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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die erfolgreiche therapeutische Beeinflussung pathophysiologischer Prozesse im
Herzen nach myokardialem Infarkt stellt nicht zuletzt durch die steigenden Fallzahlen
in der westlichen Welt und die vergleichsweise hohe Mortalitat eine Herausforderung
an Forschung und Entwicklung dar. In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene
therapeutische Strategien in klinisch relevanten Mausmodellen des Myokardinfarkts
und des Ischamie-Reperfusions-Schadens getestet.

Zunachst wird untersucht, ob sich der Einsatz des NFkB-aktivierenden Zytokins
TWEAK, welches weitreichende Funktionen in physiologischen Prozessen wie
Wundheilung und Entziindung besitzt, als eine mdégliche Therapiestrategie eignet.
Die Expression von TWEAK wird nach myokardialem Infarkt stark im Herzgewebe
induziert. Das gleiche gilt fir den Rezeptor von TWEAK, Fn14, der vor allem auf
kardialen Fibroblasten exprimiert wird. Daher wird angenommen, dass das TWEAK-
Fn14-System am kardialen Remodelling und der Wundheilung im infarzierten Herzen
beteiligt sein kann.

Eine rekombinante Variante von TWEAK - HSA-Flag-TWEAK - wird im Mausmodell
des Myokardinfarkts getestet. Uberraschenderweise zeigt sich hierbei, dass die
therapeutische Behandlung von infarzierten Versuchstieren mit diesem Protein die
Mortalitat im Vergleich zu Placebo-behandelten Mausen signifikant erhdht. Dies geht
mit einem vermehrten Auftreten an linksventrikularen Rupturen einher, ohne dass
Defekte im kardialen Remodelling oder eine erhdéhte Apoptoserate im Herzen
festgestellt werden kbénnen. HSA-Flag-TWEAK bewirkt eine Erhdéhung der
Gewebekonzentrationen an verschiedenen pro-inflammatorischen Zytokinen (IFN-y,
IL-5, IL-12, GITR, MCP-1/-5 und RANTES) und das vermehrte Einwandern von
Immunzellen in das Myokard. Hierbei ist insbesondere die stark erhéhte Infiltration an
neutrophilen Granulozyten auffallig. Ein kausaler Zusammenhang zwischen diesen
Immunzellen und den auftretenden kardialen Rupturen kann durch die Depletion der
Neutrophilen gezeigt werden: Nach der systemischen Applikation eines Ly6G-
depletierenden Antikdrpers ist das Auftreten von kardialen Rupturen nach TWEAK-
Gabe vergleichbar mit der Placebo-behandelten Infarktgruppe. Die Tatsache, dass
die Mortalitdt dennoch erhdht ist, deutet auf weitere negative Effekte durch TWEAK
hin. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass eine Hemmung der TWEAK-
Fn14-Achse positive Effekte auf die Wundheilung nach Herzinfarkt bewirken kdnnte.




Zusammenfassung

Als zweite Therapiestrategie wird die pharmakologische Beeinflussung verschiedener
Blutplattchen-spezifischer Zielstrukturen untersucht, um das Auftreten von
Mikrothromben nach Myokardinfarkt zu reduzieren. Eine Hemmung Uber das
Blutplattchen-Glykoprotein GPVI bewirkt in dem hier eingesetzten Mausmodell der
kardialen Ischamie-Reperfusion eine signifikant verbesserte Mikrozirkulation sowie
verringerte InfarkigréBen. GPVI stellt somit ein vielversprechendes Ziel fur eine
blutplattchenhemmende Therapie nach Myokardinfarkt dar.

Zusammengefasst werden in der vorliegenden Arbeit verschiedene neuartige
Therapieoptionen untersucht, die die Auswirkungen ischamischer Erkrankungen des
Herzens beeinflussen kénnen. Die Ergebnisse besitzen daher das Potenzial, zur
Entwicklung neuer Therapien nach Myokardinfarkt beizutragen.




Summary

2. Summary

The successful therapeutic targeting of pathophysiological processes in the heart is
of importance for the treatment of patients suffering from myocardial infarction. Due
to the combination of the rising incidence of this diesease in Western countries with
its comparably high mortality, novel therapies need to be developed. In the work
presented here, several innovative concepts are tested in clinically relevant mouse
models of myocardial infarction and ischemia-reperfusion injury.

First, the feasibility of using the NFkB-activating cytokine TWEAK as a novel drug in
the treatment of myocardial infarction is assessed. TWEAK is involved in wound
healing and inflammation and might therefore play a pivotal role in cardiac
remodelling and the outcome after myocardial infarction. The expression of this
cytokine within the infarcted heart is significantly up-regulated as is the expression of
the TWEAK receptor Fn14, which is mainly expressed on cardiac fibroblasts.

A recombinant variant of this cytokine - HSA-Flag-TWEAK - is used to treat infarcted
mice in order to assess whether exogeneous TWEAK modulates the pathologic
events following ischemic cardiac injury. Surprisingly, the treatment of infarcted test
animals with HSA-Flag-TWEAK results in significantly increased mortality compared
to placebo-treated mice. This is accompanied with an increased incidence in left
ventricular cardiac ruptures without apparent defects in cardiac remodelling or
increased rates of cardiac apoptosis. Treatment with HSA-Flag-TWEAK increases
tissue levels of several pro-inflammatory cytokines (IFN-y, IL-5, IL-12, GITR, MCP-1/-
5 and RANTES) and elevates the numbers of immune cells within the myocardium. In
particular, the infiltration of neutrophilic granulocytes is markedly increased.
Employing Ly6G-depleting antibodies in vivo proves neutrophils to be a causal factor
in the occurrence of cardiac ruptures following HSA-Flag-TWEAK treatment.
Depletion of these cells results in a reduction of cardiac rupture incidences to
baseline values. Nevertheless, mice treated with HSA-Flag-TWEAK still show
increased mortalities, irrespective of being proficient or deficient for neutrophils. This
implies further negative mechanisms induced by the activation of the TWEAK-Fn14
axis in this experimental setting and might pave the way for the development of
therapies neutralizing or blocking TWEAK as a novel means to improve the outcome

after myocardial infarction.




Summary

As a second therapeutic strategy, several platelet-specific proteins are targeted in a
mouse model of myocardial ischemia-reperfusion injury to reduce the incidence of
microthrombi after myocardial infarction. Inhibiting the platelet glycoprotein GPVI
results in significantly improved microcirculation and decreased infarct sizes. Platelet
inhibition by targeting GPVI might therefore be a promising novel therapeutic strategy
after myocardial infarction.

In summary, a number of innovative therapeutic strategies targeting different
molecular structures are tested here and the results of this study may contribute to
the development of novel therapies after myocardial infarction.
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Einleitung

3. Einleitung

Jahrlich erleiden circa 300.000 Menschen in Deutschland einen Myokardinfarkt (MI)’
- meist in den frihen Morgenstunden, wenn Blutplattchen eine erhdhte
Aggregationsneigung aufweisen?. Die Mortalitat bei Patienten mit Herzinfarkt liegt
zwischen 15 und 20 %', und die mit einem westlichen Lebensstil einhergehende
steigende Inzidenz flr diese Erkrankung stellt eine immense Herausforderung flr die
pharmazeutische Forschung und Entwicklung dar.

Der Ml ist der letzte Schritt in einer pathologischen Kaskade, welche mit einer Reihe
von Risikofaktoren wie etwa Bluthochdruck und Ubergewicht beginnt, und sich tiber
Atherosklerose und der koronaren Herzkrankheit (KHK) - und damit einer
Mangelversorgung des Myokards - bis hin zur Herzschwache erstreckt. In
Deutschland leiden rund 1,8 Millionen Menschen an Herzschwéche®, und es besteht
daher ein erheblicher Bedarf, was die Erforschung der Ursachen fir Herzschwache
und die Entwicklung neuer Therapien anbelangt.

3.1. Der Myokardinfarkt
3.1.1. Ursachen und Pathogenese des Myokardinfarkts

Das Herz wird durch die Herzscheidewand, das Septum, in eine linke und eine rechte
Herzkammer (Ventrikel) unterteilt. Die Wande des Herzens sind aus einer Reihe
aufeinanderliegender Schichten aufgebaut, dem Endokard (Herzinnenhaut),
bestehend aus Endothel und Bindegewebe, dem Myokard (Herzmuskulatur) mit
quergestreifter Muskulatur, sowie den beiden Schichten des Herzbeutels (Epikard
und Perikard)*. Das Herz besteht zu unterschiedlichen Anteilen aus verschiedenen
strukturgebenden Zellpopulationen: Bei einer ausgewachsenen Maus sind dies vor
allem Kardiomyozyten (56 %), kardiale Fibroblasten (27 %), Endothelzellen (7 %),
sowie glatte Muskelzellen (10 %)°. Unter normalen physiologischen Bedingungen
wird durch die abwechselnde Kontraktion (Systole) und Erschlaffung (Diastole) der
Herzmuskulatur eine Pumpwirkung erzeugt, wodurch der Organismus mit
sauerstoffreichem Blut versorgt wird®. Wird der Herzmuskel im Zuge der KHK nicht
mehr ausreichend durchblutet, kommt es zum Untergang des Gewebes und einer
damit einhergehenden Abnahme der Pumpleistung des Herzens, was letztendlich
schadliche Folgen fir den gesamten Kérper bewirkt.




Einleitung

Verschiedene Risikofaktoren kdénnen zu KHK fihren: Rauchen, Bluthochdruck,
Diabetes mellitus und Stérungen des Lipidstoffwechsels, aber auch die genetische
Pradisposition sowie Alter und Geschlecht spielen eine Rolle’.

Eine atherosklerotische Lasion beginnt mit einer Akkumulation von Plasmalipiden in
der Intima, der innersten Schicht der GefaBwand. Durch Matrixkomponenten werden
diese Lipoproteine modifiziert und verweilen deshalb langer in der Intima. Als eine
Antwort auf die oxidierten Low Density Lipoproteine (LDL) und die vermehrte
Produktion von Chemokinen, werden endotheliale Adhasionsmolekile gebildet, die
zu einem erhoéhten Influx von Leukozyten und Monozyten in den subendothelialen
Raum flhren. Die Monozyten differenzieren zu Makrophagen und schlieBlich nach
der Aufnahme der Lipoproteine zu Schaumzellen. Durch den Untergang dieser
Schaumzellen kommt es zur extrazellularen Ablagerung weiterer Lipide, die
Bestandteil des atherosklerotischen Plaques werden und somit ein standiges
Wachsen der Lasionen bewirken®. Die Plaques in den BlutgefaBen kdnnen instabil
werden und aufbrechen. Es kommt zur Anlagerung von Blutplattchen und damit zur
Bildung eines Thrombus, welcher das Blutgefdl verschlieBen kann
(Atherothrombose)®. Geschieht dieser Vorgang in den Koronararterien, kommt es zu
einer Minderversorgung des Myokards (myokardiale Ischédmie) oder, bei einem
vollstdndigen Verschluss der GefalRe, zum MI.

Ein zentrales Problem in der Versorgung von Patienten mit M| stellt das kurze
Zeitfenster zwischen dem Beginn der Ischamiephase und dem Ende der
Einsatzmdglichkeit effektiver Therapien zur Reperfusion des Myokards dar. Dies liegt
vor allem daran, dass bei Ischamie das betroffene Herzgewebe durch Nekrose
irreversibel zerstdrt wird'® und nur ein schnelles Wiederherstellen des Blutflusses
ischamisches Gewebe vor dem Untergang retten kann. Ist der Schaden nicht letal,
kommt es zu einem ,Remodelling“ des Herzens, einem Umbau des Myokards, das
den Verlust an Gewebe auszugleichen versucht. Die ,Remodelling“-Phase ist stark
mit einer Infarktexpansion und ventrikularer Dilatation verbunden'' (Abbildung 1).
Diese Dilatation ist eine direkte Folge der Zunahme der Kardiomyozytenlange
(Hypertrophie) als kompensatorische Antwort auf den vermehrten Untergang von
Myozyten'?. Letztendlich bewirkt der MI und anschlieBendes ,Remodelling“ eine
Verringerung der linksventrikuldren Herzfunktion®. Es kommt zu einer
nachlassenden Schlagkraft und Transportfahigkeit des Herzens, was bis zum
Herzversagen und Tod fiihren kann™®.




Einleitung

Das schmale Zeitfenster zwischen dem Beginn der Ischamie und dem Einsetzen der
Reperfusion steht im Fokus der Forschung, da hier aufgrund des noch nicht weit
vorangeschrittenen Gewebeschadens Therapien am effektivsten sind.

A1 A2 B.1 B.2

B.3

Abbildung 1. Darstellung eines normalen Mausherzes (A) und eines dilatierten Mausherzes (B)
nach Mi

Das intakte Herz (A.1) und dessen Querschnitt (A.2) zeigen eine normale Geometrie des Myokards
ohne makroskopische Auffalligkeiten nach Kollagenfarbung mit Pikro-Siriusrot (PSR) (A.3). Das Herz
einer infarzierten Maus zeigt eine starke Ausbildung von Narbengewebe (B.1) und im Bereich der
Myokardnarbe ist eine Ausdinnung mit kompensatorischer sekundarer Dilatation (B.2) erkennbar.
Eine PSR-Farbung zeigt in roter Farbe den Bereich des Kollagens (B.3).

3.1.2. Ischamie-Reperfusion (IR) und Reperfusionsschaden

In der Ischamiephase wird das Myokard nur unzureichend mit Sauerstoff versorgt.
Hierdurch kommt es nach massiven Stérungen der zellularen Homdostase
letztendlich zum Zusammenbruch der mitochondrialen Adenosintriphosphat (ATP)-
Synthese und zum Untergang der Zelle'>'®. Es reichen bereits 20 - 30 Minuten einer
Sauerstoff-Unterversorgung des Herzens, um irreversible Gewebeschaden zu
induzieren'.
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Paradoxerweise fuhrt auch die Reperfusion, also die Wiederherstellung der normalen
vaskuldren Versorgung, zu Gewebeschaden'®. Dieses Phanomen wird als
,Reperfusion injury bezeichnet und stellt neben der Ischdmie einen weiteren
ursdchlichen Faktor fiir Herzversagen dar'®. Dieser Reperfusionsschaden ist
multifaktoriell bedingt und bis heute nicht abschlieBend aufgeklart. Es werden lokale
und systemische Entziindungsreaktionen initiiert, was unter anderem in einer
Aktivierung der Blutplattchen resultiert'”. Durch den plétzlich erhdhten
Sauerstoffpartialdruck kommt es zu einer vermehrten Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) durch Endothelzellen und Kardiomyozyten. Diese ROS
induzieren Schaden an Proteinen und DNA. Zum Einen vergréBern sie so den
geschadigten Bereich des Gewebes, zum Anderen flhren sie zur Infiltration von
Neutrophilen und weiteren Immunzellen. Eingewanderte Neutrophile und Monozyten
bzw. Makrophagen produzieren ebenfalls ROS, inflammatorische Mediatoren und

Proteasen, die nun wieder selbst den kardialen Schaden verstarken'®°.

3.1.3. Wundheilung und myokardiales Remodelling

An einen MI schlieBBen sich eine Reihe von sukzessiv aufeinander folgenden Phasen
an: Zunachst kommt es zu inflammatorischen Vorgangen, die durch den
ischamischen Schaden ausgelést werden, danach erfolgt die Phase der
Wundheilung und als dritte Phase schlieBt sich die Phase des Remodellings an®.

Durch den verminderten Blutfluss im Myokard wahrend eines MI wird das Gewebe
nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt, was rasch im Tod der betroffenen
Zellen resultiert - je nach Energiestatus der Zellen durch Nekrose, oder seltener
durch Apoptose?'?2. Verschiedene Proteine, wie fatty acid binding protein (FABP),
Troponin T, Kreatinkinase, skeletal-brain hybrid type (CK-MB), serum glutamic-
oxaloacetic transaminase (SGOT) werden beim Zelltod von Kardiomyozyten
freigesetzt und kénnen als Biomarker im Blut nach MI nachgewiesen werden. Der Ml
und der damit verbundene nekrotische Zelluntergang flihren zu einer Freisetzung
von inflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin (IL)-18 und tumor necrosis factor
(TNF), sowie Chemokinen, wie regulated and normal T cell expressed and secreted
(RANTES) und IL-8, die inflammatorische Prozesse provozieren, wie etwa eine

Aktivierung der Gerinnungs- und Komplementkaskaden®.




Einleitung

Die freigesetzten inflammatorischen Zytokine sind darliber hinaus fir die
Rekrutierung von Immunzellen in das betroffene Gewebe verantwortlich. Neutrophile
Granulozyten sind die ersten Zellen der angeborenen Immunantwort, die in den
Infarktbereich einwandern. Ab Tag 2 wandern auch aus Monozyten differenzierte
Makrophagen in das betroffene Myokard. Zwischen Tag 3 und Tag 5 nach MI stellen
Makrophagen die gréBte Zellpopulation im Infarkt dar. Daran schlie3t sich ein Influx
von Lymphozyten an®,

Die anfanglichen inflammatorischen Prozesse, die im Falle einer Immunantwort
gegen Erreger absolut essentiell sind, sorgen im Falle des MI flr eine weitere
Gewebsschadigung. Deshalb sind fur eine optimale Wundheilung nach einer
anfanglichen inflammatorischen Phase die Inhibition der Zytokinproduktion und die
Beseitung der eingewanderten inflammatorischen Zellen unabdingbar. Die infiltrierten
Granulozyten gehen dann in Apoptose Uber. Durch die Apoptose, im Gegensatz zur
Nekrose, werden anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und transforming growth
factor (TGF)-B freigesetzt, die zur Initierung der Fibrose beitragen®. Durch

t**. Das durch

Phagozytosen werden dann die apoptotischen Granulozyten besetitig
den MI verwundete Herz beginnt zu heilen, die akute Entziindung klingt ab.

Da es sich bei Kardiomyozyten um terminal ausdifferenzierte Zellen handelt, haben
sie die Fahigkeit zur Zellteilung verloren®. Bei Sdugern ist daher eine Regeneration
des Myokardgewebes nicht méglich. Ein Verlust an Kardiomyozyten wird - neben der
Hypertrophie verbleibender Myozyten - letztendlich durch die Bildung von
Narbengewebe, welches hauptsachlich aus Kollagen besteht, kompensiert?®?3. Es
kommt zum fibrotischen Umbau des Gewebes. Von besonderer Bedeutung fir die
Produktion von Kollagen im Herzen sind die kardialen Fibroblasten?’. Wahrend
interstitiale Fibroblasten Kollagen im intakten Myokardium synthetisieren, sind
transformierte Fibroblasten, die als Myofibroblasten bezeichnet werden, bedeutend
fir die Prozesse der Fibrogenese nach MI?®#. Myofibroblasten enthalten in ihrem
Mikrofilamentenapparat Aktin und Myosin, sowie a-smooth muscle actin (aSMA)%®,
das auch als ein Marker fiir Myofibroblasten gilt*'. Die Differenzierung von
Fibroblasten zu proto-Myofibroblasten wird etwa durch Zugspannung im
£,

Bindegewebe induzier Durch Wachstumsfaktoren und neu synthetisierte

Komponenten der extrazelluldren Matrix differenziert der proto-Myofibroblast zum

Myofibroblast®'.
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Die normale Kollagenstruktur im Infarktareal verschwindet nach den ersten Wochen
nach Ml und es bildet sich Gber mehrere Wochen hinweg ein Narbengewebe aus. An
dem Abbau der extrazelluldren Matrix sind Kollagenasen, wie Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) und aktivierte Serinproteinasen, wie Plasmin beteiligt®.
Das neu gebildete Narbengewebe besitzt eine feste Kollagenstruktur und beinhaltet
nur wenige Zellen, wie Myofibroblasten®®. Im Langzeitverlauf kommt es nach der
Narbenbildung zu Anpassungsvorgangen im urspringlich nicht vom Infarkt
betroffenen Myokard®. Im Gegensatz zur Narbenbildung und zum Prozess der
Ausdinnung und Dilatation des Infarktareals, das sich sehr frih, nach Tagen bis
Wochen, ereignet, beginnt die Remodellingphase, die durch strukturelle
Veranderungen des Uberlebenden Myokards charakterisiert ist, erst Monate bis Jahre
spater. Das kardiale Remodelling ist charakterisiert durch Myozytenhypertrophie,
interstitiellen Fibrobe, Kardiomyozytenapoptose und Dilatation der Herzkammer.
Diese Vorgange sind von besonderer klinischer Bedeutung: Folgen des
Remodellings kbénnen eine gestdrte Relaxation, Arrhythmien und kardiale
Dysfunktionen sein, was mit dem vorzeitigen, haufig plétzlichen Tod der Patienten

verbunden sein kann®>%’.

3.1.4. Immunsystem und Wundheilung nach Myokardinfarkt

In Analogie zu Infektionen wird das Immunsystem auch nach einem kardialen
Schaden aktiviert: Im Herzen wird zunachst das angeborene Immunsystem durch
JAlarmsignale® wie z.B. ROS, Fibronektin und Hitzeschockproteine (HSP)
aktiviert*®®°. Von nekrotischen Zellen werden damage-associated molecular patterns
(DAMPs) freigesetzt, die membranstandige Toll-like Rezeptoren (TLR) aktivieren®.
Hierdurch bewirken die DAMPs neben einer Initierung des Komplementsystems die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NFkB). Zielgene dieses
Transkriptionsfaktors sind in diesem Zusammenhang unter anderem pro-
inflammatorische Zytokine und Chemokine®', welche in einem nachsten Schritt die
Rekrutierung von inflammatorischen Leukozyten bewirken®.

Die Transmigration von Leukozyten in den Wundbereich bendtigt eine adhasive
Interaktion mit aktivierten vaskularen Endothelzellen. Dabei werden die Leukozyten
zuerst aus dem Blutstrom festgehalten und rollen dann durch Interaktionen mit
Selektinen auf den Endothelzellen®, bevor sie durch eine starke Adhasion an die
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Endothelzelloberflache gebunden werden. Dies erfolgt durch eine Chemokin-
induzierte Aktivierung der Integrine auf den Leukozyten, welche dann an vascular
cell adhesion molecule (VCAM)-1 und intercellular adhesion molecule (ICAM)-1/-2
auf den Endothelzellen binden kdnnen?. Anti-inflammatorische Programme, die etwa
durch IL-10 und TGF-B initiert werden®, kdnnen die Expression von
Adhasionsmolekilen supprimieren und somit die Interaktion von Leukozyten mit
Endothelzellen reduzieren®.

Zunachst kommt es zu einem Einwandern von Neutrophilen. Diese Zellen sind nur
kurzlebig und gehen circa 3 - 7 Tage nach experimentellen Ml in Mausen und
Kaninchen in die Apoptose iiber**. Apoptotische Neutrophile produzieren eine Reihe
von Signalmolekilen, wie Lipidmediatoren, Nukleotide, Annexin A1 und Lactoferrin,
die als chemoattractants fir phagozytierende Zellen dienen, aber auch die Infiltration
von weiteren Neutrophilen verhindern®. Als nachstes wandern pro-inflammatorische
Monozyten in das Infarktareal ein. Diese Zellen differenzieren zu phagozytierenden
Makrophagen aus und Ubernehmen die Beseitigung von toten Zellen und
Bestandteilen der extrazelluliren Matrix*®. In einem letzten Schritt wandern
Lymphozyten in das infarzierte Gewebe ein®’.

