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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ischamische Herzerkrankungen gehoren zu den weltweit fihrenden Todesursachen.
Daher ist ein genaues Verstandnis der Wundheilung nach abgelaufenem
Myokardinfarkt notwendig, um neue kardioprotektive Therapien entwickeln zu kdnnen.
Ein wesentliches Ereignis bei einer akuten Ischamie des Herzens ist der Anstieg des
Zytokins IL-6 im Serum. Wahrend IL-6 in der Akutphase kardioprotektiv wirkt, kann
eine chronische Erhdhung der IL-6 Serumspiegel zu einer kardialen Hypertrophie und
Abnahme der Kontraktilitat fUhren. Ziel dieser Arbeit war es, die Kinetik der globalen
Freisetzung von Zytokinen, insbesondere von IL-6, aus dem infarzierten Herzen der
Maus zu bestimmen und die Mechanismen naher zu analysieren, die der IL-6
Freisetzung zugrunde liegen. Dazu zahlte die Rolle von Adenosin, das von der CD73
Ektonukleotidase auf T Zellen gebildet wird, sowie die Signaltransduktion Uber den
Adenosin Azs-Rezeptor (A2sR).

Um die globale Freisetzung von Zytokinen aus dem Herzen zu erfassen, wurde eine
Methode entwickelt, 23 Zytokine im koronaren Effluat isoliert perfundierter Herzen
reproduzierbar in Kontroll- und Infarkt-Tieren zu erfassen. An Tag 3 nach Infarkt kam
es zu einer vermehrten Freisetzung insbesondere von IL-6, IL-9, MCP-1 und MIP-1a.
Gleiche Versuche an transgenen Tieren (CD4/CD73"), die kein Adenosin auf T-Zellen
bilden konnen, zeigten eine signifikante Verminderung der IL-6 Freisetzung. In
ahnlicher Weise fuhrte der Verlust der CD73 zu einer verminderten Freisetzung von
Adenosin und dessen Abbauprodukte Inosin und Hypoxanthin aus dem Herzen. Ein
Verlust der CD73 hatte keinen Einfluss auf die Plasmaspiegel der analysierten
Zytokine. Da Monozyten/Makrophagen drei Tage nach Infarkt die grofte
Immunzellpopulation darstellen und auch die hochste Expression des A2s-Rezeptors
aufwiesen, wurde die Signaltransduktion an murinen Makrophagen und humanen
Monozyten in vitro naher analysiert. Die pharmakologische Stimulation des A2gR fuhrte
auf Expressions- und Proteinebene uber den Gg-Signalweg zu einer vermehrten
Bildung von IL-6 (MRNA und Protein) und IL-18 (mRNA, IL-1f Proteinsekretion wurde
hier nicht untersucht).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass das durch T-Zellen generierte Adenosin die
kardiale IL-6 Produktion kontrolliert und dass dieser Effekt Uber A2sR und den Gg-
Signalweg vermittelt wird. Dies bekraftigt das Model einer CD73 — Adenosin — A2BR
— IL-6 Achse.
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Summary

Ischemic heart disease is one of the leading causes of death worldwide. Therefore, a
thorough understanding of the healing process after myocardial infarction (MI) is
necessary to develop new cardioprotective therapies. An important event during acute
cardiac ischemia is the increase of IL-6 in serum. In the acute phase, IL-6 is known to
be cardioprotective while chronic elevation can lead to cardiac hypertrophy and a
decrease in contractility. The aim of the present work was to study the kinetics of global
cytokine release, especially IL-6, from the infarcted murine heart and to analyze the
underlying mechanisms which lead to the release of IL-6. Particular attention was on
the role of adenosine, which is derived from the ectonucleotidase CD73 on T cells, as
well as the signaling pathway via the adenosine Azs-receptor (A2sR).

To determine global cardiac cytokine release, a new method was elaborated to reliably
measure 23 cytokines in the coronary effluent perfusate from isolated mouse hearts
previously subjected to Ml as compared to control mice. On day 3 after MI, the release
of IL-6, IL-9, MCP-1 and MIP-1a was significantly increased. Similar experiments
performed in T-cell specific CD73 knock-out mice revealed a significant decrease in
IL-6 compared to wildtype controls. Loss of CD73 on T-cells also led to a reduced
release of adenosine and its degradation products inosine and hypoxanthine.
However, loss of CD73 did not impact on cytokine plasma levels. Since
monocytes/macrophages represent the largest group of immune cells on day 3 after
MI and were found to highly express the Azs- receptor, signal transduction of murine
macrophages and human monocytes was studied more closely in vitro.
Pharmacological interrogation of AxsR signaling revealed that the Gg-pathway
mediates the increased production of IL-6 (MRNA and protein) and IL-1p (mMRNA,
protein not analyzed).

In conclusion, these results demonstrate that T-cell derived adenosine controls cardiac
IL-6 production via the A2g- receptor and Gq- signaling. Findings are in support of a
CD73 — adenosine — AR — IL-6- axis.



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

a-SMA
AR
A2aR
A2eR
A2BR"-
AsR
ADP
Ahr
AMP
APC
Arid5a
ATP
BSA
C/EBPB
CD

CD4/CD73"-

cDNA
CXCL1
CXCR2
Cy
DAMP
ddH20
EKG
ERK
FACS
FITC

9
GPCR
HGF
HIF-1a
i.p.

IIR

IFN

alpha-smooth muscle actin
Adenosinrezeptor 1

Adenosinrezeptor 2A
Adenosinrezeptor 2B
A2BR-Verlustmutante
Adenosinrezeptor 3
Adenosindiphosphat
Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor
Adenosinmonophosphat
Allophycocyanin (Fluorophor)

AT-rich interactive domain-containing protein 5A
Adenosintriphosphat
Rinderserumalbumin
CCAAT/enhancer-binding protein beta
cluster of differentiation
CD4/CD73-Verlustmutante
komplementare Desoxyribonukleinsaure
C-X-C motif ligand 1

C-X-C motif chemokine receptor 2
Cyanin-Farbstoff

Danger associated molecular pattern
double distilled water
Elektrokardiogramm
Extracellular-signal regulated kinase
Fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
Fluoresceinisothiocyanat

Gramm

G-Protein-gekoppelter Rezeptor
hepatocyte growth factor
Hypoxia-inducible-factor 1
intraperitoneal

Ischamie/Reperfusion

Interferon




Abkurzungsverzeichnis

IL-
IMDM
JAK
KC
kDA
KO
LAD
LDL
LPS
Ly6g
M-CSF
MACS
MCP-1
mg
MHC
min
MIP
ml
MMP9
NAD+
NF-xB

NSTEMI

PBMC
PBS
PCI

PCR
PE
P9
PI3K
pM
PRR

Interleukin

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
Januskinase

Keratinocyte chemoattractant
Kilodalton

Knock-out

Left anterior descending coronary artery
low density-Lipoprotein
Lipopolysaccharid
Lymphozytenantigen 6g

Macrophage colony-stimulating factor
Magnetic activated cell sorting
Monocyte chemoattractant protein 1
Milligramm

Major histocompatibility complex
Minute

Macrophage inflammatory protein
Milliliter

Matrix-Metalloprotease 9
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells

Non-ST-elevation myocardial infarction,
Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt
Peripheral blood mononuclear cell
phosphatgepufferte Salzlésung
percutaneous coronary intervention,
perkutane koronare Intervention
Polymerasekettenreaktion
Phycoerythrin

Pikogramm
Phosphoinositid-3-Kinasen

Pikomolar

Pattern recognition receptor




Abkurzungsverzeichnis

gRT-PCR
RANTES

ROS
RT
RYR
SERCA
Sp1
STAT
STEMI

TGF
Th-Zellen
TIMP-1
TLR

TNF
UPLC
v.C.
VEGF

VLE-DMEM

WT
HY
1]
MM

quantitative real-time PCR
Regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted

Reactive oxygen species

Raumtemperatur

Ryanodin-Rezeptor

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase
Transcription factor Sp1

Signal transducers and activators of transcription
ST-elevation myocardial infarction,
ST-Streckenhebungsinfarkt

transforming growth factor

T-Helferzellen

Tissue inhibitor of metalloproteinases-1

Toll-like receptor

Tumornekrosefaktor

Ultra Performance Liquid Chromatography

vehicle control

Vascular endothelial growth factor

Very-Low Endotoxin Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Wildtyp

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar




Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
T EINIEIUNG e e e e e e e 1
1.1 Ischamische Herzerkrankungen ... 1
1.2  Pathologie des MyoKardinfarkts............cceoieiiiiiiiiiiieee e 2
1.2.1 EntzUndungSphase ..........ooooiiiiiiiiiii e 3
1.2.2 ProliferationSphase ............ueeoiiii e 7
1.2.3 ReIfUNGSPNASE.......ouiiiiiiiiee e 8
1.3 ZYEOKING .. 8
1.3.1 ROIIE VON TL-T e 9
1.3.2 Zentrale Rolle von IL-6 im Myokardinfarkt..............ccccoooiiiiiiii 10
1.4  Purinerges System und MetaboliSmus ... 13
1.4.1 ATP- Gefahrensignal der Zelle ..., 14

1.4.2 Extrazellulare Degradation der Nukleotide durch Ektonukleotidasen...14

1.4.3 Adenosin — Bildung und Signaltransduktion .............cccccccciiiiiiin. 16
1.5 Ziele der Arbeit........cooo 19
2 Material und MethOEN ......cooiiiiiiiiii e 2
2.1 GBIALE ... 2
2.2 Verbrauchsmaterialien ... 3
2.3 ChemiKali@Nn ... 4
S N 01| Co ]y o =T U 5
2.5 TAQMAN-ASSAYS ........uuueiiiiiiiiiieiieie e 5
26  KOMMEIZIEIE KItS .......uuiiiiiiieiieiiiie e 6
2.7  PUffer Und MeIEN.........uuuiiiiiiiiiiiiii e 7
2.8 SOMWAIE.. .o 8
2.9 EthiKVOIUM ..o e e e 8
2.10 Versuchstiere und Haltungsbedingungen ..............cccueeeiiiiiiiiis 8
2.11 Induktion der Myokardinfarkte (Ischamie-Reperfusion) ............ccccccovviiiieeeen. 8



Inhaltsverzeichnis

2.12 Blutentnahme und Gewinnung des Plasmas..............ceeevviiiiiiiiiiiiines 9
2.13 Gewinnung von koronaren Effluaten................ccoooi 9
2.14 Aufkonzentrierung der Effluat-Proben..............ccooos 10
2.15 Zytokinmessung mittels Bio-Plex-System............cccccoeiiiiiiiiniie 10
2.16 Bestimmung der Proteinkonzentration..............cccooiiiiiiiii e 11
217 Zellbiologische Methoden ... 11
2.17.1 Isolation peritonealer Makrophagen .............oouuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 11
217.2  ZellzahlbeStiMMUNG ........uiiiiiiiiiiiiiiiee e 12
2.17.3 Magnetische Zellsortierung (MACS).......cccuuiiiiiiiiiiiee e 12
2174  BIUtentnaNmMe. ... 13
2.17.5 Dichtegradientenzentrifugation ............cccooiiiiiiiiiiiiiii 13
2.17.6  Durchflusszytometrische Zellsortierung- Cell Sort.............ooovveeeiiiiiinin. 14
218 ZEIKUIUL ...ttt e e e e e e e e e e e mee e e e eneeeeeas 15
2.18.1  Monozyten und Makrophagen ...........cccccooiiiiiiiiiiiiiieee e 15
T 4 - 1= o S 16
2.18.3  B-ZEIEN oo 16
2.19 Molekularbiologische Methoden ... 16
2191 RNA-ISOIAtON. ... 16
2.19.2 Reverse TransKriplioN......... oo 17
2.19.3 Quantitative Real-Time PCR ... 17
2.19.4 Methode der relativen Quantifizierung..........cccccoooiiiiiiiiiiiii 18
2.20 UPLC- Ultra Performance Liquid Chromatography..........ccccccccciiiiiiininnnnnns 18
2.21  StAtISHK oo e 19
3 ErQEDNISSE ... ——————— 21
3.1 Entwicklung eines Langendorff- basierten Modells zur Messung von
Zytokinen in koronaren Effluaten ... 21
3.1.1 Initial- und Gleichgewichtsphase ............ccccuuiiiiiiiie 21
3.1.2 Ist die Verwendung eines Proteinase-Inhibitors sinnvoll? ................... 23

VI



Inhaltsverzeichnis

3.2  Bedeutung des CD73- Adenosins fur die Zytokinsekretion ......................... 24
3.2.1 Zytokingehalt in koronaren Effluaten .............cccccccoi 24

3.2.2 Zytokinkonzentrationen im vendsen Blut drei Tage nach Myokardinfarkt
28

3.3  Freisetzung von Purinverbindungen in das koronare Effluat...................... 29

3.4 Einfluss des Axs-Rezeptors auf die IL-6 und IL-1B-Produktion in murinen,

peritonealen Makrophagen .........ooo oo 30
3.5 Einfluss des A2gR auf post-transkriptionelle Regulationsfaktoren von IL-6 .34
3.6  Die A2R- IL-6- Achse an humanen Immunzellen...........c.ccccccccinn, 36

3.6.1 Einfluss der A2s-Rezeptor-Stimulation auf die IL-6 und IL-13 Expression

humaner MONOZYLEN ........ e e e e e e e 37

3.6.2 Einfluss der A2gR-Stimulation auf die Expression post-transkriptioneller
Regulationsfaktoren von IL-6............coooiiiiiii e 39

4 DISKUSSION ...t 41

4.1  Zytokinmessungen im koronaren Effluat mit einer Langendorff-basierten
METNOAE ...ttt 42

4.2  Die Deletion von CD73 auf T-Zellen fuhrt zu einer geringeren Ausschuttung
von Zytokinen in das koronare Effluat...............ooorrri e 43

4.3 In CD4/CD73"-Mausen ist die Freisetzung von Purinverbindungen nach I/R
=10 {8 P4 1T o (PP PP PP TTPPPPP 45

4.4 Die Stimulation des AzgR fuhrt Gg- abhangig zu einer vermehrten IL-6
Produktion in murinen, peritonealen Makrophagen und humanen Monozyten....... 46

4.5 Die Aktivierung des Azs-Rezeptors fuhrt zu einer Hemmung der Regnase-1

47
G T N £ o] o1 OSSR 48
5  LiteraturverzeiChnis. ....... ... 50
6 AbbIldUNGSVErZEIChNIS .....coeiiiiiiiiee e 60
7 TabelleNVerzeiChNiS ..........oiiiiiiii e 62
8 ANNANG .. 63

VI
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1 Einleitung

1.1 Ischamische Herzerkrankungen

Weltweit stellen ischamische Herzerkrankungen die haufigste Todesursache dar [1].
In Europa kam es in den letzten Jahren zu einer Reduktion der Mortalitat [2], welche
auf die vermehrte Verwendung von Reperfusionstherapien, perkutaner koronarer
Interventionen (PCI), moderner  antithrombotischer  Therapien sowie
Sekundarpravention [3-5] zurtickzuflhren ist. Weiterhin sterben jedoch ca. 20% der
Bevolkerung in Europa an Erkrankungen des Herz- Kreislaufsystems [3].

