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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie die Herzinsuffizienz, die koronare Herzerkrankung und der
Myokardinfarkt (MI), zdhlen zu den haufigsten Krankheiten mit Todesfolge in Deutschland
und verursachen die hochsten Krankheitskosten!. Es sind viele Risikofaktoren bekannt, die
zur Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen fiihren kénnen, u.a. hoher Blutdruck, hohe
Cholesterinspiegel, Diabetes mellitus, Rauchen, Ubergewicht, genetische Pradisposition, ein
inaktiver Lebensstil, ungesunde Essgewohnheiten, fortschreitendes Alter und Stress? 3. Die
Diagnose erfolgt haufig im spateren Krankheitsverlauf und die Sterblichkeit infolge von Herz-

Kreislauf-Erkrankungen ist hoch.

1.2 Todesursachen in Deutschland

Laut dem statistischen Bundesamt sind im Jahr 2016 910.902 Menschen in Deutschland
gestorben, darunter 462.595 Frauen und 448.304 Manner. Unter allen registrierten
Todesfallen im Jahr 2016 in Deutschland liegt die chronisch ischamische Herzkrankheit mit
7,9 % aller Todesfalle auf Platz eins, gefolgt von dem MI mit 5,3 % auf Platz zwei und der
Herzinsuffizienz auf Platz vier mit 4,4 %. Bei Betrachtung der haufigsten zehn
Todesursachen, zeigt sich folgende Verteilung in Deutschland, aufgeteilt in weibliches und
mannliches Geschlecht (Abb. 1). Unter Berilicksichtigung der zehn haufigsten Todesursachen

sind etwa 60 % aller Todesfalle Herz-Kreislauf-assoziierte Todesfalle*.
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Chronisch ischémische Herzkrankheit

Akuter Myokardinfarkt

Lungen- und Bronchialkrebs
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Abbildung 1: Verteilung der 10 haufigsten Todesursachen in Deutschland (2016). In Rot sind alle
weiblichen Todesfélle dargestellt, in Blau sind alle mannlichen Todesfalle dargestellt*. Die Herz-
Kreislauf-assoziierten Ursachen der Todesfélle sind unterstrichen. Tsd.=Tausend, als GréRReneinheit
fur die Haufigkeit der Todesfalle.

Die Hauptursache flr die chronisch ischamische Herzkrankheit ist die Atherosklerose, die in
der Regel auch Ausloser eines Mis ist®. Aufgrund der Schadigung des Herzgewebes und den
damit verbundenen Umbauvorgangen kann es infolge des Mls zur Herzinsuffizienz kommen.
Die in Abbildung 1 dargestellte Statistik weist auf die Dominanz der Herz-Kreislauf-
Erkrankungen als Todesursache in Deutschland hin und zeigt damit auf wie nétig die
Weiterentwicklung der Postinfarkt-Versorgung ist. Trotz der Fortschritte in der Akuttherapie in
den letzten Jahrzehnten, besteht insbesondere Handlungsbedarf bei der Entwicklung von
Therapien, die den langfristigen Gesundheitsstatus eines Patienten nach MI verbessern®. Da
die zugrundeliegenden Pathomechanismen der Postinfarktphase jedoch bis heute nicht
vollstandig aufgeklart sind, bedarf es intensiver Grundlagenforschung, um langfristig neue
Therapiestrategien entwickeln zu kénnen. Von der Grundlagenforschung bis zur Translation
in die Klinik ist es jedoch ein langer Weg wie beispielhaft die jahrzehnte lange Entwicklung

der mechanischen Interventionen der Pre- und Postkonditionierung demonstriert’-'°. Bei dem
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Ziel pharmakologisch die InfarktgréRe zu reduzieren sind die Arzneistoffe mit Angriffspunkten
in der Hamostase vielversprechend''. Allerdings besteht bei diesen Wirkstoffen eine
Schwierigkeit darin die Balance zwischen einer Reduktion weiterer Herz-Kreislauf-
assoziierter Ereignisse und moglicherweise auftretender Blutungen zu finden'2. Dennoch ist
durch sowohl Bevolkerungswachstum als auch Alterszunahme die weltweite Pravalenz des

Mls weiterhin hoch®.

1.3 Der Myokardinfarkt

Der MI definiert sich in der Klinik mittels zwei unabdingbarer Parameter: zum einen dem im
Blut erhdhten kardialen Troponin (> 99. Perzentile) und zum anderen durch die klinische
Observation einer Ischamie mittels z.B. Elektrokardiogramm (EKG) oder Identifikation eines
Thrombus mittels Angiographie’ . Wenn der MI durch Koronarverfahren bedingt
entstanden ist (wie bei Typ 4+5), wird der Referenzwert der 99. Perzentile vervielfacht und
zusatzlich muss ebenfalls eine weitere Verifizierung mittel z.B. EKG erfolgen'4. Kardiales
Troponin ist ein aus drei Untereinheiten bestehender Proteinkomplex, welcher unter
physiologischen Bedingungen an der Herzkontraktion beteiligt ist. Durch den Untergang der
Kardiomyozyten nach MI wird Troponin in die Zirkulation freigesetzt'> 6. Die gemessenen
Troponinspiegel im Serum geben Auskunft Uber die InfarktgroRe, aber auch Uber die
langfristige, kardiale Funktion des Herzens nach Infarkt'”-'°. Ein akuter Ml wird klinisch aktuell
in 5 Typen eingeteilt: MI Typ 1 — ausgelést durch Plaqueruptur/Erosion und
Thrombusformation; Ml Typ 2 — ausgel6st durch geringe Sauerstoffversorgung durch u.a.
Vasospasmen oder Atherosklerotische Lasionen; MI Typ 3 — kardialer Herztod, ausgel6st
durch unbekannte Ursache, Evidenz eines Mls aber vorhanden; Ml Typ 4 — ausgeldst im
Zuge einer perkutanen Koronarintervention (4a), aufgrund einer Stent-Trombose (4b) oder

einer Stent-Restenose (4c) sowie MI Typ 5 — ausgeldst im Zuge einer Bypass Operation'+ 20,

1.3.1 Der Kardiomyozytenuntergang und die Initiation der Inflammation

Wahrend eines akuten Mls, ist die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Herzmuskels
aufgrund der Ischamie flr eine gewisse Zeit unterbrochen. In der Folge ist die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien der Kardiomyozyten bereits nach wenigen Sekunden
reduziert und der Adenosin-Triphosphat (ATP)-Vorrat in den Mitochondrien erschopft. Die
Kontraktilitat des Herzmuskels nimmt ab und es entsteht dariber hinaus, aufgrund des

osmotischen Ungleichgewichts, eine Schwellung der Mitochondrien in den Kardiomyozyten.
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Dies fuhrt innerhalb von kurzer Zeit zu einer Nekrose der Kardiomyozyten, der Ausbildung
eines Odems sowie der Initiation der Inflammationssreaktion?’. Auch die Apoptose der
Endothelzellen wird als weiterer Initiator des Kardiomyozytenuntergangs beschrieben?.
Nekrotische sowie verletzte Zellen und die geschadigte extrazellulare Matrix (EZM) setzen
neben reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) auch viele weitere
Molekile frei, die als Gefahrensignale fungieren kdnnen. Diese werden als gefahren-
assoziierte molekulare Muster (danger-associated molecular patterns, DAMPs) bezeichnet
und werden mithilfe der Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs)
der Immunzellen erkannt. Viele DAMPs sind im Herzen nach Infarkt beschrieben, unter
anderem, die von sterbenden Zellen freigesetzten Proteine: High-Mobility-Group-Protein B1
(HMGB1, ein DNA Stabilisationsprotein) und Hitzeschockproteine (DNA Chaperone), aber
auch die von Fibroblasten sekretieten EZM Molekile: Fibronektin Extradoméne A sowie
Hyaluronsaure (HA)?® oder die von Immunzellen exprimierten S100 Proteine?*. Die
bedeutendsten PRRs sind die Toll-dhnlichen Rezeptoren (TLR). TLRs werden insbesondere
von Immunzellen exprimiert, kénnen aber auch auf Fibroblasten, Endothelzellen und
Kardiomyozyten exprimiert werden. Einige TLRs befinden sich auf der Zelloberflache, andere
im Endolysosom (einer Fusion aus Endosom und Lysosom)?. Isolierte Langendorff-Herzen
der TLR2-defizienten Mause zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine verbesserte
postischamische Funktion?®. In einem Myokardinfarktmodell zeigten C3H/HeJ Mause, welche
natirlicherweise eine Mutation in dem TLR4 Gen aufweisen, einen kardioprotektiven
Phanotyp. Diese Effekte wurden Uber den AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) und
mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK) Signalweg vermittelt?”. Uber TLRs kann eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB hervorgerufen werden, was eine Translokation in
den Nukleus ausldst. Infolgedessen wird die Transkription verschiedener pro-entziindlicher
Gene hochreguliert, so dass es daraufhin zu einer verstarkten Sekretion von Zyto-/
Chemokinen sowie erhéhten Produktion von Adhasionsmolekilen kommt 2% 28, Neben den
bereits nekrotischen Kardiomyozyten tragen auch andere residente Zellen wie beispielsweise
die Mastzellen zu einer Freisetzung von pro-entziindlichen Mediatoren wie
Tumornekrosefaktor (TNF)-a und Histamin bei?®.

Bereits in diesem frihen Stadium nach Infarkt ist der Umbau der EZM von entscheidender
Relevanz. Die Nekrose der Kardiomyozyten fiihrt zu einer Induktion und Aktivierung
spezieller Matrix-verdauender Proteasen - der sogenannten Matrixmetalloproteasen (MMPs).
Durch den Verdau der EZM bewirken sie eine Freisetzung von in der Matrix inkorporierten

Zyto-/ Chemokinen. Die Fragmente der EZM wiederum beeinflussen zusammen mit den
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freigesetzten Zyto- und Chemokinen die Endothelzellaktivierung und unterstitzen auf diese
Weise die weitere Immunantwort, indem die GefalRpermeabilitdt gesteigert wird und
Plasmabestandteile in das Gewebe gelangen. In den Arealen, wo Kardiomyozyten bereits
untergegangen sind, entsteht schnell eine provisorische Matrix, welche das geschadigte
Myokard unterstitzt®.

Nicht nur der Gefalverschluss selbst, sondern auch die Wiederherstellung der
Durchblutung - die Reperfusion - tragt aufgrund der plétzlichen Wiederversorgung mit
Sauerstoff, der damit verbundenen Anflutung von ROS sowie der Verstarkung der
Immunantwort zu dem Gewebeschaden bei®': 32. Bereits innerhalb der ersten Stunden nach
Ischamie und Reperfusion (I/R) kann im infarzierten Gewebe eine deutliche Sekretion von
pro-entzindlichen Zytokinen wie TNF-a oder Interleukin (IL)-6 detektiert werden. Wahrend
TNF-a-defiziente Mause in einem I/R-Modell kleinere Infarkte3® aufwiesen, scheint IL-6 im
Mausmodell zweiseitig zu sein. Es wird vermutet, dass eine IL-6 Defizienz akut
kardioprotektiv ist, langfristig aber zu einer verschlechterten kardialen Funktion fiihrt34. Der
entstandene mechanische Stress am Endothel ruft neben einer Freisetzung von Zytokinen
auch die Aktivierung von Mechanosensoren wie den Integrinen hervor. Die erhdhte
Zytokinexpression bewirkt wiederum im Folgenden eine verstarkte Aktivitat der MMPs3%. So
entsteht insgesamt eine sich gegenseitig weiter bedingende Kaskade von Initiationen der

Inflammation.

1.3.2 Die Inflammationsreaktion
Das Immunsystem kann in das angeborene und adaptive Immunsystem unterteilt werden.
Nach Ml entsteht eine beide Systeme umfassende Inflammationssreaktion, wobei

insbesondere die Immunzellen des angeborenen Immunsystems maRgeblich beteiligt sind?6.

1.3.2.1. Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten sind die ersten Immunzellen, die das ischamische Gebiet
erreichen3®. Neutrophile Granulozyten produzieren neben Zyto- und Chemokinen auch ROS
und férdern damit die Immunantwort 37- 38, Die Migration der Neutrophilen wird Uber
Interaktion mit den Endothelzellen Uber L-Selektin und P-Selektin vermittelt. Daraufhin
werden B-Integrine aktiviert, was wiederum eine Bindung an das interzellulare
Zelladhasionsmolekil (ICAM)-1 fordert3® 49, Des Weiteren ruft eine Wechselwirkung zwischen
CXC-Chemokinen und dem von neutrophilen Granulozyten exprimierten CXCR2-Rezeptor

eine Konformationsanderung der Zellen hervor, was zu einer verstarkten Adhasion der
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neutrophilen Granulozyten an der Endotheloberflache fiihrt. Die aufgelockerte
Endothelzellstruktur im entziindeten Herzgebiet begiinstigt eine erleichterte Transmigration
der neutrophilen Granulozyten durch die Endothelzell- und Perizytenschicht3®. Obwonhl
humane Studien existieren, bei denen eine exzessive Infiltration der neutrophilen
Granulozyten nach Infarkt mit einem verschlechtertem Krankheitsverlauf und erhohter
Mortalitat in Verbindung gebracht wurden*'- 42 und die Inhibition der Myeloperoxidase in einer
Studie sogar die kardiale Funktion nach Infarkt verbessern konnte*3, zeigt eine Studie von
2017 hingegen, dass neutrophile Granulozyten auch wichtige Interaktionspartner der
Makrophagen sind. Dort konnte gezeigt werden, dass in Neutrophilen-depletierten Mausen
die Herzfunktion nach Infarkt verschlechtert war. Grund dafiir war eine reduzierte kardiale
Expression des Phagozytose-Rezeptors myeloid-epithelial-reproductive receptor tyrosine
kinase (MertK) der Makrophagen und dadurch eine verminderten Fahigkeit der pro-
entziindlichen Makrophagen apoptotische Kardiomyozyten und Zelldebris zu entfernen,
wohingegen durch eine erhohte Proliferation der anti-inflammatorischen Makrophagen die
Myofibroblasten-Antwort und deren Kollagenproduktion exzessiv erhéht war*4. Diese Studie
verdeutlicht, dass die Kommunikation zwischen den neutrophilen Granulozyten und

Makrophagen wichtig fiir die Heilungsphase nach Infarkt ist.

1.3.2.2. Monozyten und Makrophagen

Sowohl in der Maus als auch bei dem Menschen stellen Monozyten nur bis zu 10% der im
Blut zirkulierenden Leukozyten dar*® und dennoch haben Monozyten einen immensen
Einfluss auf Entzindungsprozesse. In der Maus kdénnen folgende zwei Monozyten-
Populationen unterschieden werden: Ly6C"e" (CCR2* CD62L* CX3CR1™) und Ly6C°¥
(CCR2- CD62L- CX3CR1Mdh) Monozyten46-48, 2007 wurde von Nahrendorf und Kollegen
beschrieben, dass die Ly6C"9"- und Ly6C°%- Monozyten in zwei distinkten Phasen das
ischamische Areal infiltrieren. Dabei stellen die Ly6CMd9"- Monozyten die primar rekrutierte
Population dar*®. Bei Menschen gibt es diese zwei Monozyten-Populationen ebenfalls: diese
definieren sich Gber CD14 und CD16 Expression®®. Der GroRteil der humanen Monozyten
exprimiert CD14"dh (CD14Msh CD16- CD64* CCR2* CX3CR1"") und entsprechend wenige
Monozyten exprimieren CD16* (CD14* CD16* CD64- CX3CR1Ms"). Wahrend der Inflammation
reagieren Monozyten auf Stimuli wie den CC-Chemokinligand 2 (CCL2)/ monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), welche im Entzindungsgeschehen am Endothel

gebunden und aktiviert vorliegen kénnen. In einer zweiten Phase werden geringere Mengen
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von Ly6C"" Monozyten Uber CX3CR1 rekrutiert*®. Es wird auBerdem angenommen, dass die
Infiltration der Monozyten die proliferative Expansion der Makrophagen beeinflusst®!. Der
Transkriptionsfaktor Nr4a1 ist wichtig fir das Uberleben der Ly6C° Monozyten im
Knochenmark®2. Mit Hilfe von Nr4a1-defizienten Mausen konnte in einer spateren Studie
gezeigt werden, dass auch Ly6C"e" Monozyten im Gewebe zu Ly6C" Makrophagen
differenzieren kénnen. Nrd4a1 ist also fur die Makrophagen entbehrlich und somit folgt der
Ly6Chis" Monozyteninfiltrationsphase wahrscheinlich eher eine aus Ly6Chd" Monozyten-
differenzierte Ly6C'®" Makrophagenphase. Nr4a1 reguliert somit die zweiphasige
Monozyten/Makrophagen-Antwort nach Infarkt, wobei Nr4a1-Defizienz zu einer
Beeintrachtigung der Herzfunktion fuhrte. Diese so erweiterte Hypothese unterstreicht die
Bedeutung der lokalen Umgebung fiir die Koordination von Inflammation und Heilung®. Da
die myeloiden Zellen nur kurze Zeit im Gewebe agieren bevor sie zugrunde gehen, muss die
Hamatopoese gut funktionieren®*. Daflir sind hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen
verantwortlich. Zwei Orte der Hamatopoese/Monozytopoese nach Infarkt sind beschrieben:
die Milz und das Knochenmark (Abb. 2).

In der Milz gibt es sowohl residente Makrophagen, welche Aufgaben wie Zytokin-Produktion
oder Pathogen-Erkennung haben, als auch Monozyten®®. Nach Infarkt sind die Monozyten
besonders relevant. Die Monozyten werden Uber die Zirkulation in das ischamische Areal
mobilisiert, so dass in den ersten Tagen nach Infarkt eine grol’e Menge der Monozyten aus
der Milz stammt. Das Reservoir an Monozyten in der Milz wird Uber die Differenzierung von
Vorlauferzellen wieder aufgefillts* % 57, Ein wichtiges Zytokin, das zu der Monozytopoese in
der Milz beitragt ist IL-1B. So konnte in einem Myokardinfarktmodell gezeigt werden, dass ein
Transfer von IL-1 Rezeptor-defizienten Vorlauferzellen in Wildtyp (WT) Mausen zu einer
Reduktion der Monozyten in der Milz flihrte*.

Das Knochenmark stellt ein weiteres wichtiges Kompartiment fir die Bildung von Monozyten
dar. Normalerweise verankern Knochenmarksmakrophagen hamatopoetische Stamm- und
Vorlauferzellen in einer hamatopoetischen Nische. Nach Infarkt werden die Proliferation der
Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark sowie die Mobilisation dieser in die Zirkulation
deutlich erhoht. Insbesondere die CCR2* Stamm- und Vorlauferzellen erhéhen nach Infarkt
die Expression von TLR2 und TLR4, die moglicherweise, die durch den MI ausgeldsten
DAMPs erkennen kénnen und auf diese Weise zum Gewebe rekrutiert werden kénnen. So
wurde von Dutta und Kollegen 2015 auch gezeigt, dass die Injektion eines DAMPs (HMGB1)
in Mausen die Proliferation der CCR2* Stamm- und Vorlauferzellen weiter forderte®. CCR2

als wichtiger Rezeptor der Monozyten vermittelt die Freisetzung in die Zirkulation, aber auch
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zusammen mit seinem Liganden: CCL2/MCP-1 die Rekrutierung in das Gewebe. So weisen
MCP-1-defiziente Mause nach Infarkt eine verzogerte Immunantwort auf 5% 60,

Anhand der CCR2-Expression konnten Epelman und Kollegen im Jahr 2014 drei
verschiedene Makrophagen-Populationen im Herzen definieren. Die zwei residenten
Makrophagen-Populationen exprimieren den Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) I
entweder stark (MHCII"e") oder schwach (MHCII'®%), aber in beiden Fallen nicht CCR2. Diese
beiden Populationen entstehen bereits im embryonalen Dottersack vor der Geburt und
erneuern sich fortan vermutlich grétenteils unabhangig von den infiltrierten Monozyten. Des
Weiteren wurden die aus Monozyten differenzierten Makrophagen detektiert, welche
insbesondere nach einer Verletzung des Gewebes von Bedeutung sind. Diese sind MHCIIMd"
CCR2*. Interessanterweise rekrutieren neonatale Herzen genau diese Population nach
Verletzung nicht, sondern heilen mithilfe einer Expansion der CCR2- Makrophagen. Neben
diesen drei Makrophagen-Populationen lasst sich im Herzen eine Monozyten-Population
definieren: diese ist MHCII®¥ und CCR2* 581, 2014 wurde gezeigt, dass bereits neonatale

Herzen Makrophagen fiir das Heilen des Herzgewebes nach Infarkt benétigen®?.
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*modifiziert nach Swirski et al. 2016. Trends in Immunology.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Monozyten und Makrophagen im Herzen nach
Infarkt. Aus sowohl Milz als auch Knochenmark freigesetzte/produzierte Ly6Chish Monozyten infiltrieren
Uber CCR2 in das Herzgewebe®. Dort entstehen aus infiltrierten Monozyten die aus Monozyten-
differenzierten Makrophagen und proliferieren lokal*’”. Neben den aus Monozyten-differenzierten
Makrophagen befinden sind zudem residente Makrophagen im Gewebe®4. M®: Makrophagen.

In einer Studie von 2007 wurden Monozyten/Makrophagen mit Hilfe der Clodronat-Liposomen
nach Infarkt depletiert. Die so durchgefiihrte Depletion beeintrachtigte die Wundheilung und
erhdhte das linksventrikulare Remodeling®®. Eine Limitierung dieser Methode ist, dass alle
Makrophagen apoptotisch werden. Dennoch kann aus dieser Studie eine wichtige Rolle fiir
die Makrophagen nach Infarkt abgeleitet werden.

Makrophagen sezernieren aulierdem pro-angiogene Faktoren und beeinflussen dadurch die
Neovaskularisierung des Gewebes, was essentiell fir die Versorgung des geschadigten
Gewebes mit Nahrstoffen und Sauerstoff ist®> 66, Insbesondere die Hochregulation des

vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) ermoglicht die Neubildung der GefaRe®:
67
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1.3.2.4. Die Lymphozyten

B- und T-Zellen sind die beiden zentralen Zelltypen des adaptiven Immunsystems. Sie
entstehen aus lymphoiden Vorlauferzellen im Knochenmark und treten nach Ml langsamer
als die angeborene Immunzellen in das ischamische Gewebe ein®. So sind B- und T-Zellen
erst nach sieben Tagen in maximaler Anzahl im Herzgewebe nach Infarkt nachzuweisen®®,
T-Lymphozyten sind abhangig von der Antigen-Prasentation in Form von MHC | oder MHC 1.
Das Antigen wird dann erst durch Antigen-spezifische T-Zell-Rezeptoren erkannt.
Antigenprasentierende Zellen sind neben Monozyten/Makrophagen auch dendritische Zellen
und B-Zellen. CD4* T-Zellen werden, basierend auf ihrem unterschiedlichen Zytokin-Profil, in
T-Zell-Untergruppen wie Th1, Th2, Th17 klassifiziert®®. Unter den T-Zell-Populationen wird
CD4* T-Zellen bisher die bedeutendste Rolle nach Infarkt zugeschrieben. Mittels RAG1-
defizienten Mausen, welche keine ausgereiften B- und T Zellen besitzen™, konnte nach M
gezeigt werden, dass diese kleinere Infarkte als ihre zugehoérigen Kontrollen hatten. Dabei
war besonders interessant, dass nur CD4* T-Zell-depletierte Mause und keine CD8* T-Zell-
depletierten Mause signifikant kleinere Infarkte aufwiesen. Dies wurde in der gleichen Studie
mittels Rekonstitution der RAG1-defizienten Mause und entsprechendem Transfer der
verschiedenen Populationen gezeigt’!. Darliber hinaus gibt es eine weitere Studie, die eine
besondere Relevanz der CD4* T-Zellen nach Infarkt in Bezug auf die Ausbildung einer

intakten kollagenhaltigen Narbenbildung beschreibt’2.