Eine Vielzahl wissenschaftlicher Studien beweisen, dass das Immunsystem einen
integralen Bestandteil im Wundheilungsprozess darstellt, und dass einzelne
Immunzellpopulationen einen Einfluss auf das Geschehen nach MI besitzen. So
haben der NFkB-*® und der 5-Lipoxygenase-Signalweg*’, sowie Immunzellen wie
CD4* T Zellen®®, Makrophagen® und Neutrophile®® erwiesene Effekte auf die
Wundheilung nach MI. Es gilt, eine Balance zwischen der gewlnschten
Immunantwort und den potenziell adversen Effekten einer (berschieBenden
Reaktion des Immunsystems zu finden. Die effektive Bildung von Narbengewebe
muss gewabhrleistet werden, wobei eine zu stark verlaufende Inflammation zum
Abbau von Matrixkomponenten flhren kann, was letztendlich in kardiale Rupturen
enden kann®®. Auch kénnen pro-inflammatorische Mediatoren zu einer erhdhten
Aktivierung von pro-apoptotischen Signalwegen in Kardiomyozyten fiihren?®. Die
gezielte Immunmodulation kann aus diesen Griinden ein innovativer therapeutischer

Ansatz in der Behandlung kardiologischer Erkrankungen darstellen.
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3.2. Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK)

Das Zytokin Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) ist ein
Mitglied der TNF Ligandensuperfamilie mit Funktionen in Zellproliferation und -
differenzierung, Apoptose, und Angiogenese®. TWEAK kommt dariiber hinaus eine
Beteiligung an der Wundheilung®®, der ischdmischen Toleranz®® sowie

57,58

inflammatorischen Prozessen zu. TWEAK wird als Typ Il Transmembranprotein

exprimiert und durch Furin-ahnliche Proteasen in seine l6sliche Form (sTWEAK)

prozessiert™

. Die 249 Aminosauren lange membrangebundene Form besteht aus
einer charakteristischen C-terminalen TNF-homologen Domane (THD), einer stalk
Region, einer Transmembrandoméne sowie einem kurzen intrazellularen Teil. Wie in
anderen Mitgliedern der TNF Familie ist die THD Region fir die Bildung von
homotrimeren Proteinen und fir die Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren
verantwortlich, wohingegen die stalk Region als Erkennungsstelle flur Proteasen
dient. Die kurze N-terminale Doméne von TWEAK ist konserviert, doch die Funktion
ist noch unklar®.

Die biologischen Funktionen von TWEAK werden durch dessen Bindung an seinen
Rezeptor fibroblast growth factor-inducible molecule 14 (Fn14) vermittelt. Fn14 wurde
im Jahr 1999 als Transkriptionszielgen des fibroblast growth factor (FGF)-1 in
NIH3T3 Fibroblasten entdeckt® und im Jahr 2001 als ein Mitglied der TNF
Rezeptorfamilie identifiziert®. Mit einem Molekulargewicht von 14 kDa ist Fn14 ein
sehr kleines Mitglied dieser Proteinfamilie®®. Es besitzt eine Cystein-reiche Domane
(CRD) in der Ektodomane®® und ein TNF receptor associated factors (TRAF)-
bindendes Motiv in der nur 28 Aminosédurereste langen cytoplasmatischen Domane.
Fn14 wird daher zu den TRAF-interacting TNF receptors gezahlt. Die Bindung von
TWEAK an Fn14 aktiviert neben dem klassischen und dem alternativen NFkB-
Signalweg® (siehe unten) auch den mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Signalweg®.

TWEAK erhielt seinen Namen urspringlich aufgrund seiner Zelltod-induzierenden
Wirkung in mit INF-y vorbehandelten HT29 Zellen®. Die pro-apoptotische Wirkung
von TWEAK wird dabei jedoch vermutlich nicht direkt Gber Fn14 vermittelt, da der
Rezeptor selbst keine Todesdoméane besitzt. Als zugrunde liegender Mechanismus
wird diskutiert, dass zum Einen TWEAK die Expression von TNF induziert und somit
Uber eine Aktivierung des TNF Rezeptors Typ 1 (TNFR1) indirekt Apoptose induziert.
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Zum Anderen bewirkt die Aktivierung von Fn14 eine Rekrutierung von TRAF2 und
somit eine intrazellulare Depletion dieses Proteins. Hierdurch wird die Zelle
zusatzlich gegentber TNF-induzierter Apoptose sensibilisiert®®®’. Der pro-
apoptotische Effekt von TWEAK kann jedoch nicht in kortikalen Neuronen oder

normalen menschlichen Keratinozyten®®°

gezeigt werden.

Die Expression von TWEAK mRNA kann in vielen Zelltypen und Zelllinien
nachgewiesen werden, wobei eine Proteinexpression von TWEAK nur auf der
Zelloberflache von Monozyten, dendritischen Zellen, mit INF-y stimulierten
natirlichen Killerzellen (NK Zellen) und einigen Krebszellen gezeigt werden kann®.
Eine Induktion der TWEAK-Expression wird nach Gewebeschadigungen und Hypoxie
beobachtet, mit einer vermuteten Beteiligung des forkhead transcription factors
FoxO3a sowie INF-y”°. Auch wird TWEAK nach MI stark hochreguliert”".

Die Kontrolle des TWEAK-Fn14-Systems erfolgt insbesondere durch die
transkriptionelle Regulation von Fn14. Im gesunden, adulten Organismus wird dieser
Rezeptor nur sehr wenig auf Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen exprimiert.
Nach Gewebsschdden durch Hypoxie, oxidativen Stress, chemischen und
mechanischen Reizen, sowie im Rahmen von entzindlichen Prozessen ist die
Expression von Fni14 massiv erhdht’>”®. Verschiedene Wachstumsfaktoren, wie
epidermal growth factor (EGF) und vascular endothelial growth factor (VEGF), sowie
Zytokine wie INF-y, TNF und TGF-B, die von Immunzellen im Prozess der
Wundheilung freigesetzt werden, kénnen Fn14 induzieren’*"®. Ferner wird Fn14 auf

den meisten Tumorzelllinien nicht-lymphoiden Ursprungs exprimiert’”.
3.2.1. TWEAK in ischamischen Erkrankungen

Das Herz ist sehr sensitiv gegentber inflammatorischen Prozessen. TNF sowie
andere pro-inflammatorische Zytokine werden im normalen Herz nicht konstitutiv
exprimiert’®. Die durch einen MI induzierten Vorgange im Herzgewebe fiihren jedoch
zu einer stark erhdhten Expression dieser Faktoren”, was mit negativen
Auswirkungen auf das kardiale Remodelling assoziiert ist’*?°. Am besten untersucht
sind die Wirkungen des pro-inflammatorischen Zytokins TNF: Die chronische Infusion
von Ratten mit TNF fiihrt zu LV Kontraktionsstérungen und zu kardialer Dilatation®'.
Mause, die TNF im Myokard Uberexprimieren, weisen systolische Dysfunktionen,

f82

kardiale Inflammation, ventrikulare Dilatation und eine erhdhte Mortalitat auf®s. Diese
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Studien zeigen eindrlcklich, dass TNF adverse Wirkungen im Herzen besitzt, die den
Geschehnissen nach MI stark ahneln. Jedoch ist ungeklart, ob diese Effekte direkt
durch TNF, oder indirekt, etwa durch das Einwandern von Immunzellen vermittelt
werden.

TWEAK und vor allem Fn14 werden beide als eine Antwort auf Gewebeverletzungen
gebildet” und etwa nach experimentellem ischamischem Schlaganfall (MCAO) in

t68,83

Mausen stark exprimier . Dasselbe qilt fir Schlaganfallpatienten, bei denen

ebenfalls eine erhdhte Expression von Fni4 im Infarktareal vorzufinden ist®. |

m
Mausmodell der zerebralen Ischdmie werden sowohl TWEAK als auch Fni4
vermehrt an der Grenzflache zwischen der Basalmembran von Endothelzellen und
Astrozyten gebildet®™. Die bisherige Datenlage lasst keine eindeutigen Schliisse zu,
ob das TWEAK-Fn14-System adverse oder protektive Wirkungen im zerebralen
Infarkt bewirkt. In Fn14 Knock-out (KO) Mausen zeigt sich eine Reduzierung der
InfarktgréBe nach MCAO?®. Die Ursachen hierfiir kann sein, dass TWEAK Zelltod in
durch Ischamie gestressten kortikalen Neuronen induziert und durch eine erhéhte
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (durch MMP9 vermittelt®®) die Infiltration von
Neutrophilen verstarkt®®. Im Gegensatz hierzu bewirkt exogen appliziertes I8sliches
TWEAK hypoxische und ischamische Toleranz in vitro und in vivo, was in
Abhangigkeit von Fn14 durch eine Verringerung an ischamischen Lasionen nach
Verschluss der mittleren Zerebralarterie charakterisiert ist. Dieser Effekt ist durch
TNFa, extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/2 und B cell lymphoma 2-
associated death promoter (BAD)-Phosphorylierung vermittelt.

Die Funktionen von TWEAK in kardiovaskularen Erkrankungen sind noch wenig
durch experimentelle Studien belegt. Niedrige TWEAK-Konzentrationen bei Patienten
mit nicht-ischdmischem Herzversagen sind mit einer hdheren Mortalitat verbunden®’.
Bei chronischem, stabilem Herzversagen sind die Plasmagehalte an TWEAK
ebenfalls  signifikant  reduziert®®. In  vitro  Studien mit neonatalen
Rattenkardiomyozyten zeigen, dass FGF-1, Norepinephrine und Angiotensin Il, sowie
mechanische Dehnung die Expression von Fn14 Expression induzieren. Die
Stimulation von Kardiomyozyten mit TWEAK fliihrt zur nuklearen Translokation von
NFkB und zur Induktion von Genen wie etwa RANTES und MCP-17". In einer Studie
von Jain und Kollegen resultierte die ektopische Uberexpression von
membrangebundenem TWEAK in dilatierter Kardiomyopathie und kardialen

Dysfunktionen in Mausen. Dies war mit einer Elongation der Kardiomyozyten und
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kardialer Fibrose assoziiert, nicht jedoch mit vermehrter Apoptose der
Kardiomyozyten®®. TWEAK kann die Proliferation und NFkB-abhingige
Kollagensynthese in neonatalen kardialen Fibroblasten von Ratten stimulieren®®, was
die fibrotische Wirkung dieses Zytokins in der Studie von Jain et al. erklart. Fn14-
defiziente Mause zeigen eine geringere Expression von Kollagen und eine geringere
Differenzierung von Myofibroblasten in einem in vivo Modell der RV Fibrose und
Dysfunktion durch das Abbinden der Pulmonalarterie®’.

Flr die Untersuchung einer potentiellen Wirkung von TWEAK auf die Geschehnisse
nach experimentellem MI, wurde in der Arbeitsgruppe von Harald Wajant eine
Proteinvariante entwickelt, die durch die Bindung von humanem Serumalbumin
(HSA) an das rekombinante Flag-TWEAK-Molekil (HSA-Flag-TWEAK) eine im
Vergleich zur nativen Variante 20-fach erh6éhte Retentionszeit im Blutstrom in vivo
besitzt. Die Bioaktivitdt der HSA-Variante, gemessen Uber Apoptose-Induktion und

p100-Prozessierung, ist vergleichbar mit dem Protein ohne HSA-Bindung®.
3.2.2. Aktivierung des nuclear factor kappa B-Signhalwegs durch TWEAK

Die Aktivierung von nuclear factor kappa B (NFkB) durch TWEAK kann durch den
klassischen oder alternativen Signalweg erfolgen. Die lésliche Form von TWEAK
kann den klassischen NFkB Signalweg nur schwach und verzégert aktivieren,
wohingegen der alternative NFkB  Signalweg stark  aktiviert  wird.
Membrangebundenes TWEAK kann dagegen beide Signalwege stark aktivieren.
Roos et al. zeigten, dass I6sliches TWEAK, welches klnstlich an einer Zelloberflache
immobilisiert ist, aus einem schwachen zu einem starken Aktivator des klassischen
NFkB Signalweg mit nur geringer Aktivierungskapazitat fir den alternativen NFkB
Signalweg wird®. Auch kann I6sliches TWEAK durch eine kiinstliche Dimerisierung
oder Oligomerisierung in einen starken Aktivator des klassischen NFkB Signalweg
umgewandelt werden®.

In Saugerzellen besteht die Genfamilie der NFkB-Transkriptionsfaktoren aus fiinf
Mitgliedern, die flr die Proteinuntereinheiten RelA/p65, RelB, c-Rel, p5S0 und p52
codieren. Dabei wird p52 aus den beiden Vorlauferproteinen p105 und p100
prozessiert™
Homodimere p50/p65, p50/p50, p50/c-Rel und p52/RelB durch die Inhibitoren von kB
(IkB) als inaktive Formen im Cytoplasma reteniert werden®. Die konservierte Rel

. NFkB ist als Dimer transkriptionell aktiv, wobei die Hetero- und
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homology domain (RHD) ist fur Dimerisierung, DNA-Bindung und Kernlokalisation
der NFkB-Transkriptionsfaktoren verantwortlich®.

Im klassischen NFkB Signalweg kommt es zum Beispiel nach Aktivierung
verschiedener zellstdndiger Rezeptoren =zur Rekrutierung von TNF receptor
associated factors (TRAFs) und den cellular inhibitor of apoptosis protein (clAP)1/2
an die cytoplasmatische Doméane der Rezeptoren (Abbildung 2).

@ TWEAK

Fn14
0000000080000 800000000808 00
0006800002080 et TetoTo TN 1o Tt T+ )
TRAF2

TRAF3
Klassischer Alternativer
NFkB- NFkB-
Signalweg Signalweg

Abbildung 2. Klassischer und alternativer NFkB Signalweg.
Darstellung der Inhibition und Signalkaskade des klassischen und alternativen NFkB Signalwegs.
Abbildung: Modifiziert nach Oeckinghaus et al., Nature Immunology, 2011%.
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Dies bewirkt eine Aktivierung des IkB Kinase (IKK) Komplexes, welcher IKBa
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung markiert IKBa fir die Ubiquitinierung und
damit flr den proteosomalen Abbau. Die NFkB Dimere kénnen nun in den Zellkern

%.97 "an die regulatorischen Elemente ihrer Zielgene binden und deren

translozieren
MRNA-Expression induzieren.

Zu den klassischen NFkB-Zielgenen zahlen unter anderem pro-inflammatorische
Zytokine (TNFa, IL-6, IL-1B, B cell activating factor belonging to the TNF family
(BAFF)), Uberlebensfaktoren (B  cell lymphoma-extra large, Bcl-Xp),
Adhasionsmolekile (VCAM, ICAM-1, E-Selektin), Chemokine (IL-8, RANTES, B
lymphocyte chemoattractant (BLC)), induzierte NO-Synthase (iNOS) und
Cyclooxygenase (COX)2%1%,

Der alternative NFkB Signalweg wird zentral tber die NFkB inducing kinase (NIK)
gesteuert, welche konstitutiv aktiv ist, im steady state aber durch TRAF3 ubiquitiniert
und degradiert wird. Nach Aktivierung bestimmter Mitglieder der TNF Rezeptor-
Familie wird TRAF3 rekrutiert, wodurch NIK nicht mehr abgebaut wird.

Jetzt kann NIK IKKa binden und phosphorylieren. IKKa phosphoryliert nun das p100
Protein, aus dem durch limitierte proteolytische Prozessierung das aktive p52 Protein
entsteht® ¢, Das Heterodimer aus p52/RelB transloziert daraufhin in den Zellkern.
Gene, die fir das Uberleben von B-Zellen, der Aktivierung von dendritischen Zellen
sowie fir Osteoklastogenese wichtig sind, werden durch den alternativen NFkB
Signalweg transaktiviert'®’'®, Auch filhrt der alternative NFkB Signalweg zur
Expression von verschiedenen Zytokinen, wie solute carrier (SLC), BLC, EBI1 ligand
chemokine (ELC) und stromal cell-derived factor 1 (SDF1), die an der Organogenese
von lymphoiden Organen beteiligt sind%.

Das NFkB Signaltransduktionssystem ist hochkomplex. Es konnten bisher Gber 150
verschiedene NFkB-aktivierende Stimuli, wie Stress, Zytokine, freie Radikale,
bakterielle oder virale Antigene identifiziert werden'®. Die verschiedenen NFkB-

Dimere kénnen zusammengenommen mehr als 400 Gene regulieren'*®'%7,

3.3. Blutplattchenproteine als Zielstrukturen im Myokardinfarkt
3.3.1. Blutplattchen und Hamostase

Blutplattchen spielen eine integrale Rolle in der Blutgerinnung und sind dadurch
Uberlebenswichtig. Durch ihre Funktionen in der Hamostase sind sie auch an den
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pathophysiologischen Vorgangen der arteriellen Thrombose, sowie der Ausbildung
von Mikrothromben beteiligt, und spielen deshalb auch eine wichtige Rolle in der
Induktion von ischdmischem Schaden des Herzens und wahrend der
Reperfusionsphase des Myokards.

Im Knochenmark werden Blutplattchen aus Megakaryozyten gebildet und pro pl
Vollblut befinden sich circa 150.000 - 300.000 Blutplattchen, wovon taglich etwa
20 % erneuert werden. Der Abbau dieser Zellen erfolgt im retikuloendothelialen
System in Leber und Milz. Blutplatichen sind anukleare Zellen, sie besitzen keinen
Zellkern und sind nur eingeschrankt zur Proteinsynthese fahig. Im nicht-aktivierten
Zustand weisen Blutplattchen eine diskoide Form auf, die sich schnell durch
Agonisten wie Adenosindiphosphat (ADP) oder Thrombin a&ndert (,shape change®).
Die aktivierten Blutplattchen bilden Pseudopodien und zeigen dadurch nahezu eine
Verdopplung der durchschnittlichen Oberflache'®.

Blutplattchen durchlaufen im Zuge ihrer Funktion in der Blutgerinnung vier Phasen:

Adhasion, Aktivierung, Sekretion und Aggregation (Abbildung 3).

-_— GPlb-X-IX 565565 Kollagen
"W GPVIFCRy (D) WWF
[ ] GPCR ' Fibrinogen
ruhend Tissue Factor

3 }azm @
%3 aktiviert
a ruhend 4= =

allbB3 P \
g aktiviert - A

T X

Endothel-
zelle - O
e S5 = S L W F AT T

p 4

Adhésion e Aktivierung/Sekretion E— Aggregation

Abbildung 3. Die Stufen der Blutplattchenanhaftung und —aktivierung.

Durch die Glykoprotein (GP)Ib Bindung mit vVWF kommt es im ersten Schritt zu einer Anheftung des
Blutplattchens an das Endothel. Im nachsten Schritt kommt es zu einer Freisetzung von ADP,
Thromboxanen und der Bildung von Thrombin durch tissue factor (TF). Dies fuhrt zu einer Aktivierung
von Blutplattchen und zu einer Thrombusbildung. Abbildung: Modifiziert nach David Varga-Szabo et
al., Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2008'®.

Die Adhasionsphase wird als primare Adhasion bezeichnet, wenn sich noch ruhende
Blutplattchen an verletzte GefaBwéande anheften, und als sekundare Adhasion, wenn
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schon aktivierte Blutplattchen an das Subendothel binden. Durch GPIb-V-IX kann
das Blutplatichen Uber freiliegende von-Willebrand-Faktoren (vWF) an der
Zellwandlasion adherieren. Aufgrund der hohen Scherkréfte im arteriellen Blutstrom
sind ein fester Kontakt und eine weitere Stabilisierung durch membranstandige
Integrin-Adhasionsrezeptoren wichtig. Rezeptoren wie GPIV, GPVI und das Integrin
0zB¢ sind fur die Adhasion von Blutplatichen an Kollagen verantwortlich. Aufgrund
der Bindung des Kollagenrezeptors an Kollagen erfolgen ein ,shape change“ und die
Ausbildung der Pseudopodien (Aktivierungsphase).

Innerhalb der Blutplattchen kommt es zur Aktivierung von Phospholipase (PL)C, und
somit zur Produktion von Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat
(|P3)110’111.

Ein essentieller Schritt der Blutplattchen-Aktivierung ist die Erhdéhung der
intrazellularen Ca®*-Konzentration, was durch die Freisetzung von Ca®" aus
intrazelluldren Granula und durch den Ca®*" Influx aus dem extrazelluldren Raum
erfolgen kann. In Blutplattchen ist der Influx von Ca®* aus dem Extrazellularraum
durch store operated Ca?* entry (SOCE) Kanale besonders wichtig. Diese Kanale
dffnen sich, wenn die Konzentration von Ca®* im endoplasmatischen Retikulum (ER)
sinkt''?2. Auch kommt es zu einer Freisetzung von Ca?* in das Cytosol, wenn IP;
seinen Rezeptor an der Membran der intrazellularen Ca?* Kanale bindet' %",
Stromal interaction molecule 1 (STIM1) ist der Ca®* Sensor im ER, und Orail ist an
der Bildung des Ca** Kanals beteiligt'®. Nachdem das Blutplattchen die Stadien der
Adhésion und Formveranderung vollzogen hat, sekretiert dieser gespeicherte
Substanzen in seine Umgebung ab (Sekretionsphase). Entweder kénnen durch
Verschmelzung der Granula mit dem offenen kanalikularen System oder durch
Exozytose, bei der die Granulamembran sich mit der Plasmamembran verbindet,
Inhaltsstoffe abgegeben werden. Erst ab einer Schwellenkonzentration des
cytoplasmatischen Ca®* werden Inhaltsstoffe, wie ADP, ATP, Serotonin und Ca?* aus
den Granula freigesetzt. ADP dient zum Einen der Rekrutierung und Aktivierung von
ruhenden Blutplatichen (Aktivierungsphase), zum Anderen der Thrombusausbildung
durch Aktivierung des GPllIbllla-Rezeptorkomplexes. Die Freisetzung von Ca®*
beglinstigt die Fibrinogenbindung an GPlIbllla. ATP wirkt anti-aggregatorisch, da es
ein kompetitiver Antagonist von ADP ist. Serotonin verringert den Blutstromfluss, in
dem es vasokonstriktorisch wirkt. Der entstandene Thrombus ist noch relativ instabil,
daher beginnt nun die Aktivierung der Gerinnungskaskade und die Thrombin- und
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Fibrinbildung am Plattchenaggregat (Aggregatbildung). Fibrin kann an den
Blutplattchen anlagern und ist far die Quervernetzung und Stabilisierung des
Thrombus mitverantwortlich. Das Plattchen-Fibrin-Konglomerat verfestigt sich weiter

und es kommt zu einer ,Gerinnselreaktion'%.

3.3.2. Blutplattchenhemmung nach Myokardinfarkt

Trotz erreichter Reperfusion nach Ml ist ein vollstdndig normalisierter epikardialer
Blutfluss in den KoronargefaBen des Infarktbereiches nicht immer gewahrleistet, da
sich durch die Anwesenheit von Mikrothromben Bereiche ohne Perfusion (,no reflow*
Phanomen) bilden kénnen''. Patienten, die dieses Phanomen erfahren, haben ein
stark erhdhtes Risiko, dass es zu kongestiver Herzinsuffizienz und Arrhythmien
kommt, was bis hin zum Tod fiihren kann''*"">, Ein Ziel der Blutplattchenhemmung
ist es daher, das Myokard nach MI wieder ausreichend und vollstandig mit Blut zu
versorgen.

Antithrombare Pharmaka, die eine Hemmung plattchenaktivierender Rezeptoren wie
ADP-Rezeptor (z.B. Clopidogrel), Thrombinrezeptor (z.B. Peptidantagonisten) oder
Serotoninrezeptor (z.B. Ketanserin) bewirken oder solche, die die Aggregation von
Blutplattchen durch Blockierung des Fibrinogenrezeptors (GPlIbllla) (z.B. Abciximab,
Integrilin, Tirofiban, Lamifiban und Xemilofiban) hemmen, sind bereits klinisch im
Einsatz. An geeigneten Inhibitoren flr die Adhasion von Blutplattchen durch
Blockierung des vWF-Rezeptors (GPIb-V-I1X) (z.B. rekombinantes-vWF-Fragment)

)18 wird

oder durch Blockierung des Kollagenrezeptors (02f1) (Antikdrper, Peptide
noch geforscht. Das am haufigsten verwendete Medikament fir eine Inhibition der
Plattchenfunktionen ist die Acetylsalicylsdure, die durch Hemmung der
Cyclooxygenase auf den Arachidonsiuremetabolismus wirkt'°®. Bei Risikopatienten
kann die Behandlung das Auftreten eines Ml um 20 % reduzieren. Nach einem M|

kann diese Behandlung das Widerauftreten eines Infarktes um 30% reduzieren''®.
3.3.3. Das Glykoprotein GPIb
GPlba/GPIbB bilden zusammen mit GPIX und GPV einen Komplex (GPlb-IX-V

Komplex), der exklusiv auf Blutplattchen und Megakaryozyten gebildet wird. Jede
Untereinheit des Komplexes ist ein Typ | Transmembranprotein mit einer langen N-
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terminalen extrazellularen Domane, einer einfachen Transmembran-Doméne und
einem kurzen cytoplasmatischen Teil mit enzymatischer Aktivitat.