Das Herz versorgt mit einer Pumpleistung von ca. 7000! pro Tag den menschlichen
Organismus mit Blut [6]. Um diese Leistung zu gewahrleisten, ist die ausreichende
Versorgung des Herzmuskels (Myokard) mit Sauerstoff dringend erforderlich. Diese
wird durch die Herzkranzgefal3e (Koronarien) sichergestellt. Man unterscheidet die
Arteria coronaria dextra und sinistra, welche aus dem Pars ascendens der Aorta
entspringen. Sie dringen von aullen in das Myokard ein und versorgen durch
zahlreiche Abgange und Anastomosen das Endo- und Myokard mit Sauerstoff [7].

Ein Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot fuhrt zu einer Koronar-
insuffzienz. Bei einem Verschluss einer Koronararterie kommt es zu einer Ischamie,
welche sich klinisch in einem ,Akuten Koronarsyndrom® manifestiert. Das Akute
Koronarsyndrom beinhaltet die instabile Angina pectoris sowie den Nicht-ST-
Streckenhebungsinfarkt (NSTEMI) und den ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI) [8].

Der akute Myokardinfarkt ist definiert als akute Myokardschadigung aufgrund einer
Ischamie. Neben klinischen Befunden wie Thoraxschmerzen oder pathologischen
EKG-Veranderungen sind erhOhte Troponinkonzentrationen im Blut nachweisbar,
welche im akuten Stadium dynamischen Schwankungen unterliegen. Auf Basis der
zugrunde liegenden Pathologien erfolgt eine Einteilung in funf Gruppen: Der
Myokardinfarkt Typ 1 stellt die haufigste Form dar und basiert auf der Ruptur eines
atherosklerotischen Plaques, was zu einer Thrombusbildung mit nachfolgender
Okklusion der Koronararterie fuhrt. Im Rahmen eines Myokardinfarktes Typ 2 kommt
es aufgrund eines Missverhaltnisses zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot zu einer
Ischamie. Kommt es zu einem plotzlichen Herztod nach Vorliegen ischamietypischer
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EKG-Veranderungen, bevor eine Troponin-Bestimmung erfolgen konnte, spricht man
von einem Myokardinfarkt Typ 3. Myokardinfarkte der Typen 4 und 5 treten im Rahmen

von Koronarinterventionen auf, wie bspw. Bypass-Operationen oder PC/ [9].

Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus, Hypercholesterinamie,
etc. begunstigen eine endotheliale Dysfunktion in den Koronargefa3en und fuhren
sekundar zu Ablagerungen von LDL, Immunzellen, glatten Muskelzellen und
extrazellularer Matrix in der Gefallwand mit Einengung des Gefalllumens. Klinisch
kann diese Stenose als Angina pectoris imponieren [10]. Die so entstandenen Plaques
sind u.a. aufgrund von Entzindungsprozessen &auferst instabil und konnen
rupturieren, was zu einer plotzlichen Exposition des atheromatdésen Kerns mit dem
Blutstrom fuhrt. Es entstehen Thromben, welche die Koronargefalde inkomplett oder
komplett verschlie®en und so zu dem klinischen Bild eines Akuten Koronarsyndroms
fuhren [11].

1.2 Pathologie des Myokardinfarkts

Durch den Verschluss eines Herzkranzgefales kommt es in dessen
Versorgungsgebiet zu einer Unterversorgung der Kardiomyozyten mit Sauerstoff. Die
oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien kommt zum Erliegen, sodass kein
ATP mehr bereitgestellt werden kann. Dies flhrt zu einer Inaktivierung der Na*/K*-
ATPase, so dass es in Folge eines vermehrten Einstroms von Na* und Wasser zu
einer Zellschwellung kommt. Bereits nach 60 sec Ischamie ist eine deutliche Reduktion
der Kontraktilitat nachweisbar [12]. Da die aerobe Energiegewinnung nicht mehr
moglich ist, wird kompensatorisch die anaerobe Glykolyse hochreguliert, welche
jedoch vergleichsweise ineffektiv ist [13]. Eine gesteigerte anaerobe Glykolyse fuhrt zu
einer intrazelluldren Akkumulation von Laktat und Reduktion des pH-Wertes. Uber den
Na*/H*-Austauscher gelangen Natrium-lonen in die Zelle, was zu einem
Konzentrationsgefélle von intra- nach extrazellular fihrt. In Folge wird der Na*/Ca?*-
Austausch aktiviert. Die intrazellulare Calciumkonzentration steigt an und bewirkt die
Aktivierung von Proteasen, welche u.a. eine Degradation der Mitochondrien oder des
endoplasmatischen Retikulums bewirken [14-17].
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Eine frihzeitige Reperfusion des ischamischen Myokardes durch Thrombolyse oder
perkutane koronare Intervention kann zu einer Reduktion des Infarktareals fuhren [18].
Es muss jedoch das Phanomen des Reperfusions-Schadens (reperfusion injury)
beachtet werden. Wird das Infarktareal namlich wieder mit Blut und Sauerstoff
versorgt, kommt es zu einer schnellen Normalisierung des extrazellularen pH-Wertes,
sodass ein Konzentrationsgradient Uber der Zellmembran entsteht und die oben
genannten Elektrolytverschiebungen verstarkt. Des Weiteren kann es zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies kommen, welche die Kardiomyozyten direkt schadigen
[19]. Zusammengenommen fuhren alle oben genannten Prozesse zu einer Nekrose

von Myokardgewebe [20].

Die Wundheilung nach einem abgelaufenen Myokardinfarkt lasst sich in die
Entzindungs-, Proliferations- und die Reifungsphasen einteilen [21]. Nachfolgend
sollen diese Phasen naher betrachtet werden.

1.2.1 Entziindungsphase

Unmittelbar nach dem ischamischen Ereignis werden sogenannte danger signals frei,
welche heat shock Proteine, Hyaluron- und Fibronektinfragmente umfassen. Diese
aktivieren Toll-like Rezeptoren und lI6sen eine Entzindungsreaktion aus [22]. Hierbei
scheint besonders der Toll-like Rezeptor 4 eine bedeutende Rolle zu spielen, der nach
Myokardinfarkt stark hochreguliert wird. Ursachlich hierfur ist der Ansteig der IL-1B
Konzentration, wodurch der TLR-4 induziert wird [23]. Weiterhin kommt es in Folge
einer Schadigung des Herzmuskels zu einer Aktivierung des Komplementsystems
[24]. Ein weiterer wichtiger Mediator der Entzindung sind reaktive Sauerstoffspezies
(ROS). Hierbei handelt es sich um hochreaktive Metabolite, welche mit Lipiden,
Proteinen und DNA reagieren und direkt inhibitorisch auf das Myokard wirken [25]. Alle
Faktoren fuUhren zusammen zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B,
welcher die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-6, IL-11 oder
TNF-a bewirkt und Uber die Regulation der Matrix-Metalloproteasen den Aufbau der

extrazellularen Matrix beeinflusst [26, 27].

Neben der humoralen Immunantwort spielen in der initialen Entzindungsphase

Immunzellen eine wichtige Rolle. So konnte nachgewiesen werden, dass eine

3



Einleitung
systemische Leukozytose zu einer erh6hten Morbiditat und Mortalitat bei ischamischen
Ereignissen fuhrt [28]. Dies ist vermutlich darauf zurtickzufihren, dass diese vermehrt

in das Myokard einwandern, um dort pro-inflammatorisch zu wirken.

Die zeitlich ersten Immunzellen, die in das Infarktgebiet infiltrieren, sind neutrophile
Granulozyten. Sie werden uber Adhasionsmolekule rekrutiert, die sogenannten
Selektine und Integrine, welche eine Interaktion mit dem Endothel vermitteln. Durch
diesen ersten Kontakt kommt es zu einer Konformationsanderung der
Adhasionsmolekule, wodurch deren Affinitat erhoht und die Bindung sowie die
Extravasation der Leukozyten ermoglicht wird [29]. Neutrophile Granulozyten setzen
proteolytische Enzyme frei, um nekrotische Zellen abzubauen. Des Weiteren
sezernieren sie pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 oder TNF-o. und
verstarken so die Entzindung [30]. Neutrophile fordern auch die Polarisation der
Makrophagen zu einem reparativen Phanotyp, sodass sie auch in die Beendigung der
Entzindung involviert sind. Die Anzahl der Neutrophilen nimmt an Tag drei nach Infarkt
bereits deutlich ab und ab Tag sieben sind sie in der Regel aus dem Infarktgebiet
verschwunden [31].

Auch Monozyten wandern fruh in das Infarktgebiet ein, sodass bereits nach 30 min die
ersten Zellen nachweisbar sind [32]. Hier differenzieren sie zu Makrophagen, die in
pro-inflammatorische M1 und reparative M2 Makrophagen eingeteilt werden konnen
[33]. Auf Basis verschiedener Eigenschaften und Oberflachenmarker kann man
sowohl in der Maus als auch beim Menschen verschiedene Monozyten-Gruppen
klassifizieren: in der Maus unterscheidet man pro-inflammatorische Ly-6CM9" und anti-
inflammatorische Ly-6C'°“-Monozyten. Die murinen Ly-6CM9" Monozyten werden in
der Literatur als Aquivalent zu den humanen klassischen Monozyten (CD14**CD16°)
angesehen. Des Weiteren gibt es im humanen System noch nicht-klassische
(CD147CD16*") sowie intermediare (CD14**CD16*) Monozyten. [34]

Im murinen Infarktmodell zeigt sich eine biphasische Monozytenantwort: in den ersten
drei Tagen (Phase 1) nach Ischamie Giberwiegen die pro-inflammatorischen Ly-6CMih
Monozyten, welche durch MCP-1 und dessen Bildung an CCR2 angelockt werden. Sie
beseitigen durch proteolytische und phagozytotische Aktivitat Zelldebris und fordern
die Entzindungsreaktion durch Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine [34, 35].

Beeinflusst wird die Akkumulation dieser Monozyten durch gewebsstandige
4
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Makrophagen. Wahrend CCR2* Makrophagen eine Infiltration begunstigen, wird diese
durch CCR2- Makrophagen verhindert [36]. In Phase zwei (Tag 4-7) Uberwiegen die
anti-inflammatorischen Ly-6C'°"-Monozyten, welche in der proliferativen Phase (siehe
Abschnitt 1.2.2) eine bedeutende Rolle spielen. Die Produktion von IL-6, TNF-a und
der MMP9 ist reduziert, wahrend das anti-inflammatorische IL-10 vermehrt gebildet
wird [37]. AulRerdem sezernieren sie TGF-a und TGF-B und fordern dadurch die
Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten. Auch die Angiogenese wird durch
Ly-6C'°“ Monozyten Uber VEGF gefordert [35]. Zusammengenommen lasst sich
feststellen, dass Monozyten zentrale Protagonisten im Heilungsprozess nach einer
Myokardischamie sind, die sowohl pro-inflammatorische als auch reparative
Eigenschaften aufweisen.

Neben dem angeborenen Immunsystem spielen auch Zellen des adaptiven
Immunsystems (T- und B-Zellen) eine Rolle im Heilungsprozess nach Myokardinfarkt,
welche jedoch erst in den letzten Jahren Gegenstand der Forschung wurden. Nach
einem permanenten Verschluss eines Koronargefalles steigt die Anzahl der T-Zellen
im Herzen um das 10-fache an. Das Maximum wird dabei an Tag 7 nach Infarkt erreicht
[38, 39]. Dieser Anstieg ist vermutlich durch eine Migration der Zellen aus dem Blut in
das Herz erklarbar [39]. So wurde zum Beispiel im Blut von STEMI-Patienten 30 min
nach Reperfusion eine Reduktion des Anteils an naiven CD4*CCR7* T-Zellen
beobachtet, wahrend CD4*CCR7* Central Memory Zellen in diesem Zeitraum
anstiegen. Eine Migration dieser Zellen in das infarzierte Myokardium ist eine mogliche
Erklarung, da hier ein Anstieg der CCR7- Ligaden CCL-19 und CCL-21 beobachtet
wurde [40].