1.3.3 Die Fibroblastenantwort

Nach Infarkt produzieren Fibroblasten, insbesondere die aktivierten Myofibroblasten, grol3e
Mengen von EZM-Molekilen, welche die Areale der untergegangen Kardiomyozyten stitzen
und ein kollagenhaltiges Narbengewebe fordern. Die Dynamik der Fibroblasten nach Infarkt
im Mausmodell wurde 2018 von Fu und Kollegen wie folgt beschrieben: die Fibroblasten
werden aktiviert und sind stark proliferativ. Die proliferative Phase erreicht ein Maximum an
Tag 2 bis 4. Die Uber diesen Zeitraum entstandenen Fibroblasten bleiben langfristig aufrecht
erhalten. Zwischen Tag 4 bis Tag 7 nach Infarkt differenzieren diese zu Myofibroblasten. Ein
spezielles Merkmal der Myofibroblasten ist die Expression von glattem Muskel o-
Aktin/smooth muscle actin (a-SMA) und werden daher auch a-SMA-positive Fibroblasten
genannt. Zwischen Tag 7 bis Tag 10 verlieren die Myofibroblasten ihre proliferative Fahigkeit
und die Expression von a-SMA reduziert sich sehr stark. Zu diesem Zeitpunkt ist ein

vollstandiges Narbengewebe mit kollagenhaltiger EZM entstanden. Trotz des Verlusts von o-
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SMA, bleiben die aus Fibroblasten hervorgegangen Myofibroblasten in einem aktivierten
Zustand. Diese neu charakterisierten Zellen werden Matrifibrozyten genannt, welche in dieser

Studie auch in dem menschlichen Herzen nachgewiesen werden konnten. Matrifibrozyten

unterstltzen speziell die langfristige Aufrechterhaltung der Narbe (Abb. 3)73.

unverletzt

Tag 2-4

Tag 4-7

Tag >10 Tage

Residente ruhende Aktivierte kardiale Kardiale Kardiale
kardiale Fibroblasten Fibroblasten Myofibroblasten Matrifibrozyten
neben neben sterbenden/toten und im EZM/Kollagen

Kardiomyozyten Kardiomyozyten+ EZM EZM Netzwerk Netzwerk

® Ruhender Fibroblast Sterbender Kardiomyozyt s . Myofibroblast p Matrifibrozyt

/)
/ Kardiomyozyt *  Aktivierter Fibroblast ,//// EZM Kollagen
4

*modifiziert nach Fu et al. 2018. Journal of Clinical Investigation.

Abbildung 3: Modell der Stadien der kardialen Fibroblasten nach Infarkt. Im unverletzten Gewebe
befinden sich ruhende Fibroblasten, diese werden 2-4 Tage nach Infarkt aktiviert und 4-7 Tage nach
Infarkt zu Myofibroblasten. Nach Gber 10 Tage werden die ehemaligen Fibroblasten Matrifibrozyten
genannt’s.

In alteren Studien wurde teilweise davon ausgegangen, dass die Myofibroblasten nach der
Narbenbildung apoptotisch werden’. Dies scheint allerdings mit der aktuellen Studie zu
weiten Teilen weniger relevant zu sein”®. Als Hauptaktivator der Myofibroblasten wurde der
Transforming-growth factor (TGF)-B1 identifiziert, welcher die Synthese von EZM-Molekiilen
(wie Kollagen | + lll, Fibronektin, HA) stimuliert und den weiteren Matrixabbau durch die
Expression der Gewebeinhibitoren von Matrixmetalloproteinasen inhibiert’> 76, Neben
Fibroblasten sind Makrophagen die Hauptproduzenten von TGF-1. Die Fibroblasten im Herz
nach Infarkt vermitteln die akute Wundheilung, das Remodeling des Gewebes sowie die

Narbenbildung’. Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass sie das Uberleben der
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Kardiomyozyten fordern kénnen’’. Neben diesen positiven Effekten kdnnen Fibroblasten,
durch eine verstarkte Expression von einer Vielzahl von Proteinen wie den Kollagenen, auch
zu exzessiver Fibrose des infarzierten Herzens beitragen’®. Wohingegen Myofibroblasten
durch ihre Expression von a-SMA detektiert werden kénnen, wurden zur Identifizierung von
Fibroblasten bisher verschiedene Marker in Studien verwendet: platelet derived growth factor
receptor (PDGFR) a, Kollagen1a1, Transkriptionsfaktor (Tcf) 21 und Periostin (Postn)’. In
einer Studie von 2016 wurde so gezeigt, dass mit Hilfe von Postn Expression fast alle
Myofibroblasten im Herzen identifiziert werden konnten. Gleichzeitig wurde auch gezeigt,
dass alle Postn-exprimierenden Fibroblasten aus den residenten Tcf21* Fibroblasten
entstanden sind®°. Das gezielte Ausschalten der Postn-exprimierenden Fibroblasten nach M
reduzierte in einer Studie von 2016 die kardiale Fibrose und verbesserte die kardiale
Funktion®!, wodurch eine wichtige Bedeutung dieses Zelltyps fiir die Heilungsphase nach Ml

belegt wurde.

12
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1.4 Das Hyaluronsauresystem

1.4.1 Hyaluronsaure

Hyaluronsaure (HA) ist ein wichtiger Bestandteil der EZM und besteht aus einer sich
wiederholenden Disaccharid-Struktur. Dieses Disaccharid besteht aus Glukuronsaure und N-
Acetyl-Glukosamin, verbunden Uber 3-1,3- bzw. 3-1,4-glykosidische Bindungen und liegt als
lineares Polysaccharid vor (Abb. 4). Hyaluronsaure ist anders als andere Glykosaminglykane
(Heparinsulfat, Chondroitinsulfat und Keratinsulfat) nicht sulfatiert oder anderweitig

modifizierts2 83,

NHAc

HO—
OH

GIcNAc GlcA

*Modifiziert nach Hascall. 2015. Essentials of Glycobiology.3rd edition®
Abbildung 4: Chemische Struktur von Hyaluronsaure.

Das Molekulargewicht der HA kann bis zu 10 MDa betragen. Eine besondere Eigenschaft
dieses linearen Polysaccharids ist die Fahigkeit Wasser zu binden. Bereits ein Disaccharid
kann etwa 15 Wassermolekiile binden®: 8, Es ist das bisher langste in Tierzellen gefunden
Polysaccharid und ist trotz seiner recht einfachen Struktur erst mit Entwicklung der
Chordatiere entstanden®*. Die grofite Menge an HA befindet sich im gesunden Mensch in der
Nabelschnur, der Gelenkflussigkeit, dem Glaskorper im Auge sowie der Haut®”. HA wird im
Zuge von Um- und Abbau sowie in Inflammationssprozessen fragmentiert und kann dann

auch als Oligomer vorliegen®,

1.4.2 Hyaluronsauresynthasen

Die Biosynthese der HA erfolgt in allen eukaryotischen Zellen Uber die
Hyaluronsauresynthasen (HAS) an der Plasmamembranoberflache. Drei verschiedene
Isoenzyme der HAS: HAS1, HAS2 und HAS3 sind an der Synthese der HA beteiligt®3 8. Den
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Has-Isoenzymen dienen UDP-a-D-Glukuronsdure und UDP-a-N-Acetyl-D-Glukosamin als
Substrate. Diese werden im Wechsel an das reduzierte Ende des Polysaccharides
angehangen bei gleichzeitiger Abspaltung seines UDPs und Anwesenheit eines Metallions8®:
84 Die Expression der Has unterscheidet sich in Abhangigkeit des betrachteten Zelltyps/des
jeweiligen Gewebes. Zudem gehen die Level der Has mRNA in mehreren Studien mit der
sekretierten HA-Menge einher®®. HAS2 wird es zugeschrieben die grofite Menge an HA zu
produzieren®. HAS2 kann als Dimer vorliegen, evtl. auch als Multimer. Ubiquitinierung®
sowie weitere posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung und Anheftung von O-
verknipftem N-Acetylglukosamin)® koénnen die Aktivitdt der HAS2 beeinflussen. In den
Mausmodellen der Has-Defizienz zeigte sich eine unterschiedliche Bedeutsamkeit der
verschiedenen Has-lsoenzyme wahrend der Embryonalentwicklung. Die Has2-defiziente
Maus ist an Tag 9,5 embryonal letal aufgrund einer defekten Herzbildung wahrend der
Transformation des kardialen Endothels in das Mesenchym®. Has7-, Has3-sowie
Has1/Has3-defiziente Mause weisen keinen veranderten Phanotyp in der Embryogenese
sowie der Lebensdauer auf.

4-Methylumbelliferone (4-MU) wird als ein pharmakologischer Inhibitor der HA-Synthese
eingesetzt und wirkt zum einen als kompetitives Substrat der UDP-Glukuronyltransferase. In
dem Fall entsteht keine UDP-Glukuronsaure mehr, sondern 4-MU-Gukuronide. Zum anderen
reduziert 4-MU die mRNA der Has sowie die mMRNA der UDP-Glukosepyrophosphorylase und

- dehydrogenase®3.

1.4.3 Hyaluronsaurerezeptoren und -bindeproteine

Die zwei Hauptrezeptoren von HA sind CD44 und RHAMM (receptor for hyaluronan-mediated
motility). CD44 besteht aus einer zytoplasmatischen Doméne, einem transmembranaren
Segment sowie einer Ektoddmane mit einem Linkmodul, welche in die EZM hineinragen. HA
bindet an das Linkmodul von CD44, wodurch der zytoplasmatische Teil seine Konformation
andert und mit regulatorischen und adaptorischen Molekilen wie den Tyrosinkinasen Src und
Rho GTPasen interagiert. CD44 wird auf vielen Zellen exprimiert, u.a. auf Fibroblasten®+-%
und Immunzellen®”. CD44 kann aufgrund eines unterschiedlichen mRNA-Splicings in sehr
unterschiedlicher Form vorliegen. CD44 auf hamatopoeitischen Zellen vermittelt die Bindung
von HA, was die Interaktion der Immunzellen mit Endothelzellen unterstiitzen kann. Auf diese
Weise wird ein Rollen der Leukozyten auf dem Endothel sowie die Extravasation in das
Gewebe vermittelt®® %°. Neben CD44 besitzen auch LYVE-1, HARE/STABILIN-1 (hepatic
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hyaluronan clearance receptor) und HARE/STABILIN-2 ein Linkmodul fir HA. Andere HA-
Rezeptoren und -Bindeproteine besitzen kein Linkmodul, wie z.B. RHAMM'®, Weitere
Bindeproteine (auch Hyaladherine genannt) sind beispielsweise insbesondere in der Retina
vorkommend SPACR, SPACRCAN'" 192 oder bei der Pathogen-Abwehr Siglec-9'%, Der
RHAMM Signalweg induziert vermutlich fokale Adhésionen, um Anderungen im Zytoskelett
zu initiieren. Dadurch kommt es zu einer erhohten Motilitat der Zelle wie es zum Beispiel bei
der Progression eines Tumors, der Invasion oder Metastasierung beobachtet wird. Neben der
fokalen Adhasionskinase (FAK), kann die HA-RHAMM Interaktion aber auch die extracellular
signal-requlated kinase (ERK) oder die Src Kinasen aktivieren'®. Weitere relevante
extrazellulare Interaktionspartner der HA sind Hyalectane (eine Gruppe der Proteoglykane),
bestehend aus Aggrecan, Versican, Brevican und Neurocan'®. Das im Plasma frei l6sliche
Protein Inter-a-Inhibitor (lal) besteht aus dem Trypsininhibitor Bikunin und zwei schweren
Ketten. Die schweren Ketten werden insbesondere bei Inflammation Uber das HA

Bindemolekiil TSG-6 an HA (bertragen und kovalent gebunden%.

1.4.4 Hyaluronsaure-Katabolismus

Hyaluronidasen (HYAL) fragmentieren HA an der [-1,4-glycosidischen Bindung zwischen
dem N-Acetyl-Glukosamin und der Glukuronsaure entweder an der Zelloberflache oder in
den Lysosomen. Bisher wurden sechs HYALs in Saugetieren identifiziert. Die grofte
Relevanz beim Abbau von HA weisen HYAL1 und HYAL2 auf'® 1% welche pH-abhangig
reguliert werden'%. Fiir das Herz scheint HYAL2 besonders bedeutsam zu sein, da gezeigt
werden konnte, dass in Hyal2- defizienten Mausen sowohl im Serum als auch im Herzen eine
hohe Menge HA detektiert werden kann. Dariiber hinaus zeigen Hyal2-defiziente Mause eine
Veranderung der Herzklappen. Die fehlende HA-Fragmentierung ohne Hilfe der HYAL2 fiihrt
also zu einer deutlichen HA- Akkumulation®. Auch unsere eigenen Vorarbeiten zeigen einen
starken HA-Anstieg im Plasma Hyal2-defizienter Mause nach I/R (Daten nicht gezeigt). Die
Funktion hochmolekularer HA und niedermolekularer HA kann sich deutlich unterscheiden.
Insbesondere im Rahmen der Inflammation oder bei Gewebeschaden kann es zu einer
Anreicherung von niedermolekularer HA kommen. Dadurch werden viele zelluldre Prozesse
wie das Migrations- und Proliferationsverhalten, aber auch die Apoptose und Adh&sion sowie
die Interaktion mit TLRs beeinflusst''!. Die Umsetzung der HA erfolgt sehr rasch. Es wird
vermutet, dass ein ausgewachsener Mensch etwa 15 g Hyaluronsaure besitzt, wovon etwa

ein Drittel taglich erneuert wird. Jedoch erfolgt die Umsetzung im z.B. Knorpelgewebe
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langsam. Die Umsetzung erfolgt Uber die Rezeptor-vermittelte Endozytose und lysosomale
Degradation. Wichtige Rezeptoren/Bindeproteine bei der Umsetzung von HA sind
insbesondere HARE/STABILIN-1 (hyaluronan receptor for endocytosis), aber auch LYVE-1

(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor)®.

1.5 Hyaluronsaure und Inflammation

Ein Zusammenhang zwischen HA und Inflammation ist seit Jahrzehnten bekannt und bereits
in vielen entzlindlichen Pathologien beschrieben worden. 1985 wurde von Dahl und Kollegen
die Gelenkflissigkeit untersucht und es konnte gezeigt werden, dass es sowohl bei
rheumatoider Arthritis als auch bei anderen Gelenksentziindungen zu einer verstarkten
Anreicherung von HA kommt''2. Ebenfalls ist HA in der broncho-alveoldren Lavage-
FlUssigkeit und dem Serum von Patienten mit Lungenerkrankungen nachgewiesen worden''3,
Darliber hinaus - besonders interessant flir diese Arbeit - wurde eine Anreicherung von HA
nach Ml im Herzen beobachtet''*. Auch in der chronisch entziindlichen Darmkrankheit wurde
gezeigt, dass HA im entzindeten Darmgewebe gemeinsam mit dem Bindeprotein lal in der
Mukosaschicht des Darms angereichert ist''> und die Rekrutierung von Immunzellen in das
Gewebe mittels kabel-ahnlicher Strukturen unterstiitzt''®. In einer Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Has3-Defizienz in einem Mausmodell der
Atherosklerose die Antwort der Th1 Zellen hemmt, was mit einer verminderten IL-12
Sekretion einherging und die Makrophageninfiltration reduzierte''”. Die T-Zellantwort war
auch in einem Modell der zentralen Nervensystem (ZNS) Autoimmunitat mit 4-MU
Behandlung beeinflusst und die Infiltration der T-Zellen in das ZNS Parenchym reduziert''.
Ebenfalls war im Typ 1 Diabetes mellitus die Immunantwort unter 4-MU-Behandlung
reduziert''®. Insbesondere die Interaktion fragmentierter HA mit TLR2 sowie TLR4 kann die
Inflammationssreaktion initiieren''', aber auch CD44 als moglicher Interaktionspartner von
HA beeinflusst die Imflammationssreaktion. Bollyky und Kollegen definierten 2010 HA-
Akkumulation an einer sogenannten entzindlichen Synapse - bestehend aus T- Zelle und
Antigen-prasentierender Zelle wie z.B. der dendritischen Zelle'?°. Darliber hinaus konnte in
einer Studie von 2008 gezeigt werden, dass die HA-CD44 Interaktion neben der
Inflammationsreaktion auch die Fibroseentstehung nach MI beeinflusste. So war die
Inflammation in CD44-defizienten Mausen verlangert, die Antwort der Fibroblasten allerdings
reduziert, was zu einer starkeren Dilatation der Narbe fuhrte'?'. CD44 wurde auRerdem als

relevanter Interaktionspartner fiir die Monozyten zu Makrophagen - Differenzierung
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beschrieben®”. Des Weiteren wurde auch einigen Molekiilen der EZM eine wichtige Rolle in
der Atherosklerose bei der Makrophagendifferenzierung zugeschrieben'?. HA kann
Monozyten binden, woraufhin die Verteilung von CD44 an der Oberflaiche der Monozyten
verandert wird und sich eine sogenannte CD44 Kappe ausbildet, wahrend HA internalisiert
wird'? 124 Immunzellen konnen auRerdem das GefalRwachstum durch Angiogenese oder
Arteriogenese einleiten, welches ebenfalls von HA beeinflusst wird. Es ist beschrieben, dass
HA sowohl Arteriogenese'? als auch Angiogenese'?® positiv beeinflussen kann. HA stellt des
Weiteren neben weiteren Proteoglykanen und Glykoproteinen eine wichtige Komponente der
Glykokalyx dar, welche das Endothel in allen Gefaflen luminal umgibt'?’. In einer Studie
unserer Arbeitsgruppe konnte festgestellt werden, dass eine Inhibition von HA mit Hilfe von 4-
MU die protektive Funktion der endothelialen Glykokalyx einschrénkt. Dadurch wurde die
Leukozyten-Adhasion am Endothel beglnstigt und das Fortschreiten der Atherosklerose

gefordert'?,

1.6 Hyaluronsaure und Fibroblasten

In humanen Lungenfibroblasten beeinflusst HA die TGF-B1 vermittelte Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten'?®, was auch in humanen dermalen Fibroblasten gezeigt
wurde. Diese Effekte wurden dort Gber CD44 und den epidermalen growth factor receptor
(EGFR) vermittelt'3°, Des Weiteren wurde Tumor necrosis factor-stimulated gene 6 protein
(TSG-6) als wichtiger Mediator fir die Differenzierung beschrieben. Insbesondere die
Interaktion von HA und TSG-6 zusammen mit CD44 ist fir den Differenzierungsprozess der
Fibroblasten von besonderer Bedeutung'®'. Aktuell werden zwei unterschiedliche, aber
miteinander kooperierende Signalwege diskutiert: zum einen der klassische TGF-B1/Smad2-
abhangige Signalweg und zum anderen ein HA/CD44/EGFR-abhangiger Signalweg. In einer
Studie von 2016 konnte gezeigt werden, dass die TGF-B1-abhangige Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten durch eine Interaktion von CD44 mit EGFR in sogenannten
Lipid Rafts (Bereiche der Zellmembran, die besonders lipid- und cholesterinhaltig sind)
vermittelt wird®'. In einer weiteren Studie vermittelte TGF-B1 die Hochregulation von
CD44V6 Uber das early growth response protein (EGR) 1. Es konnte auch dort gezeigt
werden, dass die von der HAS2 produzierte HA fur den Myofibroblastenphanotyp wichtig ist.
Diese Effekte wurden Uber einen durch TGF-B1-stimulierten CD44V6/ERK1/EGR1 Signalweg
moduliert'®2. Des Weiteren verstarkt HA die durch adventitielle Fibroblasten vermittelte

Kontraktion eines Kollagen- Gels'®3. Das Zusammenspiel der Fibroblasten und der
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Immunzellen spielt nach Infarkt sicherlich eine bedeutende Rolle. So wurde beispielsweise
bereits gezeigt, dass IL-1B eine TGF-B-induzierte kontraktile Aktivitdt von Fibroblasten
abschwachte'®, aber von Fibroblasten sekretiertes IL-1B auch die Immunmodulation

beeinflusst, indem es die Monozyten- Infiltration in das Gewebe férdern kann'35.

1.7 Hyaluronsaure und Myokardinfarkt

1991 wurde von Waldenstrom und Kollegen 1991 erstmals gezeigt, dass HA nach Infarkt im
Herzen akkumuliert. Nach permanenter Ligatur im Rattenherz stieg der HA-Gehalt in Herzen
von Tag 1 bis Tag 3 kontinuierlich an. Der Anstieg der HA korrelierte dabei mit einer
ausgepragten Odem-Bildung im Herzen''4. In einer neueren Studie im Zebrafisch und der
Ratte wurde ebenfalls gezeigt, dass sowohl HA als auch RHAMM innerhalb der ersten Tage
nach Schadigung des Herzens hochreguliert sind und ein mdglicher Signalweg (uber
HA/RHAMM/FAK/Src reguliert sein konnte'®. Weitere Infarkt/HA-Studien sind insbesondere
im Kontext der therapeutischen Applikation durch exogene Zugabe von HA entstanden.
Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) Analyse von Schweinen nach Infarkt wurde
gezeigt, dass HA-haltige Hydrogele die kardiale Funktion verbessern kdénnen und die
InfarktgroRe reduzieren'’. In einer weiteren Studie an Ratten férderten Hydrogele darliber
hinaus die Ausbildung von neuen Gefalen nach MI'8 so dass die Nutzung von HA als
therapeutische Applikation eine interessante Therapieoption darstellen kénnte. In unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die HA-Synthese in kardialen Fibroblasten durch
IL-6 Stimulation hochreguliert wird und mittels Anti-IL-6 Inhibition reduziert werden konnte.
Die Reduktion der HA nach permanenter Ligatur in Mausen durch Anti-IL-6- Behandlung
flhrte zu einer Reduktion der kardialen Funktion'®. Vorarbeiten im murinen I/R-Modell
(C57BL/6J) zeigten zudem, dass es bereits nach 6 h und 48 h zu einer starken
Hochregulation der Has7- und Has2- mRNA kommt (Abb. 5 A). Einhergehend damit stieg
auch die mRNA Expression der HA-Rezeptoren Cd44 und Hmmr nach 48 h drastisch an
(Abb. 5 B). Die mRNA Expression der Hyals zeigte hingegen eine milde Herabregulation
(Abb. 5 C).

18



Einleitung

A B C
® Has1 5T O CcD44 52 ® Hyal1
® Has2 @ S ® Hmmr ? 9 ® Hyal2
304 8 € 301 8 € 154
@ Has3 52 52
00 £ ] E
20+ <Z(ﬁ 204 <Z(ﬁ 1.0
X ~ X c
10 ST SN g5
- = = = il O+
5 25
< © © T
Qo R
0' 3 g 0 T T T 1 g 8 OO T T T 1
123 7 & 2 123 7 S8 123 7
D= T =
Tage nach Ischamie ¥ § Tage nach Ischamie fg Tage nach Ischamie

Abbildung 5: Induktion des HA-Systems nach Infarkt. Die Herzen von C57BL/6J Mause wurden
nach Infarkt enthommen und das Herzgewebe des linken Ventrikels auf mRNA-Expression von A,
Hyaluronsduresynthase (Has) lsoenzymen, von B, HA-Rezeptoren: CD44 und Hmmr und von C,
Hyaluronidasen (Hyal1 und Hyal2) untersucht. Untersuchungspunkte waren 6, 12, 24, 48, 72 Stunden
sowie 7 Tage nach Infarkt. Mittelwert + SEM; n=3-6. Die Daten in dieser Abbildung wurden von Dr.
Julia Miller erhoben

Aufgrund der mRNA Regulation der Has-Isoformen aus unseren Vorarbeiten nach I/R,
erscheint die Untersuchung der mechanistischen Rolle der HA nach Infarkt relevant und

vielversprechend.

