
den Werten der systolischen (VWsyst) und diastolischen Vorderwanddicke (VWdiast)

errechnet.

2.7 Molekularbiologische Methoden

Mit Hilfe des folgenden Protokolls wurde die Expression von Genen untersucht, welche
eng mit Inflammation und Gewebeumbau im Myokard assoziiert sind. Die Isolation der
mMRNA geschah durch standardisierte Phenol/Chloroform-Extraktion (Chomczynski,
Sacchi, 1987). Diese macht sich die unterschiedliche Ldslichkeit der zu isolierenden
Molekile in Phenol bzw. Chloroform zu Nutze.

Die entnommenen Herzen wurden in Precellys® Tubes (Bertin Technologies, Montigny le
Bretonneux, Frankreich) zwischen zwei 7 mm Stainless Steel Beads (Qiagen, Hilden,
Deutschland) platziert und auf Eis gesetzt. Nach Zugabe von 1 ml Trizol (TRIzol®, Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland) wurde die Probe fiir 2 Minuten auf -80 °C herunter
gekuhlt. Die mechanische Homogenisierung des Gewebes erfolgte in einem
Zellschredder Precellys® 24 (Bertin Technologies, Montigny le Bretonneux, Frankreich)
bei 2 x 30 Sekunden und 5.000 rpm.

Das Homogenisat wurde in ein neues 1,5 ml Tube (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland) Uberfuhrt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
Chloroform (0,2 ml/1 ml Trizol) und Durchmischung wurde dieses weitere 5 Minuten auf
Eis inkubiert. Die Trennung der organischen und der wassrigen Phase erfolgte uber
Zentrifugation bei 12.000 x G und einer Temperatur von 4 °C fur 5 Minuten. Die wassrige

Phase, welche die Gesamt-mRNA enthalt, wurde in neue RNase-freie Reaktionsgefalie
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Uberfuhrt (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland). Durch Zugabe von Isopropanol
(0,5 ml/1 ml Trizol) und Inkubation auf Eis fur 15 Minuten wurde die Gesamt-mRNA aus
der wassrigen Phase gefallt und bei 12.000 x g und 4 °C in der Zentrifuge fur 15 Minuten
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Gesamt-mRNA-Pellets mittels Zugabe
von 1 ml 70 %igem Ethanol (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) gewaschen. Das
Einfrieren in RNase-freiem Wasser bei -80 °C war nach diesem Schritt mdglich.

Die Quantifizierung von isolierter mRNA erfolgt mittels quantitativer Polymerase-Chain-
Reaction (qPCR). Durch reverse Transkription wird die mRNA in die komplementaren
Desoxyribonukleinsaure-Strange  (complementary  deoxyribonucleic  acid, cDNA)
umgeschrieben. Hierzu genutzt wurden ein Hochleistungs-cDNA-Transkriptions Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und zufallsbestimmte hexamere Primer nach
Herstellerangabe. Es wurden 25 ul Homogenisat mit 25 yl Reaktionsmastermix in einem
0,2 ml Reaktionsgefal} (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) versetzt und in einem
Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland) fur die reverse Transkription inkubiert
(Nolan et al., 2006)

Tab. 1: Zyklen der reversen Transkriptions-Reaktion mit Angabe der jeweiligen Dauer und
Temperatur.

Schritt Temperatur | Zeit
Initialisierung 25°C 10 Minuten
Enzym-Aktivierung und Katalyse 37 °C 120 Minuten
Enzym-Inaktivierung 85 °C 5 sek
Lagerung 4°C unendlich

Nach Abschluss der reversen Transkription erfolgte die Amplifikation und Quantifizierung
der neu gewonnen cDNA Strange im Tagman real time quantitative PCR System (RT-
PCR; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Bei der Amplifikation vervielfaltigt eine spezielle Polymerase die Ziel-cDNA Sequenzen
der erwahlten Gene via zielspezifischer Oligo-Starternukleotide (Tagman-Primer) und
spaltet diese gleichzeitig mit ihrer 5° Nuklease-Aktivitat. Dies resultiert in der Trennung
des Starterfarbstoffes (6-Carboxylfluoreszin; FAM) am 5-Ende vom Quencherfarbstoff
(Tetramethyl-rhodaMinuten; TAMRA) am 3'-Ende des Tagman-Primers. Die spezifische
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Anregung fuhrt zur Fluoreszenz-Emission proportional zu den Amplifikationsprodukten
und ermaoglicht so eine relative Quantifizierung der cDNA.

Die cDNA wurde mit genspezifischen Tagman-Primern sowie dem Tagman Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) nach Herstellermpfehlung
gemischt. Die PCR erfolgte dann im Tagman-Thermocycler (HAT 7900, Applied Systems,
Foster City, CA, USA) nachfolgendem Schema:

Tab. 2: Zyklen der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion mit Angabe der jeweiligen
Dauer und Temperatur.

Schritt Temperatur Zeit
AmpErase® Aktivierung 50 °C 2 Minuten
Amli Tag Gold Aktivierung |95 °C 10 Minuten
Denaturierung 95 °C 15 sek
Anlagerung + Verlangerung |60 °C 1 Minute
Fluoreszenzmessung - >1 Minute

Die Quantifizierung erfolgte ebenfalls mit dem Tagman Thermocycler. Zur Datenanalyse
wurde die SDS V2.4 Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) verwendet. Die
Auswertung der erzielten Genexpression erfolgte anhand einer internen Kontrolle, durch
Proben-Dreifachbestimmung sowie anhand des Haushaltsgens Glyceraldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) nach relativer Genexpressionsanalyse (AACt-
Methode) nach Pfaffl et al., 2004. Zur Sicherstellung der Spezifitdt der PCR-Produkte
erfolgte die Auswertung der Dissoziationskurve durch Analyse der Schmelztemperatur. In
diesem Projekt wurde die mRNA Expression von Thrombospondin-1, Tenascin-C,
Glutathionperoxidase-1, Superoxiddismutase-3, Hamoxygenase-1, Caspase 3,
Matrixmetalloproteinasen-13 & -9, tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP)-1 & -4,

Osteopontin-1 und den Kollagenen 1a und 3 untersucht.
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2.8 Histologische Techniken

2.8.1 Fixierungsmethoden zur dauerhaften histologischen Fixierung

Nach Entnahme der Herzen wurden diese fir die Histologie 16 bis 24 Stunden in Z-Fix (1
% Zinc Normal Fixx; Thermo Scientific, Kalamazoo, MI) im 15 ml Falcon Tube (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) kuhl gelagert. Im Anschluss folgte eine Wasserung im
flieBenden Wasser von mindestens 2 Stunden und schlief3lich eine Lagerung im 70 %
Alkohol (Ethanol). Zur Einbettung wurden die Herzen in einem Gewebeeinbettautomat
vom Typ Karussell Modell STP-120 (Thermofisher scientific, Dreieich, Deutschland) in
Histokastchen entwassert und paraffiniert. Es lag folgendes Protokoll zu Grunde:

2 x 1 Stunde in 80 % Alkohol bei einer Agitation von 2

2 x 1 Stunde 90 % Alkohol bei A2

1 x 2 Stunde 96 % Alkohol bei A2

2 x 2 Stunden 100 % Alkohol bei A2

(Agitation 1 = 60 U/Minuten = A1; Agitation 2 = 70 U/Minuten = A2)

Darauf folgt 2 x 1 Stunde im Xylol-Bad sowie 2 x 1 Stunde im Paraffin Gr. 3 (Richard Allan
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Die eigentliche Einbettung erfolgte mit Paraffin
(Typ 6 Richard Allan Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) am Einbettautomat
Microm EC-350-1/2 (Micron, Boise, Idaho, USA). Um eine gleichbleibende Einbettung zu
gewahrleisten, wurden die Herzen mit dem Apex in Richtung Boden zeigend fixiert. Durch
Kldhlung der Paraffinblocke fur mindestens 1,5 Stunden bei -10 °C wurde eine

gleichmallige Qualitat der Paraffinstrukturen gewahrleistet.

2.8.2 Schnitt

Der Schnitt der eingebetteten Herzen erfolgte im Microtom von Leica Modell SM 2000 R.
Der Start der Schnitte lag dabei etwa auf H6he des beginnenden rechten und linken
Ventrikels. Es wurden jeweils 10 Schnitte mit einer Hohe von 5 ym angefertigt. Danach
wurden 250 um Gewebe verworfen. Die so entstandenen Schnittserien ermdglichten
Vergleiche auf derselben Ventrikelndhe. Je nach HerzgroRe entstanden so ca. 70-100
Schnitte. Der jeweilige 5 ym hohe Schnitt wurde zuerst in ein Wasserbad gelegt und dann

auf einen Histobond® Objekttrager (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland)
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aufgezogen. Im Anschluss erfolgte eine Trocknung fur mindestens 24 Stunden in einem

Venticell® Heizschrank bei 42 °C.

2.8.3 Hematoxylin-Eosin Farbung

Zu Ubersichtszwecken wurde jeweils der erste Schnitt der Schnittserie mit den
Farbstoffen Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Das Hamalaun aufbereitete Hamatoxylin farbt
basophile Strukturen blau, insbesondere Zellkerne mit ihrer DNA sowie das raue
endoplasmatische Retikulum mit den Ribosomen. Eosin hingegen farbt azidophile bzw.
eosinophile Strukturen, wie etwa die Plasmaproteine, rotlich. Die Entparaffinierung der
Schnitte erfolgte in 3 Xylolbadern a 10 Minuten. Danach wurden die Schnitte fur jeweils 5
Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe in 98, 90 und 70 % Alkohol gewaschen, um
anschlielRend kurz mit destilliertem Wasser abgespllt zu werden. Die Anfarbung der
Kerne erfolgte fur 5 Minuten in Hamatoxylinlésung mit der Zusammensetzung: 1 g
Hamatoxylin; 0,2 g NaJos; 50 g Kalialaun, 50 g Chloralhydrat; 1 g Zitronensaure; 1000 ml
Aquadest; 10 ml Hamalaunlésung (nach Mayer von Fa. Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland). Die zu farbenden Schnitte wurden nun 5 Minuten mit flieRendem, warmen
Wasser gewassert und dann in Eosin 0,5 % max. 1 - 2 Minuten plasmagefarbt. Kurz in
Aqua dest. gespdlt, folgte die Differenzierung via 3 - 6 x Eintauchen in 70 % Alkohol, 3 - 6
x Eintauchen in 90 % Alkohol und 2 x 5 Minuten in 98 % Alkohol. Vor dem Eindecken
mussten die gefarbten Schnitte noch 3 x 7 Minuten in Xylol baden. Das Eindecken erfolgte
mit Roti Histokitt [l Xylol I6slichem Eindeckmedium (Entellan VWR Art.Nr. 1079600500)

und 18x18 mm Deckglasern.