Unter starken Scherkraften wird die initiale Anheftung der Blutplatichen an die
extrazellulare Matrix durch die Interaktion zwischen GPIba und Kollagen-
gebundenem vWF vermittelt. Die weitere Anheftung wird dann Gber Rezeptoren wie
GPVI und GPCR vermittelt. Unter sehr hohen Scherkraften (> 10.000 s™) wird die
Blutplattchenadhésion und Aggregatbildung ausschlieBlich tber  die
Wechselwirkungen zwischen GPlb und VvWF ohne weitere Integrinaktivierung

vermittelt''”'1®

. Die in vivo Hemmung der Interaktion zwischen diesen beiden
Proteinen durch Antikérper (pOp/B) schitzt vor Thrombusbildung und verhindert die
Blutplattchenadhdsion an der Oberflaiche verletzter Koronararterien im
Mausmodell'®®. Bei Pavianen ist die Bildung von Blutthromben durch den
blockierenden GPIb-Antikdrper 6B4 stark verringert'?’. Im Vergleich zu
Kontrollgruppen zeigen Méause, die mit dem monoklonalen Antikérper pOp/B gegen
GPIb behandelt werden, eine doppelt so lange durchschnittliche Blutungszeit, wobei
bei 6 von 14 Mausen die Blutung im Untersuchungszeitraum nicht zum Erliegen

kommt'2?

. In Schlaganfallmodellen mit Mausen fihrt die Hemmung von GPIb 1
Stunde vor Operation zu protektiven Effekten bei den Versuchstieren. Die Tiere
weisen verringerte Infarktareale im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Ebenfalls zeigt
eine Behandlung von GPIb-Antikérpern 1 Stunde nach Operation eine signifikante
Reduktion der InfarktgréBe bei den Versuchstieren'??. Patienten mit Bernard-Soulier
Syndrom (BSS) besitzen keinen GPIb-1X-V Komplex auf der Blutplattchenoberflache
und so kommt es bei diesen Personen zu einer starken Blutungsneigung,
Thrombocytopenie und einer VergréBerung der Blutplattchen'?.

Eine Verringerung der Blutthrombenbildung kann ebenfalls mit anti-vWF Antikdrpern

erreicht werden, wobei hier die Blutungsneigung nicht erhdht ist'?*.

3.3.4. Das Glykoprotein GPVI

Ein zentraler Kollagenrezeptor auf Blutplattchen ist GPVI'®. Dieser Transmembran
Typ | Rezeptor wird nur auf Blutplattchen und Megakaryozyten gebildet und ist nicht-
kovalent Uber immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) mit der
y-Kette des Fc Rezeptor (FcR) in der Plasmamembran verbunden'?®'?”. Die Bindung

von Kollagen an GPVI flhrt zur Phosphorylierung der FcR y-Kette, was Uber eine
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Aktivierung von PLCy2'%'%  Ca?*-Mobilisierung'®, Integrinaktivierung und
Granulensekretion in der Blutgerinnung durch Plattchenaggregation endet'®'®'. Es
sind einzelne Falle bei Patienten bekannt, bei denen GPVI-abhangige Defekte zu
einer milden Blutungsstérung fiihren'*?. Patienten mit Mutationen im Gp6 Gen zeigen
normale hamostatische Funktionen trotz mangelnder Kollagenanheftung und
Aktivierung der Blutplatichen, was sich mit Ergebnissen in GPVI KO Mausen
deckt'®¥34 Auch zeigt die Behandlung mit anti-GPVI monoklonalen Antikdrpern
lediglich ein moderat erhdhtes Blutungsverhalten'??. Blutplattchen die kein GPVI
besitzen, bilden in vivo keine arteriellen Thromben'®. Die Behandlung mit anti-GPVI
Antikdrper in Makaken bewirkt eine starke Inhibition der Kollagen-induzierten
Thrombusbildung ex vivo mit nur milder Blutungsneigung'®. Im MCAO Modell fiihrt
die Blockade von GPVI 1 Stunde vor Infarkt zu einer signifikanten Reduzierung des

Infarktareals bei Mausen'%.
3.3.5. STIM1 und Oraii

Ein integraler Bestandteil der Blutplattchenaktivierung stellt der durch STIM1
aktivierte SOCE dar, welcher fir die Ausbildung eines stabilen Thrombus unter
Strémungsverhaltnissen wichtig sind™®'’. Ein weiterer Bestandteil von SOCE ist
Orai1, das ebenfalls fiir die Thrombusbildung essentiell ist'.

STIM1 ist ein Typ1 Transmembranprotein, welches ein Ca®**-bindendes EF-Hand
Motiv in seinem intraluminalen Bereich besitzt. In ruhenden Zellen ist das EF-Hand
Motiv mit Ca®* besetzt und STIM1 ist auf dem ER und sarkoplasmatischen Retikulum
(SR) verteilt. Kommt es zu einem Ca** Konzentrationsabfall, dissoziiert Ca** ab und
STIM1 multimerisiert, was die Offnung der SOCE Kanéle und somit einen Influx von
Ca®* bewirkt'®®'*°. An diesen SOCE Kandilen ist als Proteinuntereinheit Orait

141

beteiligt'*’. Wenn sich also die intrazelluldren Ca®* Speicher leeren, kommt es lber

die Interaktion des Ca®* Sensors STIM1 mit dem Ca®*-Kanalprotein Orai1 zum Influx

138,145, auch in

von Calcium™?'* STIM1 und Orail werden auBer in Blutplattchen
Immunzellen'*®*® Skelettmuskelzellen'*®, Endothelzellen™® und vaskularen glatten
GefaBzellen (VSMC)™' exprimiert.

Blutplattchen von Orai1” M&usen weisen Defekte im SOCE auf, sowie veranderte
Aktivierung und Thrombusbildung unter Scherkraften in vitro. Dies kann auch bei

STIM1 defizienten Blutplattchen nachgewiesen werden. Diese Tiere sind in vivo vor
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pulmonaren Thromboembolien, arteriellen Thrombosen und ischamischen

Schlaganfallen geschiitzt'”'*, STIM1” und Orai1™ Tiere weisen nur eine moderat

erhdhte Blutungsneigung auf'®"'8,
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4. Problemstellung

In den westlichen Industrielandern stellen Herz-Kreislauferkrankungen und darunter
vor allem der MI die haufigste Todesursache dar. Zwischen dem Einsetzen der
Ischamie im Herzen und der Irreversibilitat des entstandenen Schadens liegt ein sehr
enges Zeitfenster fir die mdgliche Anwendung von Therapien zur Wiederherstellung
der Perfusion und dem Schutz des Myokards. Verschiedene Zellen des
Immunsystems sind an der Wundheilung und dem Remodelling des Herzgewebes
nach MI beteiligt. Die pharmakologische Immunmodulation stellt daher eine viel
versprechende Therapieoption in der Behandlung des Ml dar. TWEAK ist ein Mitglied
der TNF-Ligandensuperfamilie und wird vermehrt nach M| exprimiert. Dieses Protein
ist beteiligt an Zellproliferation und -differenzierung, Apoptose, Angiogenese und
Inflammation, jedoch ist das Wirkungsspektrum von TWEAK bei M| und Ischamie-
Reperfusion noch ungeklart. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von
rekombinantem TWEAK, im Modell des Ml in vivo zu untersuchen.

Neben inflammatorischen Zellen, spielen Blutplatichen eine essenzielle Rolle in der
Enstehungs- und Reperfusionsphase des MI. Durch Mikrothomben, die sich durch
Blutplattchenaggregation bilden, kann die Perfusion des Myokards reduziert sein. Die
Konsequenzen sind eine Unterversorgung des Myokards mit Sauerstoff und
Nahrstoffen und damit einhergehender Zelluntergang, was in einer Infarktexpansion,
Herzinsuffizienz und einer erhdhten Mortalitat bei Patienten enden kann. Aus diesem
Grund besitzt eine pharmakologische Blutplattchenhemmung das Potenzial zur
Behandlung von Patienten nach MI. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch
Antikérper und KO-Tiere die Phasen der Blutplattchenanheftung und -aktivierung
gezielt zu hemmen, um deren Einfluss auf die Bildung von Mikrothromben zu

untersuchen.
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5. Material

5.1. Chemikalien- und Reagenzienliste

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

2,2,2 Tribromoethanol
2,3,5-Triphenyl-tetrazolium chlorid
2,3-Butandion monoxim
3,3-Diaminobenzidin (DAB)

4’ .6-diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Aceton

Acrylamid

Ammonium Persulfat (APS)
Ammoniumchlorid (NH4ClI)

AMP-D1 (Dnase Verdau)

Annexin V Bindungspuffer

Annexin V Fluorescein Konjugat
anti-Flag-Antikdrper (M2)
Bisacrylamid

Blaue Mikrosphéaren 1um, FluoSpere
Bovines Serumalbumin (BSA)
Brij-35

Buprenorphin

Calciumchlorid (10mM)

Coomassie Blau
Dodecyltrimethylammonium  hloride
(Dotmac)

Eindeckmedium Vectashield

Entellan
Epitop Unmasking Lésung

Essigsaure
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Life technologies, Karlsruhe

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

BD Pharmingen, Heidelberg
Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

ESSEX PHARMA, Miinchen
Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Vector, Peterborough,
Grossbritannien

Merck Millipore, Darmstadt
Vector, Peterborough,
Grossbritannien

Merck, Darmstadt

Sigma, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe
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Evans Blue

Fatales Kalberserum (FKS)
Fixierungs-Permeabilisierungs-Diluent
(FACS)

Fixierungs-Permeabilisierungs-
Konzentrat (FACS)
Formaldehyd 16%
Fungizon Amphotericin B
Gelatine

Glucose

Glycin

Heparin-Natrium 2500
Histoprime Enhancer
Immunoedge Stift
Insulinspritzen

Isofluran

Isopropanol

Kalium bicarbonat (KHCO3)
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumphosphat monobasisch
(KH2POy,)

Kollagenase Typ |l

Kristallviolett

L-Glutamin

Liberase Blendzym

Magnesiumsulfat heptahydrat (MgSO,)
Methanol

MTT

Natrium bicarbonat (NaHCO3)
Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumphosphat dibasisch (Na;HPO,)

Sigma, Schnelldorf
Biochrom AG, Berlin
eBioscience, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt

Polysciences, Eppelheim
Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf
Ratiopharm, Ulm

Linaris, Dossenheim

Dako, Hamburg

BD Pharmingen, Heidelberg
Abbott GmbH & Co. KG,
Wiesbaden

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Worthington, Lakewood, U.S.A.

Sigma, Schnelldorf
Lonza, Kéin

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
Sigma, Schnelldorf
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Normal Goat Serum (NGS)

PBS (w/o Ca, Mg)

Penicillin — Streptomycin

Phenazin Methosulfat

Phenolrot

Pikro-Siriusrot (PSR)

PMS Lésung

PMSF

Propidiumjodid (P1)

Protease XIV

Quant-iT Working Solution

Ripa Puffer

RNAlater RNA Stabilization Reagent
Rnase freies Wasser

Rote Mikrosphéaren 0,2um, FluoSpere
Rothistol

RPMI

Salzs&ure (5N)

Streptavidin Alexa 546
SYTOX-Green

Taurin

Tissue Tek

Tris Base

Tris-HCL

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA (0,25% / 0,02%) in PBS
Wasserstoffperoxid

Xylol

5.2. Kits, Arrays und ELISA

ABI Master Mix
Gaussia Luciferase Assay kit

Vector, Peterborough,
Grossbritannien

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Polysciences Inc., Warren, U.S.A.
Promega, Mannheim

Thermo Scientific, Waltham, U.S.A.
Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Life technologies, Karlsruhe

Cell Signaling, Frankfurt

Qiagen, Hamburg

Qiagen, Hamburg

Life technologies, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Life technologies, Karlsruhe

Life technologies, Karlsruhe
Sigma, Schnelldorf

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Sigma, Schnelldor

Promega, Mannheim

Sigma, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

Sigma, Schnelldorf

Sigma, Schnelldorf

Applied Biosystems, Darmstadt
New England Biolabs, Frankfurt
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In Situ Cell Death Detection Kit,

Fluorescein

iScript cDNA Synthese kit
MOM-Kit

Mouse TWEAK ELISA Kit

Quantibody mouse cytokine array

Q200

Rneasy Mini kit
Vectastain ABC Kit

5.3. Primarantikorper und Proteine

hamster-anti-CD3¢ PE/Cy7 (145-2C11)

HSA-Flag-TWEAK
Istoyp-Kontrolle (RTK2758)

mouse-anti-Fn14 (ITEM-4)

mouse-anti-Ly6G Alexa Fluor647 (1A8)

mouse-anti-NK1.1 PE (PK136)
mouse-anti-aSA (EA-53)

rabbit-anti-cleaved PARP (E-51)

rabbit-anti-Fn14 (EPR3179)
rabbit-anti-periostin
rat-anti-CD11b PE (M1/70)
rat-anti-CD16/CD32 (2.4G2)
rat-anti-CD31 (SZ31)

rat-anti-CD45 eFluor450 (30-F11)

rat-anti-GPlb; pOp/B
rat-anti-GPVI; JAQ1

Roche Diagnostics, Mannheim

BioRad, Minchen

Vector, Peterborough,
Grossbritannien

RayBiotech, Norcross, U.S.A.
RayBiotech, Norcross, U.S.A.

Qiagen, Hamburg
Linaris, Wertheim

Biolegend, London,
GroBbritannien

AG Wajant

Biolegend, London,
GroBbritannien
eBioscience, Frankfurt
Biolegend, London,
GroBbritannien

BD Pharmingen, Heidelberg
abcam, Cambridge,
GroBbritannien

abcam, Cambridge,
GroBbritannien

Epitomics, Burlingame, U.S.A.
BioVendor, Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
Dianova, Hamburg
eBioscience, Frankfurt

AG Nieswandt

AG Nieswandt
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rat-anti-Ly6C&Ly6C PerCP/Cy5 (RB6- BD Pharmingen, Heidelberg
8C5)

rat-anti-Ly6G Antikorper (1A8) Biolegend, London,
GroBbritannien

rat-anti-neutrophils (7/4) Linaris, Wertheim
5.4. Sekundarantikérper
biotinylierter Antikbrper anti-mouse Vector, Peterborough,

Grossbritannien

biotinylierter Antikdrper anti-rat Vector, Peterborough,
Grossbritannien

goat-anti-rabbit-Alexa Fluor647 Life technologies, Karlsruhe
goat-anti-rat-Alexa Fluor488 Life technologies, Karlsruhe

5.5. gRT-PCR TaqMan-Sonden

collageniai Applied Biosystems; Mm00801666_g1
collagen1a2 Applied Biosystems; Mm00442991_m1
Fn14 Applied Biosystems; Mm01302476_g1
GAPDH Applied Biosystems; Mm99999915_g1
MMP2 Applied Biosystems; Mm00439498 m1
MMP3 Applied Biosystems; Mm00440295 m1
MMP8 Applied Biosystems; Mm00439509_m1
MMP9 Applied Biosystems; Mm00442991_m1
TIMP2 Applied Biosystems; Mm00441825 m1
TIMP3 Applied Biosystems; Mm00441826_m1
TWEAK Applied Biosystems; Mm01302476_g1
VEGF Applied Biosystems; Mm01281449 m1

5.6. Puffer und Medium

cardiac fibroblast growth medium Cell Applications, San Diego,
U.S.A.
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium Lonza, KéIn

(DMEM)

Leibovitz L-15 Medium w/o L-Glutamin  Lonza, KéIn

Minimum essential medium (MEM) Life technologies, Karlsruhe
MEM ohne Phenolrot Life technologies, Karlsruhe

5.7. Eukaryotische Zellen

Humane kardiale Fibroblasten(HCF)  Cell Applications, San Diego, U.S.A.
5.8. L6sungen und Puffer

Polyacrylamidgel (10%)

30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid 9,975 ml
4x Tris-HCL / SDS (pH 8,8) 75 ml
H-O mit Gelatine 12,53 ml
APS 10% 99,9 ul
TEMED 20,04 ul
Sammelgel
30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid 1,63 ml
4x Tris-HCL / SDS (pH 6,8) 3,128 ml
H.O 7,636 ml
APS 10% 62,6 pl
TEMED 12,5 ul
5X Elektrophoresepuffer
TrisBase 30,3 g
Glycin 144 ¢
SDS 10 ¢
ad. 21 ddH-,O
Aktivierungspuffer (Gelatine Zymographie)
Tris-HCI 50 mM
CaCl 25 mM
NaCl 02 M
Brij-35 0,02 %
0,5% Commassie Lésung
Comassie 1 g
Methanol 80 ml
Essigsaure 20 mi
ddHO 100 ml
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Entfarbelésung

Methanol 160 ml

Essigsaure 40 mi

ddH.O 200 ml
FACS-Verdauungspuffer

Kollagenase 100 mg/ml

Protease XIV 50  pg/ml

PBS (mit Calcium und Magensium)

FACS-Puffer

BSA 05 %
NaNj; in PBS 0,02 %
Lysis-Puffer Splenocyten
NH.CI 168 mM
KHCO3 10 mM
EDTA 0,1 mM
PI-Working solution
PI-Lésung (1mg/ml) 5 pl
Annexin V Bindungspuffer 45 pl
Isolationspuffer fur kardiale Mausfibroblasten, pH 7.4
Leibovitz L-15 Medium w/o L-Glutamin 485 ml
L-Glutamin (200mM) 5 ml
Penicillin / Streptomycin 100x 5 mi
Fungizon 100x 5 ml
Tissue dissociation buffer fir kardiale Mausfibroblasten
Isolationspuffer 39 mi
Vorgefilterte Kollagenase Typ Il [40 mg/ml] 1 ml
Kollagenase-Inaktivierungsmedium fur kardiale Mausfibroblasten
Isolationspuffer 25 mi
BSA (35%) 357 ul
Primary cell complete medium fir kardiale Mausfibroblasten, pH 7.4
DMEM medium high glucose 440 ml
FKS (10%) 50 ml
HEPES (10mM) 5 mi
Penicillin / Streptomycin / Fungizon 100x 5 ml
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Stammlésung Perfusionspuffer far kardiale Mausmyozyten

NaCl
KCI
KH.PO4
NasHPO,4
MgSO,
Phenolrot
NaHC03
KHCO3
HEPES (1M)
Taurin
ad. 11 H.O

Perfusionspuffer fir kardiale Mausmyozyten, pH 7.46

Stammlésung Perfusionspuffer
2,3-Butandion monoxim (500mM)
Glucose

Myocyte Verdauungspuffer
Perfusionspuffer
Liberase blendzym
Trypsin
Calciumchlorid (100mM)

Myocyte Stop Puffer 1
Perfusionspuffer
FKS
Calciumchlorid (100mM)

Myocyte Stop Puffer 2
Perfusionspuffer
FKS
Calciumchlorid (10mM)

Myocyte plating medium
MEM
FKS
2,3-Butandion monoxim (500mM)
Penicillin (10.000 U/ml)
L-Glutamin (200mM)

Myocyte Kultivierungsmedium
MEM
Myocyte BSA (MC BSA)
Penicillin (10.000 U/ml)
L-Glutamin

MTT Elutionslésung
Salzs&ure (5N)
Isopropanol

6,6 ¢
0,35 ¢
0,082 g
0,085 ¢
03 ¢
0,012 g
1,01 ¢
1,01 ¢
10 ml
3,75 ¢

490 ml
10 ml
05 ¢

50 ml
12,5 mg
0,278 ml
6,25 ul

12,5 l

28,5 ml
1,5 ml
37,5 ul

455 ml
25 ml
10 ml

490 ml
500 ul

0,8 ml
100 ml
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5.9. Gerate und Zubehor

100 um Zellsieb

2100 Bioanalyzer

24-Well-Platte

40 um Zellsieb

96-Well-Platte

96-Well-Platte, schwarz

Axio Imager.Z1 Mikroskop
FACSCanto Il Durchflusszytometer
Fluoreszenzmikroskop
Hybridisierungsofen

iCycler iQ PCR Plates, 96 well
Kleintier-Beatmungsgerat MiniVent
Kryostat

Lichtmikroskop Axioskop 2 plus
LSR Il Durchflusszytometer

Lucy 2 Luminometer

Mikrotom

Neubauer Zahlkammer

PCR Sealers Microseal B Film
Plattenreader

gRT-PCR, iCycler

Qubit Fluorometer
Schlittenmikrotom
T75-Zellkulturflaschen
Thermocycler
TissueRuptor

Ultraschall
Ultraschallprozessor
Ultrschallgerat fur Kleintiere

BD Falcon, Heidelberg

Agilent Technologies, Bdblingen
greiner bio-one, Frickenhausen
BD Falcon, Heidelberg

greiner bio-one, Frickenhausen
greiner bio-one, Frickenhausen
Carl Zeiss, Jena

BD, Heidelberg

Keyence, Neu-lsenburg

MWG Biotech, Ebersberg
Bio-Rad, Miinchen

Hugo Sachs Elektronik, March
Leica, Wetzlar

Carl Zeiss, Jena

BD, Heidelberg

Anthos Labtec Instruments, Krefeld
Reichert Jung, Unterschleissheim
VWR, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Tecan Spectra, Mannedorf,
Schweiz

Bio-Rad, Miinchen

Life technologies, Karlsruhe
Reihert-dung, Wetzlar

greiner bio-one, Frickenhausen
Biometra, Géttingen

Qiagen, Hamburg

Toshiba, Zoetermeer, Niederlande
Hielscher, Teltow

Toshiba Aplio system, Neuss
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6. Methoden

6.1. In vivo Experimente

6.1.1. Versuchstiere

Méannliche, 8 - 10 Wochen alte Mause (C57BL/6J) werden von Harlan Laboratories
(Rossdorf) bezogen. Homozygote STIM1 oder Orail KO Mause sind frih lethal,
weshalb fir STIM1 und Orai1 KO knochenmarkchimare Mause mit normaler Viabilitat
durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Nieswandt generiert und zur Verfligung
gestellt werden'®2. Hierzu werden weibliche, 5 - 6 Wochen alte C57BL/6J Mause mit
einer einfachen Dosis von 10 Gray (Gy) bestrahlt und intravends (i.v.) werden
Knochenmarkszellen von STIM1”, Orai1” oder Wildtyptieren (4 x 108 Zellen/Tier)
injiziert. Die Empfangermduse erhalten angesauertes Wasser mit 2 ¢/l
Neomycinsulfat fir 6 Wochen nach Knochenmarktransplantation.

Die Tiere haben freien Zugang zu Futter und Trinkwasser und werden unter
spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF) gehalten. Die Studien sind
entsprechend den Richtlinien “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
des U.S. National Institutes of Health durchgefthrt. Alle Eingriffe an den
Versuchstieren sind durch die Regierung von Unterfranken genehmigt
(Tierversuchsgenehmigungen: 55.2-2531.01-01/10, 55.2-2531.01-78/10, 55.2-
2531.01-45/11).

6.1.2. Ischamie-Reperfusionsmodell und experimenteller Myokardinfarkt

Bei einer Ischamie-Reperfusion (IR)™ wird ein akuter Infarkt mit anschlieBender
Wiederversorgungsphase simuliert, um im Kurzzeit-Versuch die Folgen eines
Reperfusionsschadens zu untersuchen. Als Modell der Herzinsuffizienz wird ein
permanenter MI'** induziert. Das MI Modell ist ein Langzeit-Versuch bei dem die
myokardialen Veranderungen, etwa das Remodelling nach Infarkt untersucht werden
kdnnen'®.