T-Zellen kdénnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: CD4* und CD8*-Zellen.
CD8* T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Ihr T-Zell-Rezeptor
(TCR) interagiert mit MHC | Molekilen anderer Zellen. MHC | Molekile prasentieren
zelleigene Peptide. Ist eine Zelle virusinfiziert, werden virale Peptide prasentiert, die
die CD8" T-Zelle als fremd erkennt und die Zelle lysiert. Dabei spielen Mechanismen
wie die Freisetzung von Perforin und Granzym aus intrazellularen Vesikeln oder die
Interaktion des Fas-Liganden mit dem Fas-Rezeptor eine wichtige Rolle. Des Weiteren
produzieren CD8"-Zellen TNF-a und IFN-y, was zu einem pro-inflammatorischen
Zytokinmilieu fuhrt und die Differenzierung der CD4"-Zellen beeinflusst [41]. CD4*-T-

Zellen werden auch als T-Helferzellen (Th) bezeichnet und in verschiedene
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Subgruppen eingeteilt: Th1-, Th2-, Th17- und regulatorische (Treg-) Zellen. Die
Differenzierung wird maflgeblich durch Zytokine beeinflusst: IFN-y und IL-12p70
fordern die Entwicklung von Th1-Zellen, welche selbst wiederum IFN-y produzieren.
Th1-Zellen sind in der Immunantwort gegen intrazellulare Pathogene involviert und
aktivieren Makrophagen und CD8*-Zellen. Sie spielen jedoch auch eine Rolle in
autoimmunen oder entzundlichen Prozessen wie bspw. Atherosklerose eine Rolle [41-
43]. IL-4 und IL-13 fordern die Differenzierung naiver T-Zellen in Th2-Zellen. lhre
Funktion besteht in der Regulation der humoralen B-Zellantwort auf extrazellulare
Pathogene und sie sezernieren IL-4, II-5, IL-10 und IL-13 [43].

Nach einem Myokardinfarkt verschiebt sich das Verhaltnis von Th1- zu Th2-Zellen in
Richtung Th1 [38]. Diese Verschiebung ist assoziiert mit einer erhdhten Apoptose von
Kardiomyozyten und einer erniedrigten Myofibroblastendifferenzierung, was zu einem
erhohten Risiko einer Ventrikelruptur fuhrt [44]. Auch die Th17-Zellen sind mit einem
schlechteren Oufcome nach Infarkt assoziiert. Sie entwickeln sich aus naiven T-Zellen

V.
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Abb. 1: Differenzierung CD4*-Zellen in Abhéngigkeit von Zytokinen. [41, 45].

unter Einfluss von IL-6 und TGF-B und schutten IL-17 aus [43]. IL-17 erhoht die
kardiale Fibrose, unterhalt die Infiltration von Neutrophilen und Makrophagen in das
Infarktgebiet sowie die Ausschuttung von pro-inflammatorischen Zytokinen [46].



Einleitung
Einen Gegenpol zu den Th1, Th2, und Th17 Populationen bilden die regulatorischen
T-Zellen. Sie wirken anti-inflammatorisch, erhalten die Selbsttoleranz und wirken so
der Entstehung von Autoimmunerkrankungen entgegen [47, 48]. Nach einem
Herzinfarkt wandern sie in Abhangigkeit von CCRS zugig in das Myokard ein [49]. Dort
induzieren sie zahlreiche Veranderungen, die zu einer hoheren Uberlebensrate und
einer besseren Wundheilung fuhren: sie fordern die Differenzierung profibrotischer
Monozyten, erhdhen die Kollagen | und Ill Konzentrationen im Herzen und interagieren
mit Fibroblasten. AuRerdem limitieren sie die Apoptose von Kardiomyozyten und
konnen durch Sekretion von IL-10 und IL-33 sogar deren Proliferation stimulieren [50-
53]. Die kardioprotektiven Effekte der regulatorischen T-Zellen scheinen durch die
Ektonukleotidase CD39 vermittelt zu sein [54].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine kontrollierte Entziindungsreaktion nach
Infarkt notwendig ist, um nekrotisches Material abzubauen, da sonst in groRem Malie
Granulationsgewebe entstehen wurde, welches die Narbe destabilisiert. Dadurch kann
es zu einer Ruptur des Ventrikels fuhren kommen. Auf der anderen Seite ist eine
uberschieflende Entzindung ebenfalls schadlich, da sie die Narbe ausdinnt und zu
einer schlechteren Wundheilung fuhrt [55].

1.2.2 Proliferationsphase

Auf die Entzindungsphase folgt die proliferative Phase. Sie ist charakterisiert durch
die Hemmung von pro-inflammatorischen Zytokinen, die Aktivierung von Fibroblasten,
Kollagenbildung sowie Angiogenese. In dieser Phase dominieren Ly-6C'°“-Monozyten,
M2 Makrophagen, Mastzellen und Lymphoyzten [21].

Eine wichtige Rolle spielen hier die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-p.
Sie werden von Tregs und Makrophagen sezerniert und hemmen die
EntzGndungsreaktion u.a. durch Hemmung pro-inflammatorischer Zytokine [12, 55].
TGF-p ist von grof3er Bedeutung fur die Ausbildung einer festen Narbe: es fordert die
Bildung von Kollagenen, Fibronectin, Tenascin-C und Proteoglykanen und hemmt die
Degradation der extrazellularen Matrix durch vermehrte Synthese von Proteinase-
Inhibitoren, z.B. TIMP-1 [56, 57]. Aullerdem beeinflusst TGF-B maligeblich die

Entwicklung von Myofibroblasten [21]. Diese Zellen verfigen Uber einen kontraktilen
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Apparat und sind charakterisiert durch die Expression von a-Smooth Muscle Actin
(SMA), sodass sie die Funktion glatter Muskelzellen Gbernehmen [58, 59]. Sie sind
hauptsachlich in der Randzone des Infarktes lokalisiert [60].

Ein weiterer wichtiger Prozess in der Heilungsphase nach Myokardinfarkt ist die
Angiogenese, die Ausbildung neuer Gefalde. Innerhalb kurzer Zeit nach Ischamie
kommt es in Monozyten zur Hochregulation von HIF-1a, einem Transkriptionsfaktor,
der sehr sensibel auf Hypoxie reagiert und die Expression des Wachstumsfaktors
VEGEF induziert [35, 61]. Auch der Fibroblast Growth Factor (FGF), der Hepatocyte
Growth Factor (HGF) und Angiopoetine fordern die Bildung von neuen Gefal3en im
Infarktgebiet [62], um die metabolisch hoch aktiven Zellen im Bereich der Wunde mit
Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen zu konnen.

1.2.3 Reifungsphase

Im letzten Stadium der Wundheilung, der sogenannten Reifungsphase, kommt es zu
einer deutlichen Reduktion der Zellzahl, da besonders die Myofibroblasten in Apoptose
gehen [63]. Um die Infarktnarbe zu stabilisieren und eine Ruptur zu vermeiden, kommt
es zu einer verstarkten Quervernetzung des Kollagens, welche durch die Lysyloxidase
katalysiert wird [64]. Es muss jedoch beachtet werden, dass eine solche Fibrosierung
mit einer hoheren Steifigkeit des Herzens einhergeht, was auf Dauer zu einer
eingeschrankten Pumpfunktion und Herzinsuffizienz fihren kann [65].

1.3 Zytokine

Nach einem Myokardinfarkt kommt es neben der Aktivierung von Immunzellen auch
zur Ausschuttung von Zytokinen. Hierbei handelt es sich um Proteine, die uUber
Rezeptoren verschiedene Effekte in ihren Zielzellen auslosen kdénnen und von
verschiedenen Immunzellen sezerniert werden [12, 41]. Da diese Arbeit sich auf IL-6

und IL-1B fokussiert, sollen diese nachfolgend naher besprochen werden.
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1.3.1 Rolle von IL-1

Zur Familie von Interleukin 1 gehoren IL-1a, IL-13 sowie der IL-1 Rezeptorantagonist
(IL-1RA) [66]. Wie bereits oben beschrieben, kommt es nach einer Ischamie zur
Freisetzung sogenannter DAMPs, zu denen auch IL-1a gehort. Dieses bindet an
seinen zugehdrigen Pattern recognition receptor (PRR), den IL-1 Rezeptor. MAP-
Kinasen-vermittelt kommt es zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B,
was in Folge zur Expression von u.a. IL-1p und IL-6 fuhrt [67]. IL-1p wird hauptsachlich
von Monozyten, Makrophagen sowie von Fibroblasten und epithelialen Zellen
sezerniert. Die Produktion erfolgt neben der Aktivierung von NF-kxB auch durch die

Bildung des Inflammasoms [68].

Nach einem Herzinfarkt steigt die IL-13 mRNA Expression bereits innerhalb der ersten
halben Stunde signifikant an [69]. Es fordert die Rekrutierung von Leukozyten in das
Infarktgebiet und induziert die Expression anderer pro-inflammatorischer Zytokine. So
fuhrt eine Stimulation von vaskularen Endothelzellen und glatten Muskelzellen mit
IL-1 zu einer vermehrten IL-6 Bildung [70, 71]. Des Weiteren schwacht IL-13 die
TGF-B- vermittelte kontraktile Aktivitat von Fibroblasten ab, hemmt die a-SMA
Expression und fordert die Produktion von MMPs [72, 73]. Neben der
immunmodulatorischen  Wirkung nimmt IL-13 auch Einfluss auf die
elektromechanische Kopplung, indem es z.B. die Expression des Ryanodinrezeptors
(RYR) und der sarkoplasmatischen Ca?*-ATPase (SERCA) negativ beeinflusst [74].

Die Nutzung des rekombinanten IL-1B-Rezeptoranatgonisten Anakinra fuhrte bei
STEMI-Patienten zu einer geringeren Dilatation des linken Ventrikels und einer
besseren Herzfunktion [75]. Im Gegensatz dazu fuhrte die Blockade von IL-1f im
murinen Infarktmodell zu einer verminderten Kollagenablagerung und einer damit
einhergehenden erhohten Rate an Ventrikelrupturen, sodass IL-13 sowohl positiv als
auch negativ Einfluss auf die Wundheilung nimmt [76]. Wegweisend in diesem
Zusammenhang war die CANTOS-Studie (Canakinumab Antiinflammatory
Thrombosis Outcome Study). Diese zeigte, dass die Gabe von Canakinumab, einem
monoklonalen Antikorper gegen IL-1B, bei Patienten, welche bereits einen
Myokardinfarkt erlitten haben, die Wahrscheinlichkeit eines erneuten Myokardinfarktes
signifikant senkt [77].
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1.3.2 Zentrale Rolle von IL-6 im Myokardinfarkt

Bei Interleukin-6 handelt es sich um ein Zytokin, welches bei nahezu allen
inflammatorischen Geschehen im Organismus erhoht ist. IL-6 wird bereits als
diagnostischer Marker bei Sepsis verwendet und sein Rezeptor ist Zielstruktur einer
Antikérpertherapie bei Autoimmunerkrankungen (z.B. juvenile idiopathische Arthritis)
[78, 79]. Des Weiteren scheint IL-6 als Teil eines ,Zytokinsturms® eine grole
Bedeutung bei schweren Verlaufen der COVID-19 Erkrankung zu haben, sodass auch
in diesem Kontext der Einsatz einer Antikorpertherapie diskutiert wird und in ersten
Fallberichten zu positiven Resultaten fuhrte [80, 81].

Interleukin-6 gehort einer groReren Gruppe von Zytokinen, die auch IL-11, den
leucemia inhibitory factor (LIF), Oncostatin M (OSM), ciliary inhibitory factor (CNTF),
Cardiotropin-1 (CT-1), cardiotrophin-like related cytokine, stimulating neurotrophin-
1/B-cell stimulating factor 3 (NNT-1), Neuropoetin (NPN), IL-27 und IL-31 umfasst.
Neben einem ahnlichen strukturellen Aufbau nutzen alle Zytokine dieser Gruppe einen
ahnlichen Signalweg, da sie neben einer spezifischen a-Untereinheit das Glycoprotein

gp130 als Rezeptor nutzen [82].

Nach Bindung von IL-6 an seine o-Untereinheit, den sogenannten IL-6-Rezeptor,
kommt es zu einer Assoziation dieses Komplexes mit zwei Molekulen gp130.
Intrazellular erfolgt die Signalweiterleitung mittels JAK/STAT, ERK sowie PI3K [83].
Die normalerweise membranstandige a-Untereinheit kann durch die Protease ADAM
17 gespalten werden, sodass sie in den Extrazellularraum freigesetzt wird und als
I6slicher IL-6 Rezeptor vorliegt [84]. In Abhangigkeit davon, ob IL-6 an die
membranstandige oder I0sliche Form des IL-6 Rezeptors bindet, unterscheidet man
zwischen dem ,classic signaling“und dem ,frans signaling“[85]. Diese Unterscheidung
ist von grolRer Bedeutung, da gezeigt werden konnte, dass die pro- inflammatorischen
Effekte von IL-6 primar Uber das ,trans-signaling” vermittelt werden [86].