2.8.4 Hohenbestimmung am H.E. Schnitt

Der erste Schnitt der Schnittserie diente der Hohenbestimmung. Durch dieses Verfahren
konnten auch verschieden grof3e Herzen miteinander verglichen werden. Benutzt wurde
dazu ein Mikroskop von Olympus MODEL BX41TF mit 10X Objektiv: Zuerst wurde die
Hohe der Ligatur, respektive die Faden-Einstichstelle um den RIVA, bestimmt. Auf dieser
Hohe ist das Perikard sowie das Gewebe um den RIVA meist entzundlich infiltriert und

sehr zellreich. Es wurden also sowohl die ,Uber-Ligatur- (noch keine
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Verwachsungen/Infiltrationen) und ,Unter-Ligatur®- (keine Verwachsungen/Infiltrationen
mehr) Hohe bestimmt.

Die dritte zu bestimmende Hohe war die Ebene unter den Papillarmuskeln. Diese definiert
sich dadurch, dass die 3 isolierten Papillarmuskeln nicht mehr voll ins Lumen des
Ventrikels reichen, sondern nur noch einzelne, randstandige Vorwolbungen erkennbar
sind. Diese bestimmte HOohe definierte im Anschluss die Ebene fur die Sirius Rot Kollagen

Farbung sowie folgende immunhistochemische Farbungen.

2.8.5 Sirius-Rot Farbung

Zunachst wurden die Paraffinschnitte wie bei der H.E. Farbung deparaffiniert und
rehydriert (siehe oben). Die Farbung erfolgte in Sirius Red 0,1 % (0,1 g Direkt 80 (Aldrich
chemical Company, WI, USA) + 100 ml gesattigte Pikrinsdure 5 - 10 Minuten stehen
lassen und filtrieren) fur 15 Minuten. Die Dehydrierung erfolgte durch 5 x Eintauchen in
Aqua dest., 5 x Eintauchen in 70 % und 90 % Isopropanol, 10 x Eintauchen in 100 %

Isopropanol und 3 mal 15 x Eintauchen in Xylol.

2.9 Immunhistochemische Technik

2.9.1 Prinzip der Avidin-Biotin Methodik

Erstmals beschrieben 1981 von Hsu et al (Hsu et al., 1981) beruht das Avidin-Biotin-
Prinzip auf der hohen Bindungsaffinitait (Dissoziationskonstante 10' M) des
Glykoproteins Avidin zu Biotin (VitaMinuten H). Avidin besitzt selbst vier hydrophobe
Bindungsstellen fur das kleinmolekulare Biotin, das wiederum an nahezu alle Proteine in
grolken Mengen gekoppelt werden kann. Dadurch lasst sich die Bindung mit Hilfe von
Antikorpern effektiv nutzen, die zum beispielsweise mit bis zu 150 Biotin-Molekdlen
beladen werden konnen.

Nach der spezifischen Bindung eines Primar-Antikorpers wurde ein zweiter, mit Biotin
gekoppelter, Antikérper gebunden. Mit der Zugabe eines Gemisches aus freiem Avidin
und einer biotinisierten Peroxidase bildeten sich Komplexe aus primarem und

sekundarem (biotinisertem) Antikorper, sowie Avidin und Peroxidase.
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Als letzter Schritt erfolgte die Hinzugabe von Farbstoff 3,3’ - Diaminobenzidin (DAB), der
in Verbindung mit der Peroxidase eine braunliche Farbung ergab. Diese lief3 sich noch mit

Hilfe von Nickelchlorid in eine schwarzgraue Farbung modifizieren.

2.9.2 Deparaffinierung fur immunhistochemische Farbungen

Die zur immunhistochemischen Farbung bestimmten Schnitte wurden 3 x 7 Minuten in
Xylol, anschlielend 2 x 5 Minuten in 100 % Isopropanol und je 5 Minuten in 90 %, 70 %
und in Aqua bidest entparaffiniert. Das Gewebe wird im Anschluss mit einem Fettstift
(,Pap Pen® Daido Sangyo Co.Ltd.Tokyo, Japan) umkreist, um das Verlaufen von
Flussigkeiten auf dem Gewebe zu verhindern. Des Weiteren wird zur Inkubation eine sog.
feuchte Kammer mit in Aqua dest. getranktem Zellstoff gefertigt. Dies verhindert etwaiges
Austrocknen. Mit dem Vector Stain ABC Rat Kit (Rat IgG PK-6104; Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA, USA) stellt man eine fur die immunhistochemische Farbung wichtige
IgG-Block Losung her (2 Tropfen Serum Rabbit + 5 ml PBS). Diese bindet unspezifische

Bindungstellen und verhindert so falsch positive Ergebnisse.

2.9.2.1 ASMAC Farbung

Das a-Aktin der glatten Muskelzellen (ASMAC) wird von arteriellen GefalRen und
Myofibroblasten im Gewebe exprimiert und kann als Marker verwendet werden. Bei der
Farbung wird ein von ASMAC N-terminal synthetisiertes Decapeptid mit Hilfe des 1A4-
Antikdrperklons (Monoclonal-Anti-a- Smooth-Muscle-Actin; Sigma) detektiert und
anschlielfend einem M.O.M.-Peroxidase-Kit (Vector) gefarbt und somit sichtbar gemacht
(Skalli et al. 1986). Fur das Aufbringen des SM-Aktin-Antikérpers wurden die Objekttrager
far 25 - 30 Minuten in 3% H20:2 inkubiert und in PBS (pH 7.4) 2 x 5 Minuten ausgewaschen.
Der Inkubation mit Maus 1gG-Block fir 60 Minuten folgte erneutes Auswaschen in PBS
(pH 7.4) 2 x 5 Minuten. Fur das Aufbringen des SM-Aktin-Antikorpers (a-smooth muscle
actin monoclonal anti mouse, A2547, Sigma) mussten die Objekttrager zunachst mit
M.O.M.-Protein-Verdinnungslosung (480 ul Proteinkonzentrat in 6 ml PBS) fir 5 Minuten

inkubiert werden.
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Zunachst wurde dann der Antikorper mit der M.O.M.-L6sung 1:250 verdunnt (10 pl AK +
990 yl MOM-L6sung = 1:100, davon 800 pl + 1200ul MOM-Lsg. = 1:250) und nach dem
Ausklopfen der Praparate fur 30 Minuten mit SM-Aktin Ak. 1:250 inkubiert. Die
abschlielende Behandlung der Praparate mit Biotin-IgG, ABC Peroxidase sowie die DAB-
Farbung/Hamalaun-Gegenfarbung folgt dem Protokoll der immunhistochemischen

Farbung.

2.9.3 DAB Farbung

Im Anschluss an die Inkubationszeit des Antikdrpers wurde der Biotin IgG Antikorper mit
12 ul biotinylisiertem 1gG und 2,5 ml IgG Block Lésung gemischt (Vector Stain ABC Rat
Kit (Rat IgG PK-6104; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Die Schnitte
wurden erneut in PBS 2 x 5 Minuten gespult und mit dem biotinylisiertem IgG fur 30
Minuten inkubiert. Zu Beginn dieser Inkubationsphase musste die ABC Peroxidase
Léosung (Vector Stain ABC Rat Kit (Rat IgG PK-6104; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA) mit Hilfe der Losungen A und B sowie 5 ml PBS angesetzt werden.
Nach 30 Minuten folgte erneut eine 2 x 5 Minuten Spullung in PBS sowie im Anschluss
eine erneute 30-mindtige Inkubation mit ABC-L6sung. Das Anfarbereagenz DAB (Diami-
nobenzol; 5 ml Aqua bidest + 2 Tropfen PBS Puffer + 4 Tropfen Diaminobenzol + 2 Tropfen
H202 + 2 Tropfen Nickel-Losung) wurde im Anschluss an die 5-minutige Spulung nach der
Inkubation auf die Schnitte gegeben. Durch eine visuelle Inspektion via Mikroskop wurde
eine Uberfarbung vermieden (meist 2 - 5 Minuten). Zum Stop der Reaktion wurden die
Gewebsschnitte in Aqua dest. getaucht. Vor dem Eindecken der Schnitte (siehe oben)
erfolgte die Eosin-Gegenfarbung (7 sek Eosin, 5 x Eintauchen in Aqua dest., je 7x Eintau-
chen in 70 % und 90 % Isopropanol, 2 x 15 Eintauchen in 98 % Isopropanol und je 3 x 5

Minuten in Xylol).