Die Mause werden mit 0,8 % Isofluran in reinem Sauerstoff durch ein Kleintier-
Beatmungsgerat MiniVent intubiert. Die Extremitaten der Tiere werden auf einer
beheizbaren Operationsplattform fixiert. Als Analgetikum wird Buprenorphin
verwendet. Nach einer linkseitigen Thorakotomie wird die linke Koronararterie mit
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einem 6-0 Faden abgebunden. In dem Modell des chronischen MI wird die Ligatur
durch einen Knoten permanent verschlossen. Bei dem Modell der IR wird ein 1 cm
langer Polyethylenschlauch unter den Knoten gelegt, um diesen nach der 30-

minUtigen Ischamiezeit wieder 6ffnen zu kdnnen (Abbildung 4).

Abbildung 4. Ligatur des Myokards im Modell des chronischen Ml (A) und IR (B)

Bei einem permanenten M| wird die Ligatur verschlossen und bei einem IR Versuch wird die Ligatur
nach 30-mindtiger Ischamiezeit wieder gebffnet.

Der Thorax wird anschlieBend mit 6-0 Prolenfdden verschlossen und die Haut mit 4-0
Polyesterfaden zugenaht. Bei IR-Versuchen wird die Haut mit Klammern
geschlossen. Die Anasthesie mit Isofluran wird nach Beendigung der Operation
eingestellt und die Tiere werden bis zum Einsetzen der Spontanatmung nur mit
Sauerstoff intubiert.

Far die chronischen MI Studien werden die Versuche an den Tagen 3, 7 und 56
durch Organentnahme beendet und in IR-Studien erfolgt nach 24 Stunden
Reperfusion die Organentnahme.

In sham-operierten Tieren wird die Thorakotomie ohne Ligatur des Herzens
durchgefiihrt. Diese Arbeiten werden von Charlotte Dienesch, Barbara Bayer und
Sandra Umbenhauer, Arbeitsgruppe Prof. Frantz, durchgefihrt.

6.1.3. Behandlungsschema

Im chronischen MI-Modell werden C57BL6/J Mause intraperitoneal (i.p.) mit HSA-
Flag-TWEAK (32 pg/Tier) oder der Placebo Kontrolle (PBS, 200 pl/Tier) nach der
Induktion des MI behandelt. Das Protein wird in der Arbeitsgruppe von Prof. Wajant
produziert®® und zur Verfiigung gestellt. Die Behandlungen mit TWEAK oder der
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Placebo-Kontrolle werden an den Tagen 3, 6, 9, 12, 15 und 18 nach Operation
wiederholt.

Die Behandlung mit anti-GPVI Antikérpern (JAQ1, 100 ug/Tier i.p.) oder Placebo-
Kontrolle erfolgt 1 Woche vor IR. Ein Tag vor Operation wird die Blutplattchenanzahl
mittels Durchflusszytometrie (FACS)-Analyse Uberprift und nur Tiere mit normaler
Blutplattchenanzahl werden in die Versuch genommen. Anti-GPIb Antikdrper (50 ug,
pOp/B1; 57E12Fab) oder Placebo-Kontrolle werden am Tag der Operation, vor dem
Einsetzen der Reperfusion retro-orbital (r.o.) injiziert. Die anti-GPVI und anti-GPIb
Antikdrper werden in der Arbeitsgruppe von Prof. Nieswandt hergestellt'®. Die
Injektion und die FACS-Analyse der Blutplattchenanzahl der Versuchstiere werden

von Viola Lorenz und Frauke May, Arbeitsgruppe Prof. Nieswandt, durchgefiihrt.
6.1.4. Echokardiographie

An den Tagen 1, 21 und 56 nach chronischem MI werden Ultraschallanalysen zur
Bestimmung der Herzfunktionen an den Versuchstieren durchgefthrt. Fir die
Untersuchung werden die Tiere mit Isofluran flach anéasthesiert, um die
Spontanatmung zu gewahrleisten. Fir die 2-dimensionale (2D) Kurzachsen-
Bildgebung werden die endokardialen Grenzen im enddiastolischen (EDD) und
endsystolischen (ESD) Durchmesser mit einem Analysesystem bestimmt. Die
Kurzachsenansicht wird auf Héhe der Papillarmuskeln aufgezeichnet. Die ESD
(kleinste) und EDD (langste) Ausbreitung wird bestimmt. Mithilfe der ESD und EDD
Flache kann die Anderung der linksventrikuldren fraktionellen Flachen berechnet
werden [(EDD Flache — ESD Flache) / EDD Flache]. Im 2D-Modus werden der EDD
Durchmesser und der ESD Durchmesser gemessen und daraus die linksventrikulare
fraktionelle Verklrzung errechnet. Diese Arbeiten werden von Barbara Bayer und
Sandra Umbenhauer, Arbeitsgruppe Prof. Frantz, durchgefihrt.

6.1.5. Bestimmung von kardialen Rupturen

An tot aufgefundenen Tieren sowie am Ende des Experiments wird eine Autopsie
durchgefihrt. Kardiale Rupturen werden durch das Vorhandensein von
Blutgerinnseln und Einblutungen im Brustkorb und durch die Perforation des
Myokards identifiziert (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Eine infarzierte Maus mit einer kardialen Ruptur.

Die groBen Mengen an geronnenem Blut im Thorax befinden sich um das Herz.

6.1.6. Organentnahme

Bei der Organentnahme wird das Vollblut der Versuchstiere enthommen, welches
nach 5 min Koagulationszeit bei Raumtemperatur (RT) bei 5.000 rpm 10 min bei 4°C
zentrifugiert wird, um das Serum zu gewinnen. Der LV des Herzens, der rechte
Ventrikel (RV), die Lunge und die Milz werden entnommen und gewogen. Der LV
wird in flnf parallel verlaufenden Ebenen, von Apex bis zur Basis, geschnitten. Die
Herzspitze wird in zwei Teile geteilt, die jeweils reprasentativ eventuellen
Narbenbereich enthalten: Eine Héalfte wird Uber Nacht bei 4°C in RNAlater
aufbewahrt und am Folgetag in flissigen Stickstoff flr real-time-quantitative
polymerase chain reaction (qQRT-PCR) Versuche eingefroren. Der andere Teil wird
direkt in flissigen Stickstoff eingefroren und fiir Western blot Analysen verwendet.
Der nachste, dem Apex zugewandte Herzschnitt wird 24 Stunden in Formalin
konserviert, danach in 1 M Kaliumchlorid Lésung fur 1 - 7 Tage. AnschlieBend wird
dieser Schnitt in Plastikbiopsiekérbchen in einer Entwasserungs-Maschine mit
steigender Alkoholreihe entwéassert und schlieB3lich in Paraffin durchtrankt. Aus den
Paraffinblocken werden 5 pm und 7 pm dicke Schnitte am Schlittenmikrotom
angefertigt. Der Folgeschnitt wird in Tissue Tek eingebettet, um daraus 5 pm
Kryoschnitte anzufertigen. Die Basis wird in zwei Halften geschnitten, wobei eine
Halfte in RNAlater bei 4°C Gber Nacht verwahrt wird, um dann in fllissigen Stickstoff
fir gRT-PCR Versuche eingefroren zu werden. Die andere Halfte wird direkt in
flissigen Stickstoff fir Western blot Analysen konserviert.
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6.2. Histologie
6.2.1. Praparation des histologischen Materials

Die Paraffinschnitte fir die Farbung auf Neutrophile Granulozyten werden Uber Nacht
bei 60,5°C im Trockenschrank getrocknet. Am Folgetag erfolgt die Entparaffinierung
(Tabelle 1).

Tabelle 1. Vorschrift zum Entparaffinieren von Paraffinschnitten

1. Rothistol 5 min
2. Rothistol 5 min
3. Xylol 5 min
4. Xylol/Ethanol 1:1 5 min
5. Ethanol 96 % 5 min
6. Ethanol 75 % 5 min
7. Ethanol 50 % 5 min
8. 2-3 Mal Eintauchen in demineralisiertes Wasser

Die Gewebeschnitte werden anschlieBend mit Epitop Unmasking Lésung 10 min bei
95°C inkubiert. In frischer, kihler Epitop Unmasking Lésung kihlen danach die
Gewebeschnitte ab. Nachdem die Proben mit PBS gewaschen werden, erfolgt ein
30-minttiger Peroxidase Block (0,3 %ige Wasserstoffperoxidlésung in Methanol) und
erneut ein Waschschritt mit PBS. Die Schnitte werden mit 5 % normal goat serum
(NGS) (mit 4 Tropfen Avidin/ml) fir 15 min inkubiert und danach mit rat-anti-
neutrophils Antikérper (1:50 in 5 % NGS mit 4 Tropfen Biotin/ml) Gber Nacht bei 4°C
behandelt. Als sekundarer Antikérper wird ein biotinylierter anti-rat Antikdrper (1:100
in PBS) verwendet. 30 min vor Benutzung wird das Vectastain ABC Kit (Avidin DH
und biotinylierte Horseradish Peroxidase H) angesetzt und damit die Schnitte fir
30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Waschen mit PBS werden 1-2
Tropfen des angesetzten DAB-Reagenz auf die Schnitte gegeben und visuell die
Verfarbung der Schnitte unter einem Mikroskop kontrolliert. Die Schnitte werden zwei
Mal mit demineralisietem Wasser gewaschen und danach mit einer aufsteigenden

Alkoholreihe entwassert (Tabelle 2) und mit Entellan eingedeckelt.
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Tabelle 2. Vorschrift zum Entwassern von Paraffinschnitten

1. 2-3 Mal Eintauchen in demineralisiertes Wasser

2. Ethanol 50 % 2 min
3. Ethanol 75 % 2 min
4. Ethanol 96 % 2 min
5. Xylol/Ethanol 1:1 5 min
6. Xylol 5 min
7. Rothistol 5 min
8. Rothistol 5 min

6.2.2. InfarktgroBenbestimmung mit Pikro-Siriusrot

Zur Bestimmung der Infarktgr6Be werden Paraffinschnitte nach einer absteigenden
Alkoholreihe fir 20 min mit Pikro-Siriusrot (PSR) gefarbt. Danach erfolgen die
Entwasserung der Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und das Einbetten
mit Entellan. PSR farbt Kollagen rot an und detektiert in Muskelgewebe sehr deutlich
die entstandene Infarktnarbe. Die intakten Myozyten stellen sich gelb dar. Unter 10-
facher VergréBerung werden zuerst der duBere und innere Umfang des LV entlang
des Endo- und Epikards planimetrisch ausgemessen. AnschlieBend werden endo-
und epikardial die Lange der Infarktnarbe gemessen, und in Beziehung zum
Gesamtumfang des LV mit der Software Metamorph 2.0 berechnet und als
prozentualer Anteil des LV angegeben.

6.3. Immunhistologie

FUr die weiteren immunhistologischen Farbungen werden Kryoschnitte verwendet.
Nur fOr die Detektion von gespaltener Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)

werden Paraffinschnitte verwendet.

Doppelfarbung fir Fn14 mit sarcomeric a actinin oder Periostin

Der spezifische Rezeptor fir TWEAK ist Fn14. Eine Farbung auf sarcomeric a actinin
wird zur Detektion von Kardiomyozyten verwendet. Der Antikérper farbt Z-Linien und
Punkte von Fibrinblindeln von Muskelfasern in Skelett- und Herzmuskelzellen, nicht
jedoch in nicht-sarkomeren Muskeln. Die Detektion von Periostin dient als Nachweis
flr Fibroblasten.
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FUr diese immunhistologischen Farbungen werden die Kryoschnitte zuerst bei RT fur
30 min trocknen gelassen und dann mit eiskaltem Aceton (-20°C) fir 10 min fixiert.
Nach mehreren Waschschritten mit PBS werden die Gewebeschnitte 30 min mit 5 %
fétalem Kalberserum (FKS) (in PBS) bei RT geblockt. Fir die Doppelfarbung mit
sarcomeric a actinin werden die Schnitte nach einem Waschschritt mit PBS mit
Blocking Medium (MOM-Kit) 60 min inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
erfolgt eine Inkubation mit Diluent (mit 4 Tropfen Avidin D/ml) fiir 10 min bei RT. Die
Antikérper mouse-anti-aSA (1:100) und rabbit-anti-Fn14 (1:100) werden in Diluent
angesetzt (mit 4 Tropfen Biotin/ml Diluent) und damit die Proben Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Danach werden die Schnitte finf Mal mit PBS gewaschen und mit einem
biotinylierten anti-mouse (1:100 in Diluent), sowie goat-anti-rabbit Alexa647 (1:100 in
Diluent) far 60 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation mit Streptavidin Alexa546
(1:100 in Diluent) bei RT fir 30 min werden die Schnitte nochmals mit PBS
gewaschen und die Zellkerne mit DAPI (1:1.000) fur 3 min bei RT gefarbt.

Far die Doppelfarbung gegen Fni14 und Periostin werden mouse-anti-Fn14 (1:50)

und rabbit-anti-osteoblast specific factor 2 (Periostin; 1:500) verwendet.

CD31

CD31 wird auch als platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1)
bezeichnet und dient als Marker fiir Endothelzellen und GefaBe.

Die Gewebeschnitte werden 30 min mit dem CD31-Antikérper (1:20 in 5 % NGS) bei
RT inkubiert. Als Zweit-Antikérper wird goat-anti-rat Alexa488 (1:200 in 5 % NGS)

verwendet.

Gespaltene Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)

PARP spielt eine Rolle in der DNA-Reparatur, im Zuge der Apoptose wird dieses
Enzym proteolytisch gespalten. Daher ist eine immunhistologische Farbung auf
gespaltene PARP ein Marker fur Apoptose.

Zur immunhistologischen Farbung von gespaltener PARP auf Paraffinschnitten
werden die Objekttrager mit den Gewebeproben Uber Nacht im Trockenschrank bei
60,5°C getrocknet. Am nachsten Tag erfolgt die Entparaffinierung mit einer
steigenden Alkoholreihe. Danach werden die Schnitte mit einem anti-Peroxidase
Komplex (0,3 %iger Wasserstoffperoxidldsung in Methanol) geblockt. Nach Waschen
mit PBS werden die Schnitte mit Histoprime Enhancer fir 20 min bei 95°C behandelt.
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Nachdem die Schnitte in PBS abkulhlen, werden die Proben fir 10 min mit 0,5 %
Dotmac in PBS inkubiert und nach erneutem Waschen in PBS fir 30 min mit 2 %
NGS bei RT inkubiert. Die Schnitte werden dann Uber Nacht bei 4°C mit rabbit-anti-
cleaved PARP Antikdrper (1:50 in 2 % NGS) behandelt. Nach erneutem Waschen mit
PBS erfolgt die Inkubation mit dem Zweit-AntikGrper goat-anti-rabbit Alexa647 (1:100
in 2 % NGS) fur 30 min bei RT. Nach drei Waschgangen mit PBS werden die
Zellkerne mit DAPI (1:1.000) far 3 min bei RT geféarbt.

Die Kryoschnitte und die Paraffinschnitte werden in Eindeckmedium Fluoromount
eingebettet. Fluoreszenzaufnahmen werden mit einer AxioCamMR3 Kamera an
einem Axio Imager.Z1 Mikroskop durchgefihrt. Als Programm wird AxioVision

Software (Version 4.8.3.0) verwendet.

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling
(TUNEL) Assay

Die Bestimmung von nukledren DNA Brichen wird als ein weiterer Marker fir
Apoptose verwendet (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein). Hierzu werden
Paraffinschnitte flr einen terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-
end labeling (TUNEL)-Assay eingesetzt. Die Schnitte werden Uber Nacht im
Trockenschrank getrocknet und entparaffiniert. Danach werden die Proben mit 0,1 %
Triton X 100 in Citratpuffer fir 8 min bei RT behandelt. Die Proben werden mehrmals
in Wasser gespilt, bevor sie nach Waschen mit PBS mit einer TUNEL-L&sung flr
1 Stunde im Dunkeln bei 37°C behandelt werden. Als Positivkontrolle wird ein Schnitt
vorher mit Dnase 10 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die
Gewebeschnitte mit PBS gewaschen und mit DAPI (1:1.000) fir 3 min bei RT
gefarbt. Nach erneutem Waschen mit PBS werden die Schnitte mit Vectashield
fixiert. TUNEL- und gleichzeitig DAPI-positive Zellen in der Borderzone, der Zone
zwischen Infarktareal und Vitalgewebe des Myokards, sowie im Septum werden

ausgezahlt.

6.4. ELISA von TWEAK im Blutserum

Die Bestimmung der TWEAK Konzentration in Blutserum erfolgt mittels des
RayBiotech Mouse TWEAK enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit. Eine
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TWEAK Standardreihe in den Konzentrationen 66,67 pg/ml, 22,22 pg/ml, 7,41 pg/ml,
2,47 pg/ml, 0,82 pg/ml, 0,27 pg/ml und 0 pg/ml wird entsprechend den Angaben des
Herstellers angesetzt. In jedes Well der mitgelieferten 96-Well-ELISA-Platte werden
100 pl des Standards oder der Blutserumproben gegeben. Die Well-Platte wird
abgedeckt und Uber Nacht bei 4°C unter leichter Schittelbewegung inkubiert. Am
Folgetag wird der ELISA mit einer Waschlésung gewaschen und darauf geachtet,
dass die komplette FlUssigkeit nach jedem Waschschritt aus den Wells entfernt ist.
Danach werden 100 pl des vorbereiteten biotinylierten anti-TWEAK Antikérpers in die
einzelnen Wells gegeben und fir 1 Stunde bei RT unter leichtem Schutteln inkubiert.
Nach einem erneuten Waschschritt werden 100 pl/Well Streptavidinlésung zu den
Wells gegeben und 45 min bei RT unter leichten Schitteln inkubiert. Als nachstes
wird die ELISA-Platte mit Waschlésung gewaschen und pro Well werden 100 pl TMB
One-Step Substrat Reagenz den Wells hinzugefligt und fir 30 min bei RT im
Dunkeln unter leichtem Schitteln behandelt. Nach dieser Zeit wird 50ul Stop Solution
in die Wells gegeben und die Absorption bei 450 nm an einem Mikroplattenreader

gemessen.

6.5. RNA Isolation aus Mausgewebe

Die gesamte RNA der Gewebeproben wird mithilfe des Rneasy Mini Kit isoliert.
Hierzu werden zuerst circa 20 mg Gewebeproben in ein Rundboden-Eppendorfgefald
mit 600 ul RLT Puffer (Rneasy Mini Kit) gegeben. Die Proben werden auf Eis mit
einem TissueRuptor homogenisiert und das Homogenisat bei 1.3000 rpm fir 2 min
zentrifugiert. 500 pl des klaren Uberstands werden in ein neues Eppendorfgefaf3
Uberfihrt und das gleiche Volumen 70% Ethanol hinzugegeben. Von diesem
Gemisch werden 700 pl auf eine Rneasy Saule mit Collector Tube gegeben und 15
Sekunden bei 1.0000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen und 500 ul RPE
(Rneasy Mini Kit) auf die Saule gegeben und 15 Sekunden bei 1.0000 rpm
zentrifugiert. Dieser Schritt wird nochmals wiederholt. Die Saule wird aus dem
Eppendorf-Gefa3 genommen, auf ein neues 2 ml Eppendorf-Gefal3 gesetzt und zum
Trocknen 1 min bei 1.3000 rpm zentrifugiert. Die S&ule wird auf ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Gefa3 (Biopure) gesetzt und 40 ul Rnase freies Wasser werden auf die
Saule pipettiert. AnschlieBend wird die Saule zum Eluieren 1 min bei 10.000 rpm

zentrifugiert.
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6.6. RNA-Quantifizierung und -Integritatsbestimmung

Zur fluorimetrischen Bestimmung der RNA-Konzentration wird ein Qubit Fluorimeter
verwendet. Es werden zwei Standards gemessen und dann die Proben, die 1:200 in
Quant-iT Working Solution verdinnt wird. Alle Messproben werden 3 Sekunden
gevortext und danach 2 min bei RT inkubiert. Auch wird die Reinheit der RNA Proben
in der Microarray Core Unit, Wirzburg von Margarete Gdbel mit Hilfe eines
BioAnalyzer Uberprift. Hierzu werden 2 ul der RNA Probe (25-500 ng/pl Gesamt-
RNA) zur Messung der RNA Integritat im Agilent 2100 Bioanalyzer verwendet. Das
Analyseprinzip basiert auf einer Kapillarelektrophorese im Chip-Format (Nano Series
[, Agilent) und das Ergebnis wird als Chromatogramm ausgegeben (Abbildung 6).

Chr. Rachel 2 WT, Qiagen
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Abbildung 6. Die Ergebnisse der RNA Analyse mit Agilent Bioanalyzer.

Der erste Peak ist der interne Standard, der zweite und der dritte Peak sind 18S und 28S rRNA im
Elektropherogramm. In der Gel-ahnlichen Darstellung rechts ist die obere Bande 28S, danach folgend
18S und der Marker, der als griine Bande dargestellt ist. Ein Fronting der Banden ist ein Indiz fiir
RNA-Fragmentierung.

Auch wird das 28S zu 18S rRNA-Verhaltnis bestimmt sowie eine ,RNA
Integritatsnummer* (RIN), die auf einen RIN software Algorithmus beruht und eine
Klassifizierung der Gesamt-RNA bestimmt. Hierbei wird ein numerisches System von
1 bis 10 verwendet, wobei 1 bedeutet, dass die RNA stark degradiert ist und 10
bedeutet, dass die RNA zum gréBten Teil intakt ist.
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6.7. qRT-PCR

Flr die real-time-quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR) wird zuné&chst
ein Dnase-Verdau der isolierten RNA mit AMP-D1 Dnase 15 min bei RT durchgefiihrt
und mit Stop Solution beendet. Danach erfolgt eine Inkubation fiir 10 min bei 70°C.
Die RNA wird dann mit dem iScript cDNA Synthese kit umgeschrieben. Hierzu wird
zu 11 pl der Lésung aus dem Schritt des Dnase-Verdaus 4 pul Puffer, 1 ul Reverse
Transkriptase und 4 pul demineralisiertes Wasser hinzugefiigt und nach kurzem

Zentrifugieren fir 44 min im Thermocycler inkubiert (Tabelle 3).

Tabelle 3. PCR-Bedingungen fiir die Umschreibung von RNA in cDNA

5 min 25°C

30 min 42°C Optimum der Reversen Transkriptase

5 min 85°C Inaktivierung der Reversen Transkriptase
Hold 4°C

Die Proben werden danach bei -20°C aufbewahrt.

Fir die gqRT-PCR werden folgende TagMan Sonden verwendet: TWEAK, Fn14,
Matrix Metalloproteinase (MMP)2, MMP3, MMP8, MMP9, collagen1a1, collagenia2,
tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)2, TIMP3 and VEGF. Die Normalisierung
der Zielgene erfolgt auf das Housekeeping Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Es werden 12,5 ul ABI TagMan Gene Expression Master
Mix mit 1,25 pyl ABI Sondenmix, 6,25 ul Nuklease-freiem Wasser und 5 pul cDNA
Probe (1:10 in Nuklease-freiem Wasser verdinnt) gemischt. In die iCycler iQ PCR
96-Well-Platten werden jeweils 25 pl des Ansatzes pipettiert und dann die Well-Platte
mit PCR Sealers Microseal B Film verschlossen. Nach kurzem Zentrifugieren wird

dann die Platte im iCycler vermessen (Tabelle 4).