IL-6 beeinflusst auRerdem die Differenzierung von CD4* T-Zellen: in dem es das
Th1/Th2-Gleichgewicht in Richtung von Th1 verschiebt, fordert es die Entwicklung von
Th17-Zellen auf Kosten von Tregs, sodass die Differenzierung von regulatorischen T-
Zellen gehemmt wird [87-89]. Die Stimulation von Hepatozyten durch IL-6 fuhrt zu der

Synthese der sogenannten ,Akute-Phase-Proteine® zu denen u.a. das CRP
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(C-reaktives Protein), Ferritin, Serumamyloid A, Fibrinogen, o+-Antitrypsin und
Haptoglobin gehoren. Gleichzeitig wird die Synthese von Fibronektin, Transferrin und
Albumin reduziert [90]. AuRRerdem geht die ,Akute Phase“ mit einer erhohten
Blutviskositat und einer erhOhten Thrombozytenzahl und -aktivitat einher. Die
Plasmakonzentration von IL-6 korreliert mit endothelialer Dysfunktion, Steifheit der
Arterien und dem Ausmal} subklinischer Atherosklerose [91]. IL-6 wird von den
Schaumzellen und glatten Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques exprimiert und
leistet einen Beitrag zu der Entstehung und Destabilisierung solcher Plaques [92].
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die von IL-6 hervorgerufene erhohte
Thrombogenitat und Destabilisierung atherosklerotischer Plaques das Auftreten von

ischamischen Ereignissen begunstigt wird.

Im Rahmen eines ,,Akuten Koronarsyndroms® erreicht IL-6 nach ca. 5h seine maximale
Plasmakonzentration [73]. Diese Erhohung der IL-6 Plasmakonzentration bleibt bis zu
12 Wochen bestehen [93]. Verschiedene Studien zeigten, dass eine Erhohung von
IL-6 in der Akutphase kardioprotektiv wirkt, in der chronischen Phase jedoch eine
Hypertrophie und schlechtere Kontraktilitat verursachen kann, sodass eine hohe IL-6

Konzentration mit einem schlechteren Outcome assoziiert ist [94-96].

Wie oben bereits erwahnt, induziert IL-1 die Bildung von IL-6, welches wiederum die
Produktion von CRP stimuliert, dessen Erhohung im Rahmen eines ischamischen
Ereignisses mit einer hoheren Mortalitat assoziiert ist [97]. Studien, welche das Prinzip
der Mendelschen Randomisierung ausnutzten, zeigten, dass ein genetischer
Polymorphismus im IL-6-Signalweg zu einer lebenslang niedrigeren CRP-
Plasmakonzentration und einem niedrigeren Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse
fuhrt [98, 99]. Dies legt die Vermutung nahe, dass IL-6 Uber das CRP Einfluss auf die
Entstehung von Ischédmien nimmt. Diese Vermutung wurde durch Analysen im
Rahmen der CANTOS-Studie bestatigt, da hier eine Modulation des IL-6-Signalwegs
durch die Hemmung von IL1-B durch Canakinumab zu einer geringeren Rate an
kardiovaskularen Ereignissen und einer niedrigeren Mortalitat fuhrte [100].

Da eine Hemmung des IL-6-Signalweges eine therapeutisch sinnvolle Option nach
Myokardinfarkten darstellt, wurden in den letzten Jahren vermehrt Studien
durchgefuhrt, die den Effekt eines IL-6 Rezeptor-Antikdrpers untersuchten. So fuhrte
eine intraperitoneale Gabe des Antikorpers MR 16-1 in einem murinen Infarktmodell

zu einer supprimierten Inflammation sowie einer verminderten Dilatation und
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konsekutiv verbesserten Funktion des linken Ventrikels. Auch die Uberlebensrate war
erhoht [101]. Die einmalige Gabe von Tocilizumab (monoklonaler, antihumaner IL-6
Rezeptor-Antikorper) flihrte bei NSTEMI-Patienten nach PCI (perkutane koronarer
Intervention) zu einer signifikanten Reduktion der AUC (area under the curve) des
CRPs und des Troponin T, sodass durch Tocilizumab die Entzindung und
moglicherweise der myokardiale Schaden durch die PC/ reduziert wurde [102]. Eine
weitere Studie untersuchte, ob die einmalige Gabe von Tocilizumab einen Einfluss auf
die Komplikationsrate 30 Tage nach STEMI/NSTEMI hat. Zu den untersuchten
Komplikationen zahlten ein erneuter Infarkt, neu-aufgetretene Arrhythmien, Klappen-
bzw. Septumrupturen, Dissektionen, Tamponaden, das Auftreten einer Perikarditis
und die Mortalitatsrate. Es zeigte sich kein jedoch signifikanter Unterschied zwischen
der Tocilizumab- und Placebo-Gruppe [103]. Derzeit wird im Rahmen der ,ASSAIL-
MI“-Studie (ASSessing the Effect of Anti-IL-6 Treatment in Myocardial Infarction)
untersucht, ob die einmalige Gabe von Tocilizumab den Myokardschaden bei

Patienten mit akutem ST-Streckenhebungsinfarkt reduziert [104].

Aufgrund der groflen Bedeutung von IL-6 bei entzindlichen Prozessen ist ein
Verstandnis der Regulation der Expression auf transkriptioneller und post-
transkriptioneller Ebene wichtig. NF-xB und das CCAT enhancer binding protein f
(C/EBP) regulieren die Transkription von IL-6 [105, 106]. Die Regulation auf post-
transkriptioneller Ebene erfolgt durch sogenannte RNA-Bindeproteine, welche die
MRNA durch Bindung an die AU-reichen Elemente (ARE) in der 3 untranslatierten
Region (UTR) kontrollieren [107]. Arid5a (A T-rich interactive domain-containing protein
5A) fordert die Produktion von IL-6, da es die mRNA stabilisiert. Die Bildung von Arid5a
kann sowohl durch LPS, als auch durch IL-18 und IL-6 in Makrophagen induziert
werden, sodass ein positiver Feedback-Mechanismus in Bezug auf die IL-6 Sekretion
besteht [108]. Das Gegenstick zu Arid5a bildet die Regnase-1 (Gen: ZC3H12A).
Dieses Enzym gehort zu der Familie der Zinkfingerproteine und kann durch MCP-1
(Monocyte chemoattractant protein 1) induziert werden, sodass es auch als MCPIP
(MCP induced protein) bezeichnet wird. Es kann in Kardiomyozyten Apoptose
auslosen und beeinflusst negativ die Bildung der pro-inflammatorischen Zytokine
TNF-a, IL-1B, IL-6 und MCP-1 [109, 110]. Eine Aktivierung von TLRs (Toll-like-
receptor) und des IL-1R (Interleukin-1 Rezeptor) fihrt zu einer Phosphorylierung und
Degradation der Regnase-1 und somit zu einer vermehrten Ausschuttung pro-
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inflammatorischer Zytokine [111]. Die Wirkung der Regnase-1 wird durch Bindung an
die 3'UTR (untranslatierte Region) der mRNA vermittelt. Die Bindungsstellen von
Aridda und der Regnase-1 an der IL-6 mRNA Uberlappen sich teilweise. Dies
verdeutlicht die Bedeutung eines Gleichgewichts dieser Faktoren fur die Regulation
der IL-6 Bildung [108]. Im Gegensatz dazu fuhrt eine Expression des Ahr (Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor) zu einer Reduktion der LPS-abhangigen IL-6 Bildung in
Makrophagen. Eine Moglichkeit ist die Bildung eines Komplexes des Ahr mit den
Transkriptionsfaktoren Stat1 und NF-xB. Des Weiteren beeinflusst der Ahr die
Histamin-abhangige IL-6 Produktion. Er bildet einen Komplex mit dem
Transkriptionsfaktor Sp1, sodass der Promotor des Gens der Histamindecarboxylase
weniger phosphoryliert und transkribiert wird. Dies fuhrt zu einer geringeren Menge an
verfugbarem Histamin, einer abnehmenden Stimulation des H1-Rezeptors und einer
geringeren IL-6 Produktion [112]. Abb. 2 gibt einen schematischen Uberblick tiber die
Regulation der LPS-induzierten IL-6 Expression.

LPS

TLR4

/ (Aridsa)

(Stat1 (AHR

(Regnase)

5 IL-6 mRNAS‘AAA

Abb. 2: Regulation der IL-6mRNA. [108, 112, 113]

1.4 Purinerges System und Metabolismus

Nukleotide sind Grundbausteine der Nukleinsauren, spielen aber auch eine wichtige
Rolle beim Zellstoffwechsel [114]. Nukleotide bestehen aus einer sickstoffhaltigen
Base, einem Purin- oder Pyrimidinderivat, einer Pentose sowie einem oder mehreren
Phosphatresten. Intrazellular bilden sie Bausteine der Nukleinsauren und spielen eine
Rolle in verschiedenen Stoffwechselprozessen. Extrazellular wirken sie Uber
spezifische Rezeptoren (siehe unten) als Signalmolekile [115-117]. Nachfolgend soll
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die Bedeutung der Purine bei Entzindungsprozessen und deren Metabolismus naher

erlautert werden.

1.4.1 ATP- Gefahrensignal der Zelle

Intrazellulares Adenosintriphosphat (ATP) ist ein wichtiger Energielieferant far
verschiedene Zellfunktionen [117]. Extrazellulares ATP stellt dagegen ein wichtiges
korpereigenes Gefahrensignal dar [118]. Nach einer Ischamie setzen Kardiomyozyten,
Fibroblasten sowie aktivierte Immunzellen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen
ATP frei, sodass die extrazellulare Konzentration dieses Nukleotides stark ansteigt
[119]. Insbesondere setzten nekrotische Zellen massiv ATP frei [120]. Aber auch aus
intakten Zellen wird ATP Uber Connexin- und Pannexin-Kanale aktiv freigesetzt [121,
122]. Im Extrazellularraum vermittelt ATP seine pro-inflammatorischen Wirkungen
Uber die sogenannten P2-Rezeptoren welche in zwei Gruppen unterteilt werden: die
P2X- und die P2Y-Rezeptoren [123].

P2X-Rezeptoren sind Liganden-aktivierte-lonenkanale. Bindet ATP an den Rezeptor,
kommt es zu einer Konformationsénderung, sodass Na*- und Ca?*-lonen ein- und K*-
lonen ausstromen konnen. Im Menschen sind sieben Subtypen dieses Rezeptors
bekannt [124]. Bei den P2Y-Rezeptoren handelt es sich um G-Protein-gekoppelte-
Rezeptoren. Eine Stimulation dieses Rezeptors fuhrt zu einer Dissoziation des
heterotrimeren G-Proteins in seine a-Untereinheit sowie den By-Komplex, wobei die a-
Untereinheit in den acht identifizierten Rezeptoren unterschiedlich aufgebaut ist [125].
Eine Aktivierung des P2Y2-Rezeptors fuhrt beispielsweise zu einer verstarkten
Rekrutierung von Phagozyten in den Bereich einer Entzindung, damit geschadigte
und apoptotische Zellen schneller beseitigt werden kdnnen [126].

1.4.2 Extrazellulare Degradation der Nukleotide durch Ektonukleotidasen

Die extrazellulare Konzentration von ATP - und damit die Starke der Aktivierung von
P2-Rezeptoren ist abhangig von der Verfugbarkeit von ATP. Diese wird entscheidend
durch die Aktivitdt von Ektonukleotidasen reguliert, die extrazellulare Nukleotide
kaskadenformig zu Adenosin abbauen [127, 128].
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Eine wichtige Rolle in dieser Gruppe spielen die Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphorylasen (NTPDasen), welche Nukleosidtri- und Nukleosiddiphosphate zu
Nukleosidmonophosphaten abbauen. Es sind acht verschieden NTPDasen bekannt,
wobei die NTPDasen 1-3 und 8 auf der Zelloberflache lokalisiert sind [128, 129]. Eine
Schlusselrolle in der Ektoenzym-Kaskade nimmt die 5'Nucleotidase (CD73) ein, die
den Abbau von AMP zu extrazelluldrem Adenosin katalysiert. Uber

Glykosylphosphatidylinositol ist die CD73 in der Zellmembran verankert [130, 131].

Die Akkumulation von Adenosin im Extrazellularraum hat verschiedene biologische
Wirkungen und fuhrt u.a. zur Entwicklung eines anti-inflammatorischen Milieus [132].
Adenosin ist ein wichtiger Regulator der Immunreaktionen und moduliert z.B. die
Adhasion und Migration von Immunzellen sowie die Aktivierung der T-Zellen. Des
Weiteren beeinflusst Adenosin die Bildung von Thromben [133, 134] und ist seit

langem als Vasodilatator bekannt.

In einem murinen Infarktmodell konnte gezeigt werden, dass die CD73-Expression auf
einwandernden Granulozyten und T-Zellen bereits nach 3 Tagen deutlich hochreguliert
ist. Fehlt dieses Enzym auf den T-Zellen, so werden vermehrt pro-inflammatorische
und pro-fibrotische Zytokine wie bspw. IL-17 gebildet. Es kommt zu einer verstarkten
Fibrose des Myokards und daraus resultierend zu einer deutlich eingeschrankten
Herzfunktion [135, 136].