2.10 Auswertung der histologischen Untersuchung

2.10.1 Kollagenauswertung

Die in Siriusrot gefarbten Herzschnitte wurden in 4-facher VergroRerung (2 ms

Belichtungszeit; Lichtintensitat 3-4) fotografiert und mit Hilfe der Analysesoftware
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AnalySIS® 3.0 (Olympus Soft Imaging System GmbH, 1999) zu einem Gesamtfoto
zusammengefiihrt. Nach Umwandlung des Ubersichtsbildes in ein RGB (RotGriinBlau),
Modell wurde ein HSI (Hue Saturation Intensity) Abbild erstellt. Durch Bildoptimierungen
wurden Kontraste verstarkt, bis Kollagen tiefrot und intaktes Myokard intensiv gelb
angezeigt wurde. Durch die manuelle Entfernung von irrelevantem Kollagen (wie z.B.
Perikard und Gefallwanden) mittels Photoshop (Adobe Photoshop CS2 Vers.: 9.02;
©1990-2005) und der Entfernung des rechten Ventrikels, entstand ein Bild, das nun
maschinell ausgewertet werden konnte. Mit Hilfe des Programmes MakroPrisca
(AnalySIS® 3.0 Version 2.8; Olympus Soft Imaging System GmbH, 1999) konnte der
prozentuale Anteil des kollagendsen Infarktgewebes am linken Ventrikel berechnet
werden, indem die weif3en Flachen (d.h. Flachen ohne Gewebe) dem gefarbten Kollagen

gegenuberstellt wurden.

2.11 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.
Daten wurden mit einer univariaten Varianzanalyse (one way analysis of variance; A-
NOVA) in der GraphPad InStat Statistik Software Version 6 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) analysiert. Individuelle Differenzen zwischen den experimentellen Gruppen

wurden weiter post-hoc mit dem Tukey-test untersucht. p < 0.05 galt als signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 Messung des Kollagenanteils im linken Ventrikel

3.1.1 Kollagen im linken Ventrikel nach 7 Tagen

In C57BL/6 Wildtyp Mausen wurde nach 30 Minuten Ischamie und 7 Tagen Reperfusion
der Kollagenanteil des linken Ventrikels gemessen. Der Kollagenanteil war um 38,8 %
kleiner in den mit CpG-ODN behandelten Mausen (12,3 + 1,06 %, Kollagen/linker
Ventrikel; n=10, p<0.0001) im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontrollgruppe (20,14
t 1,66 % Kollagen/linker Ventrikel n=11). In der unbehandelten Sham-Gruppe wurde
erwartungsgemalf ein niedrigerer Kollagenanteil von (1,19 + 0,18 %, Kollagen/linker

Ventrikel, n=10) gemessen.

3.1.2 Kollagen im linken Ventrikel nach 28 Tagen

Des Weiteren wurden Gruppen untersucht, die nach 30 Minuten Ischamie eine
Erholungszeit von 28 Tagen erhielten. Nach 28 Tagen zeigte die mit CpG-ODN
postkonditionierte Gruppe einen um 50 % niedrigeren Kollagenanteil (7,5 + 0,84 %
Kollagen/linker Ventrikel n=12 , p<0.05) im Vergleich zu der mit PBS behandelten Gruppe
(15,08 = 1,78 % Kollagengehalt/linker Ventrikel n=12). Die Sham-Kontrollgruppe zeigte
mittlere Kollagenwerte von 2 % (1,94 £ 0,35 % Kollagen/linker Ventrikel, n=9).
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Kollagenanteil im linken Ventrikel
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Abb. 8: Signifikant reduzierter Kollagenanteil im linken Ventrikel in der mit CpG
behandelten Gruppe verglichen mit der PBS Gruppe nach 7 Tagen Reperfusion; 12,33 %
vs. 20,14 %, bzw. 28 Tage: 7,5 % vs. 15 % Kollagenanteil; d, Tage; *, p<0,05; #, verglichen
mit der Sham-Gruppe.
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Abb. 9: Reprasentative Mosaikbilder nach 7 Tagen Reperfusion (4 Einzelbildern zu einem
Bild zusammengesetzt; je 4 x VergroRerung des Kollagenanteils nach 7 Tagen

Reperfusion). A) Die PBS Gruppe zeigte einen signifikant gréfieren Kollagenanteil als in
B) die CpG Gruppe. C) Sham Gruppe.
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Abb. 10: Reprasentative Mosaikbilder (4 Einzelbilder zu einem Bild zusammengesetzt;
je 4 x Vergroflerung) des Kollagenanteil nach 28 Tagen Reperfusion. A) Die PBS -

Gruppe zeigte einen signifikant gréReren Kollagenanteil als in B) die CpG-Gruppe. C)
Sham-Gruppe.
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3.2 Kardiale Funktion

3.2.1 Echokardiographie

Die Sham-Gruppe zeigte erwartungsgemal’ die héchste AWT und FS in der echokardio-
graphischen Untersuchung (AWT: 49,99 + 1,84 %, n=8; FS: 40.11 + 2,53 %, n=8). Nach
7, 14 und 28 Tagen Reperfusion wiesen die mit CpG-ODN behandelten Herzen, im Ver-

gleich zu der PBS-Gruppe, jeweils hohere Werte in der FS-Messung auf. In den Messun-

gen nach 7 Tagen und 28 Tagen erreichte dieser Unterschied Signifikanzniveau.

Dieses Ergebnis zeigte sich ebenfalls in den Messungen der AWT. Hier wies die CPG

Gruppe nach 14 und 28 Tagen signifikant hdhere Werte auf.

Tab. 3: Die Tabelle zeigt die Messwerte flir die echokardiographische FS-Messung. Die
CpG-Gruppe zeigt in der Messung nach 7 und 18 Tagen eine signifikant hdhere Werte.

Versuchsgruppe |FS 7 Tage FS 14 Tage FS 28 Tage
CpG 35,65+ 2,8 % n=10 | 34,52 + 2,14 % n=9 | 32,49 + 2,64 % n=9
PBS 242+ 288 %n=9 |23,21+4,51 % n=5 22,78 +1,76 % n=10
Signifikanzniveau | p<0.05 - p<0.05

Tab. 4: Die Tabelle zeigt die Messwerte fur die echokardiographische AWT-Messung. Die
CpG-Gruppe zeigt in der Messung nach 14 und 18 Tagen eine signifikant hohere Werte.

Versuchsgruppe |AWT 7 Tage AWT 14 Tage AWT 28 Tage
CpG 31,99+2,4%n=939,15+1,12% n=9 |37,69 + 1,36 %, n=9
PBS 274 +2.3 %n=10 |26,77 £ 4,24 % n=5 |26,14 + 1,63 % n=10
Signifikanzniveau |- p<0.05 p<0.05
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Abb. 11: Die Diagramme zeigen die in der Echokardiographie erhobenen Werte fir die
FS und AWT nach 7, 14 und 28 Tagen. Die mit CpG-ODN behandelte Gruppe zeigte zu
allen Messzeitpunkten eine verbesserte Pumpfunktion und erreichte dabei in beiden
Messungen nach 28 Tagen ein Signifikanzniveau * = p<0,05, #, p<0,05 verglichen zur
Sham-Gruppe. Modifiziert nach Publikation, Fig. 1G/F.
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3.2.2 Millarkatheter

Wie in der echokardiographischen Untersuchung der Herzfunktion zeigte die CpG-Gruppe
auch in der Kathetermessung mit dem Millarkatheter-Verfahren eine signifikant bessere
Ejektionsfraktion (EF) nach 7 Tagen Reperfusion im Vergleich zu der mit PBS behandelten
Gruppe (CpG 47,4 £ 4,29 %, n=12 vs. PBS 32,66 + 3,9 % n=12; p<0.05) Die Sham-
Gruppe wies erwartungsgemal die hochste Ejektionsfraktion auf (Sham 55,27 + 5,91 %,
n=6). Dieses Ergebnis lie} sich auch noch nach 28 Tagen nachweisen (CpG 59,09 £ 6,39
%, n=9 vs. PBS 37,03 £ 5,35 %, n=8; p<0.05; Sham 62,19 + 3,56 %, n=8).

Millarkatheter EF

EF%

Abb. 12: Das Diagramm zeigt die Ejektionsfraktionen in % in Wildtyp-Mausen nach 30
min Ischamie und 7 bzw 28 Tagen Reperfusion, gemessen im Millarkatheter, n=7-8 pro
Gruppe, Mittelwert £ SEM, *= p<0,05, #, p<0,05 verglichen zur Sham-Gruppe. Modifiziert
nach Publikation, Fig. 1H.
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Das Maximum der intraventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit wird in der
Kathetermessung als Mal} der Kontraktilitat benutzt. Hier zeigte sich in der Messung nach
7 Tagen dP/dtmax in mmHg*s'*ul-! eine signifikant hdhere Kontraktilitat im Vergleich zu
der PBS-Gruppe (CpG 9746,42 + 702,27 mmHg*s"*ul"', n=12 vs. PBS 7482,17 + 812,58
mmHg*s*ul!, n=12, p<0.05). Die Messung der Sham-Gruppe blieb wider Erwarten unter
der Messung der PBS- bzw. CpG-Gruppe, was womaoglich durch die geringere Zahl der
Versuchstiere zu erklaren ist (SHAM 6611 + 840,6 mmHg*s'*ul"!, n=6). Auch noch nach
28 Tagen Reperfusion liel3 sich der Effekt in der Kontraktilitdtssteigerung nachweisen,
allerdings ohne Signifikanzniveau zu erreichen (CpG 7337 = 1100,22 mmHg*s"*ul-!, n=9
vs. PBS 6082,25 + 820,66 mmHg*s'*ul!, n=8; SHAM 7993,25 + 801,3 mmHg-s-ul,
n=8)
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Abb. 13: Das Diagramm zeigt die dP/dtmax in mmHg*s"*ul"' nach 30 Minuten
Ischamie und nach 7 bzw. 28 Tagen Reperfusion. n=7-8 pro Gruppe, Mittelwert + SEM,
*= p<0,05.* Modifiziert nach Publikation, Fig. 1I.

3.3 Molekularbiologische Auswertung

Durch die RTgPCR kann die relative Expression der mRNA in den entnommenen
Mauseherzen untersucht werden. Das Haushaltsgen GAPDH wird unabhangig von
Stoffwechselsituation exprimiert. Dagegen ist die Genexpression der untersuchten Gene
abhangig von Stimuli wie Zelluntergang und Remodelling sowie der jeweiligen
Stoffwechselsituation. Die untersuchten Marker spielen eine tragende Rolle im Milieu des

Remodelling.