1.7.1 Einfluss der HAS2 auf die kardiale Funktion

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits die kardiale Funktion in Has2-defizienten Mause'#!
und den dazugehdrigen Kontrollen mittels Echokardiographie vor und nach I/R untersucht. Es
wurde fir die Has2-defizienten Mause eine deutliche Einschrankung der kardialen Funktion
im Vergleich zu ihren Kontrollen nach I/R ermittelt. Es wurden initial drei Kontrollen
verwendet: Die Rosa26CreERT (1) sowie die Has2fo¥flox (2) wurden mit Tamoxifen behandelt
und die Rosa26CreER™;Has2foxflox (3) wurde mit Vehikel (Ol) behandelt. Die linksventrikulare
Ejektionsfraktion der Has2-defizienten Mause war im Vergleich zu den dazugehérigen
Kontrollmausen deutlich reduziert (EF nach drei Wochen: Has2 KO: 21,4 %, Kontrolle 1: 49,5
%, Kontrolle 2: 43,0 %, Kontrolle 3: 37,4 %; Abb. 6A). Dies ging mit einer Erhéhung der
enddiasolischen und endsystolischen absoluten Volumina des linken Ventrikels einher (Abb.
6B + C). Die Herzfunktion der Has2-defizienten Mause war Uber den gesamten Zeitraum der
Heilungsphase eingeschrankt. Die zugrundeliegenden Mechanismen fiir diese Beobachtung

wurden in dieser Arbeit genauer untersucht.
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Abbildung 6: Die kardiale Funktion der Has2-defizienten Mduse und ihrer Kontrollen nach
Infarkt. Rosa26CreERT2;Has2floxflox Mause wurden mit Tamoxifen behandelt, ebenfalls Hag2floxflox
Mause und Rosa26CreER™ Mause, auRerdem wurden Rosa26CreERT2;Has2foxfiox Mause mit Ol
(Vehikel) behandelt. Alle Mause wurden vor und nach Infarkt (7, 14 und 21 Tage) mittels
Echokardiographie untersucht und die Parameter A, Ejektionsfraktion, B, Endsystolisches Volumen
und C, Enddiastolisches Volumen wurden ermittelt. *: Rosa26CreERT2;Has2flox/flox ys, Rosa26CreERT™?;
#: Rosa26CreERT%;Has2floxfflox g Hag2floxflox:  §: Rosa26CreERT2;Has2floxfflox vg Rosa26CreERT™?;
Has2floxflox  \/ehikel. Mittelwert £ SEM; n = 6. Die Signifikanzen wurden mit der Two-way ANOVA mit
anschlieBendem Sidak‘s multiple comparison test berechnet, * p <0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; ****
p < 0.0001. Die Erhebung dieser Daten erfolgte durch Dr. Simone Gorressen.

Da sich die Kontrollen hinsichtlich der kardialen Funktion nicht unterschieden, wurde in der
folgenden Arbeit die mit Tamoxifen-behandelte Rosa26CreER™ Maus als alleinige Kontrolle
zu der Rosa26CreER™%;Has2fo¥flox (Has2 KO) Maus verwendet.

Da sowohl die Immunantwort als auch die Fibroblastenaktivierung wichtige Mediatoren in
dem Prozess des Remodelings nach M| darstellen, sollten Immunantwort und
Fibroblastenaktivierung nachfolgend im Detail untersucht werden. Wie HA und insbesondere

HAS2 in diese Prozesse eingreift ist bisher nicht genau bekannt.
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1.8 Zielsetzung

Die Synthese der EZM ist stark in den Heilungsprozess und das Remodeling nach akutem Ml
involviert. Wahrend bereits gezeigt wurde, dass die Kollagenanreicherung im Rahmen des
Remodelings einen entscheidenden Beitrag zur Narbenbildung und interstitiellen Fibrose
liefert, ist die frih gebildete EZM bisher weniger untersucht worden. Unsere Arbeitsgruppe
hat in einer vorherigen Studie gezeigt, dass eine Reduktion der HA nach permanenter Ligatur
in Mausen mittels Anti-IL6- Behandlung zu einer verschlechterten kardialen Funktion
flihrte'®°. Es ist auBerdem bekannt, dass HA in verschiedene entzlindliche und fibrotische
Prozesse involviert ist. Die Rolle der HA nach MI wurde bisher aber noch nicht geklart.
Unsere Arbeitsgruppe konnte jedoch zeigen, dass die kardiale Funktion nach I/R in
Abwesenheit der HAS2 deutlich eingeschrankt war. Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand
deshalb eine Untersuchung der frilhen de novo-Synthese der HA-Matrix nach MI und deren
Einfluss auf das Entziindungsgeschehen sowie die Myofibroblastendifferenzierung. Ziel der
vorliegenden Studie war es dabei spezifisch die Rolle von HAS2 wahrend der akuten Phase
nach I/R im Mausmodell zu untersuchen. Um diese Fragestellung zu beantworten wurde ein
konditionales Mausmodell der Has2-Defizienz verwendet. Dabei sollten sowohl die Immun-

als auch die Fibroblastenantwort im Detail analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuche

Die Genehmigung fur Tierversuche wurde vom Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz ~ (LANUV) Nordrhein-Westfalen, Bezirksregierung Dusseldorf,
Aktenzeichen 84-02.04.2012.A138 und Aktenzeichen 84-02.04.2015.A322, erteilt.

21.1 Mause

Fur alle in vivo Experimente wurden mannliche 12-18 Wochen alte Rosa26CreER™ (Taconic;
Hudson, NY, USA)'“? Mause sowie Rosa26CreER™;Has2fo¢flox Mause™' , alle auf einem
C57BL/6J Hintergrund, verwendet. Die Rosa26CreER™ Mause, die Has2fo¥fox ynd
Rosa26CreER™%;Has2fovflox Mause wurden 3 Wochen vor Durchfiihrung der I/R fiir 5 Tage
intraperitoneal (i.p.) mit 1 mg / Maus / Tag Tamoxifen (Sigma, Darmstadt, Deutschland)
behandelt. Rosa26CreER™2;Has2fo¥flox M3ause wurden in einem initialen Versuch auferdem
als Kontrolle mit OI (Vehikel zu Tamoxifen) behandelt. Durch die Aktivierung mit Tamoxifen
der an einen mutierten Ostrogenrezeptor (ER) gebundenen Cre-Rekombinase und deren
Translokalisation in den Nukleus, wird daraufhin der mit zwei LoxP-Erkennungssequenzen
flankierte DNA Abschnitt - in diesem Fall ein wichtiger Bereich der Has2 kodierenden
Sequenz im Exon 2, welche das Startcodon und zwei Transmembrandomanen in der N-
terminalen Region umfasst - herausgeschnitten und abgebaut. Fir in vitro Studien wurden
neben den bereits genannten Mausstammen, C57BL/6J Mause (Janvier Labor, Le Genest-
Saint-lle, Frankreich) verwendet. Die konstitutiven Has? KO Mause'#? und Wurfgeschwister
wurden in der Arbeit verwendet, die Daten werden jedoch nicht gezeigt. Die Mause erhielten
zu jeder Zeit Futter und Wasser ad libitum und wurden in einem normalen 12-Stunden Tag-

/Nachtrhythmus gehalten.

2.1.2 Durchfiihrung der Ischamie und Reperfusion

Alle Mause wurden nach einem geschlossenen Thoraxmodell der myokardialen [I/R
operiert'#3 44 Dafiir wurden die Mause mit Ketamin (90 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin
(15 mg/kg Korpergewicht) andsthesiert, mit einer peripheren Venenverweilkanile intubiert

und mit einem Tidalvolumen von 10 ug/g Kérpergewicht mit einer Geschwindigkeit von 140
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Schlagen/Minute operiert. Die Mischung der Beatmung lag bei 2/3 Luft und 1/3 Sauerstoff mit
Isofluran 2,0 % (V/V; Forene ®, Abbott GmbH, Deutschland). Nach linker lateraler
Thorakotomie zwischen der 3. und 4. Rippe wurde das Perikard prapariert und vorsichtig
1mm kaudal des linken Herzohrs unterhalb der Bifurkation des linken Arms der
Koronaraterie/Left anterior descending (LAD) und Ramus diagonalis ein Faden 7-0 Prolene
(Ethicon) unter die LAD gelegt. Die Nadel wurde vom Faden abgeschnitten. Beide Enden des
Fadens wurden durch einen etwa 0,1 cm dicken Polyethylen-Ring (PE-10) mit einem
Innendurchmesser von 0,5 mm gefadelt und bildeten somit eine lockere Schlaufe um die
LAD. Die Enden des Fadens wurden dann durch den Thorax und die Muskelschichten
geflhrt, so dass die Faden schlieBlich im Unterhautgewebe der rechten Seite des Thorax
belassen werden konnten und die Brust mit Hilfe einer Hautnaht verschlossen wurde.
Abschliel3end erfolgte der Verschluss der Haut mit 5/0 Prolene (Ethicon, New Jersey, USA).
Die Isofluran-Narkose wurde beendet und die Maus noch weitere Minuten beatmet. Sobald
die Atemreflexe der Maus wieder vorhanden waren, wurde die Extubation durchgefiihrt. Die
Maus wurde anschlieRend warmgehalten bis sie sich von der Narkose erholt hatte. Drei Tage
nach Vorbereitung der Ligaturanlage wurden die Mause unter Maskeninhalation von 2 %
(V/V) Isofluran und einer Mischung aus 1/3 Sauerstoff und 2/3 Luft erneut anasthesiert. Es
wurde nun lediglich die Haut geo6ffnet und unter Kontrolle der ST-Erhebung im
Elektrokardiogramm mittels der Basic Data Acquisition Software (BDAS, Harvard Apparatus,
Holliston, Massachusetts, USA) eine Ischamie induziert. Nach 60-minutiger Ischamie wurde
eine Reperfusion des Herzens vorgenommen. Dazu wurden die Faden vorsichtig durchtrennt
und anschlielend die Haut mit (5/0) Prolene verschlossen. Die operative Induktion der
myokardialen I/R wurde von Frau Dr. Simone Gorressen und Herrn Dominik Semmler
durchgefihrt.

2.2 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Analysen wurden zur Charakterisierung der von Immunzellen im
Blut, Knochenmark, Milz- und Herzgewebe durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden die
Gewebe geerntet und direkt verarbeitet, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten.

Die absoluten Zellzahlen wurden unter Verwendung von Flow-Count Fluorospheres
(Beckman Coulter Inc., Krefeld, Deutschland) bestimmt. Durchflusszytometrische Messungen
wurden, wie im jeweiligen Abschnitt angeben, entweder mit einem Gallios Flow Cytometer

(Beckman Coulter, Kalifornien, USA) oder mit einem LSRII-Durchflusszytometer (BD
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Bioscience, San Jose, CA, USA) durchgefiihrt. Die Kaluza Flow Analysis Software (Beckman
Coulter, Kalifornien, USA) wurde fur die nachfolgende Datenanalyse verwendet. Gating-
Schemata zur Analyse der Fibroblasten und Immunzellen im Herzen sind im Appendix

dargestellt.

2.2.1 Blut

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurde das Blut mit Hilfe von EDTA antikoaguliert. Die
Blutproben wurden fir 7 Minuten bei 4 °C mit hypotonischem Lysepuffer zur Lyse von
Erythrozyten inkubiert (Tab. 2). Danach wurden die Zellen fiir 10 Minuten mit 300 x g bei 4 °C
zentrifugiert und das Zellpellet in PEB-Puffer resuspendiert (Tab. 2). Zur Vermeidung von
unspezifischen Antikdrper-Bindungen wurden die Zellen mit einem aufgereinigten Anti-Maus-
CD16/32 (BioLegend, San Diego, USA) inkubiert. Schlief3lich wurden die Proben mit
verschiedenen Antikérper-Kombinationen gefarbt. Im Fall der Monozyten-Farbung erfolgte
die Lyse erst nach der Farbung und zuséatzlich wurden die Monozyten fur 20 Minuten in 0.1 %
(V/V) Roti®-Histofix 4 % (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) in PBS
(Gibco® Life Technologies, Paisley, UK) bei Raumtemperatur (RT) fixiert. Nach einer letzten
Zentrifugation zur Entfernung des Paraformaldehyds wurden die Zellen in PEB resuspendiert
und unter Verwendung des Gallios™ Durchflusszytometers gemessen. So konnten
verschiedene Immunzell-Populationen identifiziert werden. Zellzahlen sind als Zellen pro ul

Blut dargestellt.

2.2.2 Knochenmark

Zuerst wurden die Haut und die Muskeln sorgfaltig von den Hinterbein-Knochen der Mause
entfernt. Um das Knochenmark zu gewinnen, wurden die Gelenke von Femur und Tibia
abgeschnitten und die Knochen anschliefliend mit sterilem PBS (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) unter Verwendung einer Spritze mit einer 26G-Nadel durchgespult. Der Durchfluss, der
die Knochenmarkszellen enthielt, wurde gesammelt und die Suspension dann durch einen
100 um Nylonfilter (Greiner Bio-One, Frankfurt, Deutschland) filtriert. Nach Zentrifugation bei
300 x g bei Raumtemperatur (RT) wurden die Erythrozyten unter Verwendung des hypotonen
Lysepuffers lysiert (Tab. 2). Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen dann in PEB-
Puffer (Tab. 2) mit Anti-Maus-CD16/32, LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit und
verschiedenen Antikérper-Kombinationen gefarbt. Die Messungen erfolgten an einem

Gallios™ Durchflusszytometer. So konnten verschiedene Immunzell-Populationen identifiziert
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werden. Die Zellzahlen sind als Absolutzahl beider Hinterbeine der jeweiligen Maus

dargestellt.

2.2.3 Milz

Um Einzelzellsuspensionen von der Milz zu erhalten, wurde sie mit 3 ml PEB in MACS C
Roéhrchen (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) gegeben und dann mechanisch
mithilfe des MACS-Dissoziators (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
zerkleinert. Die Zellen wurden Uber einen 70 uym Nylonfilter (Greiner Bio-One, Frankfurt,
Deutschland) filtriert. Die Proben wurden mit 300 x g bei 4 °C zentrifugiert und die
Erythrozyten unter Verwendung des hypotonen Lysepuffers (Tab. 2) lysiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen fur 30 Minuten bei 37 °C in RPMI Medium (Gibco Life
Technologies, Paisley, UK) inkubiert. Die Zellen wurden dann in PEB Puffer (Tab. 2) mit Anti-
Maus-CD16/32, LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit und verschiedenen
Antikorper-Kombinationen gefarbt und anschlieBend unter Verwendung des Gallios™
Durchflusszytometers gemessen. So konnten verschiedene Immunzell-Populationen

identifiziert werden. Die Zellzahlen sind als Zellen pro mg Milzgewebe dargestellt.

2.2.4 Herz

Die Herstellung einer Einzelzellsuspension des Herzens wurde unter Verwendung von
Kollagenase | (450 U/ml, Worthington, Lakewood, New Jersey, USA) und DNAse |
(60 U/ml, Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) in Hanks' Balanced Salt solution (HBSS)
mit Magnesium und Calcium (Gibco Life Technologies, Paisley, UK) uber retrograde
Perfusion durchgefihrt. Nach Perfusion wurden die Herzen zerkleinert und fiir 15 min in ihrer
Perfusionslésung bei 37 °C inkubiert. Die Suspension wurde UGber einen 100 ym und 40 um
Filter filtriert und bei 300 x g flir 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann resuspendiert
und fir 30 min bei 37 °C in RPMI Medium inkubiert. Die Einzelzellsuspension wurde mit Anti-
Maus-CD16/32, LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit und verschiedenen
Antikérper-Kombinationen gefarbt und anschliellend mithilfe des LSRII-Durchflusszytometers
(BD Bioscience, San Jose, CA, USA) gemessen. Auf diese Weise konnten verschiedene
Immunzell-Populationen identifiziert werden. Die Zellzahlen sind als Zellen pro mg
Herzgewebe dargestellt. Eine Liste von Antikérpern, Klonen und Herstellern ist in Tabelle 1

angegeben.
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2.2.4.1 Bromdesoxyuridin Markierung

Zur Bromdesoxyuridin (BrdU) Markierung wurde 1 mg BrdU (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Deutschland) 24 h vor der Gewebeernte i.p. injiziert®. Um den Einbau von BrdU in die DNA
zu analysieren, wurden die Zellen unter Verwendung von Fix & Perm Medium A und B (Life
Technologies, Eugene, OR, USA) flir 20 Minuten bei RT fixiert und permeabilisiert. Vor dem
Anfarben wurden die Zellen zudem mit 20 ug DNAse | (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Deutschland) in HBSS mit Magnesium und Calcium (Gibco Life Technologies, Paisley, UK)
fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.

2.2.4.2 Ki67 Farbung

Die Ki67 Farbung wurde direkt nach der Permeabilisierung mit Fix & Perm Medium A und B
(Life Technologies, Eugene, OR, USA) fir 30 Minuten bei RT durchgefiihrt. Kurz vor der
Messung der Proben erfolgte die Farbung der DNA durch Zugabe von Hoechst 33342
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Tabelle 1: Antikorper fiir durchflusszytometrische Untersuchungen

Antikorper Klon Hersteller

Ly6C - AlexaFluor488 HK1.4 BioLegend, San Diego, CA, USA
Ly6C - APC/Cy7 HK1.4 BioLegend, San Diego, CA, USA
F4/80 - PE BM8 BioLegend, San Diego, CA, USA
F4/80 - PerCP/Cy5.5 BM8 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD45 - PE 30-F11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD11b - PacificBlue M1/70 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD11b - PE/Dazzle 594 | M1/70 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD45 - AF700 30-F11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD45 - PE 30-F11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD11c - APC N418 BioLegend, San Diego, CA, USA
Ly6G - PacificBlue 1A8 BioLegend, San Diego, CA, USA
Ly6G - BrilliantViolet 785 | 1A8 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD8a - AlexaFluor647 53-6.7 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD3 - APC/Cy7 17A2 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD19 - PacificBlue 6D5 BioLegend, San Diego, CA, USA
MHCII - PE/Cy7 AF6-120.1 BioLegend, San Diego, CA, USA
Annexin V - FITC A5 BioLegend, San Diego, CA, USA
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Ly6C - APC/Cy7 HK1.4 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD16/32 - ungekoppelt 93 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD4 - FITC RM4-5 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
CD11b - PE M1/70 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
CCR2-FITC 475301 R&D Systems Minneapolis, USA
CCR2 - BrilliantViolet 421 | SA203G11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD115 - APC AFS98 eBioscience, San Diego, USA
Live/Dead - Aqua Life Technologies, Eugene, OR, USA
CD64 - PE X54-5/7 1 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD31 - PE/Cy7 390 BioLegend, San Diego, CA, USA
Feeder - APC mEF-SK4 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
ITGAY - AlexaFluor700 334908 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Ki67 - FITC SolA15 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

BrdU - AlexaFluor488 3D4 BioLegend, San Diego, CA, USA

Tabelle 2: Nicht kommerzielle Puffer fiir durchflusszytometrische Untersuchungen

Puffer Zusammensetzung Hersteller
hypotoner Lyse Puffer 155 mM NH4CI Sigma-Aldrich
10 mM KHCO3 (Invitrogen,
0,1 mM EDTA Carlsbad, CA,
PEB-Puffer 2 mM EDTA, USA)
0,5 % (M/V) BSA in PBS

2.3 Zytokin/Chemokin Quantifizierung

2.3.1 Plasma Generierung

Zur Gewinnung von Plasma wurde das Blut mittels Herzpunktion aus dem rechten Ventrikel

entnommen und mit EDTA (Endkonzentration: 10 mmol/l) antikoaguliert. Das Blut wurde

15 Minuten bei 800 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und 5 Minuten

bei 15700 x g bei 4 °C zentrifugiert. Das Plasma wurde gesammelt und bei -80 °C bis zur

Analyse gelagert.
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2.3.2 Multiplex-Analyse

Die Multiplex-Analyse diente zur Bestimmung von von Zytokinen und Chemokinen im
Plasma. Die Bestimmung von IL-1q, IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12(p40),
IL-12(p70), IL-13, IL-17, Eotaxin, G-CSF, Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-
stimulierender Faktor (granulocyte macrophage colony stimulating factor, GM-CSF), IFN-y,
CXC-Chemokinligand-1 (CXCL-1), MCP-1, Makrophagen entzlindliches Protein (macrophage
inflammatory protein, MIP)-1a, MIP-13, CCL-5 (RANTES) und TNF-a im Plasma erfolgte mit
Hilfe des Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)'45. Der
Multiplex-Assay wurde in Kooperation mit Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Lehr
(beide Deutsches Diabetes Zentrum, Dusseldorf, Deutschland) durchgefihrt.

2.3.3 M-CSF Bestimmung

Zirkulierendes M-CSF wurde im murinen Plasma unter Verwendung des Maus-M-CSF-
Quantikin-ELISA-Kits (R & D Systems, Inc., Minneapolis, USA) analysiert. Die Analysen
wurden gemal dem Protokoll des Herstellers durchgeflhrt.

2.4 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Realtime-PCR

Um die mRNA-Expression von Has1-, Has2-, Has3-, Cx3cr, Ccr2 und Ccr5 zu bestimmen
wurden die Zellen mit PeqGOLD TriFast (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland) lysiert und die RNA extrahiert.

2.4.1 RNA Extraktion

Nach Zugabe von Chloroform und einer Inkubation bei RT wurden die Proben fir 10 Minuten
bei 16000 x g zentrifugiert und anschlieRend die obere, wassrige Phase in ein frisches
Eppendorf-Reaktionsgefal’ Gberfiihrt. In dieses neue Eppendorf-Reaktionsgefalt wurde zuvor
die gleiche Menge an Isopropanol hinzugefigt. Die Fallung der RNA erfolgte wahrend einer
einstiindigen Inkubation bei 4 °C. Die geféllte RNA fiir eine weitere Stunde bei 16.000 x g und
4 °C zentrifugiert und sedimentiert. Das erhaltene Zellpellet wurde zweimal in 75 % Ethanol
gewaschen und zwischen diesen Waschschritten jeweils fir 10 Minuten bei 16.000 x gund
4 °C zentrifugiert. Danach wurde die RNA getrocknet und fir 5 Minuten bei 65 °C in RNase-
freiem Wasser geldst. Die RNA-Konzentration sowie Qualitat der RNA wurde mit Hilfe eines
NanoDrop™ 1000 Spektrophotometers (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland) durch Messung der Absorption bei 230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt.
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2.4.2 cDNA Synthese
Jeweils 1 ug der isolierten RNA wurde fur die cDNA Synthese eingesetzt. Unter Verwendung
des QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hinden, Deutschland) wurde die cDNA

nach Herstellerprotokoll synthetisiert.

2.4.3 quantitative Realtime-PCR

Eine quantitative Realtime-PCR wurde mit Platin SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Life
Technologies, Eugene, OR, USA) unter Verwendung eines StepOnePlus-Real-Time-PCR-
System (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die relative mMRNA-Expression wurde mithilfe der
AAC(t)- Methode mit 18S als interne Kontrolle berechnet. Die verwendeten Primersequenzen

sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Quantitative realtime-PCR Primersequenzen

Gen

Symbol

Vorwarts-Primer 5°-3’

Riickwarts-Primer 5°-3’

18S
RNA

ribosomale

Rn18s

GCAATTATTCCCCATGAACG

GGCCTCACTAAACCATCCAA

Actin, a2,
Smooth Muscle,
Aorta

Acta2

CAGGCATGGATGGCATCAATCAC

ACTCTAGCTGTGAAGTCAGTGTCG

Chemokin
X3-C
Rezeptor 1

(C-

motiv)

Cx3cr1

AGTGTGTCGGGTGTCCATTC

GGTAAGGCGAGTCAGCAGTT

Chemokin (CC
motiv) Rezeptor

2

Ccr2

AGTTCAGCTGCCTGCAAAGA

GCCGTGGATGAACTGAGGTA

Chemokin (CC

motif) Rezeptor

5

Ccr5

AGACATCCGTTCCCCCTACA

GCAGGGTGCTGACATACCAT

Hyaluronsaure

synthase 1

Has1

TATGCTACCAAGTATACCTCG

TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC

Hyaluronsaure

synthase 2

Has2

CAAAAATGGGGTGGAAAGAG

ACAGATGAGGCAGGGTCAAG

Hyaluronsaure

synthase 3

Has3

CTCAGTGGACTACATCCAGG

GACATCTCCTCCAACACCTC
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2.5 Histologische Analysen

Nach der Reperfusion fir 72 h nach Ischamie wurden die Mause getétet und Blut wurde zur
Gewinnung von Plasma aus dem rechten Ventrikel enthommen. Die Herzen wurden mit PBS
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) gespilt und anschlieBend in 4 % Formaldehydlésung
(Histofix 4 %, Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Nach 24 h wurden die Herzen in PBS
Uberfiihrt, entwassert und in Paraffin eingebettet. Die Herzen wurden mithilfe des Mikrotoms
(Rotationsmikrotom RM2255, Leica Microsystems, Wetzlar) in 5 ym Schnitten in 10 Ebenen
(100 um pro Ebene) von der Herzspitze an geschnitten, wobei zwischen jeder Ebene 250 ym
verworfen wurden. Die Schnitte wurden nach einem Tag bei RT flr 1 Stunde bei 60 °C
hitzefixiert. Fur alle in dieser Arbeit durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen
wurden Schnitte der Ebene 5 und 6 verwendet.