CD39 CD39 CD73 ADA PNP
ATP —— ADP > AMP > Adenosin —— Inosin —— Hypoxanthin
CD203 a/c
TNAP

Abb. 3: Extrazellularer Purinmetabolismus. CD39: Ektonukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase
1, TNAP: Tissue non-specific alkaline phosphatase, CD 203: Ekto-Nukleotid-Pyrophosphatase,
CD38: zyklische ADP-Ribose-Hydrolase, CD157: ADP-ribosyl cyclase 2, CD73: Ekto-5'-Nuklotidase,
ADA: Adenosin- Desaminase, PNP: Purin-Nukleosid-Phosphorylase [137]
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1.4.3 Adenosin — Bildung und Signaltransduktion

Normalerweise betragt die extrazellulare Adenosinkonzentration 30-200 nM. Sie wird
durch verschiedene Mechanismen reguliert: ein wichtiger Regulationsfaktor sind die
Nukleosidtransporter, welche Adenosin Uber die Zellmembran transportieren [138].
Man unterscheidet zwei Gruppen solcher Transporter: aquilibrative (ENTs) und
konzentrative (CNTs) Nukleosidtransporter. Die &aquilibrativen  Transporter
transportieren Adenosin bidirektional entlang eines Konzentrationsgradienten tUber die
Zellmembran, wahrend die CNTs Nukleoside entgegen ihres Gradienten in die Zelle
transportieren. Die Energie hierfir wird durch den Co-Transport von Na*-lonen

bereitgestellt.

Intrazellular wird Adenosin entweder durch die Adenosin-Kinase zu AMP
phosphoryliert oder durch die Adenosin-Desaminase weiter zu Inosin abgebaut [139].
Durch diese Prozesse werden die intra- und extrazellularen Adenosinkonzentrationen
unter physiologischen Bedingungen im Gleichgewicht gehalten. Eine Hypoxie oder
inflammatorische Prozesse fuhren zu einem rapiden Anstieg der extrazellularen
Adenosin Konzentration. Dies erfolgt Uber die beiden beschriebenen Mechanismen: 1)
durch die extrazellulare Degradation von ATP und ADP (siehe Abschnitt 1.4.2) und 2)
durch die intrazellulare Bildung von Adenosin und Freisetzung Uber Nukleosid-
Transporter [140].

Seine Wirkungen auf das Herz und das Immunsystem vermittelt extrazellulares
Adenosin Uber vier Adenosin Rezeptoren: A1, A2a, A2 und Az [141]. Sie werden auch
P1 Rezeptoren genannt und gehodren zu der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren [142]. Die A1- und Az-Rezeptoren sind mit Gio-Proteinen assoziiert. Eine
Stimulation fuhrt zu einer Hemmung der Adenylatcylcase und einer konsekutiv
verminderten Bildung von zyklischem AMP (cAMP). Der A2a-Rezeptor aktiviert das Gs-
Protein, welches die Adenylatcyclase stimuliert und so die Produktion von cAMP
fordert [142]. Bindet Adenosin an den niederaffinen A2s-Rezeptor, so lauft die
Signaltransduktion sowohl Uber Gs als auch Uber G4 wobei dies zu einem Anstieg von
Diacylglycerol- (DAG) und Insoitoltriphosphatkonzentration (IP3) fihrt. DAG stimuliert
die Proteinkinase C, wahrend IP3; einen Ca?*-Efflux aus intrazellularen Speichern
fordert, was ebenfalls als Second Messenger (=Signalmolekiil) aktiv ist (Abb. 4) [143].
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A2A-Rezeptor

A1/A3- RezeV

Gs Gs

Gq
Gi !
\IAC PLC

l

A2B-Rezeptor

CAMP % DAG IP3
PKC Ca2+4

Abb. 4: Signaltransduktion der Adenosin-Rezeptoren. AC: Adenylatcyclase, cAMP: cycklisches
AMP, PLC: Phospholipase C, DAG: Diacylglycerol, IP3: Inositoltriphosphat, PKC: Proteinkinase [142,
143]

Der Ai-Rezeptor:

Eine Aktivierung des Ai-Rezeptors wirkt im Herzen v.a. auf das
Erregungsleitungssystem und vermittelt eine negative Chrono-, Dromo- und Inotropie
[144]. Aus dieser Wirkung erklart sich auch der klinische Einsatz des Adenosins als
Antiarrhythmikum: es ist Mittel der Wahl bei  supraventrikularen
Herzrhythmusstorungen, im Besonderen bei AV-Knoten-Reentry- und AV-Reentry-
Tachykardien [145]. Des Weiteren wirkt Adenosin Uber den Ai-Rezeptor auf das
Immunsystem: es stimuliert die Chemotaxis von Granulozyten, die Bildung freier
Sauerstoffradikale und hebt in aktivierten Monozyten die hemmende Wirkung des Aza-
Rezeptors auf die Bildung pro-inflammatorischer Zytokine auf [146, 147].

Der A2a-Rezeptor:

Eine Aktivierung des A2a-Rezeptors fuhrt am Herzen zu einer Vasodilatation der
Koronarien [148]. Neben seiner Wirkung auf das kardiovaskulare System vermittelt
dieser Rezeptor starke immunsuppressive und somit entzindungshemmende Effekte.
So fuhrt eine Aktivierung des A2a-Rezeptors auf humanen Monozyten/Makrophagen
zu einer vermehrten Bildung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 [149]. Mehrere
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Studien zeigten, dass eine Behandlung mit einem Axa-Agonisten zu einer Reduktion
der Infarktgrof3e fuhrt [150, 151].

Der A2g- Rezeptor:

Physiologische, extrazellulare Adenosinkonzentrationen liegen im nanomolaren
Bereich. In diesem Zustand werden der As-, A2a- und der Asz-Rezeptor aktiviert. Fur die
Aktivierung des Azg-Rezeptors sind hohere Konzentrationen notwendig, wie sie etwa
im Rahmen von Entzindungen, Ischamie/Reperfusion oder Hypoxie entstehen,
sodass dieser Rezeptor vermutlich erst bei pathologischen Ereignissen von Bedeutung
ist [152, 153]. Die Stimulation des A2g-Rezeptors mittels spezifischer Agonisten fuhrte
in mehreren Studien zu einer deutlichen Verminderung der Infarktgroe [154, 155].
Adenosin erhoht Uber Aktivierung des Azg-Rezeptors die ischamische Toleranz des
Herzens, in dem es das circadiane Protein Per2 stabilisiert. Dieses steigert die
glykolytische Kapazitat des Myokards [156]. Des Weiteren dampft der A2s-Rezeptor
die Entzindungsreaktion nach einem Myokardinfarkt, in dem er die Differenzierung
von anti-inflammatorischen Makrophagen fordert [157, 158].

Betrachtet man jedoch Langzeit-Effekte der Azg-Signaltransduktion, so ist die
Studienlage nicht einheitlich. Wahrend zwei Studien eine Verbesserung der
hamodynamischen Funktion unter Behandlung mit einem Azg-Rezeptorantagonisten
zeigten, fuhrte bei Wakeno et al. eine Therapie mit einem Rezeptoragonisten zu einer
Verbesserung der Herzfunktion [159-161]. Auch der Zeitpunkt der Therapie scheint
von grof3er Bedeutung zu sein [159].

Der As-Rezeptor:

Im Gegensatz zu den anderen Adenosin-Rezeptoren weist der As-Rezeptor im
Myokardgewebe nur eine geringe Expression auf. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass eine Behandlung mit As-Rezeptoragonisten kardioprotektive Effekte vermittelt
[162, 163]. Eine Stimulation des As-Rezeptors auf Mastzellen fuhrt zu deren
Aktivierung und Ausschuttung von Histamin [164]. Auf der anderen Seite wird durch
den As-Rezeptor die LPS-abhangige Produktion des pro-inflammatorischen Zytokins
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TNF-a verhindert, sodass der Az-Rezeptor sowohl pro- als auch anti-inflammatorische

Wirkungen vermittelt [165].

1.5 Ziele der Arbeit

IL-6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches im infarzierten Herzen sezerniert
wird und dort unterschiedliche Effekte vermittelt: in der akuten Phase wirkt es
kardioprotektiv, eine chronische Erhéhung von IL-6 ist jedoch mit einem schlechteren
Outcome (Mortalitat, Herzfunktion) assoziiert. Darlberhinaus weif3 man, dass die auf
T-Zellen vorhandene Ektonukleotidase CD73 die Bildung des anti-inflammatorischen
Adenosins katalysiert, welches eine bedeutende Rolle im Heilungsprozess nach einem
Myokardinfarkt spielt. Auch gibt es erste Hinweise, dass es eine Adenosin-A2sR - IL6-
Achse gibt. Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit folgende

Fragestellungen untersucht:

1. Bedeutung des durch CD73 auf T-Zellen gebildeten Adenosins fiir die
globale Zytokin- Sekretion des infarzierten Herzens

e Entwicklung eines Langendorff-basierten Modells zur Messung von
Zytokinen in koronaren Effluaten in der Maus.

e Welchen Einfluss hat ein T-zellspezifischer Verlust der CD73 auf die
Zytokin Freisetzung am normoxischen und ischamischen Herzen?

e Ist die Ischamie-bedingte Freisetzung von Zytokinen aus dem Herzen
auch systemisch nachweisbar?

e Welchen Einfluss hat ein T-zellspezifischer Verlust von CD73 auf die

Freisetzung von Purinverbindungen des isoliert schlagenden Herzens?

2. Einfluss des A2gR auf die IL-6 und IL-1p Produktion muriner Makrophagen
e Fordert eine Stimulation des Azs-Rezeptors die |IL-6 Produktion?
e Uber welchen Signalweg wird dieser Effekt vermittelt?

e Beeinflusst der A2gR post-transkriptionelle Regulationsfaktoren von IL67?

3. Die A2sR- IL-6- Achse an humanen Immunzellen?
e Welche PBMCs exprimieren den A2sR?
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Steigert eine Stimulation des A2gR die Bildung von IL-1p und IL-6 und
uber welche Signalkaskade wird dies vermittelt?

Beeinflusst der A2sR posttranskriptionelle Regulationsfaktoren und
daruber die IL-6 Bildung?
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Material und Methoden

Tabelle 1: verwendete Gerate und Typenbezeichnung

Gerat
Analysenwaage

Autoklav

Bio-Plex 200 Multiplex-System

Bio-Plex Waschstation

Eppendorf Mastercycler 5345 EP

Inkubator

Langendorffapparatur

Magnetrihrer

Nano-Drop

Pinzetten

Pipetten

Plattenschiittler

Real-time PCR Gerat

Stauschlauch

Hersteller mit Typenbezeichnung
Ohaus Europe (Greifensee, Schweiz),
PA214

F. & M. Lautenschlager (Kéin,
Deutschland), 5169

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA),
Bio-Plex 200

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA),
Proll Waschstation

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Rockford,
USA), Heracell 150 i

Werkstatt der Physiologie, Universitét
Diisseldorf

MP Biomedicals (Santa Ana, USA),
FastPrep-24

Thermo Fisher Scientific (Rockford,
USA), NanoDrop 2000

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland),
Research

Plattenschdittler IKA

IKA Werke (Staufen, Deutschland), MTS
2/4

Life Technologies (Karlsruhe,
Deutschland), StepOnePlus™
und ViiA 7

Prémeta (Troisdorf, Deutschland)
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Sterilbank Scanlaf Mars Pro Cytosafe Labogene (Lynge, Ddnemark)

Class 2

Ultra-performance liquid Waters GmbH (Eschborn, Deutschland)

chromatograph,

ACQUITY UPLC CLASS H

Zellsortierer Beckman Coulter (Brea, USA), MoFlo
XDP

Zentrifugen Beckman Coulter (Brea, USA), Allegra
X-30R
Eppendorf (Hamburg, Deutschland),
5415R

Thermo Scientific (Rockford, USA),
Heraeus Megafuge 16R (Hanau,
Deutschland)

2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: verwendete Verbrauchsmaterialien und Bezugsquellen

Verbrauchsmaterialien Hersteller

96-Well Platten, U- und Flachboden greiner bio-one (Frickenhausen,
Deutschland), Bio-Rad Laboratories
(Hercules, USA

Amicon® Ultra 3K Centrifugal Filter Merck Millipore (Burlington, USA)

Devices

Butterfly Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland)

Butterflyaufsatz Becton Dickinson (Heidelberyg,
Deutschland)

FACS- Rohrchen Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland)

Heparin-Roéhrchen Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland)

Isofluran Piramal (Mumbai, Indien)



Klebefolie (PCR)

MS Columns

Reaktionsgefale (2 ml, 1.5 ml, 0.5 mi,
0.2 ml)
Spritze

Sterican Einmalkaniilen, 21G
UPLC Reaktionsgefafe mit
Schraubverschluss 300pl
Zentrifugen-Réhrchen (50ml; 15mil)

2.3 Chemikalien

Material und Methoden
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA),
microseal "B"
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)
Sarstedt (Nirnbrecht, Deutschland)

Becton Dickinson (Heidelberg,
Germany), BD Micro Fine 0,5 ml
B.Braun (Melsungen, Deutschland)
Waters GmbH (Eschborn, Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Tabelle 3: verwendete Chemikalien und Bezugsquellen

Chemikalie
Calciumdichlorid

Glucose

Histopaque 1077 und 1119
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumsulfatheptahydrat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Sodiumpyruvat
B-Mercaptoethanol