3.3.1 Marker des oxidativen Stresses

3.3.1.1 Glutathionperoxidase-1

Glutathionperoxidase-1 wies in unserem Versuchsmodell nach 6 Stunden eine hdhere
Expression in der PBS-Gruppe auf im Vergleich zur CpG-Versuchsgruppe, jedoch ohne
Signifikanz (CpG 6 Stunden 1,36 + 0,27 1/224Ct n=5; vs. PBS 6 Stunden 2,34 + 0,17
1/2R88Ct n=5). Diese ist in der Messung nach 24 Stunden nicht mehr zu messen, in der die
Expression insgesamt geringer ausfallt. Jedoch ist nun die Expression in der CpG-Gruppe
leicht erhoht (CpG 24 Stunden 1,81 + 0,2 1/224¢t n=8; vs. PBS 24 Stunden 1,33 + 0,23
1/284Ct n=7). Nach 3 Tagen wird in beiden Gruppen im Vergleich zur Sham-Gruppe ein
ahnlich erhohtes Niveau erreicht (Sham 1,05 + 0,17 1/224Ct n=5; CpG 3 Tage 2,11 + 0,25
1/285Ct n=8; vs. PBS 3 Tage 1,84 + 0,29 1/224Ct n=7), siehe Abbildung 14 A.

3.3.1.2 Superoxiddismutase-3

Die Expression der SOD-3-mRNA weist zu allen gemessenen Zeitpunkten in der CpG-
Gruppe keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Sham-Gruppe (CpG 6 Stunden
0,98 + 0,13 1/284Ct n=5; vs. CpG 24 Stunden 1,11 + 0,141/224Ct n=8 vs. CpG 3 Tage 1,22
+ 0,21 1/285Ct n=8; Sham 1,02 + 0,10 1/224C n=5). Lediglich in der PBS-Gruppe wird die
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SOD-3 nach 6 Stunden ohne Signifikanz vermehrt exprimiert (PBS 6 Stunden 1,73 £ 0,39
1/284Ct n=5), wonach sie nach 24 Stunden etwas unter das Niveau der Sham-Gruppe
abfallt (PBS 24 Stunden 0,69 * 0,09 1/222Ct n=7), um dann wieder eine der CpG- bzw.
Sham-Gruppe vergleichbare Expression zu zeigen (PBS 3 Tage 1,08 + 0,20 1/224Ct n=7),
siehe Abbildung 14 B.

3.3.1.3 Hamoxygenase-1

Im Vergleich zur Sham-Gruppe liel3 sich eine signifikant erhdhte HMOX-Expression nach
6 Stunden in beiden Versuchsgruppen nachweisen (Sham: 1,06 + 0,15 1/284Ct n=5 vs.
CpG 6 Stunden 3,28 + 0,49 1/224Ct n=5  p<0,05; vs. PBS 6 Stunden 5,82 + 1,65 1/22ACt
n=5, p<0,05). Die mMRNA-Expression in der PBS-Gruppe war signifikant hdher gegenuber
der CpG-Gruppe (CpG 6 Stunden vs. PBS 6 Stunden p<0,05). Nach 24 Stunden und 3
Tagen lieRen sich keine erhdhte Expression bzw. Unterschiede zwischen CpG und PBS
nachweisen (CpG 24 Stunden 1,23 1/228t + 0,25 1/224Ct n=8; vs. PBS 24 Stunden 0,91 +
0,14 1/222¢t n=7; CpG 3 Tage 1,03 £ 0,28 1/222Ct n=8 vs. PBS 3 Tage 0,61 + 0,16 1/224C,
n=6).
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Abb. 14: A) und B): Nicht-signifikante Erhdhung der GPX-1 bzw SOD 3 Expression nach
6 Stunden in der PBS Gruppe im Vergleich zur CpG Gruppe, jedoch in C) signifikant
erhdhte HMOX-1 Expression in der PBS Gruppe gegenuber der CpG Gruppe nach 6

Stunden; *= p<0,05; #=p<0,05 verglichen zur Sham-Gruppe. Modifiziert nach Publikation,
Fig. 4H.

3.3.2 Mediatoren und Marker des Gewebeumbaus

3.3.2.1 Tenascin-C

Die einzige gemessene signifikant erhohte TNC-mRNA-Expression liel? sich in der PBS-
Gruppe nach 6 Stunden nachweisen (PBS 6 Stunden 12,62 + 5,33 1/222Ct n=5; vs. CpG
6 Stunden 2,03 + 0,32 1/222Ct n=5 vs. Sham 1,11 £+ 0,24 1/224Ct n=5). Diese fiel jedoch
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nach 24 Stunden deutlich auf das Niveau der Sham-Gruppe und war nach 24 Stunden
erneut leicht vermehrt exprimiert (PBS 24 Stunden 2,07 + 0,47 1/222C¢t n=7; PBS 3 Tage
4,57 + 1,02 1/224Ct n=7). In der CpG-Gruppe war in der Messung nach 6 und 24 Stunden
sowie 3 Tagen lediglich eine ansteigende Tendenz der Expression zu beobachten (CpG
24 Stunden 3,12 + 0,61 1/222C¢t n = 8 vs. CpG 3 Tage 4,84 + 1,34 1/204Ct n=8), siehe
Abbildung 15 A.

3.3.2.2 Thrombospondin-1

Die Expression des TRSP-1 war nach 6 Stunden in beiden Vergleichsgruppen signifikant
heraufreguliert, wobei auch hier die Expression in der PBS-Gruppe nochmals signifikant
hoher im Vergleich zur CpG-Gruppe war (PBS 6 Stunden 17,39 + 5,22 1/25ACt n=5 vs,
CpG 10,25 + 0,24 1/2R2Ct n=5, vs. Sham 1,17 + 0,3007 1/222Ct n=5). Nach 24 Stunden
bzw. 3 Tagen lieRen sich keine Unterschiede zur Sham-Gruppe nachweisen (PBS 24
Stunden 1,57 + 0,32 1/222Ct n=7; PBS 3 Tage 1,24 1/22ACt + 0,25 n=7; CpG 24 Stunden
1,75 + 0,40 1/2R2Ct n=8, CpG 3 Tage 1,21 + 0,26 1/222Ct n=8) , siehe Abbildung 15 B.

3.3.2.3 Osteopontin

Wahrend nach 24 Stunden und 3 Tagen sich nur dezent erhdhte Expressionen
nachweisen lieRen, war nach 6 Stunden die Expression in der PBS Gruppe signifikant
hoher exprimiert, verglichen zur CpG Gruppe (CpG 6 Stunden 6,21 + 1,87 1/284Ct n=5;
vs. PBS 41,37 + 11,76 1/228C n=4, p<0,05; Sham 1,45 + 0,57 1/224Ct n=5). Messungen
nach 24 Stunden und 3 Tagen ergaben in beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede zur Kontrollgruppe (PBS 24 Stunden 6,49 1/225Ct + 1,77 n=7; PBS 3 Tage
12,64 1/284Ct + 3,93 n=7; CpG 24 Stunden 9,30 + 1,81 1/224Ct n=8, CpG 3 Tage 7,69 *
1,49 1/284Ct n=8).
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Abb. 15: Signifikant niedrigere TRSP-1 A), TNC B) und OPN C) Expression der CpG-
behandelten Gruppe gegenuber der PBS Gruppe nach 6 Stunden Reperfusion; *, p<0,05;
#, p<0,05 verglichen zur Sham-Gruppe. Modifiziert nach Publikation, Fig. 5D/C & 2J.

3.3.2.4 Matrixmetalloproteinase 9

Die RT-gPCR-Messungen fir die Expression der MMP-9-mRNA in der PBS Gruppe zeigte
nach 6 Stunden eine erhéhte Expression, welche nach 24 Stunden deutlich niedriger
ausfiel und nach 3 Tagen das Niveau der Sham-Gruppe erreichte (PBS 6 Stunden 5,25 +
1,97 1/285Ct n=4, PBS 24 Stunden 3,88 + 1,1 1/282Ct =7 PBS 3 Tage 0,98 + 0,17 1/28ACt,
n=6; Sham 1,21 + 0,39 1/224Ct n=5). In der CpG Gruppe wurde die maximale MMP-9-
Expression nach 24 Stunden erreicht und ist dann auch signifikant gegenuber der Sham-
Vergleichsgruppe erhoht (CpG 24 Stunden 6,82 + 1,9 1/282Ct n=7; vs. SHAM, p<0,05).
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Nach 6 Stunden bzw 3 Tagen wurde in unserem Versuchsaufbau keine vermehrte
Expression der MMP-9 in der CpG-Gruppe nachgewiesen (CpG 6 Stunden 1,68 + 0,26
1/204Ct n=5; CpG 3 Tage 1,31 £ 0,27 1/224Ct n=8), siehe Abbildung 16 A.

3.3.2.5 Matrixmetalloproteinase 13

Fur die MMP-13 wurde eine signifikant erhdhte Expression in der CpG-Gruppe nach 6
Stunden im Vergleich zu der PBS nachgewiesen (CpG 6 Stunden 14,13 1/224Ct + 4 97
n=5; vs. PBS 6 Stunden 3,51 + 0,77 1/222Ct p<0,05; Sham 1,16 + 0,28 1/22ACt n=5).
Wahrend nach 24 Stunden sich in beiden Gruppen eine ahnlich leicht erhdhte Expression
zeigte (CpG 24 Stunden 4,12 + 0,44 1/254C n=8; vs. PBS 24 Stunden 3,53 + 0,27 1/2RACt,
n=7), zeigt die mit CpG-behandelte Vergleichsgruppe nochmals eine leicht erhdhte
Expression gegeniiber der PBS-Gruppe (CpG 3 Tage 9,23 + 1,19 1/222Ct n = 8 vs. PBS
3 Tage 6,53 + 0,75 1/222C n=7), siehe Abbildung 16 B.