Zu Beginn der Farbung wurden die Schnitte mittels absteigender Ethanolreihe entparaffiniert.
Dafur wurden drei aufeinanderfolgende Inkubationsschritte mit Roticlear® (Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fir 15 Minuten durchgefihrt. Darauf folgte eine jeweils 2-
minudtige Inkubation in 100 %, 95 % und 75 % Ethanol. Schlief3lich wurden die Herzabschnitte
dreimal fir jeweils 5 Minuten in PBS gewaschen. Bevor je Farbung spezifische Antikorper
verwendet wurden, wurden die Schnitte mit Blockierlésung (20 mM Tris-HCI 137 mM NacCl,
10 % fetales bovines Serum (FBS; Gibco Life Technologies, Paisley, UK), 1 % bovines
Serumalbumin (BSA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)) blockiert. Die Inkubation des
Erstantikérpers erfolgte in allen Farbungen Uber Nacht bei 4 °C, wohingegen der
Sekundarantikdrper am nachsten Tag fur eine Stunde bei RT inkubiert wurde.

Die Verdinnungen der Antikdrper sind in Tabelle 4 angegeben. Fur die Hyaluronsaure-
Bindeprotein (HABP)-, Mac-2-, Vimentin- und a-SMA- Farbungen wurde der gesamte linke
Ventrikel quantifiziert. Fir die Ly6G-Fabrung wurden sechs regions of interest (ROI)
innerhalb des linken Ventrikels quantifiziert. Fur alle immunhistochemischen Farbungen
wurden Aufnahmen unter Verwendung eines Zeiss AxioObserver.Z1-Mikroskops
aufgenommen und unter Verwendung der Software ZEN 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH)
zusammengefugt. Die Quantifizierung wurde mit Hilfe von Imaged (NIH) und der ZEN 2
Software durchgefihrt.
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2.51 Mac-2 Farbung

Der Makrophagennachweis wurde mit einem Anti-Mac-2 (Cedarlane, Burlington, Kanada)
Antikérper und einem Ziege-Anti-Ratten-HRP-konjugierten 1gG2a- Sekundarantikdrper
(Novus Biologicals, CO, USA) durchgefihrt.

2.5.2 Ly6G Farbung

Bei dieser Farbung wurde vor der Blockierung der Schnitte ein weiterer Schritt eingefligt. Es
wurde mit Citratpuffer (pH 6,0, Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) bei 98 °C fir
30 Minuten ein Antigen-Retrieval durchgeflihrt. Damit wurde eine eventuelle Demaskierung
der Epitope durch miteinander quervernetzte Proteine wieder aufgehoben. Der Nachweis von
neutrophilen Granulozyten erfolgte danach mit dem primarem Anti-Ly6G, Klon 1A8-
Antikérper (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) und einem Anti-Ratten-HRP-konjugierten
IgG2a-Sekundarantikdrper (Novus Biologicals, CO, USA). Die beiden HRP-konjugierten
Sekundérantikdrper wurden mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB; Zytomed, Berlin, Deutschland)
detektiert und die Zellkerne mit Hamalaun gegengefarbt sowie mit Roti-Mount-

Eindeckmedium Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt.

2.5.3 Fibroblasten Farbung

Fir den Vimentin- und a-SMA-Nachweis wurden die Schnitte mit Anti-Vimentin (ab92547,
Abcam) und Anti-a-glattem Muskelaktin (ab5694, Abcam) inkubiert, gefolgt von Alexa-Fluor
647-Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG (H + L) -sekundarer Antikoérper (Life Technologies, Eugene,
OR, USA). Bei diesen beiden Farbungen wurde Roti-Mount FluorCare DAPI (Roth, Karlsruhe,

Deutschland) zum Eindecken verwendet.

2.5.4 Hyaluronsaure Farbung

Fur die Farbung des HABPs wurde zunachst eine Blockierung von endogenen Biotin-
Strukturen mittels eines Avidin-Biotin-Blockiersystems (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Farbung wurde biotinyliertes HABP
(Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Als sekundarer Antikorper
wurde Streptavidin-Cy3 (Invitrogen, CA; USA) oder Streptavidin-HRP (Calbiochem, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Es wurde Roti-Mount FluorCare DAPI (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) zum Eindecken der Fluoreszenzfarbung verwendet. Im Fall der
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HRP-konjugierten Sekundarantikérperfarbung wurde mit 3,3'-Diaminobenzidin  (DAB;
Zytomed, Berlin, Deutschland) detektiert und die Zellkerne mit Hamalaun gegengefarbt sowie

mit Roti-Mount-Eindeckmedium (Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt.

Tabelle 4: Verwendete Verdiinnungen der Antikérper fiirimmunhistochemische Farbungen.

Antikorper Verdiinnung
Ratte-Anti-Mac2 (CL8942AP, Cedarlane, Burlington, Kanada) 1:600
Ziege-Anti-Ratten-HRP-konjugierten IgG2a  (NB7126, Novus | 1:600 (Mac-2)
Biologicals, CO, USA) 1:200 (Ly6G)
Ratte-Anti-Ly6G, Klon 1A8-Antikérper (551459, BD Bioscience, San 1:100
Jose, CA, USA)

Kaninchen-Anti-Vimentin (ab92547, Abcam, Cambridge, UK) 1:200
Kaninchen-Anti-a-glattem Muskelaktin (ab5694, Abcam, Cambridge, 1:100
UK)

Alexa-Fluor 647-Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG (A-21245, H + L , Life 1:200
Technologies, Eugene, OR, USA).

Biotinyliertes HABP (385911, Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, 1:100
Deutschland)

Streptavidin-Cy3 (SA1010, Invitrogen, CA, USA) 1:200
Streptavidin-HRP  (Calbiochem, Merck, KGaA, Darmstadt, 1:200
Deutschland)
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2.6 Versuche an kultivierten Zellen
Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.

2.6.1 Isolation und Kultivierung der kardialen Fibroblasten

Primare kardiale Fibroblasten wurden aus 8-10 Wochen alten Mausen unter Verwendung von
Kollagenase | (Worthington, Lakewood, NJ) in HBSS (Gibco Life Technologies, Paisley, UK)
mittels retrograder Perfusion isoliert. Nach Perfusion wurden die Herzen zerkleinert und fir
15 Minuten in ihrer Perfusionslésung bei 37 °C inkubiert. Die Suspension wurde Uber einen
100 pym und 40 pym Filter filtriert und bei 300 x g fir 10 Minuten zentrifugiert. Die Zellen
wurden in 5,5 mmol/l Glucose DMEM, erganzt mit 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin (alle Reagenzien von Gibco Life Technologies, Paisley, UK)
gehalten. Danach wurden die Zellen fiir 4 h inkubiert. Nach 4 h erfolgte der erste Wechsel
des Mediums, um lediglich zu diesem Zeitpunkt bereits adharente Zellen weiter zu kultivieren.
AulRerdem wurden so die durch den Verdau entstandenen Zelltrimmer zu einem gewissen
Teil entfernt. Ein weiterer Wechsel des Mediums der Zellen erfolgte nach 48 h in Kultur.
Weitere 48 h spater wurden die Zellen fiir Experimente unter Verwendung von Trypsin

subkultiviert und innerhalb von 2 Passagen verwendet.

2.6.2 Stimulation der kardialen Fibroblasten

Der Has2 KO wurde in vitro unter Verwendung von Rosa26CreER™ (Kontrolle) und
Rosa26CreER™%;Has2flovflox  (Has2 KO) Mausen durch Verabreichung von 500 nM
4-Hydroxytamoxifen (Sigma Aldrich) fir 24 h in Passage 1 induziert. Aus kardialen
Fibroblasten wurden mit 10 ng/ml TGF-B1 (PeproTech) zu Myofibroblasten stimuliert. Je nach
Versuch wurden auflerdem 100 uM 4-MU (Sigma Aldrich), 10 ug/ml Anti-CD44-
Blockierungsantikérper -Klon KM201- (SouthernBiotech) oder 10 ug/ml IgG1k-Isotypkontrolle
(SouthernBiotech) verwendet. Die verwendeten Antikdrper wurden vom Hersteller validiert.

Jeder Datenpunkt stellt eine biologische Probe je Maus dar.
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2.6.3 Quantifizierung von HA im Zelliiberstand sowie im Plasma

Zur Quantifizierung von HA in Zellkulturiberstdnden und im Plasma wurde ein Analyse-Kit
auf der Basis von HA-bindendem Protein (Corgenix Medical Corp., Broomfield, CO, USA)
nach Herstellerinformation verwendet. Vor der Analyse wurden die Uberstande 5 Minuten bei
300 x g zentrifugiert. Die Werte wurden auf die Zellzahl normalisiert. Im Fall der HA

Bestimmung im Plasma wurde die gemessene Konzentration in ng/ml angegeben.

2.6.4 Immunzytochemische Farbung der kardialen Fibroblasten

Die Immunozytochemische Farbung wurde unter Verwendung von HABP (Calbiochem,
Merck, Darmstadt, Germany) und Anti-a-SMA durchgefihrt. Die Fixierung der Zellen erfolgte
mit einer essigsauren Fixierldsung (3,7 % Formaldehyd, 70 % Ethanol, 5 % Essigsaure in
PBS), um die HA nicht zu schadigen. Die verwendeten Verdlinnungen der Antikérper sind in

Tabelle 5 vermerkt.

Tabelle 5: Verwendete Verdiinnungen der Antikérper fiir immunzytochemische Farbungen.

Antikorper Verdiinnung
Kaninchen-Anti-a-glattem Muskelaktin (ab5694, Abcam, Cambridge, 1:150
UK)

Alexa-Fluor 647-Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG (A-21245, H + L , Life 1:400
Technologies, Eugene, OR, USA).

Biotinyliertes HABP (385911, Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, 1:375
Deutschland)

Streptavidin-Cy3 (SA1010, Invitrogen, CA; USA) 1:400

2.6.5 Isolation und Kultivierung der Knochenmarksmonozyten

Die Isolierung von primdren Monozyten aus dem Knochenmark wurde von 10-12 Wochen
alten Mausen unter Verwendung des Monocyte Isolation Kit, mouse (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Deutschland) gemafl den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die
Monozyten wurden in 5,5 mmol/l Glucose DMEM, erganzt mit 10 % FBS, 15 mmol/l HEPES,
100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin (alle Reagenzien von Gibco Life

Technologies, Paisley, UK) kultiviert.
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2.6.6 Stimulation der Knochenmarksmonozyten

Zur Analyse der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wurden Monozyten in einer
12-Loch Platte mit einer Dichte von 150.000 Monozyten pro Loch ausgesat und mit M-CSF
(10 ng/ml) fUr einen Zeitraum von bis zu 48 Stunden stimuliert. Die Differenzierung wurde
Uber die Expression zelltypspezifischer Marker mit Durchflusszytometrie gemessen.
Monozyten wurden als CD45* CD11b* CD115* Zellen identifiziert, wahrend Makrophagen als
CD45* CD11b* F480* Zellen identifiziert wurden. Die Apoptose wurde durch Bindung von
Annexin V und LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Life Technologies, Eugene,
OR, USA) nachgewiesen. Die Behandlungen wurden in 5 % FBS durchgeflihrt und enthielten
300 uM 4-MU (Sigma Aldrich) oder 1 pg/ml blockierenden Anti-CD44-Antikérper -Klon
KM201- (SouthernBiotech) und 1 pg/ml IgG1k- Isotypkontrolle (SouthernBiotech). Die
Induktion des Has2 KOs unter Verwendung von Rosa26CreER™ (Kontrolle) und
Rosa26CreER™%;Has2/o¥flox (Has2 KO) Mausen wurde in vivo mit Tamoxifen drei Wochen vor
der Monozyten-Isolierung, wie zuvor (Abschnitt: 3.1.1) beschrieben (in Abb. 25), oder in vitro

unter Verwendung von 4-Hydroxytamoxifen (500 ng/ml) durchgeflhrt (in Abb. 26).

2.6.7 Co-Kultivierung von Knochenmarksmonozyten und Fibroblasten

Aus dem Knochenmark isolierte Monozyten und kardiale Fibroblasten wurden in 5 % FBS
ohne M-CSF-Supplementierung co-kultiviert. In allen Experimenten wurden frisch isolierte
Monozyten (Abschnitt 3.6.5) auf eine konstante Zellschicht kardialer Fibroblasten in Passage
1 einer 12-Loch Platte ausgesat. Um die Wirkungen von Monozyten/Makrophagen auf die
kardialen Fibroblasten Aktivierung zu bestimmen, wurden 37.000 Monozyten fur 48 Stunden
auf einer Schicht kardialer Fibroblasten inkubiert. Die Genexpression von Acta2 wurde durch
quantitative Realtime-PCR ermittelt (Abschnitt 3.4.3). Um die Wirkungen von kardialen
Fibroblasten auf die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen zu analysieren, wurden
150.000 Monozyten 24 Stunden lang auf einer Schicht kardialer Fibroblasten ausgesat und
die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wurde wie in Abschnitt 3.6.7

beschrieben mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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2.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung von GraphPad Prism Software Version 7.0
(La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
dargestellt. Statistische Ausreil’er wurden durch den Grubb-Test (a = 0,05) berechnet und
von der Analyse ausgeschlossen. Beim Vergleich zweier experimenteller Gruppen wurden
Datensatze mit einem ungepaarten, zweiseitigen T-Test (unpaired t-test) analysiert. Um mehr
als zwei Gruppen zu vergleichen, wurde eine Oneway-ANOVA verwendet. Um zwei oder
mehr unabhéngige Datensatze Uber die Zeit zu analysieren wie Herzfunktionsparameter
wahrend der 3 Wochen Reperfusion, wurde eine Twoway-ANOVA verwendet.
Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Anzahl von n's reprasentiert
unabhangige in vitro Experimente, wobei jedes n eine neue Primarzellisolation darstellt oder

in vivo einzelne Tiere.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung der HA und insbesondere die Bedeutung der HAS2
nach I/R untersucht werden. Aus den in der Einleitung genannten Vorarbeiten geht hervor,
dass Has1 und Has2 in C57BL/6J Mausen nach Infarkt je nach Zeitpunkt bis zu 20-fach (im
Fall der Has1) bzw. bis zu 8-fach (im Fall der Has2) hochreguliert sind (Abb. 5). Die Has1-
defizienten Mause (Has?1 KO) wiesen allerdings im Vergleich zu ihren wildtypischen
Wurfgeschwistern keine Unterschiede in der kardialen Funktion sowie der NarbengréfRRe drei
Wochen nach I/R auf (Daten nicht gezeigt), so dass die Untersuchungen an den Has7 KO
Ma&usen nach Infarkt fiir diese Arbeit abgeschlossen wurden.

Die Has2-defizienten Mause (Has2 KO) hingegen wiesen im Vergleich zu drei verschiedenen
Kontrolimausen eine deutlich reduzierte kardiale Funktion nach I/R auf (EF nach drei
Wochen: Has2 KO: 21,4 %, Kontrolle 1: 49,5 %, Kontrolle 2: 43,0 %, Kontrolle 3: 37,4 %;
Abb. 6A). So wurden in dieser Arbeit die Untersuchungen an der Has2 KO nach Infarkt
fortgesetzt, um die Mechanismen der HA nach MI im Herzgewebe zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurden Paraffinschnitten der Herzen von Has2-defizienten M&ausen und
Kontrollmausen angefertigt, um mittels HABP-Farbung zunachst Uberprifen zu kénnen, ob
die HA-Akkumulation nach I/R in den Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu
Kontrollmausen reduziert ist. Es konnte sowohl eine reduzierte Akkumulation von HA im
Herzen als auch im Plasma ermittelt werden (Abb. 7). In Kooperation mit Professor Dr. Ulrich
Flégel wurde des Weiteren eine neue Methode zur Visualisierung der HA im Herzen mittels
chemical exchange saturation (CEST) entwickelt. Mit Hilfe dieser Methode konnte ebenfalls
eine deutliche Reduktion von HA im Herzen in Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu
Kontrollmausen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte
angenommen werden, dass die nachfolgenden Ergebnisse in den Has2 KO Mausen auf einer

reduzierten HA-Akkumulation basieren konnen.
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Abbildung 7: Untersuchung von HA mittels HABP im Herzgewebe nach Infarkt sowie der
Konzentration von HA im Plasma. A, Reprasentative Bilder der Farbung von HA mittels HABP sowie
B, die Quantifizierung im gesamten linken Ventrikel 4 W post I/R und C, Bestimmung von HA im
Plasma 72 h post I/R in Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) und den dazugehérigen Kontrollen. Der
MafRstabsbalken reprasentiert 50 ym. Dargestellt sind Mittelwert + SEM, n = 6-8. Die Signifikanzen
wurden mit dem unpaired t-test berechnet; * p < 0,05.

Um jedoch zu verstehen, inwiefern HA in dem verwendeten, murinen I/R-Modell im Vergleich
zu einer basalen HA-Akkumulation verandert ist, wurde zundchst eine HABP-Farbung in
basalen Herzen von C57BL/6J Mausen sowie in Herzen von C57BL/6J M&usen 72 h nach I/R
durchgefiuihrt. Es konnte gezeigt werden, dass unter basalen Bedingungen im gesunden
Myokard wenig HA vorhanden ist. 72 h nach I/R konnte jedoch eine deutliche Anreicherung
von HA nachgewiesen werden (reprasentative Bilder von mind. 3 Experimenten; Abb. 8A).
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde im Folgenden Uberprift, welche Zelltypen sich
nach I/R in der HA-Matrix anreichern. Sowohl Myofibroblasten (a-SMA*; Abb. 8B) als auch
Makrophagen (Mac-2*; Abb. 8C) befanden sich in bedeutender Vielzahl 72 h nach Infarkt in
der HA-Matrix.
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Abbildung 8: Immunhistochemische Untersuchung der HA-Akkumulation und Lokalisation von
Myofibroblasten und Makrophagen in der HA-Matrix 72 h nach Infarkt. Reprasentative Bilder der
A, Farbung von HA im basalen Herzen und 72 h nach Infarkt sowie der Doppelfarbung von B, HA/a-
SMA sowie C, HA/Mac-2 im Bereich des Infarkt. Der Malstabsbalken reprasentiert 100 um (A) sowie
10 um (B, C).

&

Eine wichtige Interaktion der HA-Matrix mit den beiden Zelltypen kénnte daher moglich sein.

3.1 Einfluss der HAS2 auf die postischamische Inflammation

Die Immunantwort wurde lokal im Herzgewebe, in der Zirkulation und in den beiden
Urspriingen der Immunzellen nach Infarkt, Milz und Knochenmark in Has2- defizienten

Mausen und den dazugehdrigen Kontollmausen untersucht.

3.1.1 Die lokale Immunantwort 72 Stunden nach Myokardinfarkt

Als erstes wurde eine Charakterisierung des lokalen Entziindungsgeschehens im Herzen
72 h nach I/R im Herzgewebe vorgenommen.

Zu diesem Zweck wurden erneut Paraffinschnitten des Herzens angefertigt und mithilfe von

immunhistochemischen Farbungen von Anti-Mac-2 und Anti-Ly6G untersucht. Beim
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Vergleich der Mac-2 positiven Flache innerhalb des gesamten linken Ventrikels wiesen Has2-
defiziente Mause eine signifikante Reduktion um beinahe die Halfte im Vergleich zu den
Kontrollen auf (Abb. 9A). Mac-2 detektiert nach MI insbesondere die infiltrierten, aus
Monozyten-differenzierten Makrophagen, aber auch eine Subpopulation der Fibroblasten und
wird als Biomarker flr Inflammation und Fibrose diskutiert’#”. Somit konnten erste Hinweise
auf eine lokal veranderte Immunantwort detektiert werden.

Hingegen wurde 72 h nach I/R mittels immunhistochemischer Ly6G-Farbung keine
Veranderung der neutrophilen Granulozyten innerhalb des linken Ventrikels beobachtet (Abb.
9E).
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Abbildung 9: Immunhistochemische Untersuchung von Makrophagen und neutrophiler
Granulozyten 72 Stunden nach Infarkt im Herzgewebe. A, reprasentative Bilder der Mac-2
gefarbten Herzschnitte von Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie der dazugehdrigen Kontrolle
und deren Quantifizierung im gesamten linken Ventrikel, B, reprasentative Bilder der Ly6G-
angefarbten Herzschnitte und deren Quantifizierung in 6 Regionen innerhalb des linken Ventrikels.
Dargestellt sind Mittelwert + SEM; n = 7-8. Die Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-test
berechnet; * p < 0,05.

Um die Beobachtung der Reduktion des Mac-2- Signals im linken Ventrikel 72 h nach Infarkt
zu  bestatigen und genauer zu charakterisieren, wurde eine detaillierte
durchflusszytometrische Analyse im Herzgewebe 72 h nach Infarkt durchgeflihrt. Es zeigte
sich sowohl bei der Anzahl der ins Gewebe infiltrierten MHCII'** CCR2* Monozyten, als auch
in den Ly6C"9" und Ly6C'°” Monozyten- Populationen, kein Unterschied (Abb. 10 A-D).
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Analyse der in das Herzgewebe infiltrierten Monozyten
72 Stunden nach Infarkt. A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der in das Herzgewebe
infiltrierten  MHCIlv  CCR2* Monozyten in Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie der

dazugehdrigen Kontrolle, B, Quantifizierung der MHCII® CCR2" Monozyten und C + D,

Quantifizierung der infiltrieten MHCI®™ CCR2" Ly6C™" (C) und MHCI® cCR2" Lyec® (D)
Monozyten. In B-D ist die Anzahl der definierten Zellen pro mg Herzgewebe angegeben. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SEM, n = 6.

Im Gegensatz zu den kardialen Monozyten zeigte sich jedoch eine deutlich signifikante
Reduktion aller Makrophagen (F480* CD64*; Abb. 11B) sowie der aus infiltrierten Monozyten-
differenzierten Makrophagen (F480* CD64* MHCIIMs" CCR2*; Abb. 11 A+C). Die Identitat der
verschiedenen Makrophagen-Populationen im Gewebe wurden mittels Oberflachenmarker
entsprechend der Literatur definiert®'.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse der Makrophagen im Herzgewebe 72 Stunden
nach Infarkt. A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der Makrophagen im Herzgewebe der
Has2-defizienten Mausen und der dazugehdrigen Kontrolle, B, Quantifizierung aller F4/80* CD64*
Makrophagen und C, Quantifizierung der im Gewebe aus Monozyten-differenzierten F4/80* CD64*

MHCI™" cCR2" Makrophagen. In B + C ist die Anzahl der definierten Zellen pro mg Herzgewebe
angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 6. Die Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-
test berechnet, * p < 0,05.

In den MHCII'*¥ CCR2- Makrophagen der Has2-defizienten Mause wurde im Vergleich zu den
Kontrolimausen kein eindeutiger Unterschied detektiert (Abb. 12A), wohingegen die MHCIIMigh
CCR2- Makrophagen signifikant reduziert waren (Abb. 12B).
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse der residenten Makrophagen im 72 Stunden
nach Infarkt. A, Quantifizierung der bereits wahrend der Embryogenese unabhangig von der post-

embryonalen Hamatopoese entstandenen F4/80* CD64* MHCII®” CCR2’ Makrophagen und B, F4/80*

CD64* MHCII"" CCR2 Makrophagen der Has2-defizienten Mausen und der dazugehdrigen Kontrolle.
In A + B ist die Anzahl der definierten Zellen pro mg Herzgewebe angegeben. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM; n = 6. Die Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-test berechnet, ** p < 0,01.
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Obwohl die angeborene Immunantwort nach Infarkt Gberwiegt, kénnen auch B- und T-
Lymphozyten das Entziindungsgeschehen nach Infarkt beeinflussen®8 148, Aus diesem Grund
wurden die adaptiven Immunzellen ebenfalls mittels Durchflusszytometrie in den Has2-
defizienten Mausen und entsprechenden Kontrollmausen analysiert. B- und T- Lymphozyten,
sowie die Subpopulationen der in CD4* T-Helfer Lymphozyten und den zytotoxischen T-
Lymphozyten, wiesen 72 h nach Infarkt im Herzgewebe der HasZ2-defizienten-Mause keine

Unterschiede im Vergleich zu Kontrollmausen auf (Abb. 13).
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten im Herzgewebe 72 Stunden
nach Infarkt. A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der B- (CD45* CD19*) und T-
Lymphozyten (CD45* CD3*) im Herzgewebe der Has2-defizienten Mause (Has2 KO) und der
dazugehdrigen Kontrolle, B, Quantifizierung der B-Lymphozyten und C, Quantifizierung der T-
Lymphozyten. D, reprasentative durchflusszytometrische Plots von zwei T-Lymphozyten

Subpopulationen sowie E, Quantifizierung der zytotoxischen T-Lymphozyten (CD45+CD3+ CD8a+) und

F, Quantifizierung der T-Helfer Lymphozyten (CD45'CD3" CD4"). In B + C sowie E + F ist die Anzahl
der definierten Zellen pro mg Herzgewebe angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 8-11.