EDTA (0,5M; pH 8,0)
Dimethylsulfoxide

Trypan Blue Stain (0,4%)
Thioglycollate medium

Hersteller

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Fluka analytical (Seelze, Deutschland
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cOmplete Tablets, Mini, EDTA-free, Roche (Basel, Schweiz)
EASYpack, Protease Inhibitor Cocktail

Tablets

FcR Blocking Reagent human

BAY60-6583
FR-900359(UBO-QIC)

2.4 Antikorper

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Tocris (Bristol, GroBbritannien)

Prof. Evi Kostenis,

Institut flir Pharmazeutische Biologie,

Universitdt Bonn

Tabelle 4: verwendete Antikorper und Bezugsquellen

Spezifitat Fluorochrom Kilon Ursprung Firma
CD45 PerCP/Cy5.5 QA17A19 mouse BioLegend
CD3 APC-Fire 750  SK7 mouse BioLegend
CD19 FITC HIB19 mouse BioLegend
CD11b APC ICRF44 mouse BioLegend
CD11b PE/Cy7 ICRF44 mouse BDBiosciences
CD14 PE/Cy7 63D3 mouse BioLegend
CD15 PE/Dazzle We6D3 mouse BioLegend
CD19 PerCP/Cy5.5  SJ25C1 mouse BioLegend
2.5 TaqgMan-Assays
Tabelle 5: verwendete Taq-Man-Assays
Assay-ID Genprodukt Gensymbol
Hs00174131_m1 Interleukin-6 -6
Hs00386497_m1 Adenosinrezeptor 2B A2BR
Hs00413100_g1 AT-rich interactive domain-containing ARID5A
protein 5A
Hs00907320_m1 Aryl Hydrocarbon Rezeptor AHR
Hs00962356_m1 Endoribonuclease Zc3h12a ZC3H12A
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Hs0113381_g1 Histidin-Decarboxylase HDC
Hs01555410_m1 Interleukin-13 IL-18
Hs04194366_g1 ribosomal protein L13A RPL13A
MmO00434228 m1 Interleukin-13 IL-18
MmO00446190_m1 Interleukin-6 IL-6
Mm00456104_m1 Histidin-Decarboxlyase Hdc
Mm00462535_g1 Endoribonuclease Zc3h12a Zc3h12a
Mm00524454 m1 AT-rich interactive domain-containing Arid5A
protein 5A
Mm00478932_m1 Aryl Hydrocarbon Rezeptor Ahr
MmO00850060_s1 ribosomal protein S9 RPS9

2.6 Kommerzielle Kits

Tabelle 6: verwendete kommerzielle Kits und Bezugsquellen

Kit Hersteller
Bio-Plex Pro™ Human Chemokine IL-6 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Set

Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine 23-
plex Assay

Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine IL-6
Set

Bio-Plex Pro™ Reagent Kit
Bio-Plex® Calibration Kit
Bio-Plex® Validation Kit 4.0
High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Macrophage Isolation Kit
(Peritoneum), mouse

RNeasy Micro Kit

TagMan™ Gene Expression Master
Mix

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

applied biosystems by Thermo Fisher

Scientific (Waltham, USA)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

applied biosystems by Thermo Fisher

Scientific (Waltham, USA)



Material und Methoden
2.7 Puffer und Medien

Tabelle 7: verwendete Puffer und Medien

Puffer/Medien Chemikalien
1x PBS 137 mM NacCl
2.7 mM KCI

10 mM Na2HPO4 - 2 H20
2.0 mM KH2PO4

pH 7.2
3% Brewer Thioglycollate Medium 30g Thioglycolat/l ddH-O
FCS Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)
IMDM (/scove’s modified Dulbecco’s Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Medium)
Krebs-Henseleit-Puffer NaCl 6,78g/l

KCI 0,345g/l

MgSOs4 x 7H20 0,279/l

NaHCO3 2,099/l

CaCl2 0,374/l

KH2PO4 0,165g/I

Glucose 1,495¢/|

Sodiumpyruvat 20ml Lésung/I
MACS-Puffer 0.5% BSA

5 mM EDTA

in PBS, pH 7.4
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)  Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)
Puffer A UPLC (2I, pH 6) 200mM KH2PO4

200mM KCI
Puffer B UPLC (11, pH 6) 200mM KH2PO4

200mM KCI

7,5% Acetonitril
VLE-DMEM (Very Low Endotoxin- Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)
DMEM)
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2.8 Software

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Programme Microsoft Excel 2010, Microsoft
Word 2010 und Microsoft PowerPoint 2010 verwendet. Alle weiteren Programme
werden im direkten Zusammenhang mit der verwendeten Methode (siehe Kapitel 3)
erwahhnt.

2.9 Ethikvotum

Alle Experimente mit humanem Blut wurden im Rahmen des Ethikvotums “2020-849-
andere Forschung erstvotierend” durchgeflihrt. Es wurden die Immunzellen von sechs
Probanden (drei weibliche und drei ménnliche) im Alter von 19-34 Jahren untersucht
(Mittelwert: 25,6 Jahre, Median: 24,5 Jahre). Die Probanden wurden vor Beginn

umfassend aufgeklart.

2.10 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die fur diese Arbeit verwendeten Tiere wurden in der Zentralen Einrichtung flr
Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf gehalten. Sie erhielten Standardfutter (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland) und Wasser ad libitum. Alle Experimente wurden im Rahmen des
Tierversuchsantrages (Aktenzeichen 81-02.04.2019.A064, Organentnahme: O19/99)
an 8-12 Wochen alten Mausen durchgefuhrt. Fur die Langendorff-Versuche wurden
mannliche Tiere verwendet, fur die Isolation peritonealer Makrophagen weibliche
Tiere. Es wurden zwei verschiedene Mutanten verwendet: T-zellspezifische CD73-
Mause und A2BR"-Tiere. Die C57BI/6-wildtypischen Mause entstammten den jeweils
gleichen Zuchtlinien.

2.11 Induktion der Myokardinfarkte (Ischamie-Reperfusion)

Die Myokardinfarkte wurden im |Institut fur Molekulare Kardiologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf durch Herrn Dr. med. Zhaoping Ding wie folgt
durchgefuhrt: Zunachst wurden die Tiere mittels Isofluran narkotisiert (2% Isofluran in
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medizinischer Umgebungsluft) und anschlieBend intubiert. Wahrend der Operation
erfolgte die Narkose mittels 1,5%-Isofluran bei einer Atemfrequenz von ca. 200-
250/min. Eine intraoperative Hypothermie wurde durch Fixation der Mause auf einer
Warmeplatte vermieden. Um die erfolgreiche Induktion eines ST-Hebungsinfarktes
(STEMI) zu Uberprufen, wurden Elektroden zur intraoperativen Ableitung eines
Elektrokardiogramms (EKG) angebracht. Nach Durchfiihrung einer lateralen
Thorakotomie und Aufsuchung der LAD wurde diese mit einem 8-0 Polypropylenfaden
umstochen und die LAD durch das Zuziehen eines Knotens um einen Kunststoffstift
okkludiert. Nach 50-minutiger Ischamie wurden der Knoten geldst (=Reperfusion).
Abschlielend erfolgte  mittels Einzelknopfnéahten der  Verschluss des
Operationsgebietes sowie eine Desinfektion der Wunde.

Bei sogenannte Sham-Operationen wurde die Operation wie oben genannt
durchgefuhrt, es erfolgte jedoch keine Ligation der LAD, sodass kein Myokardinfarkt

induziert wurde.

2.12 Blutentnahme und Gewinnung des Plasmas

Das durch retrobulbare Punktion entnommene Heparin-Blut wurde 10 min bei 300 x g
zentrifugiert, um den zellularen Anteil vom Blutplasma zu trennen. Das Plasma wurde

anschlie3end bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

2.13 Gewinnung von koronaren Effluaten

Um die Freisetzung von Zytokinen ex vivo am infarzierten Herzen messen zu kénnen,
wurde eine retrograde Perfusion des isolierten Herzens (nach Langendorff) genutzt.

Zunachst wurde den Mausen i.p. Heparin appliziert, um der Entstehung von Thromben
in den KoronargefalRen vorzubeugen. Anschliefiend wurden die Tiere mittels zervikaler
Dislokation getotet, Herz und Lunge wurden entnommen und in kaltes PBS Uberfuhrt.
Nach der Praparation des Herzens, wobei Lunge, Thymus sowie perikardiales Fett
entfernt wurden, wurde dieses uUber die Aorta kanuliert. Mittels einer Apparatur wurde
das isolierte Herz retrograd mit oxygeniertem Krebs-Henseleit-Puffer fur 2 min bei
1 m H20 (entspricht 80 mmHg) und 37 °C perfundiert, um die Koronarien von Blut
freizuspulen und eine Stabilisierung der Herzfrequenz zu ermdglichen. Danach wurde

das Effluat fur insgesamt 30 min aufgesammelt, wobei fur jeweils 15 min ein 50 ml
9
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Falcon verwendet wurde. Um den Abbau der Zytokine zu verhindern, wurde ein
Proteinase-Inhibitor in der vom Hersteller angegeben Konzentration hinzugegeben
(cOmplete Protease-Inhibitor Tablets, Roche). Zusatzlich wurde das Effluat durch Eis
gekuhlt. Um spater den Purinstoffwechsel mittels UPLC analysieren zu konnen,
wurden alle drei Minuten gesondert ca. 500 ul Effluat in Eppendorf-Tubes gesammelt.
Die Effluate fur die Zytokinanalysen wurden direkt in flussigem Stickstoff eingefroren
und anschlieBend bei -80 °C gelagert. Am Ende des Versuches wurden die
Herzgewichte mittels Feinwaage bestimmit.

2.14 Aufkonzentrierung der Effluat-Proben

Um Zytokine mittels Bio-Plex Technologie messen zu kdnnen, war es notwendig, die
groBvolumigen Effluat-Proben (ca. 50 ml) auf ein Volumen von ca. 200 pl
aufzukonzentrieren. Hierfur wurden Amicon® Ulfra 3K Centrifugal Filter Devices
verwendet. Hierbei handelt es sich um Reaktionsgefalde mit einem integrierten Filter,
welcher fur Proteine mit einem Molekulargewicht von 3 kDa durchlassig ist. Da alle in
dieser Arbeit analysierten Zytokine ein hoheres Molekulargewicht aufweisen, wurden
diese im Uberstand zuriickgehalten (siehe Anhang). Anschlieend wurden die Proben
bei -80 °C gelagert.

2.15 Zytokinmessung mittels Bio-Plex-System

Das Prinzip des Bio-Plex® Systems beruht auf einem Sandwich- ELISA. Von diesem
unterscheidet es sich in dem Punkt, dass pro Probe mehrere Proteine gleichzeitig
quantifiziert und detektiert werden konnen. Monoklonale Primarantikdrper sind an
sogenannte fluoreszierende beads gebunden, kleine magnetische Kugelchen, welche
je nach Zytokin eine unterschiedliche Farbkodierung aufweisen. Binden nun an diese
immobilisierten  Antikdrper  Zytokine, konnen diese durch  biotinylierte
Sekundarantikdrper Uber eine Streptavidin-Bindung Phycoerythrin markiert und
durchflusszytometrisch (Bio-Plex® 200 Multiplex-System) detektiert werden. Anhand
der Farbkodierung wird das Zytokin identifiziert und mit Hilfe einer Standardkurve
quantifiziert.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Assays verwendet: fur die Plasma- und
Effluatproben der infarzierten Mause (siehe Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2) wurde das Bio-
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Plex™ Pro Mouse Cytokine 23-plex Assay genutzt, welches L-1q, IL-1, IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, Eotaxin, G-CSF, GM-
CSF, IFN-y, KC, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-13, RANTES und TNF-a identifiziert. In
den Zellkulturiiberstanden der murinen Makrophagen und humanen Monozyten (siehe
Abschnitte 3.4 und 3.6.1) wurde lediglich Interleukin-6 bestimmt.
Die Plasmaproben wurden vor der Messung in einem Verhaltnis von 1:4 mit dem Bio-
Plex® Sample Diluent verdunnt, die Zellkulturiberstande und Effluate wurden
unverdunnt eingesetzt. Standardreihen und Verdunnungen der beads, Primar- und
Sekundarantikorper wurden nach Protokoll des Herstellers verdunnt. Gemessen
wurden die Proben mit dem Bio-Plex 200 Multiplex-System (high RPI target), die

Analyse erfolgte mit Hilfe der Bio-Plex Manager Software anhand der Standardkurven.

2.16 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in den Effluat-Proben erfolgte mit
Hilfe eines BCA-Assays. Es wurde das Standard Test Tube Protocol des
Pierce™ BCA Protein Assay Kits nach Anleitung durchgeflhrt. Die Standardreihe
wurde modifiziert, indem die BSA-Konzentrationen mit dem Verdunnungsmittel 1:10
verdinnt wurden, sodass sich ein Detektionsbereich von 2,5-200 ug/ml ergab.
Mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegerats (FLUOstar Optima, BMG labtech, Ortenberg,
Deutschland) wurde die Extinktion bei 570 nm gemessen und anhand des BSA-
Standards die Proteinmenge bestimmit.

2.17 Zellbiologische Methoden

2.17.1 Isolation peritonealer Makrophagen

Zur Gewinnung einer hohen Zahl muriner Makrophagen wurde den Tieren (Wildtypen
und A2BR”) Thioglycolat-Medium intraperitoneal verabreicht. Dies fiihrt zu einer
verstarkten Migration von Makrophagen in das Peritoneum.