3.3.2.6 Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1

In der Messung der TIMP-1-mRNA wies die CpG-Gruppe einen Héhepunkt der
Expression nach 24 Stunden auf (CpG 6 Stunden 4,85 * 0,45 1/222Ct n=5, CpG 24
Stunden 14,67 + 2,75 1/224Ct n=8, CpG 3 Tage 5,19 + 0,89 1/224Ct n=8; Sham 1,23 +
0,34 1/222CY) In der PBS-Gruppe zeigte sich nach 6 Stunden eine nicht signifikant
hdhere Expression im Vergleich zu der CpG Gruppe, welche sich auf ahnlichem Niveau
nach 24 Stunden hielt und erst nach 3 Tagen leicht sank (PBS 6 Stunden 10,01 + 2,46
1/288Ct n=4, PBS 24 Stunden 9,27 + 1,71 1/284Ct n=7 PBS 3 Tage 4,792 + 1,273
1/288Ct n=7),

3.3.2.7 Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 4

Die PBS-Gruppe wies eine leicht erhdhte Expression der TIMP4-mRNA im Vergleich zur
CpG Gruppe auf (CpG 6 Stunden 0,6 + 0,15 1/224Ct n=5, PBS 6 Stunden 1,34 * 0,22
1/288Ct n=5; Sham 1,03 + 0,15 1/222Ct n=4). In den Messungen nach 24 Stunden und 3
Tagen wiesen beide Gruppen herabregulierte mMRNA Expression auf, welche nach 3



64

Tagen ihr Minimum erreichten (CpG 24 Stunden 0,21 *+ 0,02 1/222¢t n=8; CpG 3 Tage
0,14 £ 0,03 1/282Ct n=8; PBS 24 Stunden 0,4 + 0,09 1/224Ct n=7; PBS 3 Tage 0,12 + 0,03
1/288Ct n=7).
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Abb. 16: A) Wahrend in der CpG-Gruppe der Peak der MMP-9 Expression nach 24
Stunden erreicht wurde, zeigte die PBS-Gruppe diesen schon nach 6 Stunden; B)
Maximale MMP-13 Expression wurde in CpG behandelten Mausen nach 6 Stunden
erreicht, wahrend in der PBS-Gruppe dezent ansteigende Expression erfasst wurden. C)
In der mit CpG behandelten Gruppe zeigte sich eine signifikante Erhéhung der TIMP-1
Expression nach 24 Stunden, die PBS-Gruppe zeigte hingegen bereits nach 6 Stunden
eine Erhdéhung D) TIMP 4 war nach 6 Stunden signifikant heraufreguliert im Vergleich zur
CpG Gruppe; *, p<0,05; #, p<0,05 verglichen zur SHAM-Gruppe.
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3.3.2.8 Kollagen Typ Il

Auch in der Messung der Kollagen Typ Ill Expression der PBS-Gruppe wies diese eine
nicht signifikante Erhéhung im Vergleich zur mit CpG-Gruppe, welche Werte im Bereich
der Kontrollgruppe nach 6 Stunden aufwies (CpG 6 Stunden 0,96 + 0,21 1/224Ct n=5,
PBS 6 Stunden 2,17 + 0,39 1/222Ct n=4; Sham 1,1 + 0,23 1/224Ct n=5). Nach 24
Stunden war hingegen die Expression in der mit CpG-behandelten Gruppe nicht
signifikant erhéht, wahrend sich die Expression in der PBS Gruppe auf dem Niveau der
Kontrollgruppe befand (CpG 24 Stunden 1,68 + 0,33 1/224Ct n=8 vs. PBS 24 Stunden
0,86 + 0,18 1/222Ct n=7). Nach 3 Tagen war die Expression in beiden Gruppen auf
ahnlichem Niveau erhoht (CpG 3 Tage 1,6 + 0,23 1/224Ct n=8; vs. PBS 2,04 + 0,39
1/204Ct n=7), siehe Abbildung 17 A.

3.3.2.9 Kollagen Typ la

Die Expression des Kollagen Typ la im Gewebe der unbehandelten PBS Gruppe war in
der Messung nach 6 Stunden signifikant erhéht verglichen zu der CpG Gruppe und der
Kontrollgruppe (PBS 6 Stunden 1,84 + 0,38 1/224Ct n=4; vs. CpG 6 Stunden 0,78 + 0,18
1/288Ct n=5, p<0,05; Sham 1,05 + 0,17 1/284Ct n=5). Fir die folgenden Messungen nach
24 Stunden und 3 Tagen ergaben sich Expressionswerte im Bereich der Kontrollgruppe,
ohne deutliche Differenzen (PBS 24 Stunden 0,52 + 0,13 1/222Ct n=7; PBS 3 Tage 0,95
+ 0,22 1/284Ct n=7; CPG 24 Stunden 0,99 + 0,21 1/222¢t n=8, CpG 3 Tage 0,9 + 0,17
1/284Ct n=8), siehe Abbildung 17 B.

3.3.2.9.1 Caspase 3

Als Apoptosemarker wurde die Caspase 3 Expression gemessen. Die Expression der
Caspase 3 war signifikant niedriger in der CpG-Gruppe nach 6 Stunden als in der PBS
Gruppe (CpG 6 Stunden 0,94 + 0,11 1/282Ct n=5 vs. PBS 6 Stunden 2,21 + 0,45 1/22ACt
n=5, p<0,05, PBS 6 Stunden vs Sham 1,03 + 0,13 1/224Ct n=5). Messungen nach 24
Stunden und 3 Tagen ergaben keine signifikanten Unterschiede (PBS 24 Stunden 0,77 £
0,12 1/288Ct n=7; CpG 24 Stunden 1,28 + 0,19 1/222Ct n=8 PBS 3 Tage 1,45 + 0,23
1/288Ct n=7; CpG 3 Tage 1,49 + 0,21 1/224Ct n=8).
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Abb. 17: A) Kollagen la wurde in der PBS Gruppe signifikant nach 6 Stunden
heraufreguliert, wahrend Ubrige Werte, denen der Kontrollgruppe entsprachen. B) Fur die
Expression von Kollagen Ill zeigte in der CpG Gruppe erst nach 24 Stunden und 3 Tagen
eine erhohte Expression, wahrend in der PBS Gruppe bereits nach 6 Stunden eine
erhdhte Expression nachzuweisen war C) In der CpG-behandelten Gruppe kam es in der
6 Stunden Messung signifikant weniger apoptotische Zellen, gemessen an der Caspase
3 Expression, *, p<0,05; #, p<0,05 verglichen zur Sham-Gruppe. Modifiziert nach
Publikation, Fig. 5E/F & 4E.

3.3.2.10 Alpha smooth muscle actin (ASMAC)

In C57BL/6 Wildtyp Mausen wurde nach 30 min Ischamie die Expression des alpha-
smooth muscle actin gemessen. In den mit CpG-ODN behandelten Mausen fanden sich
in sich eine niedrigere ASMAC-Expression nach 6 Stunden, allerdings ohne ein
Signifikanzniveau zu erreichen (CpG 6 Stunden 0,94 * 0,11 1/222Ct n=5; vs. PBS 6
Stunden 1,76 = 0,35 1/284Ct n=5), die PBS Gruppe zeigte eine signifikant erhdhte
Expression nach 6 Stunden verglichen zur Kontrollgruppe (p<0,05). Nach 24 Stunden und
3 Tagen Reperfusion lield sich kein relevanter Unterschied in der Expression zwischen
PBS und CpG Gruppe (Sham 1,02 = 0,11 1/282Ct n=5; CpG 24 Stunden 1,59 + 0,15
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1/284Ct n=7; vs. PBS 24 Stunden 1,57 + 0,4 1/222Ct n=7; CpG 3 Tage 1,88 + 0,37 1/284C
n=8; vs. PBS 3 Tage 1,91 + 0,21 1/282Ct n=7).
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Abb. 18: Nicht signifikant niedrigere ASMAC Expression in der mit CpG behandelten
Gruppe verglichen mit der PBS Gruppe nach 6 Stunden Reperfusion; (CpG 6 Stunden
0,94 + 0,11 1/228Ct ys. PBS 6 Stunden 1,76 + 0,35 1/224CY); * p<0,05; #, p<0,05 verglichen
zur Sham-Gruppe.
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Abb. 19: reprasentative Bilder (links je 200x Vergro3erung, rechts gleicher Bildausschnitt mit
400x Vergrolerung) des ASMAC Anteil an der Infarktnarbe als Ausdruck des Remodelling-
Grades nach 7 Tagen Reperfusion. A) Die PBS Gruppe zeigte eine groliere ASMAC Expression
als in B) die CpG Gruppe. Die Pfeile zeigen die in der PBS Gruppe deutlichere ASMAC

Anfarbung innerhalb der Infarktnarbe.
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4. Diskussion

Die kardiale Postkonditionierung bietet eine Moglichkeit, myokardiale Schaden nach
Ischamie und Reperfusion einzudammen. Es wurde durch Kim et al. (2014) gezeigt, dass
CpG-ODN kurzfristig nach 24 Stunden postkonditionierend Uber TLR-9 die InfarktgrofRe
verringert, die Herzfunktion verbessert, sowie die Expression immunmodulierender
Zytokine reguliert.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen, zeigt diese Arbeit nun, dass Postkonditionierung mit
CpG-ODN im Maus-Modell der I/R auch nach Abschluss der Wundheilung zu einer
signifikanten Reduktion der Infarktnarbe nach 7 und 28 Tagen fuhrt, auch langfristig die
Herzfunktion verbessert und dass Postkonditionierung mit CpG-ODN eine kurzfristig

veranderte Expression Remodelling-assoziierter Proteine ergibt.