3.1.2 Die Immunantwort in der Milz 72 Stunden nach Myokardinfarkt

Nach Detektion einer reduzierten Anzahl kardialer Makrophagen nach I/R in den Has2-
defizienten Mausen, sollten nun die zugrunde liegenden Ursachen der reduzierten Anzahl
kardialer Makrophagen untersucht werden. Die Milz setzt nach Infarkt bis zu 50 % der
myeloiden Immunzellen in die Zirkulation frei® %6 57, Aus diesem Grund war es von groRem
Interesse zu sehen, ob die Zusammensetzung und Menge der Immunzellen, insbesondere
der Monozyten, in der Milz von Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu den
Kontrollmausen beeinflusst war. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die absolute Anzahl
aller Leukozyten als auch die Anzahl der Monozyten in der Milz in den Has2-defizienten

Mausen im Vergleich zur Kontrolle unverandert war (Abb. 14).
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Abbildung 14: Leukozyten in der Milz 72 Stunden nach Infarkt. A, reprasentative

durchflusszytometrische Plots aller CD45" Leukozyten sowie der Monozyten (CD45* CD11b* CD115%)
in der Milz von Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie der dazugehdrigen Kontrolle und B,
Quantifizierung der Leukozyten sowie C, Quantifizierung der Monozyten. In B + D ist die Anzahl der
definierten Zellen pro mg Milzgewebe angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM; n = 8-11.

Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die Bildung, die Speicherung und das Uberleben
von Immunzellen in der Milz nach Infarkt in Has2-defizienten Mausen im Vergleich zur

Kontrolle nicht beeinflusst war.

3.1.3 Die Immunantwort im Knochenmark 72 Stunden nach Myokardinfarkt

Das Knochenmark ist Produzent der hamatopoetischen Vorlaufer von Immunzellen5® und es
bietet zusatzlich auch ausgereiften Immunzellen eine Nische'®. Um eine veranderte
Immunantwort in den Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu Kontrolimausen nach Infarkt
genauer zu untersuchen, wurde daher Uberprift, ob Has2-Defizienz einen Einfluss auf die
Zusammensetzung des Knochenmarks als hdmatopoetische Nische hat. Dafur wurden die
Knochenmarkszellen isoliert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass sowohl die absolute Anzahl aller reifen Leukozyten als auch die

Anzahl der Monozyten im Knochenmark der Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu
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Kontrollmausen unverandert war (Abb. 15). Aus diesem Grund wurde auf detaillierte

Analysen der Vorlduferzellen in dieser Arbeit verzichtet.
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Abbildung 15: Leukozyten im Knochenmark 72 Stunden nach Infarkt. A, reprasentative
durchflusszytometrische Plots aller Leukozyten im Knochenmark von Has2-defizienten Mausen (Has2
KO) und der dazugehdrigen Kontrolle sowie B, Quantifizierung der Leukozyten (CD45*) im
Knochenmark der beiden Hinterbeine der jeweiligen Maus. C, reprasentative durchflusszytometrische
Plots der Monozyten (CD11b* CD115*) im Knochenmark sowie D, Quantifizierung der Monozyten im
Knochenmark der jeweiligen Maus. In B + D ist die Anzahl der definierten Zellen in beiden
Hinterbeinen angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

Dies deutete darauf hin, dass die Blutbildung im Knochenmark und Freisetzung der

Immunzellen nach Infarkt durch die Defizienz der HasZ2 nicht beeinflusst war.

3.1.4 Die systemische Inmunantwort 72 Stunden nach Myokardinfarkt

Hinweise auf das Entziindungsgeschehen geben sowohl die verschiedenen Immunzellen in
der Zirkulation als auch die aus dem geschadigtem Gewebe in das Plasma freigesetzten pro-
und anti-entziindliche Zyto- und Chemokine®. Aus diesem Grund wurde das Blutplasma

Has2-defizienter Mause sowie entsprechender Kontrollmause 72 h nach I/R gewonnen und
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mithilfe eines Multiplex-Immunoassays auf die Anwesenheit diverser Zyto- und Chemokine

untersucht.
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Abbildung 16: Zirkulierende Chemokine und Zytokine 72 Stunden nach Infarkt. Die zirkulierenden
Chemokine und Zytokine wurden mittels eines Multiplex-lmmunoassays im Plasma Has2-defizienter
Mause (Has2 KO) und der dazugehérigen Kontrolle gemessen. MCP-1: Monocyte Chemoattractant
Protein-1, CXCL1: chemokine (C-X-C motif) ligand 1/ KC, CCL5: C-chemokine ligand 5/ Rantes, TNF-
a:  Tumornekrosefaktor-a, G-CSF: Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor, GM-CSF:
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor ,IFN-y: Interferon-y, Eotaxin, IL-1a Interleukin-
1a, IL-1B Interleukin-1B, IL-3 Interleukin-3, IL-5 Interleukin-5, IL-6 Interleukin-6, IL-10 Interleukin-10, IL-
12 (p40) Interleukin-12 (p40), IL-12 (p70) Interleukin-12 (p70), IL-13 Interleukin-13, IL-17 Interleukin-
17, MIP-1a Makrophage Inflammatory Protein-1a, MIP-13 Makrophage Inflammatory Protein-1p.
Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM; n = 8. Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-test ermittelt,
* p < 0,05. Die Erhebung der Daten erfolgte in Kooperation mit Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr.
Stefan Lehr (beide Deutsches Diabetes Zentrum, Disseldorf, Deutschland).

Es wurde im Plasma Has2-defizienter Mause 72 h nach I/R eine signifikante Reduktion der
pro-entziindlichen Zytokine MCP-1 und CCL5, aber auch eine signifikante Reduktion des

anti-entzindlichen Zytokins IL-13 im Vergleich zu den Kontrollmdusen detektiert. Die
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weiteren untersuchten Zytokine und Chemokine wiesen keine Unterschiede zwischen den
beiden Genotypen auf (Abb.16). Diese drei Regulationen in sowohl pro- als auch anti-
entzindliche Richtung, wiesen auf recht milde entzindliche Veradnderung in den Has2-
defizienten Mausen im Vergleich zu ihren Kontrollen in der Zirkulation 72 h nach Infarkt hin.

So wurden dennoch neben den Zyto- und Chemokinen im Plasma auch die zirkulierenden
Leukozyten 72 h nach I/R untersucht. Da Leukozyten im Rahmen der Gewebeschadigungen
in das Gewebe infiltrieren, kdnnen maogliche Unterschiede in der Zirkulation Hinweise auf die
Ursache der Reduktion im Herzen in den Has2-defizienten Mausen geben®3 150. 151 Ays
diesem Grund wurde das Blut Has2-defizienter Mause und Kontrollmause 72 h nach I/R
entnommen und mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert. In der Zirkulation konnten
allerdings keine Unterschiede in der Anzahl der Immunzellen zwischen beiden Genotypen
festgestellt werden. Sowohl die absolute Anzahl aller Leukozyten als auch die Anzahl der

neutrophilen Granulozyten war unverandert (Abb. 17 A-D).
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Abbildung 17: Leukozyten in der Zirkulation 72 Stunden nach Infarkt. A, reprasentative
durchflusszytometrische Plots der Leukozyten in der Zirkulation von Has2-defizienten Mausen (Has2
KO) und der dazugehdrigen Kontrolle sowie B, die Quantifizierung der Leukozyten (CD45*) und C,
reprasentative durchflusszytometrische Plots der neutrophilen Granulozyten (CD45* CD11b* Ly6G")
und Monozyten (CD45* CD11b* CD115*) sowie D, Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten. Es
ist jeweils die Anzahl der definierten Zellen pro ul Blut dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM,;
n=10-12.
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Um eventuelle Verschiebungen zwischen pro- (Ly6CMd") oder anti-entziindlichen (Ly6C'ov)
Monozyten in Has2-defizienten Mause im Vergleich zu den dazugehdérigen Kontrolimausen
zu erhalten, wurde das Blut 72 h nach I/R enthommen und zirkulierende Monozyten im
Hinblick auf die Ly6C-Expression untersucht. Allerdings konnten keine Unterschiede bei den
zirkulierenden Ly6C"9" und Ly6C'** Monozyten festgestellt werden (Abb. 18 A-C).
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Abbildung 18: Ly6Chie" und Ly6C'*" Monozyten in der Zirkulation 72 Stunden nach Infarkt. A,

reprasentative durchflusszytometrische Plots der LyGChigh und Ly6CIOW Monozyten in der Zirkulation
von Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) und der dazugehérigen Kontrolle. B, Quantifizierung der

Ly6C®" Monozyten und C, Quantifizierung der Ly6C™" Monozyten. Es ist jeweils Anzahl der
definierten Zellen pro pl Blut dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 10-12.

3.1.5 Die Immunantwort der Monozyten und Makrophagen 24 Stunden nach
Myokardinfarkt

Es ist bekannt, dass es bereits 24 h nach Infarkt zu einer verstarkten Infiltration von
Monozyten in das infarziete Gewebe kommt*” 49 8 Da nach 72 h im Herzgewebe
signifikante Unterschiede der kardialen Makrophagen beobachtet werden konnten, wurde die

Anzahl von Monozyten/Makrophagen auch 24 h nach Infarkt im Detail analysiert. In den
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Has2-defizienten Mausen war 24 h nach Infarkt, wie bereits nach 72 h, kein Unterschied in
der Anzahl der infiltrierten Monozyten im Vergleich zu den Kontrollmausen zu beobachten.
Sowohl Ly6CMe" als auch Ly6C'" Monozyten waren zwischen den beiden Genotypen
unverandert. Die Anzahl der pro-entziindlichen Ly6C"s" Monozyten war, wie fir einen so
akuten Zeitpunkt erwartungemaR*®, deutlich hoher als die Anzahl der Ly6C"" Monozyten
(Abb. 19 A+B).

Kontrolle Has2 KO
10° 10°

10" % 101 | %

—

Ly6C

10° = 10° |

100 10" 102 10° 100 10" 102 10°
CCR2

w

O Kontrolle
8x 1002 ® Has2KO

6x1072d o
4x1002 .

L)
2x1002

3x 1003

2x 1003

1x1003

L

Pepi
|.0.$.. L

# CD45* CD11b* F4/80- MHCI|low
CCR2* Ly6Chish Zellen/ mg
# CD45* CD11b* F4/80 MHClIlow
CCR2* Ly6Clow Zellen/ mg
le}
‘e

Abbildung 19: Monozyten 24 Stunden nach Infarkt im Herzgewebe. A, reprasentative
durchflusszytometrische Plots der Monozyten in Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie der
dazugehorigen Kontrolle. B, Quantifizierung der in das Gewebe infiltrierten MHCII'*¥ CCR2* Ly6Chish
und Ly6C'" Monozyten. In B ist die Anzahl der definierten Zellen pro mg Herzgewebe angegeben-
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 7-9.

In den aus Monozyten-differenzierten Makrophagen (MHCII"s" CCR2*) zeigte sich womdglich

bereits 24 h nach I/R im Vergleich zu den Kontrollmausen ein leichter Trend (p = 0,15) zur
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Reduktion der Population in den Has2-defizienten Ma&usen im Vergleich zu den
Kontrollmausen (Abb. 20 A+B).
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Abbildung 20: Makrophagen 24 Stunden nach Infarkt im Herzgewebe. A, reprasentative
durchflusszytometrische Plots der Makrophagen in Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie der
dazugehdrigen Kontrolle und B, Quantifizierung der aus infiltrierten Monozyten-differenzierte MHCIIhigh
CCR2* Makrophagen. In B ist die Anzahl der definierten Zellen pro mg Herzgewebe angegeben.
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM; n = 7-9. Die Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-test
berechnet.

3.1.6 Die frihe Immunantwort der neutrophilen Granulozyten 12 Stunden und
24 Stunden nach Myokardinfarkt

Da neutrophile Granulozyten die ersten in das Gewebeeinwandernden Immunzellen sind und
sie andere Immunzellen wie Makrophagen stark beeinflussen kénnen** 52, kénnten diese in
Has2-defizienten Mausen eine Ursache flir die Veranderung der Makrophagen 72 h nach
Infarkt darstellen. Um die zugrundeliegenden Mechanismen fiir die reduzierte Immunantwort
zum Zeitpunkt 72 h identifizieren zu kénnen, wurden daher die neutrophilen Granulozyten zu
zwei sehr frihen Zeitpunkten nach Infarkt untersucht. Sowohl nach 12 h als auch 24 h
befanden sich in der Zirkulation der Has2-defizienten M&use gleich viele neutrophile
Granulozyten im Vergleich zu den Kontrollmdusen (Abb. 21 A+B). Auch die Monozyten

wiesen zu diesen Zeitpunkten keine Unterschiede in der Zirkulation auf (Abb. 21 A+C).
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Abbildung 21: Neutrophile Granulozyten und Monozyten 12 und 24 Stunden nach Infarkt in der
Zirkulation. A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der neutrophilen Granulozyten (CD11b*
Ly6G*) und Monozyten (CD11b* CD115*) der Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) der dazugehorigen
Kontrolle. B, Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten, und C, der Monozyten. In B + C ist die
Anzahl der definierten Zellen pro pl Blut angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM;
n=4-7.

Auch 12 h und 24 h nach I/R wurden die kardialen neutrophilen Granulozyten mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die neutrophilen Granulozyten infiltrieren sowohl nach 12 h
als auch nach 24 h zu gleichem Malie in die Herzen der Has2-defizienten Mausen wie in die

Herzen der Kontrollmause (Abb. 22).
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Abbildung 22: Detektion neutrophiler Granulozyten 12 und 24 Stunden nach Infarkt im
Herzgewebe. A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der neutrophilen Granulozyten (CD45*
CD11b* Ly6G*) in Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie der dazugehdrigen Kontrolle und B, die
jeweilige Quantifizierung der Zellen. In B ist die Anzahl der definierten Zellen pro mg Herzgewebe
angegeben Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM; n = 5-8.
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3.2 Mechanistische Untersuchungen in vitro und in vivo

In Folge der detaillierten Charakterisierung der Immunzellen im Herzgewebe und der
beteiligten Kompartimente in Has2-defizienten Mausen und den Kontrollmausen nach I/R,
sollten nun die Monozyten/Makrophagen sowohl alleine als auch in Kombination mit den
Fibroblasten in vitro funktionell untersucht werden, um weitere zelltypspezifischen
Charakterisitka in Abwesenheit der Has2 zu identifizieren. Dabei wurden veranderte
Proliferation und/oder Apoptose oder verminderte Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen als mdgliche Ursache der Makropagenreduktion in Has2-defizienten Mausen

Uberpruft.

3.2.1 HA-Produktion

Fur die in vitro Untersuchungen wurden kardiale Fibroblasten mittels retrograder Perfusion
aus dem Herzen isoliert, sowie isolierte Knochenmarksmonozyten und differenzierte
Knochenmarksmakrophagen verwendet. Zum besseren Verstandnis der HA-Produktion und
dem moglichen Einfluss der Has2-Defizienz auf die verschiedenen Zelltypen wurden die drei
Zelltypen im Hinblick auf HA Sekretion und Has mRNA Expression untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass kardiale Fibroblasten eine deutlich héhere Menge an HA in den
Uberstand sekretieren als die fiir das in vitro System gewéhlten Knochenmarksmonozyten
und die daraus differenzierten Makrophagen. Die HA-Sekretion der Fibroblasten konnte
durch Stimulation mit TGF-B1 flr 24 Stunden um beinahe das 1,5-fache signifikant gesteigert
werden. Die Knochenmarksmonozyten hingegen produzierten beinahe sechs Mal weniger
HA als die Fibroblasten. In den Monozyten war auRerdem kein Anstieg der HA-Sekretion
nach Stimulation mit TGF-B1 zu erkennen. Aus den Monozyten wurden mittels M-CSF-
Stimulation Knochenmarksmakrophagen differenziert. Diese sekretierten noch einmal fast 10-
mal weniger HA in das Medium als ihre Vorlaufer, die Monozyten. Auch hier zeigte sich kein
Effekt durch eine TGF-B1-Stimulation (Abb. 23A). Fir die Has mRNA-Expression in diesen
drei Zelltypen wurden die Zellen ebenfalls fiir 24 h mit oder ohne TGF-B1 stimuliert und die
Expression analysiert. Sowohl die Expression der Has1 als auch die der Has2 war nach TGF-
B1-Stimulation in den Fibroblasten signifikant hochreguliert. Die Expression der Has3 wurde
in den Fibroblasten durch TGF-B1-Stimulation nicht reguliert. Ebenso konnte keine der Has-
Isoenzyme durch TGF-B1-Stimulation in den Monozyten und Makrophagen reguliert werden.
Hier lag die Expression der Has mRNA in Monozyten und Makrophagen z.T. so niedrig, dass
in einigen Proben keine Has mRNA detektiert werden konnte (Abb. 23 B-D).
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Abbildung 23: HA Produktion sowie Has mRNA Expression kardialer Fibroblasten, Monozyten
und Makrophagen. Kardiale Fibroblasten und Knochenmarksmonozyten wurden aus C57BL/6J
Mausen isoliert, die Makrophagen wurden aus Monozyten mittels M-CSF Behandlung generiert. A, HA
Sekretion in den Mediumstuberstand und B, Has1, C, Has2 und D, Has3 mRNA Expression nach 24 h
Kultivierung mit bzw. ohne TGF-1 (10 ng/mL) Stimulation. Die Anzahl der undetektierten Proben ohne
detektierbare Has mRNA Expression (# ) ist wie folgt: Has7; Monozyten -TGF-B1 5/6, +TGF-p1 2/5,
Makrophagen -TGF-B1 4/6, +TGF-31 4/5. Has2; Monozyten -TGF-B1 1/6, + TGF-B1 1/5, Makrophagen
-TGF-B1 3/6. Has3; Monozyten -TGF-B1 2/6, Makrophagen -TGF-B1 3/6. TGF-B1: Transforming
growth factor beta 1, M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor. Mittelwert £ SEM; n=5-6. Die
Signifikanzen wurden mit der One-way ANOVA mit anschlieRendemTukey's multiple comparison test

ermittelt, * p < 0,05; **** p < 0,0001.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass neben Fibroblasten auch Immunzellen zur Ausbildung

eines HA-reichen Mikromileus nach Infarkt beitragen kdnnten.
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3.2.2 Untersuchung der mRNA Expression der Chemokinrezeptoren Ccr2, Ccr4
und Cx3cr1
Die in vivo beobachtete Reduktion der Makrophagen bei gleicher Anzahl an infiltrierten
Monozyten 72 h nach Infarkt (Abb. 10+11), sollte mithilfe weiterer Untersuchungen naher
analysiert werden. Weitere Erkenntnisse bezlglich moglicher Rekrutierungsunterschiede der
Monozyten in das kardiale Gewebe, konnten mittels mRNA Expression von
Chemokinrezeptoren auf den Monozyten der Has2-defizienten Mause, im Vergleich zu
Kontrollmausen gewonnen werden. Daflir wurde die mRNA-Expression von C-C chemokine
receptor type 2 (Ccr2)8% 153, C-C chemokine receptor type 5 (Ccr5)'54 155 und Cx3 chemokine
receptor 1 (Cx3cr1)'#® 1% untersucht, da diese wichtige Chemokin-/Zytokinrezeptoren fir die
Monozytenrekrutierung im Infarktgeschehen darstellen. Flr diesen Versuch wurden erneut
Monozyten aus dem Knochenmark isoliert und nach 24- stiindiger Kultivierung analysiert.
Innerhalb der Kultivierung wurde die Has2-Defizienz erst in vitro mittels 4-Hydroxytamoxifen
induziert. Die darauf folgende Analyse der Genexpression mittels gPCR zeigte keine
Unterschiede zwischen der Ccr2-, Ccr5-, und Cx3cr1- Expression in den Has2-defizienten

Monozyten und den entsprechenden Kontrollmonozyten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Expression der Chemokinrezeptoren Ccr2, Ccr5 und Cx3cr1 auf M-CSF
stimulierten Monozyten. Die Expression der mRNA der Chemokinrezeptoren wurde in Has2-
defizienten Monozyten (Has2 KO) sowie Kontrollmonozyten (Kontrolle) nach Induktion der Defizienz
mit 4-Hydroxytamoxifen (500 ng/ml) und 24-stiindiger Stimulation mit M-CSF (10 ng/ml) detektiert. A,
Quantifizierung von Ccr2 als Vielfaches der Kontrolle, B, Quantifizierung von Ccr5 als Vielfaches der
Kontrolle und C, Quantifizierung von Cx3cr1 als Vielfaches der Kontrolle. Ccr2: C-C chemokine
receptor type 2, Ccrb: C-C chemokine receptor type 5, Cx3cr1: Cx3c chemokine receptor 1. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SEM; n= 3-4.

Als Limitation ist festzustellen, dass aufgrund des niedrigen basalen mMRNA

Expressionsniveaus der Has2 in diesen Zellen die Effizienz des KOs nicht tberprift wurde.
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3.2.3 Untersuchung der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

Ein Grund fur die Reduktion der Makrophagen in den Has2-defizienten Mausen nach Infarkt
kdénnte eine verminderte Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen nach Eintritt in das
Gewebe sein. M-CSF ist als wichtiges Zytokin in der Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen beschrieben worden'’. M-CSF wurde im Plasma 72 h nach Infarkt in den
Has2-defizierten Mausen und ihren Kontrollen nachgewiesen. Zwischen den beiden
Genotypen war jedoch kein Unterschied zu detektieren (Abb. 25A). Um weitere Riickschlisse
Uber das Differenzierungsverhalten von Monozyten zu Makrophagen ziehen zu koénnen,
wurde ein in vitro System entwickelt, in dem Knochenmarksmonozyten fur 48 h mit M-CSF
stimuliert wurden und im Anschluss die Expression charakteristischer Oberflachenmarker fur
Monozyten und Makrophagen mittels Durchflusszytometrie gemessen wurde. Dieser in vitro
Assay wurde mit Has2-defizienten Monozyten und Kontrollmonozyten durchgefihrt. Es
konnte kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen in der Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen nach 48-stiindiger Stimulation mit M-CSF festgestellt werden
(Abb. 25B).
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Abbildung 25: Zirkulierendes M-CSF 72 h nach Infarkt sowie Verlauf der Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen in vitro. A, Menge an zrkulierendem M-CSF, B,
Knochenmarksmonozyten wurden aus Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) und Kontrolimausen
(Kontrolle) isoliert und die Differenzierung in Makrophagen mittels M-CSF (10 ng/ml) Behandlung
stimuliert. Die Beobachtung der Differenzierung erfolgte mittels Durchflusszytometrie zu den

Zeitpunkten: basal, 7 h, 12 h, 24 h und 48 h nach Stimulation. Monozyten wurden definiert als CD45"

CD11b" CD115" Zellen und Makrophagen als CD45" CD11b" F4/80" Zellen. M-CSF: Macrophage
colony-stimulating factor. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; A: n = 10, B: n = 4-5.