Tabelle 4. Temperaturprogramm fiir qRT-PCR Expressionsmessung

Zyklus 1 2 min 50°C 1x

Zyklus 2 10 min | 95°C 1x
15sec | 95°C

Zyklus 3 40x
1 min 60°C

Zyklus 4 Hold 15°C 1x
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6.8. InfarktgréBenbestimmung mit Evans Blue/TTC-Farbung

Fir die InfarktgréBenbestimmung werden die Tiere andsthesiert und mit einem
Kleintierbeatmungsgerat intubiert. Der Thorax wird gedffnet und die Ligatur bei
Versuchen zur IR wieder geschlossen. 500 pl einer 5 %-igen Evans Blue Lésung in
PBS wird in den Apex des Myokards gespritzt (Abbildung 7A, B).

Abbildung 7. Mauseherz mit Ligatur vor (A) und nach (B, C) Evans Blue Injektion

Fir die InfarktgroBenbestimmung wird bei IR die Ligatur verschlossen. Danach erfolgt die Injektion
von der Evans Blue Lésung in den Apex des Myokards.

Die Versuchstiere werden mit einer intrakardialen Injektion von 500 pl gesattigter
Kaliumchlorid Lésung behandelt. Danach wird das Herz aus dem Thorax entfernt und
in 0,9 %-iger Kochsalzlésung gewaschen. Uber die Aorta wird das Herz nochmals mit
Kochsalzlésung gespult und der RV wird entfernt. Danach wird das Herz in Tissue
Tek bei -20°C fir 30 min eingefroren. Das gefrorene Herz wird dann in flnf parallel
verlaufende transverse Ebenen geschnitten. Die Herzscheiben werden danach bei
37°C fir 10 min mit 2 % 2,3,5-Triphenyl-tetrazolium chlorid (TTC) gefarbt.

Das nicht-blau geféarbte Myokard ist der isch@mische oder Risikobereich, der
unterteilt wird in vitales Gewebe (rot) und infarziertes Gewebe (weil3) (Abbildung 7C).
Die Herzschnitte werden gewogen (WG), fotografiert und es wird planimetrisch
bestimmt, welche Bereiche des Herzens nicht mehr durchblutet sind (Area at Risk,
AAR), welche Bereiche vitales Gewebe enthalten, und welche Bereiche infarziert
(Infarkt, IF) sind.
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Zur Berechnung des Verhélinisses von INF zu AAR, wird folgende Formel

verwendet:

InfarktgroBe = (IF1 x WG1) + (IF2 x WG2) + (IF3 x WG3) + (IF4 x WG4) + IF5 x WG5) + (IF6 x WG6)
Anteil Gesamt-Infarkareal [%] : (WG Infarkt/WG Herz) x 100
Anteil Gesamt-Ischamieareal [%]: (WG Herz — WG blaue Areal)/WG Herz

Zur Auswertung werden VGA Planimetrie 2010 fiir Canon EOS5D und Planimetrie
Report fur Microsoft Excel 2010 genutzt.

6.9. Mikrozirkulationsmessung

Zur Bestimmung der Mikrozirkulation und der Detektion von Mikrothromben im
Gewebe von IR-Tieren, werden zwei verschieden fluoreszierende Mikropartikel in
das noch schlagende Herz injiziert. Der fluoreszierende Farbstoff ist hierbei in
Mikrospharen-Partikeln eingeschlossen. Die Versuchstiere werden mit Avertin
betaubt und nach Offnen des Thorax werden in den Apex des Herzens 1 um groBe
blau fluoreszierende Mikrospharen (100 ul blaue Mikrospharen mit 100 pl 10 % BSA
Lésung/Maus) in Insulinspritzen injiziert. Nach 1 min Wartezeit wird die Ligatur der
Tiere verschlossen und 0,2 um grofB3e rote fluoreszierende Mikrosphéaren (50 pl rote
Mikrospharen mit 50 pl 10 % BSA Ldsung/Maus) in Insulinspritzen in den Apex
injiziert. Nach 1 min wird dann das Herz freiprapariert, in Tissue Tek eingebettet und
bei -20°C gelagert. In den Kryoschnitten dieser Praparate werden die Zellkerne mit
SYTOX-Green angefarbt und nach Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd und
Eindeckeln mit Vectashield am Fluoreszenzmikroskop (Software BZ Observation
Software) untersucht, fotografiert und ausgewertet. Die blauen Mikrospharen haben
eine Fluoreszenz bei 350/440 nm und die roten Mikrosphdren haben eine
Fluoreszenz bei 580/605 nm (Abbildung 8).

Die Fluoreszenzen werden als Histogramm angezeigt und zur Normalisierung wird
die Eigenfluoreszenz des Gewebes mit einbezogen, um maégliche Gewebsrisse bei
der Berechnung der perfundierten Flache abzuziehen. Als rot fluoreszierende Flache
erscheint der nicht-ischdmische Bereich des Myokards der durch Mikrothromben
begrenzt ist. Als blau fluoreszierende Flache erscheint die erfolgreich perfundierte
Flache des Myokards, die die AAR einschliet und als schwarze Flache (nicht
fluoreszierender Bereich) erscheint das Gebiet des ,no reflow”. Dieses Experiment ist
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von Paula Arias, Arbeitsgruppe Prof. Pelzer, entwickelt und wird mit ihrer Hilfe
durchgeflhrt.

A B C

Abbildung 8. Experiment der Mikrozirkulation bei sham und MI Mausen

Bei sham Tieren sind die blauen und roten Mikrosphéren im gesamten Myokard verteilt (A). Tiere, die
einen MI erfahren haben, zeigen einen Bereich im Myokard, der durch die Ligatur keine roten
Mikrospharen aufweist. Blaue Mikrospharen zeigen reperfundierte Bereiche (B, C) und Areale mit
keinen Mikrosphéaren sind Bereiche des ,no reflow* Phanomens (B).

6.10. Gelatine Zymographie

Zymographie, eine auf SDS-PAGE basierende Methode, wird zur Bestimmung der
kollagenolytischen Aktivitdt von MMP2 und MMP9 in Herzzell-Homogenat nach
Placebo- oder HSA-Flag-TWEAK Behandlung verwendet. Zur Proteinisolation wird
das infarzierte Gewebe mit Ripa Puffer und Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
homogenisiert. Die Proben werden in einem 10 % Polyacrylamidgel mit 2,5 mg/ml
Gelatine mit einer konstanten elektrischen Spannung von 120 Volt fir 2 Stunden bei
4°C aufgetrennt. Nach der Elektrophorese werden die Proteine durch Inkubation mit
2,5 % Triton X-100 far 90 min bei RT renaturiert. Die Gele werden dann fir
12 Stunden bei 37°C mit Aktivierungspuffer inkubiert. Danach erfolgt eine Farbung
der Gele fir 1 Stunde bei RT mit 0,5 % Coomassie Blau Lésung und eine Entfarbung
mit 40 % v/v Methanol, 10 % v/v Essigsdure um die ungeféarbten Banden im Gel
aufzuzeigen, die als Maf3 der proteolytischen Aktivitat der Enzyme betrachtet werden.
Die Bandenintensitat wird mittels Imaged (Version 1.44p) bestimmt.
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6.11. Zytokin Protein Array

Die Expression von Zytokinen im Infarktareal wird von TWEAK-behandelten Tieren 3
Tage nach MI, und von Tieren nach Behandlung mit Blutplattchen-hemmenden
Antikdrpern, sowie von STIM1™" und Orai1™ Tieren, 24 Stunden nach IR untersucht.
Das Infarktareal wird aus dem Myokard prapariert und zu 500 pl Ripa Puffer mit
1 mM PMSF in ein Eppendorf-Gefa3 hinzu gegeben. Das Gewebe wird mit einem
Ultratourax homogenisiert und das Homogenat 10 min bei 14.000 g bei 4°C
zentrifugiert. Der Proteingehalt wird mit einem Qubit Fluorimeter gemessen.
Entsprechend dem Protokoll wird ein Quantibody mouse cytokine array Q2000 von
RayBiotech flr die Bestimmung von Zytokinen verwendet. Bei dieser Sandwich-
ELISA-Methode im Microarray-Format werden Proteine durch bereits auf einem
Glaschip fixierte Capture-Antikérper gebunden. Im zweiten Schritt wird der Array mit
einem Cocktail an biotinylierten Antikérpern inkubiert, die wiederum an die bereits
gebunden Antikérper binden. Durch die Zugabe von Cy3 markiertem Streptavidin
kann dann das Fluoreszenzsignal detektiert werden.

Die Glaschips werden zunachst 30 min in ihrer Verpackung bei RT equilibriert,
danach nochmals fir 2 Stunden ohne Verpackung, dann werden die Arrays
beschriftet. In jedes Well werden jeweils 100 pl Sample diluent pipettiert und 30 min
bei RT inkubiert. Die Standards werden mit Sample Diluent rekonstruiert und die
Proteinproben 1:5 mit Sample Diluent verdinnt. Jedes Well wird entleert und mit
jeweils 100 pl der Standards und 100 pl Probe (50 pg Protein/100 ul) geftllt. Die
Zytokin Arrays werden mit einer Folie verschlossen und Uber Nacht unter leichter
Schittelbewegung bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag werden die Wells entleert und
zuerst mit Waschpuffer | dann mit Waschpuffer |l gewaschen. In jedes Well wird
dann 80 pl biotinylierter Detection Antibody Cocktail pipettiert und mit leichter
Bewegung 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach diesem Schritt werden die Wells
nochmals mit Waschpuffer | gewaschen, bevor dann zu jedem Well 80 ul des Cy3-
Mix pipettiert wird. Die Inkubation betragt 1 Stunde im Dunkeln unter leichtem
Schiitteln. Die Wells werden nach der Inkubationszeit mit Waschpuffer | gewaschen
und die seitlichen Clips des Arrays kénnen entfernt werden. Der Objekttrager werden
dann in ein 50 ml Falcon Gefal3 mit 40 ml Waschpuffer | gegeben und unter leichter
Bewegung 15 min im Dunkeln bei RT gewaschen. Dieser Vorgang wird nochmals mit
Waschpuffer Il wiederholt. Danach wird der Objekttrager in ein neues 50 ml Falcon
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GefaB Uberfihrt und bei 1.000 rpm fir 3 min zentrifugiert. Das Fluoreszenzsignal
wird dann mit einem Laserscanner mit Cy3 Wellenlange detektiert. Als Extinktion
werden 555 nm und als Emission 565 nm verwendet. Als Programm zur Auslesung
des Arrays wird ScanAlyze (Version 2.5, Michael Eisen) und zur Generierung einer
Standardkurve wird das Programm Origin 8.5.1 verwendet. Die Auslesung des
Zytokin Arrays mit einem Laserscanner wird von Margarete Gdbel, Microarray Core
Unit Wirzburg, durchgefuhrt.

6.12. Bioinformatische Analyse des Zytokin Protein Arrays

Die Daten der Proteinexpression werden normalisiert und signifikant héher
exprimierte Zytokine (ANOVA t-test) werden als Interaktom-Netzwerk dargestellt.
Diese Darstellung beinhaltet Kinase und phosphorylierte Substrate und wird
entsprechend einer friiheren Publikation der Arbeitsgruppe Prof. Dandekar erstellt'’.
Verschiedene Proteom- und Transkriptom-Datensatze werden entsprechend ihrer
Proteinknotenpunkte aus Daten von Kardiomyozytenstudien vereinigt. Informationen
zu menschlichen Protein-Protein Interaktionen (PPl) wird von der Human Protein
Reference Database (HPRD; Version 9.0, April 2010)'® und dem Entrez Gene
National Center for Biotechnology Information (NCBI) server'™ bezogen und mit
Cytoscape (Version 2.8.3;'®) dargestellt. Die Daten werden mit Daten von Protein
Phosphorylierungen aus HPRD (version 9.0) und PhosphoSite'®' kombiniert sowie
Vorhersagen zu Kinasen und deren Phosphoproteom Daten werden mit NetworKIN
Algorithmus™2'®  berechnet. Interaktionsvorhersagen werden mit verschiedenen
Protein-Protein Interaktionsdatenbanken, wie HPRD, generiert. Eine Liste von
menschlichen Kinasen wird anhand einer Publikation von Manning et al. (2002)
erstellt und als Referenz und Bewertung der HPRD Phosphorylierungsdaten
verwendet'®*. Diese Arbeit wird von Gaby Wangorsch, Arbeitsgruppe Prof. Dandekar,

durchgefihrt.
6.13. Durchflusszytometrie von Gewebsleukozyten
Fir die Durchflusszytometrie (FACS) wird das Infarktareal des Myokards

freiprapariert und mit FACS-Verdauungspuffer fir 30 min bei 37°C verdaut. Die
Zellen werden durch ein 40 pm-Zellsieb filtriert und 10° Zellen pro Farbeschritt
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werden mit 100 pl FACS-Puffer gewaschen. Unspezifische Bindungen an Fcy RIIV/II
Rezeptoren werden durch Inkubation der Zellsuspension mit sattigender Menge des
Zellkulturiberstandes des Klons 2.4G2 (anti-CD16/CD32) fir 15 min (4°C) inhibiert.
Die Oberflachenantigene der Zellsuspension werden fiir 15 min gefarbt und danach
werden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen.

Zur Kompensation der Farbstoffe werden Splenozyten aus einer Mausemilz isoliert.
Hierzu wird die entnommene Milz durch einen 40 um Zellsieb filtriert und mit 15 ml
Lysis-Puffer flir 3 min inkubiert. 20 ml PBS werden zur Zellsuspension hinzugegeben
und 8 min bei 1.200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf circa 3 ml
abgenommen und das Pellet resuspendiert und erneut durch das Zellsieb filtriert. Es
werden 7 ml PBS dazu pipettiert und 10.000 Zellen/Well fir die Kompensation

verwendet.

6.14. Depletion von Neutrophilen

Mause werden i.p. mit HSA-Flag-TWEAK (32 ug/Tier) oder der Placebo-Kontrolle
(PBS) direkt nach Induktion des Ml und an Tag 3 und 6 injiziert. Die neutrophilen
Granulozyten werden in HSA-Flag-TWEAK/Placebo-behandelten Tieren durch eine
i.p. Injektion von 250 pg eines anti-Ly6G Antikérpers oder einer Isotypkontrolle an
Tag 5 und 6 depletiert. An Tag 8 nach M| werden die Tiere getdtet und das periphere
Blut wird per FACS auf Neutrophile untersucht. Hierzu wird das Blut mit Heparin
behandelt. Nach erfolgter Farbung von Oberflachenantigenen werden die
Erythrozyten durch  Fixierungs-Permeabilisierungs-Konzentrat in  Fixierungs-
Permeabilisierungs-Diluent fir 45 min bei RT lysiert. Die Zellen werden in FACS-
Puffer am BD FACSCanto Il Durchflusszytometer analysiert. Die Auswertung der
Daten erfolgt mit dem Programm FlowdJo (TreeStar Inc, Version 7.6.5).

Diese Arbeit wird von Denise Mathes und Susanne Knorr, Arbeitsgruppe Prof.
Frantz, und Martin Chopra, Arbeitsgruppe Dr. Beilhack, durchgefihrt.

Das Mausmyokard wird in 4 % Paraformaldehyd Uber Nacht fixiert, in Paraffin

eingebettet und fur histologische Farbungen auf Neutrophile verwendet.
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6.15. In vitro Experimente
6.15.1. Zelllinien

Humane kardiale Fibroblasten (HCF) werden in cardiac fibroblast growth Medium in
T75-Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % CO. kultiviert. In Abhangigkeit der
Konfluenz des Zellrasens werden die Zellen mit PBS gespllt, danach mit
Trypsin/EDTA abgeldst und im Verhéltnis 1:3 gesplittet. Die Zellzahl wird mithilfe

einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

6.15.2. Isolation von primaren kardialen Mausfibroblasten

Den Versuchstieren wird i.p. 100 ul Heparin (2,500 1U/ml) injiziert und nach 5 min
werden die Tiere mit Avertin anasthesiert. Das Herz wird aus dem Thorax entfernt
und das Myokard in einer sterilen Schale mit PBS (ohne Ca/Mg) von anhaftendem
Fremdgewebe und GeféBen befreit. Nach Waschen im Isolationspuffer unter einer
Sterilbank wird das Gewebe in ein neues Gefal3 mit 3 ml Isolationspuffer Ubertragen.
Das Herzgewebe wird in kleine Stlicke geschnitten und mit 6 ml Tissue dissociation
buffer (mit Kollagenase) fir 15 min bei 37°C unter leichter Rotation (4-12 rpm)
verdaut, nochmals fiir 5 min resuspendiert und fir weitere 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Suspension wird zunachst durch ein 100 pum-Zellsieb und anschlieBend durch ein
40 pum-Zellsieb in ein 50 ml Gefa3 Ubertragen, welches mit 25 ml Kollagenase-
Inaktivierungsmedium geflillt ist. Die Zellen werden flr 5 min bei 250 g und 4°C
zentrifugiert und das Zellpellet wird mit 20 ml primary cell complete medium
aufgenommen. Die Zellen werden abschlieBend in T75-Flaschen ausgeséat und in
einen Inkubator bei 37°C und 5 % CO, gestellt.

6.15.3. Isolation von primaren kardialen Mausmyozyten

Den Mausen wird i.p. 100 pl Heparin verabreicht und nach 5 min werden die Tiere
mit Avertin betdubt. Das Herz mit einschlieBlich circa 2 mm der Aorta wird aus dem
Thorax prapariert und in 10 ml Perfusionspuffer bei RT Uberfihrt. Anhaftende
GefaBe, Fett und Gewebe werden entfernt und das Herz wird mit einer feinen Spritze
kanuliert. Mit einer schmalen Klammer wird das Herz an der Spritze fixiert und die
Aorta wird an die Kantle mit einem 6-0 Faden befestigt. Das Myokard wird far 4 min
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bei einer Geschwindigkeit von 3 ml/min bei 37°C mit Perfusionspuffer perfundiert.
Danach erfolgt eine Perfusion fur 10 min bei 3 ml/min mit Myocyte Verdauungspuffer.
Das Herz wird von der Kantle befreit und in ein Réhrchen mit 2,5 ml Myocyte
Verdauungspuffer Uberflihrt. Das Gewebe wird klein geschnitten und mit einer
Pipette homogenisiert. Die Zellsuspension wird daraufhin in ein konisches Gefal3 mit
2,5 ml Myocyte Stop Puffer 1 (RT) Ubertragen. Wieder wird die Suspension mit einer
Pipette fir 5 min homogenisiert. Nach 10 min Inkubationszeit kbnnen die Myozyten
sich im Konus absetzen und der Uberstand wird in ein neues GeféaB (berfiihrt,
welches 1 min bei 180 g zentrifugiert wird. Das neu erhaltene Pellet wird mit 5 ml
Myocyte Stop Puffer 2 aufgenommen und zusammen mit den vorher abgesetzten
Myozyten resuspendiert. 50 ul Calciumchloridlésung (10 mM) werden hinzugefigt,
gemischt und fir 4 min bei RT inkubiert. Dieser Schritt wird einmal wiederholt. Es
werden 100pl, danach 30ul und danach 50ul Calciumchlorid hinzu gegeben und
nach jedem Schritt erfolgt eine Inkubationszeit von 4 min bei RT. Die
Myozytenlésung wird dann in ein neues konisches Gefal3 Uberflihrt und nach einer
Inkubationszeit von 10 min kdnnen sich die Myozyten im Konus absetzen. Der
Uberstand wird 1 min bei 180 g zentrifugiert und beide Pellets werden
zusammengefuhrt und mit 5 ml Myocyte plating medium bei 37°C resuspendiert. Die
Zellsuspension wird in T75 Flaschen ausplattiert und nach 1 Stunde wird das
Medium abgesaugt. Die Zellen werden mit Myocyte Kultivierungsmedium gewaschen

und dieses Medium wird auch fur die Kultivierung eingesetzt.

6.15.4. Zellvitalitatsbestimmung

Der Gehalt an lebenden Zellen in der Zellsuspension wird mithilfe einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Falls es nétig ist, werden die Zellen vorher trypsiniert und
15 pl dieser Zellsuspension werden mit 15 ul Trypanblaulésung gemischt und davon
werden 10 pl far die Z&hlkammer verwendet. Vier Quadrate werden ausgezahlt und
nur die Anzahl an lebenden, d.h. farblosen Zellen wird far die Berechnung
verwendet. Unter Berlcksichtigung der Verdinnung und dem Verdinnungsfaktors
der Zahlkammer wird die Anzahl an lebenden Zellen berechnet. Das Ergebnis wird

dann durch die Anzahl der gezahlten Quadrate geteilt.
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6.15.5. Durchflusszytometrie von Zellen

Fir die Messung der Oberflachenexpression von TNF-Rezeptoren auf humanen
kardialen Fibroblasten werden die Zellen nach Trypsinierung bei 1.200 rpm fir 3 min
bei 4°C zentrifugiert. Die Zellen werden in 12 ml DMEM-Medium in FACS-GefaBBe
dberfihrt (1ml/GefaB) und nochmals bei 12000 rpm fir 4 min zentrifugiert. Danach
werden die Zellen fir 30 min mit den Antikdrpern inkubiert und mit FACS-Puffer
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wird zu dem Zellpellet 200 ul FACS-
Puffer gegeben und die Zellen am BD FACS Calibur mit der Software Cell Quest Pro
gemessen. Diese Arbeit wird von Steffen Salzmann und Isabell Lang, Arbeitsgruppe
Prof. Wajant, durchgeflhrt.

6.15.6. TWEAK-Gaussia-Bindungsassay mit humanen kardialen Fibroblasten

Als quantitativer Nachweis des funktionellen Rezeptors Fn14 wird Gaussia princeps
Luziferase (GpL)-FLAG-TNC-TWEAK, ein biolumineszierendes Fusionsprotein der
I6slichen Form von TWEAK, verwendet, um auf lebenden Zellen die TWEAK-Fn14
Interaktion zu untersuchen'®. HCF-Zellen werden hierzu (iber Nacht in 24-Multiwell-
Platten in cardiac fibroblast growth medium bei 37°C kultiviert. Zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung werden die Zellen mit einer hohen Konzentration (1,5 pg/ml;
4,7 nM) konventionellem Fc-Flag-TWEAK oder mit einem TNFR1-spezifischen
Antikdrper H398 (10 pg/ml) geblockt. Die Zellen werden dann mit einer steigenden
Konzentration an GpL-Flag-TNC-TWEAK oder GpL-Flag-TNC-TNF fir 2 Stunden bei
37°C inkubiert. Alle ungebundenen Liganden werden durch mehrmaliges Waschen
mit kaltem PBS entfernt. Die Zellen werden dann in 50ul Medium (RPMI mit 0,5 %
FKS, RT) in eine schwarze 96-Well-Platte Uberfihrt. Fir die Bestimmung der
durchschnittlichen Rezeptoranzahl pro Zelle werden die Zellen aus einem Well mit
einem Hamocytometer gezahlt. Zur Quantifizierung der GpL Aktivitat in den Proben
wird die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 10 pl Luciferase Working Solution
(Gaussia luciferase assay kit) gestartet und die Lumineszenz (1 Sekunde/Probe) wird
direkt mit einem Lucy 2 Luminometer gemessen. Die Lumineszenzaktivitat von
definierten Mengen an reinem GpL-Flag-TNC-TWEAK und GpL-Flag-TNC-TNF wird
ebenfalls gemessen, um die Lumineszenz quantifizieren zu kénnen. Als spezifische

Bindung wird die Differenz der totalen Bindung (Proben ohne Antagonist-
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Vorbehandlung) und zugehdrige unspezifischen Bindungen (Proben mit Antagonist-
Vorbehandlung) definiert. Dieser Versuch wird von Andrea Fick, Arbeitsgruppe
Wajant, durchgefihrt.

6.15.7. Western blot Analyse

Fir die Bestimmung der Aktivierung von HCF-Zellen durch TWEAK, werden die
Zellen auf Zielproteine des klassischen und alternativen NFkB-Signalwegs
untersucht.

Hierzu werden die Zellen (500.000 Zellen) far 0 min, 5 min, 15 min und 60 min mit
Flag-TWEAK (200 ng/ml), Fc-Flag-TWEAK (200 ng/ml) oder TNFwt (50 ng/ml)
stimuliert und mittels Western blot Analyse die Zielproteine IkBa und
phosphoryliertes IkBa (plkBa) des klassischen NFkB Signalwegs bestimmt.