Die Isolation der Makrophagen erfolgte drei Tage nach Injektion. Nach Tétung des
Tieres wurde das Abdomen mit 70% Ethanol grindlich desinfiziert. Es erfolgte eine
mediane Inzision mit einer Schere und anschlielend stumpfer Praparation, um Haut

und Muskulatur vom Peritoneum abzuldsen. Anschlielend wurden 5 ml PBS mit einer

11



Material und Methoden
Spritze und 21 G Injektionskanule in den Recessus splenorenalis injiziert, um eine
Perforation intraabdomineller Organe zu vermeiden. Nachdem der Bauch des Tieres
massiert wurde, um eine Verteilung des Puffers und eine Ablésung der Makrophagen
zu gewahrleisten, wurde das PBS mit der Spritze wieder aufgenommen und in 15 ml

Zentrifugen-Roéhrchen uberfuhrt.

2.17.2 Zellzahlbestimmung

Vor der magnetischen Zellsortierung (siehe Abschnitt 2.17.3) war es notwendig, die
Gesamtzellzahl zu bestimmen. Diese erfolgte mit einer Neubauer-Zahlkammer. Liegt
das Deckglas korrekt auf, sind sogenannte Newtonsche Ringe sichtbar. Um die
Kammer zu beladen, wurden 10pl einer definierten Verdinnung von Zellsuspension
und Trypanblau seitlich des Deckglases pipettiert. Durch Kapillarkrafte wurde diese
Flussigkeit in die Kammer gezogen. Anschlielend wurden die Zellen in vier grof3en
Quadraten gezahlt und ein Mittelwert ermittelt. Dieser Mittelwert wurde zunachst mit
dem Verdinnungsfaktor multipliziert. Da ein Quadrat ein Volumen von 0,1 pl besitzt,
ergab sich eine Multiplikation mit 104, um die Zellzahl pro ml zu berechnen.

2.17.3 Magnetische Zellsortierung (MACS)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das magnetic activated cell sorting genutzt, um die
peritonealen Makrophagen (siehe Abschnitt 2.17.1) aufzureinigen und anschlieRend
Stimulationen und Genexpressionsanalysen durchfiihren zu kénnen (siehe 4.4). Das
Prinzip dieser Methode besteht darin, dass bestimmte Zellpopulationen von einem
Antikorper markiert werden, welcher an einen magnetischen bead gekoppelt ist.
Anschlielliend werden mittels einer Saule mit ferromagnetischer Matrix die markierten
von unmarkierten Zellen getrennt. In diesem Fall wurde das Verfahren der negativen
Anreicherung gewahlt, sodass die peritonealen Makrophagen als unmarkierte Zellen
aufgefangen wurden.

Die Aufreinigung wurde gemal Herstellerprotokollen fur die MS-Columns (Miltenyi
Biotech) durchgeflhrt.

Die Reinheit der erworbenen Zellen wurde durchflusszytometrisch kontrolliert.
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2.17.4 Blutentnahme

FUr die Gewinnung humaner Immunzellen wurden gesunden Spendern im Alter von
19 bis 34 Jahren ca. 30 ml venoses Blut abgenommen. Dieses wurde in Lithium-
Heparin-Rohrchen aufgefangen. Die Blutabnahme erfolgte unter sterilen Bedingungen

aus der Vena mediana cubiti.

2.17.5 Dichtegradientenzentrifugation

Um aus humanem  Vollblut PBMCs zu isolieren, wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt. Dieser Schritt war notwendig, um im
anschlieBenden Cell Sort eine hohere Reinheit der aufgetrennten
Immunzellpopulationen (Monozyten, Lymphozyten) gewahrleisten zu kénnen. Hierfur
wurde zunachst ca. 30 ml heparinisiertes Blut mit 30 ml PBS gemischt. Anschlief3end
wurde der Gradient folgendermal3en pipettiert, von unten nach oben: 10 ml Histopaque
1119, dartber 10 ml Histopaque 1077 und schlieBlich 15 ml des Blut- PBS-
Gemisches. Nach einer Zentrifugation von 20 min bei 1000 x g (niedrigste
Beschleunigung, ohne Bremse, RT) wurde der PBMC-Ring mit einer Pasteurpipette
abgenommen. Am Boden des Zentrifugationsrohrchens befanden sich die
Erythrozyten, darlber das Histopaque 1119, ein Granulozytenring, Histopaque 1077,
die PBMCs und Plasma. Der PBMC-Ring wurde in ein neues Roéhrchen uberfuhrt,
welches mit MACS-Puffer aufgefullt und fur 10 min bei 300 x g zentrifugiert wurde.

20min bei 1000xg
%

Plasma
Vollblut/PBS-Gemisch

PBMC

Histopaque 1077
Histopaque 1077

Granulozyten

Histopaque 1119
Histopaque 1119

\/ Erythrozyten

Abb. 5: Aufbau des Gradienten vor und nach der Zentrifugation (20min, 1000xg, RT, ohne Bremse
und bei geringster Beschleunigung).
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2.17.6 Durchflusszytometrische Zellsortierung- Cell Sort

Nach der Dichtegradientenzentrifugation (siehe Abschnitt 2.17.5) erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Zellsortierung eine Auftrennung der PBMC in B-Zellen, T-
Zellen und Monozyten. Das Prinzip der durchflusszytometrischen Zellsortierung oder
FACS (fluorescence activated cell sorting) beruht auf der Markierung von Zellen
mithilfe von Antikorpern, welche an Fluorochrome gebunden sind. Die gefarbten Zellen
flieBen einzeln durch eine Kapillare, in der die Fluorochrome mit einem Laserstrahl
angeregt werden. Sensoren erfassen die Streuung des Lichtes, wobei das
Vorwartsstreulicht (forward scatter) Aussagen uber die Grofle und das seitliche
Streulicht (sideward scatter) eine Aussage Uber die Granularitat der gemessenen Zelle
liefern. In Kombination mit der Fluoreszenzanalyse konnen die Zellen anhand ihrer
Morphologie und Antigenexpression differenziert werden.

Zunachst wurde das Zellpellet in 500 yl humanem FcR-Block aufgenommen und fur
10 min bei 4°C im Dunklen inkubiert. Anschlielend wurde das Zentrifugenrohrchen
(50 ml) mit MACS-Puffer aufgeflllt und fir 10 min bei 4°C und 300 x g zentrifugiert.
Die Zellen wurden mit Antikorpern, die gegen die folgenden Antigene gerichtet sind,
angefarbt:

Tabelle 8: Antikorper-Farbung humaner PBMCs

Spezifitat Fluorochrom Verdiinnung
CD45 PerCP-Cy5.5 1:200

CD3 APC-Fire 750 1:200

CD19 FITC 1:200

CD19 PerCP-CY5.5 1:20

CD11b APC 1:200

CD14 PECy7 1:200

CD15 PE-Dazzle 594 1:200
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T-Zellen, B-Zellen und Monozyten zeigen folgende Eigenschaften hinsichtlich ihrer
Antigeneigenschaften:
Monozyten: CD45*, CD11b*, CD14*, CD15
T-Zellen: CD45*, CD11b", CD3*, CD19
B-Zellen: CD45*, CD11b", CD3-, CD19*
Aufgefangen wurden die Zellen in 300 ul IMDM complete Medium.

2.18 Zellkultur

Sowohl murine, peritoneale Makrophagen als auch humane Monozyten, T- und B-
Zellen wurden in vitro stimuliert und fur zwei bzw. 24 h inkubiert, um die Effekte des
A2sR-Agonisten BAY60-6583 und des Gg-Inhibitors FR-900359(UBO-GIC) auf die
IL-6 Sekretion zu untersuchen. Es wurde eine 96-Well-Rundbodenplatte verwendet
und pro Well 200.000 Zellen in 100 yl Gesamtvolumen ausgesat.

Die Immunzellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO:2 kultiviert.
Nahrmedien wurden bei 4°C gelagert. Alle Arbeiten wurden an einer Sterilwerkbank
durchgefuhrt.

Nach Ende der 2h bzw. 24 h Inkubationszeit wurden aus jedem Well 70 pl
Zellkulturiiberstand fir die Analyse der IL-6 Konzentration (siehe Abschnitt 2.15)
abgenommen. Die ubrigen 30 pl wurden in 1,5 ml Reagenzgefalle pipettiert.
AnschlieRend wurden die Wells zweimal mit 100yl sterilem MACS-Puffer gewaschen,
um die Immunzellen von der Wand abzuldsen. Nach einer Zentrifugation von 10 min
bei 300 x g und 4°C wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 350 pl RLT-
Puffer Plus 1% B-Mercaptoethanol lysiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.18.1 Monozyten und Makrophagen

Die sortierten humanen Monozyten bzw. murinen Makrophagen wurden in VLE-
DMEM 1% M-CSF aufgenommen und je 200.000 Zellen entweder mit 1uM des Gg-
Inhibitor FR900359 behandelt oder nur mit der entsprechenden Menge des
Lésungsmittels DMSO (Vehikel Kontrolle). Nach einer Vorinkubation von 1h wurden
manche Gruppen zusatzlich mit 2.5uM des A2bR-Agonisten BAY60-6583 bzw. mit
einer entsprechenden Menge DMSO behandelt. Den humanen Monozyten wurden

zusatzlich 100 ng/ml LPS hinzugeflgt, den murinen 50 ng/ml.
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Zusammengefasst wurden folgende Stimulationen durchgeflhrt:
. 2,5uM BAY60-6583 + 50/100ng LPS
2. v.c. (vehicle control) + 50/100ng LPS
3. 1uM FR900359 + 2,5uM BAY 60-6583 + 50/100ng LPS
4. 1uM FR900359 + v.c. + 50/100ng LPS

-

2.18.2 T-Zellen

Auch die sortierten T-Zellen wurden mit BAY60-6583 und FR900359 kultiviert. T-Zellen
wurden mit an Dynabeads gekoppelten Antikorpern gegen CD3 und CD28 inkubiert,
was zu einer Aktivierung der T-Zellen fuhrt. Die Dynabeads wurden in einem Verhaltnis
von Zelle zu Bead von 1:1 eingesetzt, sodass jede Zelle durch einen mit Antikorper
beladenen Bead stimuliert werden konnte. Als Medium wurde IMDM complete

verwendet.

2.18.3 B-Zellen

Die Kultivierung der B-Zellen erfolgte in Gegenwart von 10 pg/ml algM und 1uM CPG
in VLE-DMEM complete. Es wurden analog zu Abschnitt 2.18.1 2,5uM BAY60-6583
und 1TuM FR900359 eingesetzt.

2.19 Molekularbiologische Methoden

2.19.1 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wurden die Zellen in RLT-Puffer mit 1% p-Mercaptoethanol lysiert
und bei -80 °C gelagert. Diese Lysate wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieRend erfolgte
die RNA-Isolation Uber Trennsaulen nach Herstellerprotokoll. Es wurde das RNeasy
Micro Kit (Qiagen) verwendet. Quantifiziert wurde die RNA-Menge mithilfe des

Nanodrop 2000 Spektrometers.
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2.19.2 Reverse Transkription

Die RNA wurde direkt nach Isolation mit dem High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (applied biosystems by Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerangaben in complementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierbei werden
sogenannte random primer verwendet, einzelstrangige, zufallige Hexanukleotide, die
sich an die RNA anlagern. Eine reverse Transkriptase synthetisiert nun die
complementare DNA.

Nach reverser Transkription und Kuhlung auf 4°C wurde die vervielfaltigte cDNA bei
-20 °C gelagert.

2.19.3 Quantitative Real-Time PCR

Die Genexpressionsanalysen wurden mit TaqMan Assays (Thermo Fisher)
durchgefuhrt. Neben Gen-spezifischen Primern beinhalten die Assays eine Sonde
bestehend aus Oligonukleotiden. An deren 5 Ende ist ein Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff gebunden, am 3° Ende ein Quencher-Fluoreszenzfarbstoff.
Befinden sich diese Farbstoffe in raumlicher Nahe zueinander, wird die Fluoreszenz
des Reporters unterdrickt. Ist das Zielgen exprimiert, bindet die Sonde in raumlicher
Nahe zum Primer. Da die Tag-Man Polymerase auch eine 5" Nukleaseaktivitat besitzt,
ist sie in der Lage, die Sonde abzubauen. Dies fuhrt dazu, dass Reporter und
Quencher voneinander getrennt werden, sodass die Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffes zunimmt. Da in jedem Zyklus mehr Reporter-Fluoreszenz freigesetzt wird,
nimmt diese proportional zur Hohe der Genexpression zu.

Das Reaktionsvolumen setzte sich folgendermalien zusammen:

Tabelle 9: Reaktionsvolumen Real-Time-PCR

cDNA 1,0ul
Master Mix 5,0ul
TagMan Assay 0,5ul
RNAse free water 3,5l
Gesamtvolumen 10ul
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Alle gRT-PCR Reaktionen wurden mit dem StepOnePlus™ Real-time PCR-System in
96-Well-Platten durchgefuhrt. Zunachst wurden die Proben durch das Gerat fur 10 min
auf 95°C erhitzt, um die Tag-Polymerase zu aktivieren. Nach weiteren 15 sec bei 95°C
zur Denaturierung der DNA erfolgte die Hybridisierung der Primer bei 60°C fur 1 min.
Diese letzten drei Schritte wurden 39-mal wiederholt. Es wurden pro Probe zwei
technische Replikate pipettiert.
Fur die Auswertung (siehe Abschnitt 2.19.4) wurde die StepOnePlus™-Software v2.3

genutzt.