Daraus konnte geschlossen werden, dass die Reaktion der Monozyten beider Genotypen auf
M-CSF nicht unterschiedlich beeinflusst ist und wahrscheinlich ein anderer Grund fiir die

reduzierte Anzahl der Makrophagen 72 h nach Infarkt im Herzen vorliegt.
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3.2.4 Untersuchung der Apoptose wahrend der Differenzierung der Monozyten
In dem etablierten in vitro Assay konnte ebenfalls die Apoptose mittels Detektion von Annexin
V und einem Lebend/Tot-Farbstoff (Live/Dead™) untersucht werden. Dort zeigte sich 24 h
nach M-CSF-Stimulation ein signifikanter Anstieg in der spaten Phase der Apoptose in Has2-
defizienten Monozyten im Vergleich zu Kontrollmonozyten wahrend der Differenzierung zu
Makrophagen (Abb. 26A). Ebenfalls konnte aus C57BL/6J isolierten und mit 4-MU-
behandelten Monozyten wahrend der Differenzierung zu Makrophagen, ein signifikanter
Anstieg der Apoptose detektiert werden (Abb. 26B). Es konnte auf’erdem ein Trend im
Unterschied der Apoptose in aus C57BL/6J isolierten und Anti-CD44-Antikorper behandelten
Monozyten wahrend der Differenzierung zu Makrophagen im Vergleich zur Isotypkontrolle
(Abb. 26C) beobachtet werden.
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Abbildung 26: Apoptose von Monozyten/Makrophagen wahrend 24-stiindiger Stimulation mit M-
CSF. A, aus dem Knochenmark von Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) und Kontrollmausen isolierte
Monozyten + 4-Hydroxytamoxifen (500 ng/ml) + M-CSF (10 ng/ml), B, aus dem Knochenmark von
C57BL/6J isolierte Monozyten + M-CSF (10 ng/ml) £ 300uM 4-MU behandelt und C, aus dem
Knochenmark von C57BL/6J isolierte Monozyten + M-CSF (10 ng/ml) + 1 pg/ml Anti-CD44 Antikdrper
(KM201), oder Isotypkontrolle (IgG1k). Die Analyse erfolgte nach 24 h in Kultur mittels

Durchflusszytometrie. Live/DeadTM(LD+) und Annexin V+ Zellen sind in A-C als % aller Zellen in der
Kulturschale angegeben. 4-MU: 4-Methylumbelliferon. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM; n = 4-11.
Die Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-test ermittelt, p < 0,05; ** p < 0,01.

Daraus konnte geschlossen werden, dass HA das Uberleben der Makrophagen in vitro zu
beeinflussen scheint und dieser Effekt womaglich auch Gber CD44 vermittelt werden kénnte.
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3.2.5 Ko-Kultivierung von Fibroblasten und Monozyten

Neben der entzliindlichen Phase nach Infarkt beeinflussen auch die Fibroblasten das
Remodeling nach Infarkt deutlich™8 Um also noch weitere Rickschlisse auf die
Mechanismen fiir die verschlechterte kardiale Funktion in den Has2-defizienten Mausen
ziehen zu kénnen (Abb. 8), wurde ein Ko-Kultur-System aus kardialen Fibroblasten und
Knochenmarksmonozyten etabliert. Dazu wurden kardiale Fibroblasten mittels retrograder
Perfusion aus dem Herzen isoliert und 24 h vor dem Hinzufligen von Monozyten subkultiviert
und in definierter Anzahl in einer Kulturschale ausgesat. Zunachst wurde untersucht, ob
Monozyten die Aktivierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten beeinflussen kénnen. In
Abbildung 27A wurde mittels mRNA-Expression von Acta2 gezeigt, dass die Ko-Kultur von
Monozyten und Fibroblasten die Fibroblasten signifikant aktiviert. In den reprasentativen
Bildern der immunzytochemischen Farbung von a-SMA und HA wurde erkennbar, dass die
Stimulation der Fibroblasten mit Monozyten (rechts), ebenso wie die klassische Stimulation
von Fibroblasten mit TGF-B1 (Mitte), eine erhéhte Expression von a-SMA, im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle (links), aufwies (Abb. 27B).
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Abbildung 27: Ko-Kultur von Knochenmarksmonozyten mit kardialen Fibroblasten. A, Kardiale
Fibroblasten aus C57BL/6J Mausen wurden in einer Kulturschale ausgesat mit und ohne
Knochenmarksmonozyten als Stimulanz kultiviert. Knochenmarksmonozyten wurden als weitere
Kontrolle wiederum mit M-CSF (10 ng/mL) stimuliert kultiviert. Die relative Expression von Acta2 wurde
quantifiziert. B, Kardiale Fibroblasten aus C57BL/6J Mausen wurden auf Glasplattchen in einer
Kulturschale ausgesat und * TGF-B1 (10 ng/mL) und + Ko-Kultivierung mit Monozyten fir 24 h
stimuliert. Die Zellen wurden im Folgenden fir a-SMA und HA mittels Immunozytochemie gefarbt. Die
reprasentativen Bilder zeigen Stressfibrillenbildung und eine perizelluldre HA-Matrix. Die weil3en Pfeile
zeigen Zellkerne von Monozyten. Der MaRstabsbalken entspricht 50 um. TGF-B1: Transforming
growth factor beta 1, M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM; n = 3-4. Die Signifikanzen wurden mit der One-way ANOVA mit anschlieRendem Tukey's
multiple comparison test berechnet, * p<0,05.

Einhergehend mit der beobachteten Fibroblastenaktivierung mittels mRNA Expression von
Acta2 in der Ko-Kultur, konnte im Folgenden mittels Durchflusszytometrie gezeigt werden,
dass die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen in der etablierten Ko-Kultur starker
vorangetrieben wurde als die Differenzierung der Monozyten mit M-CSF in der Monokultur
(Abb. 28).
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Abbildung 28: Monozytendifferenzierung durch kardialen Fibroblasten. A,
Knochenmarksmonozyten aus C57BL/6J Mausen wurden + M-CSF (10 ng/mL) oder auf kardialen
Fibroblasten aus C57BL/6J ausgesat. Nach 24 h wurde die Monozyten/Makrophagen-Population

mittels Durchflusszytometie analysiert. Makrophagen wurden dabei definiert und als % der CD45"

CD11b" F4/80" Zellen bezogen auf alle myeloiden Zellen dargestellt. B, reprasentatives Gatingschema
fur die Stadien der Transition von Monozyten zu Makrophagen. M®: Makrophagen, M-CSF:
Macrophage colony-stimulating factor. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 3-4. Die Signifikanzen
wurden mit der One-way ANOVA mit anschlieBendemTukey's multiple comparison test berechnet,
*p<0,05;** p<0,01.

Aus den beiden Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass die Ko-Kultur zu einer
wechselseitigen Aktivierung der Monozyten und Fibroblasten fiihrt. Diese Erkenntnis
verdeutlichte also in vitro eine relevante Interaktion der beiden Zelltypen.

Aufgrund der beobachteten Effekte auf die Apoptose der Monozyten/Makrophagen in vitro
(Abb. 26), wurde im Folgenden untersucht, ob die Apoptose der Monozyten wahrend der
Differenzierung zu Makrophagen auf einer Zellschicht Has2-defizienter Fibroblasten im
Vergleich zu Kontrollfibroblasten unterschiedlich induziert wird. Dort konnten in der Ko-Kultur
keine unterschiedliche Regulation der Apoptose, abhangig von den Fibroblasten der beiden
Genotypen festgestellt werden (Abb. 29). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die

Apoptose der Monozyten/Makrophagen in der Ko-Kultur mit den Fibroblasten signifikant
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geringer war als in der Monokultur und der Stimulation mit M-CSF. Dies bekraftigte erneut die
Relevanz der Zell-Zell-Interaktion der Monozyten/Makrophagen und Fibroblasten. Dieser

Fibroblasten-vermittelte protektive Effekt war jedoch Genotypen-unabhangig.

O Kontrollfibroblasten
® Has2 KO Fibroblasten

® M-CSF behandelte Monozyten,
ohne Fibroblasten

% LD* Annexin V* Zellen

Abbildung 29: Apoptose von Monozyten/Makrophagen in Ko-Kultur mit kardialen Fibroblasten.
Aus dem Knochenmark von C57BL/6J isolierte Monozyten wurden auf kardiale Fibroblasten aus Has2-
defizienten Mausen (Has2 KO) und Kontroliméusen ausgesat. Als Kontrolle innerhalb des Experiments
wurden C57BL/6J Monozyten ebenfalls ohne Fibroblasten, aber mit M-CSF (10 ng/ml) stimuliert. Die

Analyse erfolgte nach 24 h in Kultur mittels Durchflusszytometrie. Live/Dead™ (LD+) und Annexin V+
Zellen sind als % aller Zellen in der Kulturschale angegeben. M-CSF: Macrophage colony-stimulating
factor. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM, n=3-5. Die Signifikanzen wurden mit der One-way ANOVA
und anschlieBendem Tukey’s multiple comparison test berechnet, * p < 0,05.

3.2.6 Untersuchung der Proliferation 72 Stunden nach Myokardinfarkt

Neben dem Effekt der Apoptose von Makrophagen in vitro kénnte ebenso eine verminderte
Proliferation eine mdgliche Ursache fur die reduzierte Zahl der Makrophagen 72 h nach
Infarkt in den Has2-defizienten Mausen sein. Um dies zu untersuchen wurde den Mausen
24 h vor der Organentnahme 1 mg BrdU i.p. injiziert. In allen Zellen, die innerhalb der 24 h
bis zur Organentnahme entstanden, wurde das BrdU anstelle von Thymidin wahrend der S-
Phase des Zellkykluses in die DNA der Zellen eingebaut*® %4, In dieser Arbeit konnte kein
Effekt einer Has2-Defizienz auf den prozentualen Anteil der BrdU-positven infiltrierten
Monozyten, bezogen auf alle infiltrierten Monozyten mittels Durchflusszytometrie, ermittelt
werden (Abb. 30). Sowohl Ly6C"e" und Ly6C°" Monozyten wiesen zwischen den Genotypen
keine Unterschiede auf. Der prozentuale Anteil der BrdU* Ly6CMd9" Monozyten war aber
erwartungsgemal mehr als doppelt so hoch wie der Anteil innerhalb der BrdU* Ly6C'o¥

Monozyten.
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Abbildung 30: Proliferation von infiltrierten Ly6C"9" und Ly6C'°" Monozyten im Herzgewebe 72
Stunden nach Infarkt. A, reprasentativer durchflusszytometrischer Plot einer BrdU-ungespritzen
Kontrollmaus, B, reprasentative durchflusszytometrische Plots der infiltrierten Monozyten einer BrdU-
gespritzen Has2-defizienten Maus (Has2 KO) sowie ihrer BrdU-gespritzen Kontrolle. C, Quantifizierung

der BrdU" Ly6C™®" Monozyten, D, Quantifizierung der BrdU" Ly6C'™" Monozyten im Herzgewebe von
Has2-defizienten Mausen und Kontrollmausen bezogen auf die Gesamtanzahl der LyGChlgh bzw.
Ly6CIOW Monozyten. BrdU: Bromdesoxyuridin. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 6.

Aufgrund der Reduktion der aus Monozyten-differenzierten Makrophagen 72 h nach Infarkt
(Abb. 11) sollte auch in dieser Zell-Population der Effekt auf die Proliferation gepruft werden.
Bezuglich der Proliferation der Makrophagen waren sowohl in der Gesamtmakrophagen-
Population (F4/80* CD64*; Abb. 31 A+B) als auch in den aus Monozyten-differenzierten
Makrophagen (F4/80* CD64* CCR2* MHCII"sh; Abb. 31 C+D) keine Unterschiede zwischen

den Genotypen zu detektieren.
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Abbildung 31: Proliferation von Makrophagen im Herzgewebe 72 Stunden nach Infarkt. A,
reprasentative durchflusszytometrische Plots der F4/80" CD64" Makrophagen einer BrdU-gespritzen

Has2-defizienten Maus sowie ihrer gespritzen Kontrolle, B, Quantifizierung der BrdU" F4/80" CD64"
Makrophagen im Herzgewebe von Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) und Kontrollmadusen bezogen

auf die Gesamtanzahl der F4/80° CD64" Makrophagen C, reprasentative durchflusszytometrische
Plots der aus Monozyten-differenzierte F4/80" CD64" CCR2" MHCI™" Makrophagen einer BrdU-
gespritzen Has2-defizienten Maus sowie ihrer gespritzen Kontrolle, D, Quantifizierung der BrdU”
F4/80° CD64" CCR2" MHCI™" Makrophagen im Herzgewebe von Has2-defizienten Mausen und

Kontrollmausen bezogen auf die Gesamtanzahl der F4/80° CD64" CCR2" MHCI"" Makrophagen.
BrdU: Bromdesoxyuridin. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 6.

Diese Ergebnisse schlossen Effekte auf die Proliferation der Monozyten und Makrophagen in

dem HasZ2-defizienten Herzgewebe im Vergleich zur Kontrolle aus.
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3.2.7 Untersuchung der Apoptose in den Makrophagen 72 Stunden nach
Myokardinfarkt

Aufgrund des Einflusses der Has2 auf die Apoptose von Makrophagen in vitro, sollte
abschlieBend untersucht werden, ob die Apoptose der Makrophagen im Herzgewebe in
Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu den Kontrollmausen 72 h nach I/R ebenfalls
beeinflusst war. Dazu wurde die Zellsuspension des Herzgewebes durchflusszytometrisch
untersucht. Dabei konnte in den Has2-defizienten Mausen ermittelt werden, dass die
Apoptose aller F4/80*CD64* Makrophagen (Abb. 32A + B), aber auch spezifisch die
Apoptose der aus Monozyten-differenzierten Makrophagen (CCR2* MHCIIMg") im

Herzgewebe im Vergleich zu Kontrollmausen signifikant erhéht war (Abb. 32 C).
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Abbildung 32: Apoptose von Makrophagen im Herzgewebe 72 Stunden nach Infarkt. A,
reprasentative, durchflusszytometrische Plots der Annexin V' F4/80*CD64* Makrophagen Has2-

defizienter Mause (Has2 KO) sowie der dazugehérigen Kontrolle. B, Quantifizierung der Annexin A
F4/80*CD64* Makrophagen bezogen auf die Gesamtanzahl der Makrophagen und C, Quantifizierung

der aus Annexin V' Monozyten-differenzierte MHCIIMsh CCR2* Makrophagen bezogen auf die
Gesamtanzahl der aus Monozyten-differenzierte Makrophagen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM,
n = 7. Die Signifikanzen wurden mit dem unpaired t-test berechnet, * p <0,05.

Somit konnte zusammenfassend in Has2-defizienten Mausen gezeigt werden, dass die
reduzierte Makrophagenantwort 72 h nach Infarkt vermutlich auf einer erhéhten Apoptoserate

der Makrophagen basierte. Die in vitro-Ergebnisse stitzen diese Hypothese.
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3.3 Einfluss der HAS2 auf die Fibroblasten nach Myokardinfarkt

Wie bereits in Abbildung 27 gezeigt, haben Monozyten einen wesentlichen Einfluss auf die
Fibroblastenaktivierung. Da die Has2-Defizienz die Anzahl der aus Monozyten-differenzierten
Makrophagen nach Infarkt beeinflusst, sollte nun weiter in vivo untersucht werden, ob nach
Infarkt auch die kardialen Fibroblasten und die Aktivierung dieser von der Has2-Defizienz
beeinflusst wird. Daher wurde eine Charakterisierung der Fibroblasten und Myofibroblasten
mittels immunhistochemischer Farbungen von Has2-defizienten Mausen und Kontrolimausen
72 h nach I/R durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Flache der Vimentin-
positiven Zellen zwischen beiden Genotypen gleich war. Vimentin markiert alle Zellen
mesenchymalen Ursprungs, somit auch Fibroblasten (Abb.33 A+B). Des Weiteren konnte
eine signifikante Reduktion der Flache der a-SMA-positiven Zellen in den HasZ2-defizienten
Mausen im Vergleich zu den Kontrollen nach I/R detektiert werden. Dies deutet darauf hin,
dass weniger Myofibroblasten in den Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu
Kontrollmausen vorhanden waren und es vielleicht ein Aktivierungsdefizit der Fibroblasten in
Abwesenheit der HAS2 geben kdnnte (Abb. 33 A+C).
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Abbildung 33: Immunhistochemische Untersuchung der Fibroblasten 72 Stunden nach Infarkt
im Herzgewebe. A, reprasentative Bilder der Vimentin und a-SMA angefarbten Herzschnitte aus
Has2-defizienten Mausen (Has2 KO) sowie ihren Kontrollen, B, Quantifizierung von Vimentin im
gesamten linken Ventrikel (LV) und C, Quantifizierung von a-SMA im gesamten LV mittels integrierter
Dichtemessung. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 7-8. Die Signifikanzen wurden mit dem
unpaired t-test berechnet, * p < 0,05.
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In der Durchflusszytometrie konnte ein weiterer Fibroblastenmarker verwendet werden, um
die Fibroblastenantwort nach Infarkt zwischen den beiden Genotypen zu untersuchen.
MEFSK4 wurde 2016 von Pinto und Kollegen als mdglicher Fibroblasten-Marker
charakterisiert. Zwar gibt es auch eine Subpopulation der myeloiden Zellen, die MEFSK4
exprimieren'®, diese wurden bei der Analyse aber zuvor schon iber Gatingstrategie
ausgeschlossen (siehe Appendix 2). 72 h nach I/R waren in Has2-defizienten Mausen im
Vergleich zu den Kontrollmausen gleich viele MEFSK4* Fibroblasten im Herzgewebe zu
finden (Abb. 34 A+B). Somit konnten sowohl mittels Immunhistochemie als auch
Durchflusszytometrie kein Unterschied bezogen auf die Fibroblastenanreicherung 72 h nach
Infarkt gezeigt werden. In der gleichen Untersuchung wurde auch Uberpruft, ob die MEFSK4*
Fibroblasten, ebenso wie die Makrophagen in den Has2-defizienten Mausen, vermehrt
apoptotisch sind, da HA wichtige antiapoptotische Eigenschaften auf diverse Zelltypen haben
kann. Hier konnte allerdings kein Unterschied zwischen den Genotypen mittels Annexin V
Bindung festgestellt werden (Abb. 34C).
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Abbildung 34: MEFSK4+ Fibroblasten und deren Apoptose im Herzgewebe 72 Stunden nach
Infarkt. A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der MEFSK4" Fibroblasten sowie der Annexin
V" MEFSK4" Fibroblasten Has2-defizienter Mause (Has2 KO) sowie der dazugehdrigen Kontrolle. B,
Quantifizierung der MEFSK4* Fibroblasten (CD45 CD31 MEFSK4+), angegeben als Anzahl der
definierten Zellen pro mg Herzgewebe. C, Quantifizierung der Annexin V" MEFSK4" Fibroblasten

bezogen auf die Gesamtzahl der MEFSK4" Fibroblasten pro mg Herzgewebe des jeweiligen Tiers.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 6-7.
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Daraus konnte geschlossen werden, dass die HAS2-generierte HA das Uberleben von
Makrophagen zu férdern vermag, aber keinen Einfluss auf das Uberleben der Fibroblasten
nach I/R zu haben scheint. Die Beobachtung der gleichen Apoptoserate der MEFSK4*
Fibroblasten festigte auch die Hypothese, dass die verminderte Flache an a-SMA in den
Has2-defizienten Mausen eher auf einer verminderten Aktivierung basierte. Mittels Ki67
Farbung der MEFSK4* Fibroblasten wurde des Weiteren gepruft, ob die Proliferation in den
MEFSK* Fibroblasten verandert war. Dort konnte ein signifikanter Unterschied in der Ki67*
MEFSK4* Fraktion, bezogen auf alle MEFSK4* Fibroblasten, festgestellt werden (Abb. 35).
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Abbildung 35: Proliferation der MEFSK4+ Fibroblasten im Herzgewebe 72 Stunden nach Infarkt.

A, reprasentative durchflusszytometrische Plots der MEFSK4" Fibroblasten sowie der Ki67" MEFSK4"
Fibroblasten Has2-defizienter Mause (Has2 KO) sowie der dazugehorigen Kontrolle. B, Quantifizierung

der Ki67" MEFSK4" Fibroblasten bezogen auf die Gesamtzahl der MEFSK4" Fibroblasten pro mg
Herzgewebe des jeweiligen Tiers. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM; n = 7-8. Die Signifikanzen
wurden mit dem unpaired t-test berechnet, * p < 0,05.
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3.4 Untersuchung der Fibroblastenaktivierung in vitro

Aufgrund der in vivo beobachteten Reduktion der Expression von a-SMA-positiven
Fibroblasten in den Has2-defizienten Mausen, wurde im Folgenden in vitro untersucht, ob die
Acta2 mRNA Expression in kardialen Fibroblasten HA-abhangig reguliert ist. Dazu wurden
mittels retrograder Perfusion isolierte kardiale Fibroblasten in Passage 1 mit TGF-31
stimuliert und mittels quantitativer real-time PCR die mRNA Expression von Acta2 ermittelt.
TGF-B1 stimuliert die Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten”: 60, Es konnte
gezeigt werden, dass in mit 4-MU behandelten Fibroblasten die TGF-B1-induzierte Induktion
von ActaZ2 inhibiert war (Abb. 36A). Dies bestatigte den in vivo beobachteten Effekt, dass
nach I/R in Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen bei gleicher Menge an
Vimentin-positiven Zellen weniger a-SMA-positive Fibroblasten nachgewiesen werden
konnten (Abb. 33). Interessanterweise war ebenfalls die verminderte Reaktion der
Fibroblasten auf TGF- B1 in mit Anti-CD44 Antikérper (KM201) behandelten Fibroblasten im
Vergleich zur Isotypkontrolle zu erkennen (Abb. 36B).
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Abbildung 36: Kardiale Fibroblasten und ihre Antwort auf TGF-81. Kardiale Fibroblasten aus
C57BL/6J Mausen wurden mittels retrograder Perfusion isoliert und die mRNA Expression fur Acta2
nach 72-stiindiger Stimulation mit und ohne TGF-B1 (10 ng/ml) in der Anwesenheit von A, 4-MU (100
pM), und B, Anti-CD44 Antikérper (KM201, 10 pg/ml) oder lIsotypkontrolle (IgG1k, 10 pg/mL)
analysiert. TGF-B1: Transforming growth factor beta 1. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM; n = 7-9. Die
Signifikanzen wurden mit der One-way ANOVA und anschlielendem Tukey’s multiple comparison test
ermittelt, *** p < 0,001.