Zur Bestimmung der Zielproteine p100, p52, NIK, TRAF1, TRAF2 und clAP1 werden
die HCF-Zellen (2 x 10° Zellen/Ansatz) tber Nacht mit Flag-TWEAK oder Fc-Flag-
TWEAK in den Konzentrationen 0 ng/ml, 20 ng/ml und 200 ng/ml stimuliert. Danach
werden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, mit einem Zellschaber von den Well-
Platten entfernt und 4 min bei 2.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wird
dann in 100 pl Probenpuffer mit Protease-Inhibitoren (1:25) aufgenommen und fiir 20
Sekunden mittels einer Ultraschallsonde homogenisiert. Bei der Verwendung von
phospho-spezifischen Antikérpern wird noch ein zusatzlicher Schritt verwendet:
Zusatzlich zu den Proteaseinhibitoren wird zu dem Probepuffer noch
Phosphataseinhibitoren beigefligt. Nach Ultraschallbehandlung wird das Zellpellet
bei 95°C fiir 5 min aufgekocht und fir 10 min bei 14.000 rpm bei RT zentrifugiert und
dann fur die Messung verwendet.

Fir die Elektrophorese werden ein 12 %iges Trenngel und ein 6 %iges Sammelgel
benutzt. Nach Beladung der Gele wird eine Spannung von 90 - 130 Volt fir ca. 90
min angelegt. Die Gele werden dann im ,semi-dry“ Blottingverfahren auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Hierbei wird die Membran und das Whatman-
Filterpapier mit Blottingpuffer benetzt und wie folgend in die Blottingkammer gelegt
(beginnend bei der Anode): 2 Blatter Whatman-Paper, 1 Blatt
Nitrozellulosemembran, Gel und 2 Blatter Whatman-Papier. Bei einer Stromstarke
von 1,5 mA/cm? Gelflache wird bei RT fiir 90 - 120 min die Proteine von dem Gel auf

die Nitrozellulose Ubertragen.
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Die auf die Nitrozellulosemembran Ubertragenen Proteine kdénnen dann mit
spezifischen Antikdrpern gegen die Zielproteine detektiert werden. Nach 1 Stunde
Inkubation mit Blockingpuffer, wird die Nitrozellulosemembran mit PBST gewaschen
und Uber Nacht bei 4°C mit dem Primarantikdrper in PBST inkubiert. Danach wird die
Membran 3 x 5 min mit PBST gewaschen und dann mit dem Sekundarantikdrper, der
Peroxidase konjugiert ist, fir 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt werden die Proteine durch eine Chemolumineszenzreaktion mit einem

luminolbasierten Substrat auf einem Réntgenfilm sichtbar gemacht.

6.15.8. MTT Zellvitalitatstest

Als Ausgangssubstanz wird 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-
bromid (MTT) verwendet. Dieses Substrat wird von lebenden Zellen durch Enzyme
zu Formazan reduziert und kann kolorimetrisch gemessen werden.

Fir die Bestimmung der Zytotoxizitat, werden die Zellen in einer 96-Well-Platte mit
Flachboden ausplattiert. Nach Behandlung werden 15 pl MTT Farbelésung (5 mg/ml
MTT in MEM Medium ohne Phenolrot) pro Well hinzugegeben und es erfolgt eine
Inkubationszeit von 2 Stunden bei 5 % CO2 und 37°C. Das Medium wird entfernt und
150 pl MTT Elutionslésung werden bei RT hinzugeflgt. Die Zellsuspension wird dann
fir 2 Stunden auf einem Horizontalschittler bei RT inkubiert. Die Messung der
Absorption der Lésung wird spektrophotometrisch bei 595 nm mithilfe eines Mikrotiter
Plattenreaders durchgefthrt. Als Positivkontrolle wird 0,01 % SDS in Medium

verwendet.

6.15.9. Kristallviolett Test

Bei der Kristallviolett-Methode wird photometrisch der Farbstoff Kristallviolett (N-
Hexamethyl-Pararosanilin) gemessen, der sich an die DNA von Zellen anlagert.
Somit kann der Anteil an lebenden Zellen quantifiziert werden.

Die Zellen werden in einer 96-Well-Platte mit Flachboden ausplattiert und mit der
Testsubstanz inkubiert. Die Zellen werden zweimal mit je 200 pl PBS gewaschen
bevor sie mit 100 pl Kristallviolett Farbelésung (0,5 % Kristallviolett in 25 %
Methanol) fir 5 min bei RT auf einem Horizontalschuttler inkubiert werden. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wird die Well-Platte luftgetrocknet. Der Rlckstand in
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der Platte wird mit 100 pl Kristallviolett Elutionslésung (1 % SDS in PBS)
aufgenommen und Uber Nacht bei RT auf einem Horizontalschuttler inkubiert. Die
optische Dichte der Lésung wird bei 650 nm mit einem Mikroplattenreader gemessen
und als Programm wird easy WIN basic verwendet. Als Positivkontrolle wird 0,01 %
SDS in Medium verwendet.

6.16. Statistische Analyse

Alle Ergebnisse werden als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Als Programm fir die statistische Analyse wird GraphPad Instat3
(Version 3.0; La Jolla, USA) verwendet. Die behandelten Gruppen werden mit der
Placebo-Gruppe mithilfe eines two-tailed unpaired student’s t Test verglichen. Die
Mortalitatsdaten werden mit einem log rank test verglichen. * p < 0.05; ** p < 0.01.
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7. Ergebnisse

7.1. TWEAK und Fn14 im Myokardinfarkt
7.1.1. Expression von TWEAK und Fn14 nach Myokardinfarkt

In einem ersten Schritt werden die mRNA Expression von TWEAK und Fn14 im Herz
3 Tage und 8 Wochen nach MI untersucht. Sowohl TWEAK (Abbildung 9A), als auch
sein Rezeptor Fn14 (Abbildung 9B) werden im Herzgewebe nach Ml signifikant héher

exprimiert, als im Herzen sham-operierter Mause.
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Abbildung 9. TWEAK und Fn14 sind nach MI stark im Myokard exprimiert.

Nach 3 Tage Ml ist die mRNA Expression von TWEAK (A) und Fn14 (B) signifikant erhdht. Signifikant
erhoht ist die Expression von Fn14 mRNA nach 8 Wochen nach MI. Abbildungen: Pachel et al., PloS
ONE, 2013'%.

Immunhistologische Farbungen bestatigen eine Induktion von Fn14 in der
Borderzone infarzierter Herzen (Abbildung 10A).

Hierbei sind hauptsachlich kardiale Fibroblasten flir die erhdhte Expression des
Rezeptors verantwortlich (Abbildung 10B).

Um die zellspezifische Expression von Fn14 zu bestatigen, werden adulte
Mauskardiomyozyten und -fibroblasten isoliert. Anhand dieser Zellen kann in vitro
gezeigt werden, dass nur kardiale Fibroblasten, nicht aber Kardiomyozyten Fn14
bilden (Abbildung 10C, D).
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Abbildung 10. Inmunhistologische Farbung von TWEAK und Fn14.

Nach 3 Tage Ml ist Fn14 Protein stark in der Borderzone des Myokardiums exprimiert (A). Periostin-
positive Fibroblasten sind die Hauptquelle der Fn14 Expression im infarzierten Herz (B) und aSAA
positive Kardiomyozyten zeigen keine Fn14 Expression (C). Isolierte kardiale Mausfibroblasten
exprimieren Fn14 (D), wohingegen isolierte Kardiomyozyten keine Fn14 Expression zeigen.
Abbildungen: Pachel et al., PloS ONE, 2013'%,
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Nach experimentellem MI erhéht sich der systemische TWEAK-Level im Serum bei
permanentem Infarkt und im IR (Abbildung 11). Auffallig ist, dass die Expression von
TWEAK durch einen operativen Eingriff, auch bei sham Tieren nach IR bzw. 3 Tage,

nicht aber 8 Wochen nach M, stark ansteigt.
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Abbildung 11. TWEAK Gehalt im Serum.
Im Serum sind in den operierten Tieren und sham Tieren gleich hohe TWEAK-Level zu detektieren.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sowohl TWEAK als auch dessen Rezeptor
Fn14 im Myokard in Mausen nach MI hochreguliert werden und dass von den
unterschiedlichen Zellpopulationen im Herzen hauptséchlich Fibroblasten Fn14
exprimieren. Die Thorakotomie induziert als operativer Eingriff selbst schon

systemisch die Serumkonzentration an TWEAK.
7.1.2. Funktionalitat des Fn14-Signalweges in humanen kardialen Fibroblasten

Im Mausherz sind die kardialen Fibroblasten die hauptsachlichen Produzenten von
Fn14 nach MI, was eine fundamentale Rolle dieser Zellpopulation in den Wirkungen
von exogenem TWEAK nach MI nahe legt. Primére HCF exprimieren ebenfalls Fn14
(Abbildung 12), was auf eine Bedeutung des TWEAK-Fn14-Systems im Menschen
hindeutet. HCF exprimieren neben Fn14 auch Fas, TRAILR2 und TNFR1.
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Abbildung 12. Expression von TNF-Rezeptoren auf HCF-Zellen.

Die Expression verschiedener Rezeptoren auf HCF-Zellen wird mittels FACS-Analyse bestimmt.
HCF-Zellen zeigen eine starke Expression von Fn14, eine mittlere Expression von Fas und TRAILR2,
eine geringe Expression von TNFR1 und keine Expression von TNFR2, TRAILR1, CD27, CD40,
HVEM und LTBR.

Die Bindung von Gaussia-Luziferase-gekoppeltem Gaussia-sTWEAK an die HCF-
Zellen bestatigt die Expression von funktionellem Fn14 und ergibt im Bindungsassay,
dass pro Zelle 6.704 Rezeptoren exprimiert werden (Abbildung 13). HCF-Zellen
kénnen durch exogenes TWEAK zur Aktivierung des klassischen (Phosphorylierung
von IkB) und alternativen NFkB Signalweges (p100-Prozessierung) flihren
(Abbildung 14). Membranstandiges TWEAK (simuliert durch Fc-TWEAK) aktiviert
beide Signalwege, wahrend I6sliches TWEAK nur den alternativen NFkB Signalweg
aktiviert.
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Abbildung 13. HCF-Zellen besitzen einen funktionellen Fn14 Rezeptor.
Im Gaussia-Bindungsassay zeigen HCF-Zellen eine spezifische Bindung von GpL-Flag-TNC-TWEAK.

HSA-Flag-TWEAK zeigt weder im MTT- noch im Kristallviolett-Assay zytotoxische
Wirkungen auf HCF-Zellen in Konzentrationen bis 500 ng/ml (Ergebnisse nicht

gezeigt).
Flag-TWEAK Fc-Flag-TWEAK Flag-TWEAK Fc-Flag-TWEAK
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Abbildung 14. TWEAK zeigt in HCF-Zellen eine Aktivierung des klassischen und alternativen
NFkB Signalwegs.

In HCF-Zellen fuhrt TWEAK zu einer Phosphorylierung von IkBa, das ein Zielmolekil des klassischen
NFkB Signalwegs ist. TWEAK flhrt auch zur p100 Prozessierung und Aktivierung Zielproteine wie
NIK und TRAF1, die Bestandteile des alternativen NFkB Signalwegs sind.
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HCF-Zellen exprimieren funktionales Fn14, welches auf die Bindung von TWEAK mit
NFkB-Aktivierung reagiert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass TWEAK auch
im Menschen das Potential besitzt, auf kardiale Fibroblasten einzuwirken.

7.1.3. Effekte von HSA-Flag-TWEAK auf das Uberleben nach Myokardinfarkt

Die erhdhte Expression der Komponenten des TWEAK-Fn14 Systems nach
experimentellem MI deutet auf eine Rolle dieser Proteine im geschadigten Herzen
hin. In einem nachsten Schritt werden daher die Wirkungen von rekombinantem
TWEAK im MI-Modell untersucht. Die exogene Behandlung infarzierter Versuchstiere
mit HSA-Flag-TWEAK im chronischen MI-Modell resultiert in signifikant erhdhter
Mortalitat im Vergleich zur Placebogruppe (Abbildung 15A).
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Abbildung 15. HSA-Flag-TWEAK erh6ht die Mortalitit und das Auftreten von kardialen
Rupturen nach MI.

Das prozentuale Uberleben von HSA-Flag-TWEAK behandelten Mausen ist signifikant verringert
nach MI im Vergleich zur Kontrollgruppe (A). Die meisten HSA-Flag-TWEAK behandelten Tiere
sterben aufgrund von kardialen Rupturen (B). Abbildungen: Pachel et al., PloS ONE, 2013,
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Bei der Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK ist eine erste Mortalitat der Versuchstiere
(von 14 %) ab Tag 4 zu verzeichnen. Die Mortalitat steigt bis auf 93 % bis zum
Versuchsende. Die mediane Uberlebenszeit dieser Tiere betragt 6 Tage.
Anderungen des relativen Kérpergewichtes oder der Gewichte von Herz, RV, Lunge
oder Milz zeigen keine Auffélligkeiten zwischen den Gruppen (Ergebnisse nicht
gezeigt). Die Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK bewirkt ein signifikant erhéhtes

Auftreten von kardialen Rupturen in den Versuchstieren (Abbildung 15B).

Mittels echokardiographischer Messung nach MI wird die kardiale Herzfunktion
Uberprift. In der apikalen sowie papillaren Ebene wird gemessen, um
Veranderungen im Infarktbereich und im nicht-infarzierten Bereich detektieren zu
kénnen. Das verminderte Uberleben der Tiere in der HSA-Flag-TWEAK-Gruppe
korreliert nicht mit Stérungen der kardialen Herzfunktionen (Tabelle 5) oder

verstarkter Dilatation im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe.
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Tabelle 5. HSA-Flag-TWEAK hat keinen Effekt auf echokardiographische Parameter.
Echokardiographie Tag 1 und Tag 3 nach MI. Abbildungen: Pachel et al., PloS ONE, 2013

| Tag 1
HSA-Flag-TWEAK, HSA-Flag-TWEAK,
Parameter PBS, sham sham PBS, Mi Mi
n 3 3 9 17
Herzrate (bpm) | 473,3 + 18,56 440 + 15,28 462,2 + 28,57 4947 £ 16,11
Papillar
ESA (mm?) 7 +0,38 5,7 +0,33 12,2 + 0,66 11,7 + 0,53
EDA (mm? 10 + 0,84 7,6 +0,44 14,5 + 0,54 14,2 + 0,64
2D FS (%) 29,6 + 3,02 2510 16,1 £+ 25 17,4 £ 1,51
Apikal
ESA (mm?) 7,6 +0,44 7 +0,96 13,5+ 0,79 11,9 + 0,67
EDA (mm®)| 11,2+0,73 9,9+0,48 15,7 + 0,86 14,1 0,71
2D FS (%) 32,3 +4,87 29,8 + 6,35 14,1 + 1,66 15,7 +1,84
 Tag 3
HSA-Flag-TWEAK, HSA-Flag-TWEAK,
Parameter PBS, sham sham PBS, Mi Mi
n 3 3 7 15
Herzrate (bpm) 473,3 + 3,33 480 + 47,26 562,9 + 22,65 560,7 + 11,27
Papillar
ESA (mm?) 8+1,15 6,4+0,8 129+13 12,7 +0,76
EDA (mm?| 103+1,45 8,7 +1,15 154 +1,26 15+0,78
2DFS (%)| 22,7+1,46 25,3 + 3,11 17,3+ 2,02 15,8+1,24
Apikal
ESA (mm?)| 7,6+0,29 8,2+ 1,44 12,8 +1,38 12,7 £+ 0,84
EDA (mm?%| 10,8 +0,62 10,9+ 1,74 15,4 + 1,58 15+ 0,81
2DFS (%)| 29,7+2,18 25+218 17,1 +1,57 16,5+ 1,76

Daten werden als Mittelwerte + SEM dargestellt; n ist die Anzahl der Versuchstiere. EDA, end-

diastolische Flache; ESA, end-systolische Flache; FS, Auswurfleistung; 2D, 2-Dimensional.

7.1.4. Effekte von HSA-Flag-TWEAK auf die extrazellulare Matrix

Das Remodelling der extrazellularen Matrix spielt eine groBe Rolle fur die
Wundheilung nach MI und Stérungen der Funktionen daran beteiligter Proteine

17 Im Infarktgewebe wird 3

kénnen die Ursachen flr kardiale Rupturen darstellen
Tage nach MI, und daher zu einem Zeitpunkt, zu dem noch keine kardialen Rupturen
aufgetreten sind, die Expression und Funktion verschiedener Proteine, die am

Remodelling der extrazellularen Matrix beteiligt sind, untersucht (Abbildung 16A, B).
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Abbildung 16. Kein Unterschied in der mRNA Expression von wichtigen Remodelling-Genen.

Die mRNA Expression von Collagen1al und Collagen1a2, MMP2/3/8/9, TIMP2/3 und VEGF sind
durch HSA-Flag-TWEAK Behandlung nicht signifikant verandert. Abbildungen: Pachel et al., PloS
ONE, 2013'%.

Die mRNA-Level von Collagen 1a1, Collagen 1a2, sowie MMP2, MMP3, MMP8 und
MMP9 sind nicht signifikant verandert in der Behandlungsgruppe.

Ferner sind die mRNA Expressionen von TIMP2 und TIMP3, sowie die Expression
von VEGF in HSA-Flag-TWEAK behandelten Mausen nicht verandert
(Abbildung 16C).
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Auch die kollagendegradierende Aktivitdt der Proteasen MMP2 und MMP9,
gemessen mittels Gelatinezymographie, sind unverandert (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Gelatinezymographie der MMP-Aktivitat zeigt keine Unterschiede zwischen
HSA-Flag-TWEAK und PBS.

Eine Kollagen-Gelatinezymographie zeigt die gleiche Aktivitdt von MMP9 und MMP2 in HSA-Flag-
TWEAK und PBS behandelten Tieren 3 Tage nach MI. Teilweise Abbildungen: Pachel et al., PloS
ONE, 2013'®.

Ein vermehrtes Auftreten von kardiomyozytéaren Apoptosen kann flr das Auftreten
von kardialen Rupturen verantwortlich sein'®®. Zur Untersuchung dieser Hypothese
wird das Auftreten von Apoptosen im LV durch TUNEL Farbung (Abbildung 18A) und
immunhistologischer Farbung fir gespaltene PARP (Abbildung 18B) untersucht.
Exogenes HSA-Flag-TWEAK zeigt hierbei keine Modulation der Apoptoseraten in Ml
oder sham-operierten Tieren.
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Abbildung 18. HSA-Flag-TWEAK zeigt keine Effekte auf die Apoptoserate in vivo.

Die Apoptoserate von HSA-Flag-TWEAK behandelten Tieren ist in der TUNEL-Farbung (A) und
immunhistologischen Farbung auf gespaltene PARP nach Infarkt (B) und bei sham-operierten Tieren
im V?ggleich zur PBS-Kontrolle nicht signifikant verschieden. Abbildungen: Pachel et al., PloS ONE,
2013™.

7.1.5. Effekte von HSA-Flag-TWEAK auf die Immunreaktion nach
Myokardinfarkt

Weder die InfarktgréBe oder die linksventrikuldren Herzfunktionen, noch Anderungen
des extrazellularen Matrix-Remodellings oder das Auftreten von Apoptosen scheinen
die Ursache fir die erhéhte Mortalitat und das Auftreten der kardialen Rupturen zu
sein.

HSA-Flag-TWEAK aktiviert den alternativen NFkB Signalweg stark und schwéacher
den klassischen NFkB Signalweg. Diese beiden Signaltransduktionskaskaden fiihren
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in unterschiedlichen Zelltypen unter anderem zur Expression pro-inflammatorischer
Zytokine®.

Aus diesen Grinden werden unter Zuhilfenahme von Protein Mikroarrays die
Expressionsmuster von Zytokinen im infarzierten Herzgewebe nach HSA-Flag-
TWEAK-Behandlung untersucht. Um potentielle Verbindungen und Interaktionen der
beeinflussten Zytokine darzustellen, werden die Daten des Zytokin Arrays

bioinformatisch nach Normalisierung mit dem menschlichen Interaktom ausgewertet.

Die Gewebslevel einer Reihe von mdglichen Mediatoren einer (berschieBenden
Immunantwort sind nach in vivo HSA-Flag-TWEAK Behandlung statistisch signifikant
erhéht: Interferon-y (IFN-y), IL-12, glucocorticoid induced tumor necrosis factor
receptor family related gene (GITR), monocyte chemotactic protein-1/-5 (MCP-1/-5),
RANTES und IL-5 (Tabelle 6).

Eine funktionale Cluster-Untersuchung zeigt, dass die Zytokine durch den Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK/STAT) Signalweg
verbunden sind (Abbildung 19).

Durch die Microarray Analyse sowie die bioinformatische Auswertung der Ergebnisse
kann auf ein mdogliches Zusammenspiel von HSA-Flag-TWEAK und dem
Immunsystem geschlossen werden. Daher wird im Folgenden das Einwandern von
Entziindungszellen in das infarzierte Myokard untersucht.

In den Herzen von mit HSA-Flag-TWEAK behandelten Tieren nach MI kann
durchflusszytometrisch eine erhdhte Anzahl an CD45" Zellen im Vergleich zur
Placebo-Kontrolle detektiert werden (Abbildung 20A). Ein GroBteil dieser Zellen sind
myeloiden Ursprungs, bzw. neutrophile Granulozyten (CD11b*Ly6G") (Abbildung
20B). Immunbhistologische Farbungen zeigen ebenfalls eine vermehrte Infiltration von
Neutrophilen in die Borderzone des Infarktareals nach HSA-Flag-TWEAK
Behandlung (Abbildung 20C).
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Tabelle 6. Protein-Array zeigt eine Erhohung von Zytokinen durch HSA-Flag-TWEAK
Behandlung.

Ein Zytokin-Protein-Array des infarzierten Myokards nach 3 Tage MI zeigt eine signifikante
Erhéhung von Zytokinen in der HSA-Flag-TWEAK Behandlung. u.d. = unter Detektionslimit,
IFN-y: < 11pg/ml; IL-12: < 5 pg/ml; MCP-1: < 5 pg/ml; MCP-5: < 1 pg/ml; RANTES: < 3 pg/ml.
Tabelle: Pachel et al., PloS ONE, 2013'%.

PBS HSA-Flag-TWEAK

Abkiirzung/Gen Name Expression [pg/ml] | SEM Expression [pg/ml] | SEM p
BLC / B lymphocyte chemoattractant 116,18 554 110,40 4.81 N.S.
CD40 10,18 0,64 12,82 1,35 N.S.
CXCL16 / Chemokine (C-X-C motif)

ligand 16 0,50 0,30 0,43 0,43 N.S.
Eotaxin 10,52 0,31 11,63 0,36 N.S.
Eotaxin-2 15,26 0,43 16,09 0,52 N.S.
E-Selektin 40,71 2,92 45,90 5,04 N.S.

GITR / glucocorticoid induced tumor
necrosis factor receptor family
related gene 64,45 10,41 99,69 4,95 p <0.05
GM-CSF / Granulocyte
macrophage colony-stimulating

factor 2,54 1,19 2,70 1,61 N.S.
ICAM-1 420,03 107,50 | 365,54 186,63 N.S.
IFN-y u.d. 7,47 5,75 p <0.05
IL-12 / Interleukin-12 u.d. 44,51 3,23 p <0.05
IL-12p40/70 90,43 40,35 73,85 45,21 N.S.
IL-2 / Interleukin-2 6,08 1,65 6,22 1,91 N.S.
IL-3 / Interleukin-3 0,27 0,26 1,04 0,77 N.S.
IL-5 / Interleukin-5 4,13 2,66 18,75 5,05 p <0.05
IL-9 / Interleukin-9 241,45 16,66 291,12 16,77 N.S.
KC / keratinocyte-derived
chemokine 1,29 0,72 2,89 0,58 N.S.
MCP-1 / monocyte chemotactic
protein-1

u.d. 21,54 7,27 p <0.05
MCP-5 / monocyte chemoattractant
protein-5 u.d. 7,36 3,65 p <0.05
MDC / macrophage-derived
chemokine 19,18 1,99 22,49 1,54 N.S.
MIP-1y / macrophage inflammatory
protein y 412,09 117,66 | 747,38 107,42 N.S.
MIP-2 / macrophage inflammatory
protein-2 1,41 0,88 7,83 3,22 N.S.
MIP-3a / macrophage inflammatory
protein-3a 7,49 0,36 7,67 0,39 N.S.
OPG / Osteoprotegerin 39,80 2,60 49,27 3,46 N.S.
Osteopontin 17780,54 5216,12 | 22152,46 4037,31 | N.S.
PF4 / platelet factor 4 785,01 69,99 1362,01 337,63 N.S.
P-Selektin 363,30 40,92 551,42 105,86 N.S.