4.1 Einfluss der Postkonditionierung mit CpG-ODN auf Infarktnarbe und

Herzfunktion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen erstmals die langerfristige Kardioprotektion der CpG-
ODN-Applikation auf die Infarktgrof3e und Herzfunktion wahrend und nach Abschluss der
Narbenheilung. Dabei wiesen die CpG-ODN behandelten Versuchstiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine nach 7 Tagen um 38,8 % und nach 28 Tagen sogar 50 % kleinere
Infarktnarbe auf. Vorversuche zeigen ahnliche Ergebnisse, fokussieren sich jedoch auf
einen kirzeren Beobachtungszeitraum und hierdurch bedingte, andere Methode der In-
farktgroRenmessung. So zeigten Kim et al. einen um 70 bis 90 % kleineren Infarkt nach
CpG-ODN-Gabe und einer Reperfusion von 2 bzw. 24 Stunden bei Messung der Infarkt-
grolRe der Area At Risk (AAR) (Kim et al., 2014). Diese misst die Infarktgréf3e in dem
Gebiet, das durch das okkludierte Gefal3 versorgt ist und beruht auf der Redox-Reaktion
von Triphenyltetrazoliumchlorid induziert durch Dehydrogenasen in vitalem Gewebe, die
zu einem Farbumschlag (rot) fihren. Nekrotisches Gewebe wird so farblos (weiss) darge-
stellt und kann planimetrisch ausgewertet werden. Auf die AAR beziehen sich die meisten
Studien mit InfarktgroRenangaben im I/R Modell, da sie die Mdglichkeit bietet, bereits un-

tergegangenes Gewebe zu demaskieren obwohl noch kein makroskopisches Korrelat zu
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sehen ist (Mersmann et al., 2011). Im Unterschied dazu, konnte in dieser Arbeit durch das
Fortschreiten des Remodelling die tatséchliche Infarktnarbe in Form von Kollagenablage-
rungen einfacher sichtbar und damit messbar gemacht werden. Ermoglicht wird dies
durch das ausgebildete Granulationsgewebe nach 7 Tagen bzw. die abgeschlossene
Wundheilung mit kollagenhaltiger Narbe nach 28 Tagen (Virag und Murry 2003). Die in
unserem Versuchsmodell induzierten Narbengré3en der Kontrollgruppe ohne Intervention
zeigen dartber hinaus die Validitat des I/R Versuchsmodells. Die NarbengroRen lagen
nach 28 Tagen in der Kontrollgruppe mit 15 % in unserer Arbeit unter denen anderer
Arbeitsgruppen, die bei permanenter Okklusion der RIVA Narbengréf3en von 30 - 46 %
des linken Ventrikel nachwiesen (Lutgens et al., 1999; Michael et al., 1995). Diese Diffe-
renz ist durch den protektiven Effekt der Reperfusion zu erklaren (Michael et al., 1999;
Miura et al., 1991). Des Weiteren nahm mit fortschreitender Reperfusionsdauer die In-
farktgrof3e in unseren Messungen ab. Diese Besonderheit der Infarktgréf3enentwicklung
konnte auch in anderen Tiermodellen und dem Menschen nachgewiesen werden und ist
durch die zunehmende Organisation des Infarktgewebes zu erklaren (Fishbein et al.,
1978; Richard et al., 1995; Takemura et al., 2009).

Zusammenfassend fuhrt die Postkonditionierung mit CpG-ODN zu einer kleineren, jedoch
voll funktionsfahigen Narbe, die konsekutiv mehr vitales Gewebe flir eine bessere
Pumpfunktion ergibt. Dies liel3 sich durch eine verbesserte Herzfunktion in der Echokar-
diographie nachweisen. Weitere Hinweise fur die anhaltende Wirkung nach CpG-ODN-
Applikation fanden sich in der Herzkathetermessung. Hier zeigten die EF oder die maxi-
male Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) eine verbesserte Herzleistung nach 28
Tagen. Diese Vorlast-unabhangigen Parameter gelten als besonders aussagekréftige
Einflussgrdf3en (Van den Bergh et al., 2008). Zwar konnte bereits im Rahmen der Prakon-
ditionierung eine langerfristig verbesserte Herzfunktion nach CpG-ODN-Applikation nach-
gewiesen werden, allerdings nur in einem Zeitrahmen von 24 Stunden bis 14 Tagen. Nach
28 Tagen liel3 sich dieser Effekt nicht mehr nachweisen (Markowski et al., 2013). Analog
hierzu wurde eine Verbesserung der Ejektionsfraktion nach 3 und 14 Tagen Reperfusion
nachgewiesen, jedoch unter Verwendung volatiler Anasthetika, die fur ihre prakonditio-
nierenden Eigenschaften bekannt sind (Swyers et al., 2014). Auf volatile Anasthetika
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wurde in dieser Arbeit nur bei der Instrumentierung zurtickgegriffen, sodass prakonditio-
nierende Einflussfaktoren im Rahmen der Ischamie und Reperfusion ausgeschlossen
werden konnten. Dass CpG-ODN einen gunstigen Einfluss auf Fibrose und Kollagenab-
lagerung hat, wurde bereits in Studien anderer Organsysteme nachgewiesen (Jain et al.,
2002; Lietal., 2018; Zhang et al., 2018), die vorliegende Arbeit zeigt erstmals den Einfluss
auf die kardiale Infarktnarbe nach Ischamie und Reperfusion.

4.2 Einfluss der Postkonditionierung mit CpG-ODN auf die Expression

kollagenumsatz-assoziierter Proteine nach 6 Stunden

Aus der Erkenntnis, dass CpG-ODN nach 7 und 28 Tagen zu einer Infarktnarbenreduktion
fuhrt, ergab sich die Hypothese, dass die TLR-9-Aktivierung durch CpG-ODN das
Remodelling verandert und so zu einer Infarktnarbenreduktion fuhrt. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die CpG-ODN-Applikation die Expression der kollagenumsatz-assoziierten
Proteine in der Messung 6 Stunden nach Reperfusion im Vergleich zur PBS-Gruppe
verandert und so adverses Remodelling verringert. Zu den spateren Messungen glichen
sich die Expressionen in den Vergleichsgruppen an und bewegten sich auf dem Niveau
der Sham-Gruppe.

In der FrUihphase des Remodelling muss zunachst die EZM abgebaut werden, um die
Migration entzindlicher Zellen nach Untergang von vitalem Gewebe zu vereinfachen
(Schonbeck et al. 1997; Witte et al.1998). So erklart sich die hohe Expression der MMP-
9 in der PBS-Gruppe, die sich auch in anderen Tiermodellen nachweisen lie}. Herzog et
al. (1996) malden in der Ratte eine Aktivierung der MMP-9 schon nach 2 Stunden und
Danielsen et al. (1998) im Schweineherzen nach 6 Stunden Ischamie und 3 Stunden Re-
perfusion. Die CpG-ODN-Gruppe zeigt hingegen eine signifikant niedrigere Expression
der MMP-9 nach 6 Stunden, was wiederum einen geringeren EZM-Abbau und somit eine
kleinere Infarktnarbe zur Folge hat. Dieser Befund steht im Kontrast zu Versuchen mit
Zellkulturen von Makrophagen. Hier induzierte CpG-ODN Uber TLR-9 die MMP-9-Expres-
sion nach 6 Stunden (Lim et al., 2006). Damit scheinen andere, CpG-ODN induzierte Me-
chanismen den stimulierenden Effekt auf die MMP-9 zu Uberwiegen. Zwar wird die MMP-
9 auch von herzeigenen Zellen sezerniert, jedoch stellen vor allem eingewanderte Neutro-
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phile eine grol3e Quelle dar (Ardi et al., 2007). Denkbar ware eine durch CpG-ODN ver-
minderte Einwanderung von Neutrophilen und folglich niedrigere MMP-9-Expression (Ro-
manic et al., 2002).

Im Gegensatz zu der MMP-9 zeigt die zweite untersuchte Matrixmetalloproteinase, die
MMP-13, eine signifikant hohere Expression in der CpG-ODN-Gruppe im Vergleich zur
PBS-Gruppe nach 6 Stunden. Sie wird von Fibroblasten produziert und mit schnellem
Remodelling und narbenfreier Heilung in Verbindung gebracht, was einen benefitaren
Einfluss erklaren koénnte. Jedoch ist die gesteigerte MMP-13-Expression nach TLR-9-
Stimulation mit CpG-ODN in kolorektalen Krebszellen sowie Odontoblasten oder
Brustkrebszellen mit einer gesteigerten Zellmigration assoziiert. Blockierung der MMP-13
konnte in diesem Modell die Zellinvasion deutlich einschranken (Merrell et al., 2006).
Einen mdglichen benefitaren Effekt der MMP-13 wurde in einem Modell mit hepatischen
Kupffer-Zellen diskutiert. Die antifibrotische Eigenschaft von Interferon a2b wurde hier
uber eine Erhohung von MMP-13 und IL-10 uber den MAPK-Signalweg erzielt (Yu et al.,
2015). Da die MMP-13 Kollagen | finfmal langsamer und Kollagen Ill sechsmal langsamer
im Vergleich zur MMP 9 zersetzt, ist dessen gesteigerte Expression jedoch nicht mit einem
gesteigerten Kollagenumsatz assoziiert (Mitchell et al., 1996).

Somit beeinflusst CpG-ODN mit Proteinexpressionsveranderungen von MMP-9 und
MMP-13 und somit Regeneration und Entzindungsreaktion, insbesondere auch
Leukozytenrekrutierung. Dies wurde nach Kryo-Schaden zuletzt bei Zebrafischen
nachgewiesen (Xu et al., 2018).