Abschlielend konnte also geschlussfolgert werden, dass neben der Makrophagenantwort

auch die Fibroblastenaktivierung in der Abwesenheit von HAS2-generierter HA reduziert ist.
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Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Has2-defiziente Mause im Vergleich
zu Kontrollmdusen eine deutlich verschlechterte kardiale Funktion nach I/R aufweisen. Die
kardiale Dysfunktion koénnten durch eine reduzierte Anzahl der Makrophagen
72 h nach Infarkt zustande gekommen sein. Die signifikante Reduktion der Makrophagen
(Abb. 9, 11 + 12) ist begriindet durch eine erhéhte Apoptose. Dies konnte sowohl in vitro
(Abb. 26) als auch in vivo (Abb. 32) ermittelt werden. Weitere Immunzellen waren zwischen
den Genotypen weitestgehend nicht verandert und weitere Organe - aufler dem Herz - wie
Milz (Abb. 14), Knochenmark (Abb. 15) und die Immunzellen der Zirkulation (Abb. 17+18 )
waren von einer veranderten Immunantwort nach I/R nicht betroffen. Neben den
Makrophagen zeigte sich in Has2-defizienten M&usen im Vergleich zu Kontrollmdusen auch
eine signifikant reduzierte Aktivierung von Fibroblasten (Abb. 33), welche zusatzlich in vitro
mittels Acta2 mRNA Expression der kardialen Fibroblasten nach TGF-B1 Behandlung
bestatigt werden konnte und womaoglich Uber die HA-CD44 Achse vermittelt wird (Abb. 37).
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die HAS2-generierte
HA-Matrix relevant flir sowohl das Makrophageniberleben als auch die

Fibroblastenaktivierung im Heilungsprozess nach Ml ist.
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4. Diskussion

Wie in der Einleitung erwahnt, zahlen Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu den haufigsten
Todesursachen in Deutschland. Trotz intensiver Bemihungen sind die therapeutischen
Optionen noch nicht zufriedenstellend. Das Risiko fir das Auftreten von weiteren
kardiovaskularen Ereignissen, wie auch einem weiteren MI, ist insbesondere im ersten Jahr
nach einem MI| sehr hoch. Es wurde, insbesondere bei Patienten mit zusatzlichen
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, ein deutlich hoheres Risiko beobachtet'®'. Neben
Langzeit-therapeutischen Konzepten wird den Patienten nach MI empfohlen den Lebensstil
zu optimieren: Raucher sollten aufthéren zu rauchen, die Erndhrung sollte angepasst werden,
eine trainingsbasierte-kardiologische = Rehabilitation  sollte  stattfinden'®2.  Langzeit-
therapeutisch wird Aspirin zeitlich unbegrenzt eingesetzt'®® und bis zu 12 Monate wird eine
duale Anti-Plattchen Therapie mit einem P2Y12-Inhibitor angewendet'®?. Ein weiterer
vielversprechender Kandidat in der Therapie ist Rivaroxaban (ein Faktor Xa-Hemmer der
direkten oralen Antikoagulanzien)'®*. Bezliglich weiterer therapeutischer Konzepte waren
prinzipiell entziindungshemmende Substanzen interessant. Dort wurden bisher allerdings
Schwierigkeiten deutlich. Eine unspezifische entzindungshemmende Therapie mit
Glukokortikoiden und hoher dosierten Cyclooxygenesehemmern ist bereits fehlgeschlagen,
da diese die Narbenbildung beeintrachtigten und nachteiliges Remodeling verstarkt hatten'65.
Im Rahmen der Atherosklerose und somit der Pravention des Mls hingegen wurde in Bezug
der entzindungshemmende Therapie mit Canakinumap — ein gegen IL-1B gerichtete
monoklonale Antikérper — 2017 eine erfolgreiche Substanz eingefiihrt. In der Canakinumab
Antiinflammatory Thrombosis Outcome Study (CANTOS) Studie reduzierte Canakinumab das
Risiko fir kardiovaskulare Komplikationen bei Probanden mit kardiovaskularem Risiko um 15
Prozent'®. Ein Grund fiir die Schwierigkeit der Entwicklung von entziindungshemmenden
therapeutischen Konzepte nach MI koénnten die komplexen Phasen der Inflammation
darstellen und des Weiteren daran liegen, dass verschiedene Immunmediatoren (wie z.B.
IL-6%4) teilweise verschiedene oder sogar gegensétzlich Effekte aufweisen kdénnen'®’.
Inwiefern die Anreicherung von HA ein interessantes therapeutisches Ziel nach Ml sein kann,
werden weitere Studien belegen missen. Diese Arbeit gibt erste Hinweise, dass die
Akkumulation von HA wichtig fir die genaue Abstimmung von Makrophagen und Fibroblasten

im Prozess des Remodelings nach Ml sein kdnnte.
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4.1 HASZ2 und kardiale Funktion nach Myokardinfarkt
Es wurde einleitend gezeigt, dass in C57BL/6J Mausen nach I/R die Has?1 und Has2 mRNA

Expression hochreguliert ist (Abb. 5). In Zusammenarbeit unserer Arbeitsgruppe mit
Professor Dr. Ulrich Flégel wurde dies im Folgenden erganzend analysiert. Dort konnte
mittels chemical exchange saturation transfer (CEST) Messung gezeigt werden, dass es
bereits 24 h nach I/R in den Kontrollmausen der Studie zu einer starken HA-Akkumulation im
Herzen nach I/R kommt. Die HA-Akkumulation war in den Has2-defizienten Mausen
signifikant reduziert und ebenfalls reduziert in C57BL/6J Mausen unter 4-MU Behandlung
(Daten nicht gezeigt). Wenn die HA-Akkumulation durch die genetische Defizienz der Has2
reduziert war, wurde die hamodynamische Dysfunktion nach I/R in den Has2-defizienten
Tieren im Vergleich zu den Kontrolimausen deutlich verschlechtert (Abb. 6). Ebenso war die
EF in C57BL/6J Mausen unter 4-MU Behandlung im Vergleich zur Kontrolle reduziert (Daten
nicht gezeigt). Diese Beobachtung wird durch Literatur aus dem Schweinemodell unterstuitzt.
Dort verbesserte das Implantieren von HA-haltigen Hydrogelen nach Infarkt die kardiale
Funktion in Schweinen'™. Neben den mittels Echokardiographie ermittelten
hamodynamischen Daten zur kardialen Funktion, wurde in weiterer Kooperation mit
Professor Dr. Ulrich Flégel eine MRT Messung vorgenommen. Dort konnte die kardiale
Dysfunktion der Has2-defizienten Mause entsprechend der echokardiographischen Daten
verifiziert werden. Des Weiteren wurde mit Hilfe von late gadolinium enhancement (LGE) 24
h nach Infarkt das ischamische Areal bestimmt'68 169 Das ischamische Areal war in den
Mausen der beiden Genotypen zu diesem Zeitpunkt noch unverandert (Daten nicht gezeigt).
Dies deutet darauf hin, dass die Maladaptation der Has2-defizienten Mause sich erst im
Prozess des Remodelings entwickelt hat. Unterstiitzt wurde die Observation des dilatierten
Phénotyps der Has2-defizienten Mause im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit. Dort
konnte gezeigt werden, dass die Narbe drei Wochen nach I/R dilatierter war (Daten nicht
gezeigt). Dies geht mit einer Arbeit von 2007 einher: Dort wurde gezeigt, dass Cd44-
defiziente Mause nach I/R ebenfalls deutlich dilatiertere Herzen aufwiesen?!. Die dilatierten
Herzen der Has2-defizienten Mause wurden in Kooperation mit Professor Dr. Martina Kruger
und Dr. Sebastian Kotter auf die tension to rupture untersucht'’®. In diesem Versuch wurde
ein Trend zur leichteren Ruptur bei weniger angelegter Spannung in den Has2-defizienten
Mausen im Vergleich zur Kontrolle gemessen, allerdings war dieser Effekt nicht signifikant
(Daten nicht gezeigt). Dies geht mit unseren Beobachtungen einher. Es konnten keine
Rupturen innerhalb der Heilungsphase nach I/R beobachtet werden. Dabei sollte an dieser

Stelle auf das verwendete Modell der I/R hingewiesen werden, denn Rupturen sind vermehrt
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im Modell der permanenten Ligatur bei Mausen zu beobachten'!. Im Zusammenhang mit
einer anderen EZM-Komponente, dem small leucine-rich repeat Proteoglykan Biglykan
(BGN), konnte unsere Arbeitsgruppe in einer Studie mit Bgn-defizienten Mausen nach
permanenter Ligatur zeigen, dass BGN fir die stabile Kollagenmatrixbildung der Narbe und
zur Erhaltung der kardialen hdmodynamischen Funktion bendtigt wird'”2. Dies verdeutlicht,
dass das sinnvolle Sezernieren der Fibroblasten/Myofibroblasten von verschiedenen EZM-
Komponenten im Zusammenspiel zu einer guten Narbenbildung beitragt. Mit Hilfe des in vitro
Versuchs der HA Produktion der verschiedenen Zelltypen (Abb. 23), konnte auflerdem
gezeigt werden, dass neben Fibroblasten womaéglich auch Monozyten zu einem HA-reichen
Mikromileu beitragen.

Des Weiteren wurde in Kooperation mit Professor Dr. Axel Gddecke und Dr. Dr. André
Heinen gezeigt, dass keine funktionellen Unterschiede zwischen den beiden Genotypen in
Langendorff-isolierten-Herzen, innerhalb der Reperfusionsphase von einer Stunde,
vorhanden waren. Die daraufhin durchgefiihrte Triphenyltetrazoliumchlorid Farbung wies
ebenfalls keine Unterschiede in der Infarktgrofe auf (Daten nicht gezeigt). Daraus konnte
geschlossen werden, dass die Has2-Defizienz ex vivo keine starken akuten Effekte auf z.B.
den Kardiomyozytenuntergang auslést. Dieses Ergebnis lasst daher vermuten, dass die
HAS2 erst in der Interaktion von Immunzellen und Fibroblasten wichtige Effekte vermittelt.
Aufgrund der sowohl funktionellen als auch strukturellen Beobachtungen in den Has2-
defizienten Mausen im Vergleich zu ihrer Kontrolle, wurden die dahinterstehenden Prozesse
untersucht. Das HA-reiche Mikromileu beeinflusst vermutlich insbesondere die Interaktion
von Immunzellen*” und den kardialen Fibroblasten'”® und kénnte damit wichtiger Teil des
komplexen endogenen Reparaturmechanismuses nach I/R sein. In anderen entziindlichen
Erkrankungen einschlief3lich Fibrose wurde gezeigt, dass Fibroblasten in der Lage sind, die
Aktivierung verschiedener Immunzellen zu modulieren, die an fibrotischen Erkrankungen
beteiligt sind. Dartber hinaus waren interstitielle Fibroblasten in der Lage ihr Verhalten
innerhalb der interstitiellen Umgebung Uber die Expression von Chemokinen und

Chemokinrezeptoren zu regulieren'’4,
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4.2 HAS2 und Inflammation nach Myokardinfarkt

Im Folgenden wurde die Immunantwort untersucht und es wurde gezeigt, dass HAS2 die
Makrophagenantwort essentiell zu regulieren vermag. Die in Has2-defizienten Mausen
beeintrachtigte Makrophagenantwort tragt somit womoglich zu dem verschlechterten
Phanotyp nach I/R bei. Die Observation einer verminderten Makrophagenantwort bei
Reduktion von HA, deckt sich mit der Literatur, in welcher der Zusammenhang von HA und
der Immunantwort bereits untersucht wurde. Einige Untersuchungen sind in unserer
Arbeitsgruppe oder in Kooperationen entstanden und von Grandoch et al. 2018
zusammengefasst worden'’®. Die Has3-Defizienz hemmte in einem Mausmodell der
Atherosklerose die Makrophageninfiltration''”. Jiang et al. zeigten 2005, dass die Interaktion
von HA mit TLR2 und TLR4 im Rahmen einer akuten Lungenverletzung die Initiation der
Inflammation beguinstigt'!'. Liang et al. konnten 2016 zusatzlich nachweisen, dass Interaktion
HA und TLR4 auf bestimmten Lungenepithelzellen auch von essentieller Bedeutung fir die

Reparatur von Lungenverletzungen und der Begrenzung des Ausmales der Fibrose sind'76.

4.2.1 Die detailierte Charakterisierung der Inmunantwort

Die beobachtete veranderte Makrophagenantwort in Has2-defizienten Mausen nach I/R war
sehr spezifisch fiir die kardialen Immunzellen, da in allen anderen Kompartimenten, wie dem
Knochenmark (Abb. 15), der Milz (Abb. 14) und dem Blut (Abb. 17 + 18) keine Veranderung
in Anzahl und Verteilung von Immunzell-Populationen beobachtet werden konnten. CC-
Liganden und CC-Rezeptoren sind nach Infarkt mafRgeblich an der Rekrutierung der
zirkulierenden Immunzellen beteiligt. Aus diesem Grund wurden die zirkulierenden CC-
Liganden gemeinsam mit weiteren Zyto-/Chemokinen im Plasma der Has2-defizienten Tiere
72 h nach I/R mittels eines Multiplex-Assay untersucht.

Im Plasma, welches sowohl lokale als auch systemische Reaktionen widerspiegeln kann,
wurden Unterschiede zwischen Has2-defizienten Mausen und Kontrollmausen detektiert.
Dort waren 72 h nach I/R CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES und IL-13 reduziert (Abb. 16). Die
Abwesenheit von IL-13 verschlechterte in einer Studie die Herzfunktion nach Infarkt, in dem
es die anti-inflammatorische Makrophagenantwort verminderte'”” und auch die Inhibition von
MCP-1 war trotz der initialen Reduktion der Immunantwort als nachteilhaft fiir den spateren
Inflammationssverlauf beschrieben worden. MCP-1-defiziente Mause wiesen in dieser Studie
im Herzen eine verminderte mMRNA-Expression der Zytokine Tnf-a, II-18, Tgf-82 + 3 und /I-10

auf und zeigten eine defekte Makrophagen-Differenzierung®°.
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Anti-CCL5-Behandlung in einem murinen Modell der permanenten Ligatur der LAD reduzierte
nachweislich die inflammatorische Antwort. Es wurden sowohl weniger neutrophile
Granulozyten als auch Makrophagen rekrutiert. Dies ging einher mit einem reduziertem
Serumlevel an CXCR1, CXCR2 und CCL2 und reduzierte die InfarktgrofRe nachweislich'’8,
Viele Publikationen, die die Immunzellrekrutierung /-infiltration der Atherosklerose betreffen,
berichten ebenfalls von einer Reduktion der Immunzellen im atherosklerotischen Plaque nach
Inhibiton oder gentetischer Deletion von CCL5/CCR5'7%-181, Hingegen reduzierte CCL5/CCR5
in einer anderen Infarktstudie zwar die initiale Inflammationssreaktion und inhibierte
nachteiliges Remodeling des Herzens, allerdings indem die Rekrutierung regulatorischer T-
Zellen (Tregs) dadurch gefordertert wurde'®. Trotz der signifikanten Unterschiede von CCL5
im Plasma konnten in den Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu den Kontrolimausen
allerdings keine Unterschiede 72 h nach Infarkt in Bezug auf die Lymphozyten detektiert
werden, sodass diese Studie nicht mit den Daten dieser Arbeit korrelierte (Abb. 13).

Der in den Has2-defizienten Herzen beobachtete Effekt, war zusatzlich auch sehr spezifisch
fur Herzmakrophagen, da infiltrierte Lymphozyten (s.0.), neutrophile Granulozyten (Abb. 22)
und Monozyten (Abb. 10) unverandert waren. In dem in dieser Studie verwendeten I/R-
Modell war der Grofteil der Immunzellen im Herzen 72 h nach I/R bereits F4/80* CD64*
(Makrophagen). Es befanden sich mehr als zehnmal so viele Makrophagen wie Monozyten
im Gewebe. Dies entspricht z.T. nicht der Literatur, denn im Modell der permanenten Ligatur
von Nahrendorf und Kollegen wurde die Kinetik der Immunzellen so beschrieben, dass 72 h
nach Ml ein Grofiteil der Immunzellen im Gewebe noch Monozyten sind. Die Erklarung fir die
Unterschiede zu diesem Zeitpunkt ist sehr wahrscheinlich Modell-spezifisch bedingt, denn ein
Hauptunterschied zwischen den verschiedenen Modellen des Mls liegt in der zeitlichen und
raumlichen Kinetik der Immunzellinfiltration'”". Eine Publikation von 2013 unterstltzt unsere
Analysen: in einem I/R-Modell war dort die Anzahl der Makrophagen 72 h nach Ml am
hochsten, hoher als die Anzahl der Monozyten zu dem Zeitpunkt'® . Zusammen mit der
Literatur bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Immunzell-Kinetik im murinen
Modell zwischen I/R und permanenter Ligatur deutlich unterschiedlich ist.

12 h und 24 h nach I/R konnten noch keine Effekte der Immunzellen im Herzen der Has2-
defizienten Mause detektiert werden. 24 h nach I/R war eventuell lediglich ein leichter Trend
hin zu einer reduzierten Makrophagenantwort detektierbar, welcher womdglich auf den Effekt
72 h nach I/R bereits hindeutete. Die signifikant reduzierte Anzahl kardialer Makrophagen
72 h nach I/R war insbesondere durch eine verringerte Anzahl der aus Monozyten-

differenzierten Makrophagen (MHCIINS"CCR2*) charakterisiert, welche quantitativ den
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Groliteil der Makrophagen-Population 72 h nach I/R reprasentierten. Aber auch residente
Makrophagen-Populationen waren reduziert. MHCIl-exprimierende Makrophagen, entweder
CCR2* oder CCR2, sind entscheidend flir die Antigenprasentation und Mediatoren der
weiteren Inflammationsreaktion®'. Aus diesem Grund ware es in Zukunft sehr interessant zu
sehen, wie sich die Immunantwort in den Has2-defizienten Mausen zu spateren Zeitpunkten
weiter fortsetzt. Es ist bereits bekannt, dass die adaptive Immunantwort zeitlich nach der
angeborenen Immunantwort flir den Heilungsprozess nach Infarkt relevant wird3® 183, Die
Interaktion der T-Zellen mit den gewebsstdndigen Makrophagen kénnte daher womdglich
auch Dbeeinflusst sein. Insgesamt ist die Literatur bezlglich der Monozyten/
Makrophagenantwort und der daraus resultierenden kardialen Funktion divers. In einem
Review von 2010 von Nahrendorf et al.'® wurde zusammengefasst, wie schwierig sich eine
Intervention in das entziindliche Geschehen nach Infarkt gestaltet, da die ideale Heilung eine
ausgeglichene Inflammationssreaktion erfordert. Einerseits werden Monozyten und
Makrophagen bendtigt, um nekrotisches Gewebe zu entfernen, Angiogenese auszuldésen und
Kollagensynthese zur Wundheilung durch Myofibroblasten zu initileren, andererseits kénnen
Monozyten/Makrophagen MMPs, ROS und Zyto-/ Chemokine sezernieren und damit das
Gewebe weiter schadigen und die Wundheilung aufhalten’®. Es sind Uber die letzten
Jahrzehnte viele Studien publiziert, die zeigen, dass sowohl zu viel Inflammation, aber auch
zu wenig Inflammation von Nachteil sein kann. Dabei werden die jeweiligen Aufgaben der
Makrophagen-Populationen aktuell noch differenziert charakterisiert. Herzmakrophagen
embryonalen Ursprungs sterben im ischamischen Areal kurz nach Ml ab und sind dann nur
noch vermehrt in Bereichen des gesunden Myokards zu finden%”: 185, Einhergehend damit
wurde den residenten Makrophagen insbesondere eine reparative Funktion zugeschrieben.
Neonatale murine Herzen rekrutieren nach Infarkt keine aus Monozyten-differenzierten
Makrophagen, sondern Heilen durch Proliferation der residenten Makrophagen®'. Wenn
Makrophagen aber in neonateln Herzen depletiert werden, verschlechtert sich die
regenerative Fahigkeit des neonateln Herzens stark®2. Mechanistisch scheinen residente
Makrophagen sich selbst durch Proliferation unabhangig vom Monozytenpool zu erneuern?,
Allerdings haben Li et al. auch kurzlich vorgeschlagen, dass es eine CCR2* residente
Makrophagen-Population gibt, welche an der initialen neutrophilen granulozytaren
Extravasation im Falle einer kardialen Ischamie beteildigt ist'®”. Der Anteil der rekrutierten
aus Monozyten-differenzierten Makrophagen ist akut nach Infarkt mafgeblich, gefolgt von
steigender Proliferation in der chronischen Phase der Verletzung des Gewebes*’. Insgesamt

konnte gezeigt werden, dass Ly6CMd" CCR2* Monozyten mafigeblich an der pro-
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entziindlichen Antwort beteiligt sind, die aus Monozyten-entstandenen Makrophagen pro-
entzindliches Potential haben und initial ein deutlich ahnlicheres Expressionsmuster zu den
Monozyten aufweisen als die CCR2- Makrophagen#*® 61. 185, 188 \yelche zusammen mit den
Ly6C'>v — aus Monozyten-differenzierten Makrophagen im weiteren Verlauf die Inflammation
auflésen. Insbesondere die residenten Makrophagen sekretieren dann Wachstumsfaktoren
wie VEGF sowie Matrixmolekiile und beeinflussen damit das kardiale Heilen deutlich': 185 189,
In dem Fall der Has2-defizienten Mause ist durch eine von Monozyten ausgeldste pro-
entzlndliche Phase zuerst nicht stark verdndert und erst die aus Monozyten-differenzierten
Makrophagen und residenten Makrophagen reduziert. So kénnen woméglich vor allem
sowohl Phagozytose als auch Einleitung des kardialen Heilens Uber u.a. TGF-B1 nicht

abgestimmt funktionieren.

4.2.2 Die moglichen Ursachen fiir die beobachtete Makrophagenreduktion im
Herzen

Nach Beobachtung der reduzierten Anzahl von Makrophagen in den Has2-defizienten
Mausen, wurden die zugrundeliegenden Ursachen versucht zu identifizieren. Eine mogliche
Hypothese war, dass die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen im Gewebe in
Abwesenheit der HA gestort verlauft. Es ist bekannt, dass Veranderungen des Mikromileus
im Gewebe Einfluss auf die Differenzierung von Zellen haben kénnen. So ist z.B. die HA-
reiche Matrix in der Pathogenese von Gefallerkrankungen ein kritischer Mediator, um die
Stammzelldifferenzierung in Richtung einer vaskularen Linie zu lenken®°.

Ein wichtiger Mediator fir die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ist M-CSF.
Frangogiannis und Kollegen zeigten bereits 2003, dass die Hochregulation von M-CSF im
infarzierten Herz eine wichtige Rolle im Heilungsprozess spielt. Neben Effekten auf die
Makrophagendifferenzierung wurde hier auch eine Regulation der Chemokin-Expression der
Endothelzellen unter M-CSF beobachtet'”. Es sind aulerdem weitere Hinweise in der
Literatur beschrieben, dass HA die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen durch
den von TSG-6 vermittelten kovalenten Transfer von schweren lal-Ketten auf HA
beeinflussen kdénnte. TSG-6 beeinflusst so, &hnlich eines Matrix-Organisators, die
Eigenschaften der Umgebung'?. Mittels eines fiir diese Studie neu entwickelten in vitro
Assays, in welchem die Differenzierung von Knochenmarksmonozyten mit M-CSF Uber eine
Zeit von 48 h mittels Durchflusszytometrie analysiert werden konnte, wurde allerdings kein

Unterschied in der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen in den Has2-defizienten
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Zellen identifiziert (Abb. 25). Aus diesem Grund wurde die Hypothese der eingeschrankten
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen verworfen.