RANTES / regulated on activation,
normal T cell expressed and

secreted u.d. 4,63 3,34 p <0.05
Resistin 34,46 518 43,76 16,07 N.S.
sTNFRII 14,77 0,94 17,12 1,38 N.S.
VCAM-1 / vascular cell adhesion

molecule 1 168,49 23,01 257,27 43,26 N.S.
VEGF-D / vascular endothelial

growth factor D 91,54 12,95 84,96 5,79 N.S.
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Abbildung 19. Die Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK fiihrt zur Expression von Zytokinen und
Chemokinen des NFkB und JAK/STAT Signalwegs.

Das Protein-Protein Interaktionsnetzwerk zeigt Daten von Zytokinen und Chemokinen des Protein-
Arrays im menschlichen Interaktom. Die Kreise stehen flr Proteine und Kinasen werden als Dreiecke
dargestellt. Graue Linien zeigen Protein-Protein Interaktionen und rote Pfeile deuten
Phosphorylierungsreaktionen an. Die funktionellen Einheiten werden markiert (Interleukine,
Chemokine, JAK/STAT Signalweg). Griun-markierte Knotenpunkte zeigen Hochregulation nach
TWEAK Stimulation (orange). Abbildung: Pachel et al., PloS ONE, 2013,

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung infarzierter Versuchstiere mit HSA-
Flag-TWEAK mit erhéhten Leveln an pro-inflammatorischen Zytokinen einhergeht.
Die Stérungen in diesen Mediatornetzwerken korrelieren mit der vermehrten
Rekrutierung von Immunzellen, vor allem von Neutrophilen, in das geschadigte
Myokard.
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Abbildung 20. HSA-Flag-TWEAK fiihrt zu einer erhéhten Infiltration von Immunzellen.

Nach 3 Tage MI verursacht die Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK eine signifikant erhéhte Infiltration
von CD45" Immunzellen (A) in das Myokard. Von den CD45" Immunzellen sind CD3'NK1.1* Zellen
signifikant verringert (B). Immunhistologisch kann eine signifikant erhéhte Infiltration von Neutrophilen
in der Borderzone des Infarktareals bei HSA-Flag-TWEAK behandelten Tieren detektiert werden (C).
Abbildung: Pachel et al., PloS ONE, 2013,

7.1.6. Neutrophile und kardiale Rupturen

Verschiedene Studien deuten auf einen Zusammenhang zwischen der Infiltration von
Neutrophilen und dem Auftreten von kardialen Rupturen hin®>'®. Die Behandlung
infarzierter Versuchstiere mit exogenem HSA-Flag-TWEAK resultiert in einer
vermehrten Infiltration von Neutrophilen in das Infarktareal und bewirkt letztendlich
eine mit kardialen Rupturen assoziierte erhdhte Mortalitat. Aus diesen Griinden wird
ein funktioneller Zusammenhang zwischen Neutrophilen und kardialen Rupturen

untersucht.
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Die exogene Gabe von anti-Ly6G-Antikdrper im in vivo MI-Mausmodell bewirkt eine
effiziente Depletion von Neutrophilen im Herzgewebe (Abbildung 21A), sowie im
peripheren Blut (Abbildung 21B).
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Abbildung 21. Die Depletion der Neutrophilen mit anti-Ly6G-Antikérpern ist systemisch.

Nach der Depletion von Neurophilen mit anti-Ly6G-Antikdrpern ist immunhistologisch die
Neutrophilenanzahl in der Borderzone von infarzierten Tieren signifikant verringert (A) und
systemisch kann mittels FACS Analyse im Serum der behandelten Tiere eine signifikante Reduktion
von g\éeeutrophilen (CD11b*Ly6G") gemessen werden (B). Abbildung: Pachel et al., PloS ONE,
2013™.

Die Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK resultiert in infarzierten Versuchstieren in
erhéhter Mortalitdt unabhé&ngig vom Neutrophilenstatus (Abbildung 22A). Im
Vergleich zur Placebo Gruppe kommt es in der Neutrophilen-profizienten HSA-Flag-
TWEAK-Behandlungsgruppe zum vermehrten Auftreten von kardialen Rupturen,
nicht aber in der Neutrophilen-defizienten Behandlungsgruppe (Abbildung 22B).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass das vermehrte Auftreten kardialer Rupturen
durch HSA-Flag-TWEAK durch das vermehrte Einwandern von Neutrophilen in das
Infarktareal vermittelt wird. Die erhdhte Mortalitat nach HSA-Flag-TWEAK-Applikation

scheint nicht alleine auf diesem Mechanismus zu basieren.
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Abbildung 22. Das Auftreten von kardialen Rupturen durch HSA-Flag-TWEAK ist von
Neurophilen abhéngig.

Trotz Neutrophilendepletion ist das Uberleben der PBS und HSA-Flag-TWEAK Tiere nach MI nicht
signifikant verandert (A). Das Auftreten von kardialen Rupturen ist signifikant reduziert bei HSA-Flag-
TWEAK behandelten Tieren, die zusétzlich eine anti-Ly6G-Antikérper Behandlung bekommen, im
Vergleich zur Isotypkontrolle. Abbildung: Pachel et al., PloS ONE, 2013'%°.

7.2. Blutplattchenhemmung im myokardialen IR-Schaden
7.2.1. Effekte von anti-GPlb/-GPVI-Antikorpern und STIM1/Orai1 KO im IR-
Modell

Versuchstiere werden im IR-Modell entweder mit GPIb- oder GPVI-spezifischen
Antikérpern behandelt, oder die Versuche werden mit STIM1 oder Orail KO
knochenmarkchimaren Mausen durchgefihrt (Abbildung 23).

Die Behandlung von Versuchstieren im IR-Modell mit anti-GPVI-Antikérpern bewirkt

ein signifikant verringertes Infarktareal gemessen durch Evans Blue/TTC-Farbung
nach IR in vivo.
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Die Behandlungen mit anti-GPIb-Antikérpern, sowie der Einsatz von STIM1- oder
Orai1-KO-Knochenmark-chiméren Tiere zeigen keinen Unterschied im Infarktareal

nach IR.
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Abbildung 23. Die Behandlung mit GPVI-Antikdrpern fiihrt zu einer Reduktion des Infarktareals
im Modell der IR.

STIM1-KO und Orai1-KO Tiere zeigen keinen Effekt auf die InfarkigroBe nach IR. Auch zeigt die
Behandlung mit GPIb-Antikdrpern keinen signifikanten Unterschied der InfarktgréBe mit der PBS-
Kontrollgruppe. Die Behandlung mit GPVI-Antikérpern fihrt zu einer signifikanten Reduktion des
Infarktareals nach IR im Vergleich zur Kontrollgruppe.

7.2.2. Wirkungen einer GPVI-Hemmung auf die Mikrozirkulation

Um den Mechanismus der protektiven Wirkung durch die Behandlung mit den
anti-GPVI-Antikérpern zu untersuchen, wird die Mikrozirkulation im Myokard nach IR
mit Hilfe fluoreszierender Mikrospharen untersucht (Abbildung 24). Anhand einer
immunhistologischen Farbung gegen CD31 zeigt sich, dass die Mikrosphéaren sich
vor allem in den GefaBen befinden und somit auch die Mikrozirkulation im Myokard
widerspiegeln (Abbildung 24A, B).
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Abbildung 24. Die Behandlung mit GPVI-Antikorpern fiihrt zu einer Verbesserung der
Mikroperfusion.

In Mikroperfusionsexperimenten werden Mikropartikel injiziert. Die Mikrosphdren werden in den
GefaBen (CD31 Farbung von Endothelzellen) mit dem Blutfluss verteilt (A). Blaue Mikrospharen
werden vor Verschluss der Ligatur apikal in das Myokard appliziert. Rote Mikrosphéren werden nach
Verschluss der Ligatur injiziert. Dadurch kénnen das Infarktareal und die Bereiche des ,no reflow*
bestimmt werden (B). Die Behandlung mit GPVI-Antikérpern fihrt zu einer Verbesserung der
Reperfusion (C).

Im Vergleich zur Behandlung mit anti-GPIb-Antikérpern und der PBS Kontrolle,
resultiert die Behandlung mit anti-GPVI-Antikérpern in einer verbesserten
Mikrozirkulation im Gewebe nach IR: Im Septum kann dies durch eine verstarkte rote

Fluoreszenz gezeigt werden, im Infarktareal durch eine erhéhte blaue Fluoreszenz
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(Abbildung 24C). Diese Ergebnisse zeigen, dass GPVI, nicht aber GPIb sich als
Zielstruktur auf den Blutplattchen eignet, um die Mikrozirkulation im Myokard nach IR

zu verbessern.

7.2.3. Effekte von anti-GPIb-/anti-GPVI-Antikérpern auf die Inflammation nach
IR

In einem nachsten Schritt wird untersucht, ob die protektive Wirkung durch die
Behandlung mit anti-GPVI-Antikdérpern mit verringerter Entzindung im Infarktareal
einhergeht. Hierzu wird durchflusszytometrisch der Gehalt an CD45" Immunzellen im
Infarktareal des Myokards untersucht. Die Behandlungen mit den anti-GPIb- und den
anti-GPVI-Antikérpern zeigen beide die Tendenz zu einer Verringerung an CD45"
Zellen im Infarktareal (Abbildung 25A). Dieser Effekt ist jedoch nicht signifikant
verschieden zu der Kontrollgruppe.

Die immunhistologische Untersuchung auf Neutrophile im Myokard zeigt ebenfalls
eine tendenzielle Verringerung von Neutrophilen im Septum sowie im Infarktareal von
mit anti-GPIb und anti-GPVI-Antikérpern behandelten Tieren nach IR (Abbildung
25B, C). Auch dieser Effekt ist nicht signifikant verschieden zur PBS-
Behandlungsgruppe.

Die Untersuchung des Infarktigewebes auf den Gehalt an Zytokinen zeigt, dass die
anti-GPIb-Antikérper-Behandlung im IR-Modell eine signifikante Reduzierung der
Expression von IL-5 und eine signifikante Erhéhung der Expression von L-Selektin
bewirkt (Tabelle 7). Bei der Behandlungsgruppe mit GPVI-Antikérper sind Eotaxin,
insulin-like growth factor-binding protein 2 (IGFBP-2) und VCAM-1 im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhéht (Tabelle 8).

Die Testung potentieller neuer Zielstrukturen auf Blutplattchen und Immunzellen
zeigt, dass STIM1 und Orai1 nicht am IR-Schaden zu beteiligt sein scheinen. Sowohl
GPlb als auch GPVI sind an der myokardialen Inflammation nach IR beteiligt und die
Applikation von Antikérpern gegen die Proteine moduliert die Entziindungsreaktionen
im Infarktareal. Von beiden verwendeten Antikérpern bewirkt nur der anti-GPVI-
Antikérper eine signifikante Protektion im IR-Modell mit einer Reduktion der

Infarktgréie.
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Abbildung 25. Tendenziell werden weniger Immunzellen bei GPVI- und GPIlb-behandelten
Tieren nach IR detektiert.

FACS-Analyse des Infarktareals nach IR zeigt bei GPVI- und GPlb-behandelten Tieren eine
tendenzielle Verringerung an CD45" Immunzellen (A). Immunhistologisch werden tendenziell weniger
Neutrophile im Septum und Infarktareal von GPVI- und GPIb-behandelten Tieren detektiert (B, C).
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Tabelle 7. Protein-Array von GPIb-behandelten Tieren nach IR.

Bei GPIb-behandelten Tieren kommt es nach IR im Infarktareal der Tiere zu einer verminderten
Expression von GM-CSF und IL-5. u.d. = unter Detektionslimit, GM-CSF < 5 pg/ml.

PBS GPIb
Abkiirzung/Gen Name Expression [pg/ml]| SEM Expression [pg/ml]| SEM p
GM-CSF / Granulocyte
macrophage colony-stimulating
factor 1,54 0,89 u.d. p <0.05
IFN-y 49,61 17,31 25,02 1,06 N.S.
IL-10 / Interleukin-10 106,91 22,77 134,73 10,21 N.S.
IL-12 / Interleukin-12 36,70 5,81 37,94 1,59 N.S.
IL-13 / Interleukin-13 20,84 20,63 53,55 27,34 N.S.
IL-17 / Interleukin-17 17,55 6,50 10,34 10,34 N.S.
IL-1a / Interleukin-1a 61,09 5,03 64,19 7,12 N.S.
IL-1b / Interleukin-1b 11,94 2,70 5,05 4,35 N.S.
IL-2 / Interleukin-2 5,36 0,94 5,15 0,57 N.S.
IL-3 / Interleukin-3 1,82 1,30 2,48 0,33 N.S.
IL-4 / Interleukin-4 3,33 0,83 4,37 0,73 N.S.
IL-5 / Interleukin-5 21,36 1,77 11,35 1,94 p <0.05
IL-6 / Interleukin-6 63,23 35,93 14,92 9,69 N.S.
IL-9 / Interleukin-9 227,53 39,63 178,73 12,46 N.S.
KC / keratinocyte-derived
chemokine 3,10 2,76 0,41 0,32 N.S.
MCP-1 / monocyte chemotactic
protein-1 52,27 32,41 9,54 9,54 N.S.
M-CSF / macrophage colony-
stimulating factor 72,13 25,66 50,11 28,82 N.S.
RANTES / regulated on activation,
normal T cell expressed and
secreted 17,04 14,30 6,46 5,24 N.S.
TNFalpha / tumor necrosis factor
alpha 21,56 3,08 18,12 4,04 N.S.
VEGF-D/ vascular endothelial
growth factor D 25,65 11,92 11,91 1,19 N.S.
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Tabelle 8. Protein-Array von GPVI-behandelten Tieren nach IR.

Ein Zytokin-Protein von dem Infarktbereich GPVI-behandelten Tieren nach IR zeigt eine erhohte
Expression von KC und eine erniedrigte Expression von IL-13. u.d. = unter Detektionslimit,
IL-13: < 55 pg/ml; KC: < 3 pg/ml.

PBS GPVI
Abkiirzung/Gen Name Expression [pg/ml]| SEM Expression [pg/ml]| SEM p
GM-CSF / Granulocyte
macrophage colony-stimulating
factor 2,99 0,17 3,37 0,28 N.S.
IFN-y 102,04 2,86 113,77 7,08 N.S.
IL-10 / Interleukin-10 107,22 23,66 149,82 18,33 N.S.
IL-12 / Interleukin-12 8,56 3,17 19,25 7,88 N.S.
IL-13 / Interleukin-13 8,09 6,76 u.d. p < 0.05
IL-17 / Interleukin-17 10,99 1,21 23,35 6,55 N.S.
IL-1a / Interleukin-1a 58,27 5,04 86,74 11,46 N.S.
IL-1b / Interleukin-1b 7,88 1,90 17,70 7,07 N.S.
IL-2 / Interleukin-2 4,44 0,13 6,15 0,73 N.S.
IL-3 / Interleukin-3 0,18 0,12 2,63 1,04 N.S.
IL-4 / Interleukin-4 1,34 0,52 2,98 1,12 N.S.
IL-5 / Interleukin-5 22,74 0,64 25,78 1,47 N.S.
IL-6 / Interleukin-6 70,90 4,30 110,76 26,99 N.S.
IL-9 / Interleukin-9 111,11 7,52 254,56 60,32 N.S.
KC / keratinocyte-derived
chemokine u.d. 2,28 1,33 p <0.05
MCP-1 / monocyte chemotactic
protein-1 108,92 39,15 102,36 48,06 N.S.
M-CSF / macrophage colony-
stimulating factor 42,41 11,54 100,97 33,04 N.S.
RANTES / regulated on activation,
normal T cell expressed and
secreted 0,17 0,17 43,22 25,62 N.S.
TNFalpha / tumor necrosis factor
alpha 13,21 4,49 11,94 3,15 N.S.
VEGF-D/ vascular endothelial
growth factor D 0,12 0,12 42,62 25,29 N.S.

80



Diskussion

8. Diskussion

Der Ml und ein damit assoziiertes Herzversagen, stellen eine der haufigsten
Todesursachen in den Industrielandern dar. Die Pathogenese dieser Erkrankung ist
multifaktoriell und die Wechselwirkungen zwischen einer Vielzahl von Zellen im
Herzen beeinflussen die Geschehnisse nach Infarkt. Zwei integrale Faktoren stellen
hierbei das Immunsystem und die Blutgerinnung dar, weshalb in der vorliegenden
Arbeit  verschiedene neuartige auf diese Mechanismen ausgerichtete
Therapiestrategien untersucht werden, die die Wundheilung nach Ml im Mausmodell

positiv beeinflussen sollen.
8.1. Das TWEAK-Fn14-System im Myokardinfarkt

Sowohl TWEAK selbst, als auch sein Rezeptor Fn14 werden nach Infarkt im
betroffenen Herzgewebe induziert. Die exogene Behandlung von infarzierten Mausen
mit HSA-Flag-TWEAK resultiert Gberraschenderweise im vermehrten Auftreten von
LV Rupturen.

Nach einem MI kann die Apoptose von Kardiomyozyten zu einer zusatzlichen
VergréBerung des Infarktareals fithren'’®'"". TWEAK wurde das erste Mal 1997 von
Chicheportiche et al. als schwacher Ausléser von Apoptose identifiziert™®. Neben
verschiedenen Tumorzelllinien®¥®'"2 kann TWEAK auch in mononukleére Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) ohne Beteiligung von IFN-y'”® und in NK-Zellen, die durch
TNFa, LPS oder IFN-y vorstimuliert worden sind'”*, Apoptose induzieren. Die
Behandlung von Mausen mit Fn14-spezifischen Antikérpern im Modell der renalen IR
fihrt zu einer Verringerung der Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen
sowie zu einer Verringerung der Apoptoseinduktion in Tubuluszellen'”. Nachdem
HSA-Flag-TWEAK in dieser Arbeit eine erhéhte Mortalitdt nach MI bei den
Versuchstieren verursacht, wird der Frage nachgegangen, ob HSA-Flag-TWEAK im
Mausmodell des chronischen MI eventuell zu einer erhéhten Apoptoserate der
Kardiomyozyten fuhrt und so das Auftreten von LV Rupturen beglnstigt. Die
Behandlung bewirkt jedoch weder eine Erh6hung der Anzahl TUNEL-positiver noch
gespaltener PARP-positiver Kardiomyozyten. Eine mdgliche Ursache kann sein, dass
TWEAK nur in wenigen sensitiven Zelllinien Apoptose induzieren kann, lange
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Inkubationszeitraume, sowie relativ hohe Ligandenkonzentrationen und meist noch
ein sensitivierendes Agens benétigt. Dies ist auch in Ubereinstimmung damit, dass

der spezifische Rezeptor von TWEAK, Fn14 keine Todesdomane besitzt'’®.

Strukturelle Veranderungen der extrazellularen Matrix im Zuge des kardialen
Remodellings kénnen ebenfalls die Ursache fur das Auftreten der Rupturen nach
HSA-Flag-TWEAK Gabe im chronischen MI-Modell darstellen. Kollagen und
kollagendegradierende Enzyme sind wichtige Faktoren beim Auftreten von kardialen
Rupturen'””. Kollagenfasern sind fiir die Verbindung von Kardiomyozyten wichtig und
ein Verlust an Kollagen kann zu einer Uberdehnung dieser Zellen nach Infarkt und
somit zu erhdhtem Druck fiihren'”®. Als Folge kommt es zur Infarktexpansion und
damit potenziell zu kardialen Rupturen. TNF" Mause weisen im Vergleich zu Wildtyp
Tieren ein verbessertes Uberleben nach Ml auf und das Auftreten von kardialen
Rupturen ist verringert. Dies geht mit einer verminderten Infiltration an CD45"
Immunzellen in das Infarktareal sowie einer verringerten Aktivitat von MMP9 und

' Im Gegensatz hierzu

somit eine verringerte Degradation von Kollagen einher
konnten Monden et al. zeigen, dass eine Neutralisation von TNF das Auftreten von
kardialen Rupturen nach MI erhéht, was mit einer UbermaBigen Aktivierung von
MMP9 einhergeht'®°,

Expressionsanalysen mit aus Herzgewebe isolierter mRNA kdénnen keinen Effekt von
HSA-Flag-TWEAK auf die Expression von Kollagen, MMPs oder TIMPs zeigen.
Daneben sind die Aktivitdten von MMPs in Mausen nach MI zwischen den
Behandlungsgruppen unveréndert. Dieses Ergebnis ist Uberraschend, da es durch
TWEAK zu einer Aktivierung des NFkB Signalwegs kommt, und unsere
Arbeitsgruppe bereits zeigte, dass NFkB p50 KO Tiere eine geringere MMP9-
Expression nach MI besitzen*®. Auch tragt TWEAK iber eine Induktion von MMP9
zum Muskelschwund bei'®’
TWEAK-Applikation zu keiner erhdohten MMP9-Aktivitdt kommt, kann an der

verwendeten TWEAK-Variante liegen. Es ist bekannt, dass der klassische NFkB

. Eine mdgliche Ursache, dass es nach HSA-Flag-

Signalweg, der jedoch nur durch membrangebundenes TWEAK aktiviert wird, flr
eine Induktion der MMP9 Genexpression verantwortlich ist'®. Jedoch kann bisher
nur in wenigen Verodffentlichungen gezeigt werden, dass der alternative NFkB
Signalweg, welcher durch HSA-Flag-TWEAK aktiviert wird, ebenfalls MMP9 als

Zielgen besitzt'®.
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Die Angiogenese ist essentiell fir die kardiale Wundheilung und Stérungen in der
Angiogenese kénnen zu verzdgerten Reparaturmechanismen und zu kardialen
Rupturen oder zu einer unvollstandigen Bildung des Narbengewebes beitragen'®.
Bereits 3 Tage nach Ml kommt es zu einer Neubildung von GeféaBen in der
Borderzone zwischen nicht-infarziertem und infarziertem Bereich und spéter auch im
Infarktbereich. Bei dieser Neoangiogenese spielt VEGF eine herausragende
Rolle''%  Dieser Wachstumsfaktor wird von vielen Zellen, die an der Wundheilung
beteiligt sind, produziert: Endothelzellen'®, Fibroblasten'®, smooth muscle cells'®,
Blutplatichen', Neutrophile™' und Makrophagen'®. TWEAK induziert NFkB-
abhangig VEGF in HO-8910PM Ovarialkarzinomzellen'®®. Dariiber hinaus scheint
TWEAK auch ein Wachstums- und Migrationsfaktor fir Endothelzellen zu sein und
kann die mitogene Aktivitdt von FGF-2 und VEGF-A auf Endothelzellen verstarken’.
TWEAK hat daher vermutlich nicht nur proliferative Effekte auf Endothelzellen',
sondern kann auch zur Angiogenese beitragen. Dies konnten auch Lynch et al.
zeigen, indem sie Pellets mit TWEAK in die Hornhaut von Ratten implantierten, was
zu starken angiogenen Effekten fihrt'®*. Zur Uberpriifung der Hypothese, dass HSA-
Flag-TWEAK einen Einfluss auf die Expression von VEGF besitzt, wird die mRNA
Expression von VEGF im Infarktareal bestimmt. Die Expression von VEGF ist in der
TWEAK-Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant

verschieden.