Um UberschielRendem Matrixabbau entgegenzuwirken, ist TIMP-1, der Gegenspieler der
MMP-9, in der PBS-Vergleichsgruppe heraufreguliert und kongruent zur MMP-9 verstarkt
exprimiert. CpG-ODN tragt dabei jedoch nicht zur Kardioprotektion durch direkte Beein-
flussung der TIMP-Expression bei, da die Expression der TIMP-1 und -4 in der CpG-ODN-
Gruppe kongruent zur MMP-Expression erniedrigt ist. Ihre protektive Eigenschaft durch
erhdhtes Vorliegen im Rahmen der Ischamie und Reperfusion unterstrichen zuletzt Abrial
et al. (2014). Sie zeigten dass TIMP-1 in vitro und in vivo vor Apoptose schitzt und so die
InfarktgroRe PI3K/Akt-abhangig bis zu 35 % reduzieren konnte (Abrial et al., 2014). Die
Reduzierung der TIMP-4 Expression in der PBS-Vergleichsgruppe lasst sich durch die
Auswaschung des TIMP-4 Gber den koronaren Blutfluss erklaren und tragt mit Verlust der

inhibitorischen Eigenschaften zum Reperfusionsschaden bei (Schulze Costas J. et al.,
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2003). Unklar bleibt, warum die TIMP-4-Expression in der CpG-ODN-Gruppe signifikant
im Vergleich zur PBS-Gruppe erniedrigt ist. Versuche mit TIMP-4-defizienten Mausen
fuhrten nach 30 Minuten Ischamie und einer Woche Reperfusion zu einer erhdhten Abla-
gerung von Kollagen |, schlechterer systolischer und diastolischer Funktion (Takawale et
al., 2014), eine Uberexpression wiederum zur Verbesserung der Herzfunktion (Zavadzkas
et al., 2014). Eine protektive Wirkung uber TIMP-4-Beeinflussung der CpG-ODN-Applika-

tion lieke demnach eine Erhéhung der Expression erwarten.

Autark/aktive MMP EZM Degradierung

aktive MMP = N

—/

> +

Aktvierung Zytokine,
aktive MMP / /%

Chemokine, growth factors
Abb. 20: Das Diagramm zeigt die Interaktion der MMP und TIMP: proMMP’s werden
autark oder durch bereits aktive MMP aktiviert und degradieren dann die EZM bzw.
aktivieren Zytokine und andere Mediatoren. TIMP binden MMP’s direkt und inhibieren
dessen Funktion.

—

Weitere Hinweise auf einen reduzierten Kollagenab- bzw. aufbau finden sich in der
niedrigeren Expression des des Alpha smooth muscle actin (ASMAC) in der CpG-ODN-
Gruppe nach 6 Stunden Reperfusion. Da ASMAC durch proliferierende bzw. sich
differenzierende Myofibroblasten produziert wird, spricht dies fur eine reduzierte Anzahl
von Myofibroblasten bzw. dass eine geringere Zahl an Zellen einen Proliferations-
IDifferenzierungsreiz unterliegen. Somit sind weniger Zellen am Kollagenumsatz bzw-

aufbau beteiligt. Bereits Ohm et al. wiesen im Myokardinfarkt-Modell nach, dass die CpG-
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Applikation die Fibroblastendifferenzierung inhibiert (Ohm et al., 2014). Eine histologische
Differenzierung von Fibroblasten erfolgte in unserem Versuch zwar nicht, jedoch lassen
sich in der qualitativen Beurteilung der ASMAC-Farbung nach 7 Tagen Reperfusion
ahnliche Befunde wiederfinden. Hier lassen sich ein geringeres ASMAC-Vorkommen in
der CpG-ODN Gruppe erkennen (siehe Abbildung 19).

Zu einem kontraren Ergebnis bezlglich der Myofibroblastendifferenzierung kamen
hingegen Omiya et al. (2016). Die Arbeitsgruppe wies durch CpG-ODN-Applikation die
Proliferation und Differenzierung in vitro von Fibroblasten zu ASMAC-exprimierenden
Myofibroblasten in der Messung nach 1 bis 3 Tagen nach. Die Untersuchung in vitro
schlie3t allerdings Einflussfaktoren aus, die im in vivo-Modell eine Rolle spielen und so
mdgliche eine Diskrepanz der Ergebnisse erklart. Omiya et al. wiesen des Weiteren auf
eine mogliche Phanotyp-Anderung der Fibroblasten als mogliche Ursache hin.

Die Behandlung mit CpG-ODN verursacht somit eine veranderte Expression von MMP
und TIMP, die ein verringertes adverses Remodeling mit reduziertem Kollagenumsatz zur
Folge hat. Da Gewebeumbau und Inflammation im Remodelling eng verwoben sind,

postulierten wir auch einen Einfluss auf die inflammations-assoziierte Proteinexpression.

4.3 Einfluss der Behandlung mit CpG-ODN auf Entziindung, Zellstress und
Apoptose

In unserem Versuch beeinflusst die CpG-ODN-Applikation ebenfalls die Expression von
Proteinen, die mit der Entztindungsreaktion, damit verbundenem Zellstress und Apoptose
assoziiert sind.

Als Ausdruck der Infarktzonenbegrenzung liel3 sich zunachst in der PBS-Gruppe die im
Vergleich zur Sham-Gruppe signifikant erhéhte TRSP-1 Expression nach 6 Stunden
Reperfusion messen. Reperfusion flhrt also zur verstarkten TRSP-1 Expression, was die
Eindammung der Infarktexpansion zum Ziel hat (Frangogiannis et al., 2005; Sezaki et al.,
2005). Kongruent dazu lie® sich eine signifikant erhdhte Expression von TNC nach 6
Stunden messen. Es wird in inflammatorischem Gewebe heraufreguliert (Fassler et al.,
1996) und entfaltet seine stimulierende Eigenschaft auf Myofibroblastendifferenzierung
und Zellmigration, weitere wichtige, inflammatorische Faktoren, die zur adaquaten

Remodellingkaskade flihren (Tamaoki et al., 2005).
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CpG-ODN fuhrt zur signifikant niedrigeren Expressionen von TNC und TRSP-1 und damit
mafgeblich Remodelling, Inflammation und Zellmigration (Shimodaira et al., 2018;
Lancha et al., 2014; Murry et al., 1994; Murphy-Ullrich, 2001; Thomas und Speight, 2001;
Bujak und Frangogiannis, 2007; Biernacka et al., 2011). lhren Einfluss auf den
pathologischen Remodellingprozess wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen
untersucht. So wiesen Nishioka et al. (2010) nach, dass TNC-defiziente Mause im
Myokardinfarkt-Modell eine reduzierte Fibrose im nicht-infarzierten Herzgewebe
aufweisen (Nishioka et al., 2010). Darlber hinaus wurde in einem Mausmodell der I/R in
der Leber ein geringerer Reperfusionsschaden in TNC-defizienten Mausen
nachgewiesen. Eine Verbindung sahen die Autoren zu einer ebenfalls reduzierten MMP-
9 Expression, die in der Folge zur reduzierten Migration von Entziindungszellen flhre
(Kuriyama et al., 2011). Auch in der vorliegenden Arbeit konnten wir zusammen mit der
erniedrigten TNC-Expression ebenfalls eine signifikant erniedrigte MMP-9 Expression,
sowie eine verminderte Myofibroblastendifferenzierung messen. Hier lasst sich also nach
6 Stunden ein reduzierter inflammatorischer Stimulus feststellen.

Die reduzierte TRSP-1-Expression in der CpG-ODN-Gruppe nach 6 Stunden weist
zusatzlich auf eine reduzierte Migration von potentiell schadlichen Monozyten
(Narizhneva et al., 2005) und Makrophagen (Kirsch et al., 2010) in der Akutphase hin.
Daraus lasst sich schlieRen, dass CpG-ODN zu einer verminderten/differenten Migration
entzundlicher Zellen flhrt und konsekutiv weniger Zellstress/Remodelling bedingt. Dieser
Befund steht im Einklang mit den Ergebnissen von Kim et al. (2014), die eine veranderte
Expression von Zytokinen nachwiesen. Ob die TLR-9-Aktivierung direkt die Expression
von TRSP-1 und TNC beeinflusst, ist nicht geklart. Jedoch gibt es Hinweise auf einen
direkten Zusammenhang zwischen TLR-9-Aktivierung und TRSP-1 Expression. In einem
Diabetes-assoziierten Hyperglykdmie-Modell der Maus konnte eine mit einer TLR-9
Aktivierung assoziierte, geringere TRSP-1-Expression in Astrozyten nachgewiesen
werden (Zhao et al., 2018).

Eine gesteigerte Expression der Schutzenzyme GPX-1, SOD-3 sowie HMOX-1 vor
oxidativem Stress scheint hingegen nicht hauptverantwortlich fur die postkonditionierende
Kardioprotektion durch CpG-ODN zu sein. Nur HMOX-1 wurde in der PBS-
Vergleichsgruppe heraufreguliert und war durch CpG-ODN signifikant niedriger
exprimiert. Ursachlich dafur konnte eine indirekte Beeinflussung sein, denn CpG-ODN
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fuhrt zur Induktion von iNOS und tragt so zu einem geringeren Auftreten von ROS (Kim et
al., 2013; Knuefermann et al., 2008). Konsekutiv ware die niedrigere Expression der
HMOX-1 zu erklaren, da schlichtweg weniger Schutz vor Radikalen benétigt wird. So lielze
sich dann auch die signifikant niedrigere Kollagen la Expression nach 6 Stunden erklaren,
sofern man diese in der PBS-Gruppe als Konsequenz eines erhohten ROS-Aufkommens
sehen wurde (siehe 4.2). Aullerdem kommt es im Rahmen von proapoptotischen
Kaskaden zu einem ROS-Produktionsimpuls (Zorov et al., 2000) und da CpG-ODN-
Applikation antiapoptotisch wirkt, reduziert diese folglich die ROS-Freisetzung (Cao et al.,
2013; El Kebir et al., 2014).