Weiterhin kénnte eine reduzierte Zellproliferation ursachlich fur die reduzierte Anzahl
gewebsstandiger Makrophagen sein. Im Folgenden wurde daher die Monozyten- und
Makrophagenproliferation mittels BrdU Injektion 24 h vor der Organentnahme der Mause
untersucht. Das BrdU wurde dabei, wahrend der 24 h bis zum Tod der Tiere fir die
Organentnahme, anstelle von Thymidin, wahrend der S-Phase des Zellzykluses, in die DNA
der Zellen eingebaut*®: %4, Es konnte mit Hilfe dieser Methode weder in den Monozyten noch
in den Makrophagen ein Unterschied bezlglich der Proliferation detektiert werden. Hierbei
muss jedoch bedacht werden, dass mittels Applikation 24 h vor der Organentnahme sowohl
aus dem Blut rekrutierte als auch gewebssténdige proliferierende Zellen markiert werden.
Dies wurde in verschiedenen Studien bereits untersucht. So konnte ohne Einfluss einer
Verletzung in einer Studie gezeigt werden, dass in Mausen, welche dreimal 2 mg BrdU (in 3 h
Intervallen) appliziert bekamen und anschlief’end Uber einen Zeitraum von 5 Tagen auf das
Vorhandensein von BrdU in der DNA der Monozyten untersucht wurden, bereits einen Tag
nach der ersten BrdU-Injektion alle zirkulierenden Ly6C"9"-Monozyten BrdU-positiv waren. Zu
diesem Zeitpunkt hingegen waren annahernd keine Ly6C'°*-Monozyten BrdU-positiv. Dies
bedeutete, dass die Ly6C°“-Monozyten nicht kiirzlich aus sich teilenden Vorlauferzellen
entstanden waren. An Tag 5 jedoch waren alle Ly6C"9"-Monozyten BrdU-negativ. Mittels
einer Verlaufskurve der BrdU Expression in den Monozyten wurde so berechnet, dass
Ly6Chish-Monozyten im basalen Zustand eine Halbwertszeit von etwa 20 h haben'’. In einer
weiteren Studie nach permanenter Ligatur in Mausen wurde gezeigt, dass bei BrdU
Applikation 12 h und 24 h vor der Organentnahme sowohl die Proliferation als auch die
Rekrutierung der Monozyten detektiert wird. Da sich aber im Herzen sehr wenige Monozyten
in der S oder G2 Phase befanden, wurde in dieser Arbeit von 2012 geschlussfolgert, dass
Proliferation von Monozyten nach permanenter Ligatur zu sehr geringem Male stattfindet.
Makrophagen wurden jedoch in dieser Studie nicht spezifisch untersucht®*. Jedoch wurde in
anderen Studien beschrieben, dass Makrophagen im Gegensatz zu Monozyten lokal stark
proliferieren’®2 193 Aufgrund der ermittelten Halbwertszeit der Monozyten ware die BrdU
Inkorporation bei einer Injektion von 2 bis 4 h vor der Organentnahme eindeutiger der lokalen
Proliferation zuzuordnen'88. Dadurch, dass in den Daten der Has2-defizienten Mausen und
den dazugehorigen Kontrollmausen aber wiederum eine Normalisierung auf die
entsprechend untersuchte Population stattgefunden hat, ist die Aussage Uber die Proliferation

dennoch mdglich.
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Als ein weiterer mdglicher Mechanismus, der fur die Reduktion kardialer Makrophagen nach
I/R in Betracht kommen koénnte, wurde die Apoptose der Monozyten/Makrophagen
untersucht. Dafir wurde die Fahigkeit von Annexin V Phosphatidylserin zu binden
ausgenutzt. Phosphatidylserin befindet sich normalerweise im Inneren der Zellmembran und
wird in apoptotischen Zellen externalisiert. Auf diese Weise konnte also mittels Annexin V
Bindung gezeigt werden, dass die Apoptose kardialer Makrophagen nach I/R in Has2-
defizienten Mausen im Vergleich zu den dazugehérigen Kontrolimausen erhéht war (Abb.
32). Dieser Effekt war auch in vitro verifizierbar: sowohl in Has2-defizienten Knochenmarks-
makrophagen als auch in aus C57BL/6J-generierten Knochenmarksmakrophagen, bei
pharmakologischer Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU, war die Apoptose in aus
Knochenmarksmonozyten-generierten Makrophagen deutlich gesteigert (Abb. 26 A+B). Diese
Beobachtungen legen folglich anti-apoptotische Effekte einer HA-reichen Matrix nach Infarkt
auf die Makrophagen nahe. Dies deckt sich mit in der Literatur beschriebenen in vitro
Untersuchungen. Dort wurde gezeigt wurde, dass dermale Fibroblasten in Abwesenheit der
Has2 vermehrte Apoptose aufweisen'®*. Auch die Blockierung des HA-Rezeptors CD44
zeigte ebenfalls einen Trend zum Anstieg der Apoptose in aus Knochenmarksmonozyten-
generierten Makrophagen (Abb. 26C). Eine anti-apoptotische Wirkung von CD44 wurde
ebenfalls bereits in anderen Studien in sowohl Fibroblasten als auch Krebszelllinien
berichtet'9%. 196,

Wie bereits diskutiert, war CCL5 im Plasma 72 h nach Infarkt reduziert. In der Literatur ist ein
weiterer interessanter Zusammenhang zwischen CCL5 und der Makrophagenapoptose
beschrieben: in einer viralen Atemwegsentziindung wurden Makrophagen in Abwesenheit
von CCL5 apoptotisch und so konnte die virale Infektion der Atemwege nicht effizient
bekdmpft werden. Die reduzierten CCL5-Plasmawerte in den Has2-defizienten Mausen
deuten auf einen mdglichen Zusammenhang zu dieser Studie hin'%’. Der mdgliche
Zusammenhang von HA, CCL5 und der Makrophagenapoptose wurde in dieser Arbeit jedoch
nicht als weiter untersucht.

In einer neuen Studie von 2018 wurde auf’erdem berichtet, dass alveolare Makrophagen
CD44 stark exprimieren und HA permanent binden. In einem murinen Modell der
Lungenentzindung wurden Monozyten in die Lunge rekrutiert und diese unterstitzen bzw.
ersetzen dort die residenten Lungenmakrophagen. Es wurde daraufhin gezeigt, dass
rekrutierte, wildtypische zu Alveolarmakrophagen-differenzieren Makrophagen sowohl in der
Homobostase als auch nach Inflammation im Vergleich zu Cd44-defizienten

Alveolarmakrophagen einen Uberlebensvorteil hatten. Dieser Effekt war sehr spezifisch fir
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die Makrophagen. Es wurden in dieser Studie keine Unterschiede bezogen auf die Apoptose
in anderen Immunzellen wie den Monozyten unter Cd44-Defizienz detektiert'®®. Dieser Artikel
unterstitzt die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Bei Betrachtung aller Ergebnisse konnte
folglich auch eine Rolle fir HA in der Begiinstigung des Uberlebens von kardialen
Makrophagen gezeigt werden.

Eine frihere Studie zeigt allerdings, dass Cd44-defiziente Mause nach I/R, bei ahnlicher
kardialer Dysfunktion wie Has2-defiziente Mause, eine verlangerte und verstarkte
Inflammationsreaktion im Herzen aufweisen. Dies ist kontrovers zu der vorliegenden Arbeit.
Diese Unterschiede kdnnten jedoch eventuell damit zusammenhangen, dass CD44 zwar ein
wichtiger Rezeptor von HA nach Infarkt ist, jedoch zusatzlich weitere CD44-unabhangige
Mechanismen beeinflusst sind, wie z.B. eine verminderte Aktivierung von RHAMM. Dies stellt
eine wichtige Untersuchung fiir die Zukunft dar.

Die Interaktion von HA und den TLRs nach Infarkt ist grundsatzlich auch interessant. Jedoch
wirde die diese Interaktion von HA bei der mechanistischen Untersuchung der HAS2-
vermittelten Effekte vermutlich eher irrefihren, da sowohl TLR2- als auch TLR4-defiziente

Mause nach Infarkt einen protektiven Phanotyp aufweisen?®: 27,

4.3 HAS2 und Fibroblasten nach Myokardinfarkt

Zusatzlich zu der verminderten Inflammationsreaktion weisen die Herzen der Has2-
defizienten Mause deutlich reduzierte Menge an a-SMA-positiven Fibroblasten
(Myofibroblasten) nach I/R auf (Abb. 33). In unserer Arbeitsgruppe wurde die Lokalisation der
a-SMA-positiven Fibroblasten weiter untersucht und es konnte gezeigt werden, dass eine
Reduktion der a-SMA-positiven Fibroblasten im Infarkt und in der borderzone vorhanden war
(Daten nicht gezeigt). Dadurch, dass die Vimentin-positiven Zellen unverandert waren (Abb.
33), wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Aktivierung der Fibroblasten unter Has2-
Defizienz vermindert sein kdnnte. In weiteren in vitro-Studien bestatigte sich die verminderte
Aktivierung der Fibroblasten bei Reduktion von HA mittels 4-MU auf TGF-B1 (Abb. 36).

Es wurde neben der reduzierten Fibroblastenaktivierung in Has2-defizienten Mausen so auch
gezeigt, dass dieser Effekt womaoglich auch funktionell zu einer relevanten Beeintrachtigung
fuhrt. Has2-defiziente Fibroblasten hatten namlich nach TGF-1 Stimulation eine geringere
Fahigkeit als Kontrollfibroblasten ein Kollagengel kontrahieren zu lassen (Daten nicht
gezeigt). Die HA-abhangige Reaktion der Fibroblasten auf TGF-B1 wurde unter anderem in

dermalen Fibroblasten untersucht und bestatigt, nicht aber fiir orale Fibroblasten??'. Humane
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Lungenfibroblasten wiesen bei Reduzierung der Has2 mittels siRNA ebenfalls eine
verminderte Reaktion auf TGF-B1 auf'?®. Somit stimmen diese Ergebnisse mit der Literatur
Uberein.

Des Weiteren wurde die Proliferation der Fibroblasten durch FCS Stimulation der retrograden
isolierten kardialen Fibroblasten in vitro ermittelt. Has2-defiziente Fibroblasten proliferierten
mit steigender FCS-Konzentration nicht starker, wohingegen Kontrollfibroblasten auf erhéhte
FCS-Konzentration mit Proliferation reagierten (Daten nicht gezeigt). Der Effekt der
verminderten  Proliferation  der  Has2-defizienten  Fibroblasten  konnte  mittels
Durchflusszytometrie von Ki67 in MEFSK* Fibroblasten unterstiitzt werden'®. Allerdings
waren 72 h nach I/R die absoluten Zellzahlen der MEFSK* Fibroblasten trotz deutlicher
Reduktion der Proliferation der MEFSK* Fibroblasten noch unverandert zwischen den beiden
Genotypen (Abb. 35). Dies kénnte damit erklart werden, dass sich die Fibroblasten gerade
erst am Anfang der Proliferationsphase befinden und sich Unterschiede in der absoluten
Zellzahl erst nach einer bestimmten Zeit der Proliferation manifestieren werden. Diese
Hypothese wurde noch nicht weiter untersucht: Zu einem spateren Zeitpunkt (z.b. 5-7 Tage
nach I/R) sollte die Anzahl der MEFSK4* Zellen erneut Uberprift werden, um die Hypothese
zu bestatigen. Der prozentuale Wert der proliferierenden Fibroblasten in dieser Arbeit deckt
sich mit der Literatur. Fu et al. zeigten, dass etwa 60 % der Fibroblasten 72 h nach Ml
proliferativ sind’3. Ebenso wurde eine immunhistochemische Ki67 Farbung der a-SMA-
positiven Fibroblasten durchgefiihrt. Dort konnte ein Trend zur Reduktion der Proliferation der
a-SMA-positiven Fibroblasten detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Ein Einfluss von HA
auf die Proliferation von Fibroblasten ist in der Literatur beschrieben worden3%. 202,

Die Ergebnisse legen also nahe, dass der Effekt der reduzierten a-SMA-positiven
Fibroblasten in den Has2-defizienten Mausen nicht auf eine erhdhte Apoptose der
Fibroblasten zuriickzufiihren ist (Abb. 34), sondern auf eine verminderte Aktivierung und/oder
Proliferation der Fibroblasten zuriickzufiihren ist.

Aulerdem wurde durch Blockieren mittels Antikdrpern gegen CD44 gezeigt, dass der HA-
CD44-Signalweg fur die defekte Myofibroblastenaktivierung verantwortlich zu sein scheint
(Abb. 36). Diese Ergebnisse und Schlussfolgerungen stimmen mit Daten aus der Publikation
der Cd44-defizienten Mausen nach I/R vollstandig Uberein: Dort konnte eine verminderte
Fibroblastenaktivierung und eine verminderte Fibroblastenproliferation gezeigt werden?'. In
weiterer Ubereinstimmung mit den Beobachtungen dieser Arbeit steht auch die Publikation

aus unserer Arbeitsgruppe von 2014: Dort konnte gezeigt werden, dass IL-6 die HA-Synthese
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in kardialen Fibroblasten induziert und dies wiederum aktivierte CD44 und fuhrte zur

Stimulation der weiteren Zytokinfreisetzung durch Fibroblasten'3°.

4.4 Interaktion Monozyten/Makrophagen und Fibroblasten

Zusatzlich legen die vorliegenden Ergebnisse auch einen einfachen, aber mdglicherweise
wichtigen Mechanismus nahe, der auf sich gegenseitig bedingenden Interaktionen zwischen
Fibroblasten und Monozyten/Makrophagen beruht. Es wurde gezeigt, dass
Monozyten/Makrophagen die Differenzierung zu Myofibroblasten und vice versa stimulieren
kardiale Fibroblasten den Ubergang von Monozyten zu Makrophagen unterstiitzen (Abb. 27 +
28). Eine Studie von 2016 unterstitzt die wichtige Interaktion von Monozyten und
Fibroblasten: Dort wurden aus humanen Herz-Biopsien Fibroblasten isoliert. Diese wurden in
einem Kollagengel gemeinsam mit humanen Monozyten kultiviert. Hier zeigte sich eine
erhdhte Kapazitdt der Myofibroblasten das Kollagengel zusammenzuziehen, wenn diese
gemeinsam mit Monozyten in dem Kollagengel inkubiert wurden. Zusatzlich konnte dort
gezeigt werden, dass direkte Zell-Zellkontakte bendtigt werden, um parakrine Faktoren wie
TGF-B1 zu sezernieren?%, Durch die Ko-Kultur von Monozyten und adventitialen Fibroblasten
aus der Aorta sekretierten die Zellen insbesondere MCP-1 und IL-6. Konditioniertes Medium
dieser Ko-Kultur forderte im Folgenden die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen
und induzierte weitere MCP-1 Produktion. Daraus wurde geschlossen, dass die Interaktion
der Fibroblasten mit Leukozyten die Inflammation weiter fordert?94.

Zusatzlich konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass kardiale Fibroblasten
Makrophagen vor Apoptose schitzen (Abb. 29). Dadurch kdnnen sich die beiden
Haupteffekte in den Has2-defizienten Mausen nach I/R, und zwar: die Reduktion der
Makrophagenanzahl und die Reduktion der a-SMA-positiven Fibroblasten, sich gegenseitig
verstarken und so die verminderte kardiale Funktion der Has2-defizienten Mause im

Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen bedingen.
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4.5 Hyaluronsaure-Akkumulation

Aufgrund der Daten, dass Has7-defiziente Mause keinen kardialen Phanotyp nach I/R
aufweisen (Daten nicht gezeigt), ware es moglich, dass diese Mause eine so geringe
Reduktion der HA auslésen, dass es funktionell irrelevant ist. Dies konnte in Kooperation mit
Professor Dr. Ulrich Flégel mittels der CEST-Messung bestatigt werden. Dort wurde kein
signifikanter Unterschied in der Menge an HA im Herzen in den Has7-defizienten Mausen im
Vergleich zu Kontrollmdusen nachgewiesen. Has2-defiziente Mause wiesen hingegen, wie im
Ergebnisteil bereits beschrieben, mittels CEST- Messung eine deutlich signifikante Reduktion
der HA auf (Daten nicht gezeigt). Immunhistochemisch konnte die Reduktion der
Akkumulation der HA in Has2-defizienten Herzen mittels HABP-Farbung ebenfalls bestatigt
werden (Abb. 7). Es kann angenommen werden, dass die HAS2 fir den Grolteil der
kardialen HA-Synthese verantwortlich ist und Fibroblasten die groRte Menge HA produzieren.
Trotzdem kdnnen insbesondere Monozyten aber auch Makrophagen zu einem HA-reichen
Mikromilieu nach Infarkt beitragen. In vitro sezernierten sie ebenfalls HA (Abb. 23).
Besonders interessant ware die Identifizierung einer moglichen Verbesserung der kardialen
Funktion nach I/R. Versuche mit Hyal-defizienten Mausen haben bereits begonnen und des
Weiteren soll in Zukunft eine Uberexpressions-Maus der Has2 untersucht werden. Basierend
auf den Ergebnissen dieser Arbeit und den weiteren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe an
diesem Projekt kénnte in Zukunft versucht werden, das HA-vermittelte Remodeling entweder
durch Erhoéhen der kardialen HAS oder durch Adressieren des HA-Rezeptor-Signalwegs
therapeutisch zu verbessern. Insbesondere die nicht-invasive Visualisierung von HA mittels
CEST-Messung kénnte prognostisches Potential haben.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die zell-vermittelte HA-Synthese durch die HAS2
eine akute Reaktion auf die kardiale Ischéamie ist, die flr eine korrekte Makrophagen- und
Fibroblastenantwort unerlasslich ist und daher fir die Infarktheilung entscheidend ist (Abb.
39).
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Abbildung 37: Ubersicht der mechanistischen Hypothese der Has2-Defizienz nach Infarkt.
Monozyten und Makrophagen interagieren mit Fibroblasten. Diese Interaktion férdert die
Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen und flhrt zur Aktivierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten (links). Wenn HAS2 fehlt, reduziert sich die Anzahl der Makrophagen durch erhdhte
Apoptose. Der apoptotische Effekt ist einerseits selbstvermittelt, andererseits auch Fibroblasten-
abhangig. Grund dafiir ist die geringere Aktivierung der Myofibroblasten. Dies basiert vermutlich auf
zwei Mechanismen: zum einen sind weniger Makrophagen anwesend, die die Fibroblasten aktivieren
kénnen, zum anderen reagieren die Fibroblasten ohne HAS2 auch vermindert Gber CD44- vermittelt
auf den Stimulus TGF-B1 (rechts).
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4.6 Limitierung und Ausblick

Ein moglicher weiterer Mechanismus fir die verminderte Makrophagenantwort in den Has2-
defizienten Mausen nach Infarkt kdnnte auch das Rekrutieren der Immunzellen zum Ort der
Verletzung sein. Dies wurde in dieser Arbeit nicht intensiv untersucht. Es wurde lediglich die
Expression von an der Rekrutierung beteiligten Chemokinrezeptoren (Ccr2, Ccrb, Cx3cr1)
auf mMRNA-Expressionsebene in basalen Monozyten untersucht (Abb. 24). Es ist durchaus
moglich, dass die Zellen zwar unter basalen Bedingungen keine Effekte zeigen, diese
wahrend eines pathologischen Prozesses unterschiedlich moduliert werden. Es ware daher
auch interessant gewesen die untersuchten Chemokinrezeptoren auch unter Stimulation von
LPS/ INF-y zu untersuchen. Mdgliche weitergehende Ansatze, um die Adhasion der
Leukozyten am Endothel ndher zu untersuchen, waren z.B. ein flow adhesion assay. Dort
werden Endothelzellen kultiviert und stimuliert und unter shear stress Leukozyten in einer
speziellen Apparatur an den Endothelzellen vorbeigefihrt. Die adharenten Leukozyten an
den Endothelzellen kénnen quantifiziert werden?®. Eine noch komplexere Methode existiert
auch in vivo: bei der sogenannten intravitalen Mikroskopie kann in Mausen das Leukozyten-
Rollen, die Rollgeschwindigkeit, die Adhasion und die Migration visualisiert werden2%,
Allerdings ware zu erwarten, dass die Monozyten in dem Fall der verminderten Adhasion
oder Rekrutierung ebenfalls reduziert waren. Dies konnte in den Herzen der Has2-defizienten
Mause weder 24 h (Abb. 19) noch 72 h (Abb. 10) nach I/R beobachtet werden. Die gleiche
Anzahl an Monozyten geht mit dem in dieser Studie beobachtetem Mechanismus der
erhdhten Apoptose der Makrophagen einher, da die Monozyten nicht signifikant von der
Apoptose betroffen waren (Daten nicht gezeigt).

Im Zusammenhang mit der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wurde M-CSF
im Plasma der Mause nachgewiesen (Abb. 25 A). Es ware interessant gewesen, die M-CSF
Konzentration im Gewebe zwischen den beiden Genotypen ebenfalls zu vergleichen. Dies
konnte in dieser Arbeit bisher noch nicht durchgefiihrt werden. Des Weiteren kdnnten weitere
lokale Unterschiede auf Genexpressionsebene das Inflammtionsprofil erganzen sowie in dem
gleichen Experiment auch myeloid epithelial reproductive tyrosine kinase (MerTK)
nachgewiesen werden konnte, welche ein relevanter Makrophagenenzym darstellt. In einer
Veréffentlichung konnte gezeigt werden, dass MerTK das Uberleben von Makrophagen
fordert. In dieser Studie wurden Makrophagen oxidativem Stress ausgesetzt??’.
Interessanterweise zeigten MerTK-defiziente Mause grolkere Infarkte und eine

verschlechterte kardiale Funktion nach I/R2%8,
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Um jedoch zu untersuchen, ob Fibroblasten oder Makrophagen einen groReren Einfluss auf
die kardiale HA-Produktion und die Apoptose der Makrophagen in den Has2-defizienten
Mausen nach I/R haben, sollte zum einen ein zelltyp-spezifisches Mausmodell verwendet
werden. Genauer: die gefloxte Has2-Maus sollte mit der Postn-Cre Maus?' gekreuzt und nach
I/R untersucht werden. Zum anderen kdnnte ein Knochenmarktransfer Informationen dariber
geben, ob die Makrophagen selbst fiir ihre Apoptose, unabhangig von den Fibroblasten,
verantwortlich sind. Zusatzlich kénnte in diesen Experimenten auch festgestellt werden,
welcher Zelltyp den kardialen Phanotyp in den Has2- defizienten Mausen nach I/R vermehrt

vermittelt.
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5. Zusammenfassung

De Novo-Synthese einer transienten Extrazelluldren Matrix (EZM) nach akutem
Myokardinfarkt (MI) kann den Heilungsprozess und das Remodeling stark beeinflussen.
Insbesondere die Hyaluronsaure (HA) akkumuliert friih - deutlich friiher als beispielsweise
Kollagen. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle der friihen HA-reichen EZM nach M
zu untersuchen. Im Modell der genetischen Deletion der Hyaluronsduresynthase (Has) 2
wurde eine kardiale Ischamie und Reperfusion (I/R) bei geschlossenem Thorax an den
Mausen durchgefihrt. Has2-defiziente Mause wiesen eine deutlich verschlechterte kardiale
Funktion auf, was auf eine protektive Rolle fir die endogene HA-Synthese nach Ml
hindeutete. Mittels Immunhistochemie und Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass
in Has2-defizienten Mausen die Anzahl kardialer Makrophagen nach I/R reduziert war. Im
Gegensatz hierzu waren kardiale Ly6CMs" und Ly6C" Monozyten nach I/R in den Has2-
defizienten Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen unverandert. Immunzellen in weiteren
Immunzellkompartimenten wie Milz, Knochenmark und Blut waren nicht beeinflusst von der
Has2-Defizienz nach I/R. Mechanistisch flihrte die Hemmung der HA-Synthese durch Has2-
Deletion zu einer erhéhten Makrophagen-Apoptose in vivo und in vitro. Die Proliferation der
Makrophagen sowie die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen waren unverandert.
Dartber hinaus waren a-SMA-positive Zellen in den Herzen der Has2-defizienten Mause im
Vergleich zu den Kontrollmausen reduziert. /n vitro war die Fibroblastenaktivierung, ermittelt
durch Acta2-mRNA-Expression, durch pharmakologische Inhibition der HA-Synthese mittels
4-MU und Blockierung des CD44-Signalweges, reduziert. Aulerdem waren die Fibroblasten
von Has2-defizienten Mausen im Vergleich zu den Fibroblasten der Kontrollmause weniger
proliferativ. Zuletzt wurde gezeigt, dass sich Monozyten/Makrophagen und kardiale
Fibroblasten gegenseitig aktivieren und die Fibroblasten wiederum die Makrophagen vor
apoptotischen Effekten schitzen. Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die
HA-Synthese nach MI zur Heilung beitragt, indem sie das Uberleben von Makrophagen
unterstitzt und die Fibroblastenaktivierung fordert. Die Interaktion der beiden Zelltypen
potenziert womdglich die beiden Effekte, so dass eine Reduktion der HA-Matrix durch Has2-

Deletion zu einer schlechteren kardialen Funktion und einem dilatierten Phanotyp flihrte.
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6. Summary

De novo-synthesis of a provisional ECM can greatly affect the healing process and
remodeling after acute myocardial infarction. HA accumulates early post MI, ealier as e.g.
collagen. Therefore, the aim of this study was to investigate the role of early HA-rich ECM
after myocardial infarction. For this purpose a murine model of the genetic deletion of Has2
was used. The myocardial infarction was performed by operative intervention, more precisely
a closed-chest I/R model. Has2-deficient mice showed impaired cardiac function, indicating a
protective role for endogenous HA synthesis. Immunohistochemistry and flow cytometry
showed that cardiac macrophages were reduced after I/R in Has2-deficient mice compared to
control mice. In contrast to cardiac macrophages, cardiac Ly6C"" and Ly6C'" monocytes
after I/R were unchanged in the Has2-deficient mice compared to control mice. Inflammatory
cells in the other compartments like spleen, bone marrow and blood were not affected by
Has?2 deficiency after I/R. Mechanistically, inhibition of HA synthesis by HasZ2 led to increased
macrophage apoptosis in vivo and in vitro. Macrophage proliferation and monocyte to
macrophage differentiation were unchanged. In addition, a-SMA-positive cells were reduced
in the hearts of the Has2-deficient mice compared to the control mice. In vitro fibroblast
activation, as measured by Acta2-mRNA expression, was reduced by pharmacological
inhibition of HA synthesis by 4-MU and blocking of the CD44-signaling. In addition, fibroblasts
from Has2-deficient mice were less proliferative compared to the control murine fibroblasts.
Finally, it has been shown that monocytes/macrophages and cardiac fibroblasts activate each
other and the fibroblasts in turn protect the macrophages from apoptotic effects. In summary,
HA-synthesis contributes to healing after MI by supporting the survival of macrophages and
promoting fibroblast activation. The interaction of the two cell types might potentiate the two
main effects and loss of HAS2-mediated HA leads to poor cardiac function and a dilative

phenotype.
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