Ein weiterer wichtiger Faktor, welcher im Zusammenhang mit kardialen Rupturen
diskutiert wird, stellen inflammatorische Prozesse im Myokard dar. Es gibt Fallstudien
bei Patienten mit Myokarditis, bei denen post-mortem kardiale Rupturen festgestellt

195-198

wurden . Myokarditis ist eine Erkrankung, die durch eine Entziindung des

Herzmuskels charakterisiert ist'®®, was unter anderem durch Infektionen,
Autoimmunerkrankungen, oder bestimmte Medikamente ausgeldst werden kann. Es
werden verschiedene Kategorien — je nach den dominantesten inflammatorischen
Zellen unterschieden: lymphozytisch (mit viralen und autoimmunen Formen),
neutrophil (bakteriell, fungal und frihe Formen einer viralen Myokarditis), eosinophil
(hypersensitive Myokarditis oder hypereosinophile Syndrome) und granulomatds

)200

(kardiale Sarkoidose und Riesenzellmyokarditis Ein Fall eines 81-jahrigen

Mannes mit bakterieller Myokarditis (Staphylococcus aureus) ist bekannt, der
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aufgrund starker myokardialer Nekrosen an kardialer Ruptur verstarb'®. Ein weiterer
Fall eines 38-jahrigen Mannes wurde von Stock et al. verdffentlicht. Dieser Mann
verstarb an einer kardialen Ruptur, die aufgrund einer diffusen akuten Myokarditis
entstand. Die Autoren vermuten eine virale Infektion als Ursache der Myokarditis'®.
Bei einer 77-jahrigen Patientin, die an einer akuten fulminanten Myokarditis litt,
wurden ebenfalls als Todesursache kardiale Rupturen festgestellt. Mikroskopisch war
eine starke Infiltration von inflammatorischen Zellen und Myozytennekrose im
Bereich der Ruptur erkennbar'®’.

Unsere Forschungsgruppe konnte bereits wichtige Studien zu dem Einfluss von
Immunzellen auf die Wundheilung nach MI durchfihren und veréffentlichen: So
konnten wir unter anderem zeigen, dass CD4" T Zellen wichtig fiir die Wundheilung
nach MI sind, und dass ein Defizit an diesen Zellen mit frGher Mortalitdt der
Versuchstiere und einer hohen Inzidenz an kardialen Rupturen assoziiert ist®.
TWEAK zeigt in verschiedenen Modellen pro-inflammatorische
Eigenschaften®°®"273_ Auch in der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass
die systemische Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK die Induktion einer Reihe von
Zytokinen, welche an der Rekrutierung und Aktivierung der angeborenen
Immunantwort beteiligt sind, im infarzierten Myokard bewirkt, wie IFN-y, IL-5, IL-12,
GITR, MCP-1/-5 und RANTES. IFN-y ist an der Rekrutierung, der Aktivierung und der
Apoptose von polymorphonukledren Neutrophilen (PMN) beteiligt’”. Auch kénnen
PMN selbst als Quelle von IFN-y dienen, welches sie unter dem Einfluss von IL-12
bilden und sekretieren’”’, was wiederum zu einer verringerten Stabilitit der
Myokardwunde fiihren kann’®. Dariiber hinaus fiihrt die Uberexpression von IFN-y zu
einer LV Dilatation und zu systolischer Dysfunktion’®. MCP-1 ist fir die Rekrutierung
von Monozyten, Lymphozyten®' und Neutrophilen™ zusténdig. In Patienten ist eine
erhéhte Expression von MCP-1 mit einem verminderten Remodelling nach Ml
assoziiert. In der sub-akuten Phase nach Ml ist ein Anstieg an MCP-1 mit einem
schrittweise verschlechterten LV Remodelling verbunden®'. HSA-Flag-TWEAK fiihrt
auch zu einer verstarkten Expression von RANTES, welches von Endothelzellen®
und Lymphozyten® gebildet werden kann. RANTES wirkt wahrend der Inflammation
als chemoattractant fir Monozyten’®, NK-Zellen®? und Neutrophile®®. Die
Behandlung mit Antagonisten gegen RANTES verringert den Reperfusionsschaden

in atherosklerotischen Mausen®®. Dieses Zytokin interagiert mit CCR1, CCR3 und
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CCR5. Defizienz an CCR1, aber nicht an CCR5, beeinflusst die InfarkigréBe nach
MI, und CCRS5 ist wichtig fiir das LV Remodelling®: %°.

Die bioinformatische Analyse derjenigen Zytokine und Chemokine, welche durch die
Behandlung der Versuchstiere mit HSA-Flag-TWEAK moduliert sind, sowie deren
Einordnung in funktionelle Cluster zeigt, dass vor allem die pro-inflammatorischen
NFkB- und JAK/STAT Signalwege aktiviert werden.

In Ubereinstimmung mit der hohen Expression der genannten Zytokine kommt es zu
einer verstarkten Infiltration von CD45" Immunzellen in das Infarktareal von mit HSA-
Flag-TWEAK behandelten Tieren. Innerhalb der gesamten CD45" Immunzellen ist
die Anzahl an CD3'NK1.1* NK-Zellen signifikant verringert. Bereits Maecker et al.
konnten bei TWEAK-defizienten Mausen einen Anstieg an NK-Zellen feststellen. Die
Ursache hierfir liegt an einer verringerten apoptotischen Elimination dieser Zellen
und nicht an einer gestdrten Bildung im Knochenmark'’*. Somit kann die verringerte
Anzahl an NK-Zellen in der HSA-Flag-TWEAK-Behandlungsgruppe durch eine
erhéhte Elimination dieser Zellen erklarbar sein. Innerhalb der Immunzellen selbst
gibt es daneben keine signifikanten Effekte durch die HSA-Flag-TWEAK-
Behandlung. Einen GroBteil der das Infarktareal infiltrierenden Zellen nehmen
Neutrophile Granulozyten ein. Durch den massiven Anstieg an einwandernden
Immunzellen insgesamt kommt es also zu einem stark vermehrten Einwandern an
Neutrophilen, was neben der FACS-Analyse auch immunhistologisch bestatigt
werden kann. Eine Korrelation zwischen der Infiltration von Neutrophilen und dem
Auftreten von kardialen Rupturen nach MI kann bereits in einer Patientenstudie
nachgewiesen werden®?.

Nicht nur TNF?%%2%*  sondern auch TWEAK kann neutrophile Granulozyten
rekrutieren, was Haile et al. in einem in vitro Modell der Blut-Hirn-Schranke zeigten®.
Um nun die Hypothese zu Uberprifen, ob Neutrophile maBgeblich flr das Auftreten
von Kkardialen Rupturen durch TWEAK verantwortlich sind, werden diese
Immunzellen vor Versuchsbeginn mit Hilfe eines Antikdrpers depletiert. Dies resultiert
in einer statistisch signifikanten Reduktion der Inzidenz fir kardiale Rupturen nach
HSA-Flag-TWEAK Behandlung auf das Niveau der unbehandelten Kontrollgruppe
nach MI. Dennoch bewirkt die Neutrophilen-Depletion nicht, dass die Mortalitat nach
HSA-Flag-TWEAK-Behandlung wieder auf das Ausgangsniveau gesenkt wird. Daher
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mussen noch weitere Mechanismen fiar die durch TWEAK erhohte Mortalitat
verantwortlich sein.

Diese Hypothese ist in Ubereinstimmung mit einer Verdffentlichung von Jarr et al.
(2013). Hier ist gezeigt worden, dass Mause, die 4 Wochen mit rekombinantem
humanem TWEAK Protein behandelt werden, eine signifikant erhéhte Mortalitat nach
MI im Vergleich zu unbehandelten Mausen ausweisen. Dies zeigte sich im Vergleich
zur hier vorliegenden Arbeit relativ spat (ab 7 Tage nach MI). Die Tiere zeigen LV
Dysfunktionen ohne Auftreten von kardialen Rupturen oder Fibrose. Und auch die
InfarkigréBe zwiscchen den Behandlungsgruppen ist nicht signifikant verschieden.
Die Behandlung mit TWEAK flihrt zu einer verringerten Expression von Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) und peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPARa) mRNA, sowie von Genen, die an der
oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind. Hierdurch kann der Energiestatus der

Zellen gestért sein und somit die Zellen gegen Ischdmiestress sensitiviert werden®®.

Die Verwendung eines MI-Modells, wie es hier beschrieben ist, hat die Limitation,
dass das Modell einen nicht-reperfundierten Infarkt abbildet. Es ist wahrscheinlich,
dass es mehrere Tage dauert, bis sich neue GefaBe gebildet haben, die den
infarzierten Myokardbereich wieder ausreichend mit Blut versorgen. Deshalb wird in
dieser Zeit die Testsubstanz vermutlich nur bis zur Boderzone transportiert und
erreicht den nicht-infarzierten Bereich nicht. Dies kann darauf hindeuten, dass im IR
Modell die Behandlung mit HSA-Flag-TWEAK eventuell andere Effekte erzielt.
Echeverry et al. konnten in vitro an isolierten Neuronen und in vivo an Mausen
zeigen, dass TWEAK eine hypoxische und ischamische Toleranz bewirkt. Dieser
Effekt wird durch neuronales TNF-a vermittelt und es kommt zu einer Aktivierung des
ERK 1/2 Signalwegs durch Phosphorylierung und Inaktivierung des BAD Proteins®.
Das Vorhandensein von TWEAK im Gewebe vor dem eigentlichen ischdmischen
Ereignis kann daher eventuell Toleranzmechanismen induzieren und somit protektive
Effekte bewirken.

8.2. Blutplattchen als therapeutische Zielstrukturen im Modell der IR

Blutplattchen spielen eine essentielle Rolle in der Pathogenese des MI.
Physiologisch dienen diese Zellen der Hamostase, damit bei Verletzungen die
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Wunde durch Aktivierung und anschlieBende Aggregation von Blutplattchen
geschlossen wird. Unter pathologischen Bedingungen kann eine unkontrollierte
Thrombusbildung zu einem arteriellen Verschluss fihren, der in einem Schlaganfall
oder MI enden kann. Blutplattchen sind dartber hinaus nicht nur ausschlaggebend
fir die Thrombusformation und damit fir die initialen Ereignisse des Infarkts, sondern
auch in der Reperfusionsphase durch ihre Beteiligung an der Bildung von
Mikrothromben. Die Hemmung von Blutplattchen stellt somit eine vielversprechende
Methode zur Behandlung nach Ml dar.

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Proteine als mégliche Zielstrukturen
einer Blutplattchenhemmung untersucht. Im Einzelnen sind dies GPIb und GPVI, die
fir die Anheftung von Blutplattchen von Bedeutung sind und STIM1 und Orait, die in
der Aktivierung von Blutplattchen eine Rolle spielen. Die Glykoproteine werden
mittels Antikérperbehandlungen beeinflusst, STIM1 und Orai1 werden untersucht,
indem IR-Versuche mit knochenmarkschimaren KO-M&usen durchgefihrt werden.
Von den untersuchten Modellen zeigt nur die Behandlung mit anti-GPVI-Antikérpern
einen Benefit nach IR, wobei die Gr6Be des Infarktareals signifikant verringert und
die Mikrozirkulation im Septum und Infarktareal mafBgeblich verbessert sind.
Kleinschnitz et al. zeigten, dass die Blockade von GPVI 1 Stunde vor MCAO das
Infarktareal signifikant reduziert. Im Gegensatz zu den hier gezeigten IR-Daten
bewirkt die Hemmung von GPIb im MCAO-Modell ebenfalls einen protektiven Effekt.
Auch ist durch eine Applikation von GPIlb-Antikdrpern 1 Stunde nach Operation
weiterhin  eine signifikante Verkleinerung des Infarktareals erreichbar. In
neurologischen Tests bewirkt nur die Behandlung mit GPIb-Antkérper vor und nach
MCAO eine Verbesserung der Parameter. Somit besitzt im Vergleich zum IR-Modell
eine anti-GPIb Behandlung protektive Effekte im MCAO-Modell und deutet auf eine
wichtige Rolle dieses Proteins in der Pathogenese dieser Erkrankung hin'?2. Der hier
verwendete monoklonale GPVI-Antikérper JAQ1 blockiert die Bindungsstelle von
GPVI fir Kollagen und inhibiert somit die Blutplattchenadhasion an Kollagen unter
geringen und hohen Scherkraften'®. Im Gehirn herrschen hdhere Scherkréfte als im
Herzen?®*®. Nachdem vWF nur unter hohen Scherkraften seine Konformation andert
und die Bindung von vWF fiir die Funktionen von GPIb bedeutend ist?**”?%, kann dies
auch die Ursache daflir sein, dass die Behandlung mit GPIb-Antkdrpern nicht im
Herzen, aber im Gehirn protektive Effekte bewirkt. GPVI bendtigt keine hohen
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Scherkrafte®® fiir die Bindung an Kollagen, was die Erklarung dafiir sein kdnnte,
dass die Hemmung dieses Glykoproteins in beiden Modellen ahnliche Effekte erzielt.
Bei den Behandlungen mit GPVI- und GPIb-Antikérpern werden in beiden Fallen
tendenziell geringere Inflammation, gemessen an der Infiltration von Immunzellen in
das ischamische Myokard, beobachtet. Wahrend des Adhé&sionsprozesses werden
die Blutplattchen aktiviert und sezernieren Adhé&sionsproteine (wie Fibrinogen, P-
Selektin, Fibronektin und vWF), Wachstumsfaktoren (wie TGF-B, platelet-derived
growth factor (PDGF) und EGF), Chemokine (wie RANTES, epithelial neutrophil-
activating protein 78 und platelet factor 4), Cytokin-ahnliche Faktoren (wie IL-1p,
CD40 Ligand und B-Thromboglobulin) und Koagulationsfaktoren (wie Faktor V,
Plasminogen und Protein S). Diese Proteine kdnnen auf unterschiedliche Weise
biologische Funktionen, wie Adhasion, Aggregation, Chemotaxis, Zellliberleben und
Proliferation beeinflussen, und hierlber das Einwandern von Immunzellen und das
entziindliche Geschehen im Gewebe modulieren®®?'%2!" Duyrch die Hemmung von
GPVI wird offensichtlich der Cross-talk zwischen Blutplattchen und Immunzellen
beeinflusst, was sich auch in der modulierten Expression von Zytokinen und
Chemokinen auBert. Andererseits kdnnte die verminderte Entziindung im Myokard
auch ein direktes Resultat des kleineren Infarkts sein, was durch die verbesserte
Mikrozirkulation und dadurch den verringerten Myokardschaden zustande kommt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass eine Hemmung von
GPVI auf Blutplattchen durch Antikdrper protektive Effekte auf den ischamischen
Schaden nach IR im Herzen besitzt. Die Mikrozirkulation nach GPVI-Hemmung ist
deutlich verbessert und eine tendenziell verringerte Inflammation ist in dieser
Behandlungsgruppe nachweisbar. Im Herzen herrschen geringere Scherkrafte als im
Gehirn, was eine mogliche Ursache darstellen kann, weshalb eine Hemmung von
GPIlb im Herzen nach IR keine Rolle spielt, jedoch im MCAO-Modell.
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8.3. Ausblick

In dieser Arbeit werden zwei unterschiedliche therapeutische Strategien flir die
Beeinflussung der Reaktion auf Ischamie nach MI untersucht: Dies ist zum Einen
eine Behandlung der Versuchstiere mit exogenem TWEAK, einem Mitglied der TNF
Familie, und zum Anderen der pharmakologische Angriff verschiedener Proteine auf
und in Blutplattchen.

Nachdem die Behandlung mit TWEAK zu einer stark erhdhten Mortalitat mit
vermehrtem Auftreten von kardialen Rupturen nach MI fihrt, ware der néachste
Schritt, zu testen, ob eine Depletion von TWEAK oder die Hemmung von Fni14
protektive Effekte auf das Uberleben und die Wundheilung nach MI bewirken.
Verschiedene Therapiestrategien wirden sich anbieten, die sich zum Teil fir andere
Indikationen bereits in der pré-klinischen oder klinischen Entwicklung befinden: anti-
TWEAK Antikérper, anti-Fn14 Antikdrper und Fn14-Fc, ein Fusionsprotein bestehend
aus der Ektodomane von Fn14 und der Fc Doméne von humanem IgG1°%°.

Die ip. Applikation eines  anti-TWEAK-Antikdrpers®'?  sowie  die
intrazerebroventrikulare Injektion von Fn14-Fc®#'®  bewirken jeweils eine
Verringerung der InfarktgréBe im MCAO-Modell. Die Blockade von Fn14 durch
monoklonale  Antikbrper  verringert die  Expression  verschiedener  pro-
inflammatorischer Mediatoren in einem Modell der renalen IR und erh6ht das
Uberleben der Versuchstiere'”. Jarr et al. (2013) zeigten, dass Fn14” Mause eine
verbesserte LV Funktion nach Ml aufweisen. Die Behandlung von Mausen mit einem
neutralisierenden monoklonalen Antikérper gegen TWEAK verbessert die LV
Funktion sowie das Uberleben der Versuchstiere nach MI 2%,

Es stellt sich die Frage, ob nach MI eine Hemmung des TWEAK-Fn14-Signalsystems
direkt auf die Wundheilung, oder indirekt Uber eine Immunmodulation wirkt. TNF-
Blocker, wie Etanercept, Adalimumab und Infliximab besitzen heute breite
Anwendungen in verschiedenen Autoimmunerkrankungen, doch kann bisher bei
Etanercept kein Erfolgt bei der Behandlung von Herzinsuffizienz verzeichnet
werden®'*. Es wird sich also zeigen miissen, ob und liber welche Mechanismen eine
Verringerung der Fn14-Aktivierung sich protektiv auf Patienten nach MI auswirken

wird.
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Von den untersuchten Blutplattchenproteinen verringert nur die Hemmung von GPVI
durch Antikérper das Infarktareal der Versuchstiere nach IR, was mit einer
verbesserten Mikrozirkulation im Myokard einhergeht.

Revacept, ein lIdsliches GPVI-Fc Fusionsprotein®® reduziert die endotheliale
Dysfunktion sowie die Thrombusbildung im Modell der Atherosklerose bei
Kaninchen?'®. In ersten klinischen Studien zeigt sich Revacept als gut vertréaglich, mit
einem klaren Dosis-abhdngigen pharmakokinetischen Profil ohne signifikante
Wirkung auf die Blutungsneigung?®'’. Seit Marz 2013 wird Revacept bei Patienten mit
symptomatischer Stenose der Arteria carotis, transitorischer ischamischer Attacke,
Amaurosis fugax oder Schlaganfall und bei mikroembolischen Signalen (MES) in
klinischen Studien getestet. Entweder wird Revacept als Monotherapie verwendet
oder in Kombination mit Aspirin oder Clopidogrel mit dem Ziel MES zu verringern. Die
Studie wird von AdvanceCor GmbH gesponsert und wird vermutlich Dezember 2014
beendet sein®'®

Die hier vorliegenden Ergebnisse sowie die klinische Entwicklung von Revacept fir
andere Indikationen versprechen Erfolg, was die Anwendung einer Hemmung von

GPVI in der Therapie ischamischer Erkrankungen im Herzen anbelangt.
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10. Anhang

10.1. Abkilirzungen

2D 2-Dimensial

AAR Area at Risk

ADP Adenosindiphosphat

APS Ammonium Persulfat

ATP Adenosintriphosphat

BAD B cell ymphoma 2-associated death promoter
BAFF B cell activating factor belonging to the TNF family
Bel-X. B cell ymphoma-extra large

BLC B lymphocyte chemoattractant

BSA bovines Serumalbumin

BSS Bernard-Soulier Syndrom

CD Cluster of differentiation

clAP cellular inhibitor of apoptosis protein
CK-MB skeletal-brain hybrid type

COX Cyclooxygenase

CRD Cystein-reiche Doméane

DAB 3,3-Diaminobenzidin

DAG Diacylglycerol

DAMPs damage-associated molecular patterns
DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EDD enddiastolisch

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermal growth factor

ELC EBI1 ligand chemokine

ER endoplasmatischen Retikulum

ERK extracellular signal-regulated kinases
ESD endsystolischen

FABP Fatty acid binding protein

FACS Durchflusszytometrie

FcR Fc Rezeptor

FGF fibroblast growth factor
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FKS Fatales Kalberserum

Fn14 fibroblast growth factor-inducible molecule 14

FS Auswurfeistung

FSC Vorwartsstreulicht

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GITR glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor family related
gene

GP Glykoprotein

GpL Gaussia princeps Luziferase

Gy Gray

HCF humane kardiale Fibroblasten

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HIF hypoxia-inducible factors

HPRD Human Protein Reference Database

HSA humanes Serumalbumin

HSP Hitzeschockproteine

i.p. intraperitoneal

V. intravends

ICAM intercellular adhesion molecule

IF Infarkt

IFN Interferon

IGFBP-2 insulin-like growth factor-binding protein 2

IKK IkB Kinase

IL Interleukin

IMT intramurale Blutplattchenthromben

iINOS induzierte NO-Synthase

IP3 Inositol-1,4,5-Trisphosphat

IR Ischamie-Reperfusion

ITAMs immunoreceptor tyrosine-based activation motifs

kB Inhibitoren von kB

JAK/STAT  Janus kinase/signal transducers and activators of transcription
KHK Koronare Herzkrankheit

KO Knock-out
LDL Low Density Lipoprotein
LV linker Ventrikel
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MAPK
MCAO
MCP
MEM
MES

M
MMP
MTT
NCBI
NFkB
NGS
NIK

NK
PARP
PBMC
PDGF
PECAM
PGC-1a

P
PL

PMN
PMS
PMSF
PPARa
PP

PSR
gRT-PCR
r.o.
RANTES
RHD
RIN
ROS

RT

RV

mitogen-activated protein kinase
experimenteller ischamischer Schlaganfall
monocyte chemotactic protein

Minimum essential medium

mikroembolische Signal

myokardialer Infarkt

Matrix Metalloproteinase
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
National Center for Biotechnology Information
nuclear factor kappa B

Normal Goat Serum

NFkB inducing kinase

Naturliche Killerzellen
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
mononukleadre Zellen des peripheren Blutes
platelet-derived growth factor

platelet endothelial cell adhesion molecule

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha

Propidiumjodid

Phospholipase

polymorphonukleére Neutrophile

Phenazin Methosulfat
Phenylmethylsulfonylfluorid

peroxisome proliferator-activated receptor alpha
Protein-Protein Interaktionen

Pikro-Siriusrot

real-time-quantitative polymerase chain reaction
retro-orbital

regulated and normal T cell expressed and secreted
Rel homology domain

RNA Integritatsnummer

reaktive Sauerstoffspezies

Raumtemperatur

Rechter Ventrikel
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SDF1
SDS
SEM
SGOT
SLC
SOCE
SPF
SR
SSC
STIM{
sTWEAK
TEMED
TF
TGF
THD
TIMP
TLR
TMB
TNF
TNFR
TRAF
TUNEL

TWEAK
TxAs
u.d.
VCAM
VEGF
VSMC
vVWF
WG
aSMA

stromal cell-derived factor 1
Natriumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwertes

serum glutamic-oxaloacetic transaminase
solute carrier

store operated Ca?* entry

spezifisch pathogenfreien Bedingungen
sarkoplasmatisches Retikulum
Seitwartsstreulicht

Stromal interaction molecule 1

l6sliche Form von TWEAK
Tetramethylethylendiamin

tissue factor

transforming growth factor
TNF-homologe Doméne

tissue inhibitor of metalloproteinase
Toll-like Rezeptor
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin

Tumor necrosis factor

TNF Rezeptor

TNF receptor associated factors
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end
labeling

Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis
Thromboxan Ao

unter Detektionslimit

vascular cell adhesion molecule
vascular endothelial growth factor
vaskulare glatte GefaBzellen
Von-Willebrand-Faktor

Gewicht

a-smooth muscle actin
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