Den antiapoptotischen Effekt der CpG-ODN-Applikation konnten wir in unserem Versuch
durch die Messung der Caspase 3 nachweisen. In der inflammatorischen Phase friih nach
Reperfusion induzieren noch eine relevante Menge der Zellen die Apoptose und die
Caspase 3 dient als Apoptosemarker fur die Degradation myofibrillarer Proteine (Porter
und Janicke, 1999) und ist in der CpG-Gruppe signifikant gegenuber der PBS-Gruppe
erniedrigt. Auch in B-Zellen wurde bereits nachgewiesen, dass Apoptose unter anderem
Uber eine Herabregulation der Caspase 3 reduziert wird (Zhou et al., 2009). Selektive
Inhibierung der Caspase 3 erreicht eine Reversion des linksventrikularen Remodelling
und unterstreicht die vorliegende gunstigere Situation (Deng et al., 2015). CPG-ODN
mindert somit einen wichtigen Teil des Reperfusionsschadens und reduziert damit die
InfarktgroRe. Die Freisetzung proapoptotischer Faktoren und die Wiederherstellung von
Energiereserven ist verantwortlich fir den apoptotischen Beitrag zum
Reperfusionsschaden, zu spateren Zeitpunkten Uberwiegt der Anteil der Nekrose-
bedingten Schaden (Fliss, 1998). Dazu passen unsere Messungen, die nach 24 Stunden
und 3 Tagen keine relevante Expression der Caspase 3 mehr zeigten.

Xie et al. (2008) wiesen entgegen den Ergebnissen dieser Arbeit eine Aggravierung des
I/R-induzierten Schadens mit groReren Infarkten und verschlechterter Pumpfunktion
nach. Allerdings liegen in dieser Arbeit groRere methodische Unterschiede vor. Es wurden
Ratten als Versuchstiere genutzt und operativ kein closed-chest Modell genutzt, was eine
Aggravierung des I/R-Schadens durch OP-assoziierte Inflammation erklaren konnte.
Zudem wurde CpG-ODN nicht im Sinne einer Postkonditionierung eine Stunde vor

Reperfusion appliziert.
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Zusammenfassend fuhrt die Postkonditionierung mit CpG-ODN nach 6 Stunden zu einer
Proteinexpression, die sich durch einen reduzierten Kollagenumsatz, abgeschwachten
Zellstress und geminderte Apoptose auszeichnet und so zu einer kleineren Infarktnarbe
fuhrt. Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass CpG-ODN zur robusten Expression der
proinflammatorischen Zytokine TNFa, und IL-6 schon nach 1 - 2 Stunden flhrt
(Knuefermann et al., 2008b; Kim et al., 2014), was eine konsekutive MMP-Induktion und
verstarktes Remodelling erwarten lassen wirde (Awad et al., 2010). Kompensatorisch war
das antiinflammatorische Zytokin IL-10 nach 2 Stunden ebenfalls heraufreguliert und
konnte so die in dieser Arbeit nachgewiesenen Effekte nach 6 Stunden erklaren. IL-10 ist
ein antiinflammatorisches Zytokin, dessen protektive Rolle nach I/R durch eine
Unterdrickung der akuten inflammatorischen Reaktion zustande kommt (Frangogiannis
et al.,, 1998, 2000, 2002). Denkbar ist eine beschleunigte und ausgepragtere
Entzindungsreaktion, in der das kompensatorische, antiinflammatorische IL-10 seine
protektive Wirkung kurzfristig nach 6 Stunden entfaltet. Diese Protektion scheint so
effektiv zu sein, dass trotz Angleich der Proteinexpression in Folgemessungen nach 24
Stunden und 3 Tagen die InfarktgroRRe reduziert und die Funktion verbessert wird. Um das
vorliegende Milieu besser zu differenzieren, sollte die Messung von weiteren pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen sowie eine histologische Differenzierung von
Entzindungszellen erfolgen. Unsere Ergebnisse lassen eine reduzierte Zellmigration
inflammatorischer Zellen erwarten. Tatsachlich weisen Ergebnisse anderer Versuche
unserer Arbeitsgruppe unter anderem auf eine Beeinflussung der Makrophagendichte und
-subpopulationen zum anti-inflammatorischen Typ M2 hin, die anti-inflammatorisch
wirksam sind und extrazellulare Matrix-Synthese sowie Myokardregeneration férdern
(Nahrendorf et al., 2007; Troidl et al., 2009). Denkbar ist hier eine Beeinflussung der
Makrophagenpolarisation Uber den PI3K/Akt-Signalweg, der die Differenzierung zu M2
Makrophagen fordert (Tian et al., 2015). CpG-ODN vermittelt Gber eben diesen Signalweg
seine protektiven Effekte (siehe Abbildung 2).
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Abb. 21: Die Grafiken fassen die Ergebnisse von Kim et al 2014 und dieser Arbeit
zusammen und postulieren eine different ablaufende Entzindungsreaktion. A) Verstarkte
Inflammation und Anti-Inflammation fiihren zu den differenten Proteinexpressionen nach
6 Stunden und zu einer reduzierten Infarktgrofie sowie verbesserter Funktion nach 7 und
28 Tagen. B) zeigt eine postulierte schnellere und starkere Entziindungsreaktion. Kim et
al. 2014 wiesen die verstarkte Inflammation nach 2 Stunden Reperfusion durch CpG-ODN
Applikation nach. Dabei konnte die ebenfalls vorliegende robuste IL-10 Expression in
seiner antiinflammtorischen Funktion die gemessenen Expressionen dieser Arbeit
erklaren. Ursachlich ware demnach eine robustere, jedoch schneller ablaufende
EntztGndungsreaktion.
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4.4 Klinische Anwendbarkeit

Die Postkonditionierung ist der Prakonditionierung in seiner Anwendbarkeit Uberlegen, da
der Moment vor Reperfusion besser gewahlt werden kann. CpG wird klinisch bereits als
Adjuvans bei Impfungen, in der Therapie von Arthritis und Allergie sowie in der
Kebstherapie angewandt (Klimek et al., 2014; Klinman et al., 2008; Scheiermann und
Klinman, 2014). Jedoch konnten die experimentell erfolgreichen Studien bislang klinisch
nicht reproduziert werden, woflr unter anderem mangelndes klinisches Studiendesign
verantwortlich gemacht wird (Hausenloy und Yellon, 2013). In erster Linie ist die Ursache
in der eingeschrankten Ubertragbarkeit zu suchen. Hier steht ein heterogenes Kollektiv
an Patienten mit unterschiedlichem Alter, Medikamenten, Risikofaktoren und
Komorbiditaten einer gleichaltrigen, gesunden Mauspopulation gegenuber (Vander Heide
und Steenbergen, 2013). Hinzu kommt das teils lange Intervall zwischen Ischamie und
Reperfusion, was zusammen genommen die Wirkungen der
Postkonditionierung/Perikonditionierung egalisiert oder sogar Uberwiegt (Ferdinandy et
al., 2007). Die Anwendung von CpG-ODN in klinischen Situationen wirde zudem ein
kleineres Patientenkollektiv erfassen, da seine Wirkung nach 60 Minuten Ischamie nicht

mehr nachzuweisen ist (Kim et al., 2014).
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5. Zusammenfassung

Der Myokardinfarkt und seine Folgen sind heute immer noch eine der haufigsten
Todesursachen und verantwortlich fur hohe Folgekosten (Statistisches Bundesamt,
2016). Die frihe Reperfusion bei akutem Myokardinfarkt verhindert oftmals als einziges
Mittel den totalen Funktionsverlust des versorgten Myokards (Task Force on the
management of ST-segment elevation acute myocardial infarction of the European
Society of Cardiology (ESC), 2012). Inflammation und Reperfusionsschaden gehen mit
der Reperfusion einher und fluhren zur Aggravierung des ischamie-assoziierten
Schadens.

Ischamische Postkonditionierung ist experimentell (Zhao et al., 2003) und im
ausgewahlten Kollektiv erfolgreich (Sérensson et al., 2013). Uber die Erkenntnisse der
ischamischen Pra- und Postkonditionierung, welche die Myokardfunktion und Uberleben
im Tiermodell verbessern konnten, wurden die benefitdren Eigenschaften der Stimulation
von Toll-Like-Rezeptoren 2 / 4 / 9 in pharmakologischer Postkonditionierung durch ihre
Liganden (Ha et al 2010; Markowski et al 2013) erforscht. Durch Kim et al. konnte 2014
erstmals der Nachweis einer CpG-ODN Postkonditionierung tber TLR-9 gezeigt werden.
Diese flhrte zur InfarktgroRen-Reduktion und Verbesserung der Herzfunktion nach 24
Stunden (Kim et al.,, 2014). Diese Arbeit bringt nun den Nachweis, dass die
InfarktgroRenreduktion auch mittel und Iangerfristig nach 7 und 28 Tagen nachzuweisen
ist und dies ebenfalls eine Steigerung der Herzleistung bedingt. Diese benefitaren
Eigenschaften scheinen Uber eine veranderte Proteinexpression nach 6 Stunden erreicht
zu werden, welche sich durch einen geringeren Kollagenumsatz, reduzierte Expression
proinflammatorischer/remodelling-assoziierter Proteine, geringerer Apoptose und
Zellstress auszeichnet. Die durch CpG-ODN induzierten Kaskaden scheinen ihre Wirkung
kurzfristig zu entfalten, nach 24 Stunden und 3 Tagen sind die diskutierten Effekte nicht
mehr nachzuweisen. Die genauen angestolienen Wirkungskaskaden bleiben jedoch
unklar und wurden nicht untersucht. Noch unveroffentlichte Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe weisen auf eine Beeinflussung der Inflammation und Differenzierung bzw.

Migration inflammatorischer Zellen als moglicher Ansatzpunkt der postkonditionierenden



83

Wirkung hin. Ziel weiterer Arbeiten sollte die Erforschung jener Signalwege sein, um

Moglichkeiten der Intervention in der klinischen Anwendbarkeit aufzudecken.
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