2.19.4 Methode der relativen Quantifizierung

Zur Analyse der PCR-Messungen wurde die Methode der relativen Quantifizierung,
auch ACt-Methode genannt, verwendet. Hierbei wird die Genexpression des Ziel-Gens
auf ein sogenanntes housekeeping Gen normalisiert. Dieses Gen sollte in den
untersuchten Zellen gleichermalen exprimiert und nicht reguliert werden. Fur die
murinen Versuchen wurde Rps9 (40S ribosomal protein 9), fir die humanen RPL13A
(ribosomal protein L13A) als Referenzgen verwendet.

Nach Ende der Reaktionszyklen wird zunachst der Ct-Wert (cycle threshold) bestimmt.
Hier wird ein Schwellwert definiert, an dem moglichst alle Proben in ihrem linearen
Amplifikationsbereich liegen.

Anschlielend wird die Differenz des Ct Wertes zwischen Referenz- und Zielgen
gebildet, welche als ACt-Wert bezeichnet wird.

Da sich im Idealfall pro Zyklus der DNA-Gehalt verdoppelt, entspricht ein um eine
Einheit groRerer Ct-Wert der doppelten Menge DNA. Dies wird in der Auswertung
berucksichtigt, in dem die relative Expression des Zielgens zum Referenzgen als

22Ct_ Wert angegeben wird.

2.20 UPLC- Ultra Performance Liquid Chromatography

Die Ultra-Hochleistungsflussigkeitschromatographie wird zur Trennung und
Quantifizierung von Purin-Verbindungen eingesetzt.

Das Prinzip der UPLC basiert auf der Verwendung einer mobilen und einer stationaren
Phase. Die zu untersuchenden Proben flieRen mit einem Eluent (entspricht der

mobilen Phase) durch eine Trennsaule (stationare Phase). Bestandteile, die eine hohe
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Affinitat zur stationaren Phase aufweisen, bewegen sich deutlich langsamer als solche,
die eine geringere Interaktion zeigen. Je hoher also die Interaktion einzelner Molekule
mit der stationaren Phase, desto langer die Verweildauer und desto spater die
Detektion am Ende der Trennsaule.
Die UPLC stellt eine Modifikation der HPLC (High- Pressure Liquid Chromatography)
dar. Sie istin der Lage, kleine Partikel (weniger als 2um) unter Ausnutzung sehr hoher

Dricke (bis zu 10MPa) aufzutrennen.

Die Analysen der 30 ul groBen Proben wurden mithilfe des Water's Acquity Ultra
Performance Liquid Chromatographic H class System durchgeflhrt.

Die stationare Phase bildete die Cortecs C18 UPLC Saule (3.0x150 mm, 1.6 uM). Um
die Nukleotide voneinander zu trennen, wurde mit Puffer A (200 mM KH2PQO4, 200 mM
KCI, pH 6) und Puffer B (200 mM KH2PO4, 200 mM KCI, 7.5 % Acetonitril, pH 6)
folgender linearer Gradient gebildet: initial 100 % A; 0.03 min 96 % A, 4 % B; 4.53 min
91% A, 9% B; 22.63 min 5 % A, 95 % B; 26.10 min 5 % A, 95 % B; 26.50 min 100 %.
Es wurde eine low flow- Einstellung (0.340 ml/min) gewahit.

Detektiert wurden die Analyten durch den Water’s Multi A Fluoreszenz Detektor 2475
(AEM=300nm, AEx: 415nm). UV- Daten wurden bei einer Wellenldange von 254nm
akquiriert.

Nach Abschluss der Analyse wurde die Saule durch Verwendung des Puffer A (100%)
mit einer Flussrate von 0,34ml/min gewaschen und neu equilibriert. Die Reinigung

erfolgte mit Puffer C (0,2% Methanol) fir 240 min nach jeder Versuchsreihe.

2.21 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurden in dieser Arbeit die Programme Microsoft
Excel (2010) und GraphPad Prism 8 (Graph Pad Software, La Jolla) verwendet. Es
wurden folgende Tests verwendet: fur die Testung der Normalverteilung der Shapiro-
Wilk-Test, fur den Vergleich zwischen zwei Gruppen, deren Daten normalverteilt waren
und die sich in einer Variablen unterschieden, der Student’s t-Test. Wurden mehr als
zwei unabhangige Gruppen verglichen, die sich in einer Variablen unterschieden,
wurde eine One-way ANOVA berechnet (Voraussetzung: Normalverteilung der
Daten). Waren die Daten nicht normalverteilt, wurde der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Wurden mehrere Gruppen verglichen, die sich in zwei Variablen
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unterschieden, wurde bei einer Normalverteilung der Daten eine Two-way ANOVA
berechnet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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3 Ergebnisse

Aus der Literatur ist bekannt, dass das durch die Ektonukleotidase CD73 gebildete
Adenosin wichtig fur den Heilungsprozess nach einem Herzinfarkt ist [136]. Daruber
hinaus weil3 man, dass Adenosin die Bildung von IL-6 induziert [137, 166, 167]. Ein
Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen, ob das nach Herzinfarkt durch CD73
auf T-Zellen gebildete Adenosin quantitativ ausreichend ist, um die IL-6 Sekretion des

Herzens zu beeinflussen.

3.1 Entwicklung eines Langendorff- basierten Modells zur Messung von
Zytokinen in koronaren Effluaten

Im Herzen werden Zytokine von verschiedenen Zelltypen sezerniert und gelangen in
die koronare Zirkulation [168]. In dieser Arbeit wurde die globale kardiale Produktion
und Sekretion von Zytokinen Uber die Freisetzung in das koronare Effluat von isoliert
perfundierten Herzen der Maus bestimmt. Hierfir war es notwendig, ein Protokoll zu
entwickeln, mit dem es moglich ist, die in das koronare Effluat freigesetzten Zytokine

empfindlich und reproduzierbar zu messen.

3.1.1 Initial- und Gleichgewichtsphase

Das aus dem geoffneten Thorax enthommene Herz wurde mit eiskaltem PBS gespllt,
Uber die Aorta kanuliert und mit erwarmtem (37 °C), oxygeniertem Krebs-Henseleit-
Puffer nach dem Verfahren von Langendorff druckkonstant (1 mH20) perfundiert [169].
Nach einer Aquilibrierungsphase von 20 Minuten (entspricht der Initialphase) erreicht
das Herz einen steady state (entspricht dem Beginn der Gleichgewichtsphase)
hinsichtlich Koronarfluss und Herzfrequenz.

Um nur die wahrend der Aquilibrierungsphase freigesetzten Zytokine zu erfassen,
wurden die Herzen zunachst fur zwei Minuten blutfrei perfundiert, um dann das
koronare Effluat Uber einen Zeitraum von 30 min zu sammeln. In der steady state-

Gruppe erfolgte das Sammeln des koronaren Effluates erst nach 20min und dann

21



Ergebnisse
wieder Uber einen Zeitraum von 30 min. Es wurden Herzen aus wildtypischen Tieren
(WT) verwendet.

Das Volumen der aufgefangenen Effluat-Proben betrug zwischen 42,5 ml und 57,5 ml
(Mittelwert: 54 ml). Um in spateren Versuchen die Zytokine sicher messen zu kénnen,
erfolgte nachfolgend die Einengung der Proben. Hierzu wurden diese Uber einen 3K

Filter zentrifugiert, bis ein Gesamtvolumen von ca. 200yl erreicht wurde.

150
100

50 *

Mg Protein/ml

unkonzentriert konzentriert

Abb. 6: Proteinkonzentration in koronaren Effluaten isolierter, Herzen aus WT-Mausen. In
beiden Gruppen wurden ber einen Zeitraum von 30 min koronare Effluate gesammelt. Im Anschluss
wurden 500 yl des Gesamtvolumens abgenommen und mittels BCA-Assays wurde der
Proteingehaltes bestimmt. Der Rest der Proben wurde fiir 2 Stunden und 50 min Uber einen 3K Filter
zentrifugiert, sodass eine Einengung auf ein Gesamtvolumen von ca. 200 pl erfolgte. Nach Testung
der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test wurde ein Student’s t-Test berechnet. Proteinmenge
in gyg/ml. n=6 (*p < 0,05)

Abb. 6 zeigt, dass in den Proben der Aquilibrierungsphase deutlich hdéhere
Proteinkonzentrationen messbar waren als in denen der ,steady state“-Phase und
dass eine Konzentrierung der Proben erfolgreich war. Dieser Unterschied war sowohl
fur die unkonzentrierten (Aquilibrierung: 5,8 pug/ml + 4,3 yg/ml; steady state: 7ng/ml +
4ng/ml, p=0,0356) als auch fir die aufkonzentrierten (Aquilibrierung: 81,16ug/ml +
42,05ug/ml; steady state: 18,5ug/ml + 5,9 ug/ml; p=0,02) Proben statistisch signifikant.
Da die Proteinkonzentration unter steady state Bedingungen nur in den konzentrierten

Proben im Messbereich des Assays lagen, wurden in allen nachfolgenden Versuchen
die gewonnenen Effluat-Proben aufkonzentriert.
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3.1.2 Ist die Verwendung eines Proteinase-Inhibitors sinnvoll?

Bei Zytokinen handelt es sich um Proteine, die bei Raumtemperatur instabil sind. Des
Weiteren setzen Herzen Proteasen frei, welche Zytokine abbauen. Aus diesem Grund
wurde nachfolgend die Wirkung eines Proteinase-Inhibitors auf die Freisetzung
verschiedener Zytokine untersucht [170].

Es wurden zwei Versuchsgruppen gebildet: in der ersten Gruppe wurden isolierte
Herzen von WT-Mausen durch intrakoronare Gabe eines Proteinase-Inhibitors
behandelt, die andere diente als Kontrollgruppe. Im Vergleich zu Abschnitt 3.1.1 wurde
eine Modifikation des Versuchsablaufes vorgenommen: zunachst erfolgte eine
retrograde, druckkonstante (1 mH20) Perfusion, um Herz und Koronarien von Blut
freizuspulen. Nach zwei Minuten wurde auf einen flusskonstanten Modus (Flussrate:
1,5 ml/min) umgestellt. In der Versuchsgruppe enthielt der Puffer einen EDTA-freien
Proteinase-Inhibitor in der vom Hersteller angegeben Konzentration (cOmplete
Tablets, EDTA frei, Roche).
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Abb. 7: Einfluss des Proteinase-Inhibitors auf die Konzentrationen von Zytokinen in koronaren
Effluaten von normoxisch perfundierten Kontrollherzen. Die Volumina der Effluat-Proben wurden
mittels Zentrifugation Uber einen 3K-Filter eingeengt, anschliefend erfolgte die Messung der
Zytokinkonzentrationen mittels Bio-Plex. In der Behandlungsgruppe wurde dem Puffer Proteinase-
Inhibitor zugesetzt. Nach Testung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde der Student’s
t-Test berechnet. Zytokinmenge in pg/ml. n=3

Wie in Abb. 7 zu sehen ist, setzten isolierte, nicht- infarzierten Herzen insbesondere
IL-1B, IL-9, IL-12, Eotaxin und MCP-1 frei. Der Einsatz eines Proteinase-Inhibitors fuhrt
zu einer geringen Erhohung der meisten der gemessenen Zytokine, erreicht jedoch in
keinem Fall das Signifikanzniveau.
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Nachteilig bei diesem Versuch war au’erdem, dass die Zugabe des Proteinase-
Inhibitors zu Herzrhythmusstorungen oder zu einem Herzstillstand fuhrte. Aus diesem
Grund wurde in allen nachfolgenden Versuchen der Proteinase-Inhibitor in den
Sammelgefallen vorgelegt, um einer Proteindegradation wahrend des

Sammelprozesses und der Zentrifugation entgegenzuwirken.

3.2 Bedeutung des CD73- Adenosins fiir die Zytokinsekretion

3.2.1 Zytokingehalt in koronaren Effluaten

Ein Myokardinfarkt 16st eine lokale Entzindungskaskade aus und fuhrt bereits nach
kurzer Zeit zur Infiltration von Immunzellen in das infarzierte Myokard [35]. Da in
diesem Kontext sowohl Adenosin als auch IL-6 eine wichtige Rolle spielen, sollte
nachfolgend die Regulation von IL-6 im Herzen durch von CD73 gebildetem Adenosin
untersucht werden und zwar bei Infarkttieren im Vergleich zu Sham-operierten

Kontrollen.

Zunachst wurden die Konzentration verschiedener Zytokine im koronaren Effluat
isolierter Herzen verglichen.

Die Infarkte wurden durch eine 50-minatige Okklusion der LAD mit anschlieRender
Reperfusion induziert. An Tag drei nach Myokardinfarkt wurden die Herzen ex vivo
uber eine Langendorff-Apparatur mit Krebs-Henseleit-Puffer druckkonstant fur 30 min
perfundiert. In dieser Zeit wurden die koronaren Effluate gesammelt, wobei eine
Einteilung in eine Initialphase (Minute 1-15) und eine Gleichgewichtsphase (Minute 16-
30) erfolgte. Alle gemessenen Zytokinkonzentrationen wurden auf das Herzgewicht

normalisiert.
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Abb. 8: Zytokinspiegel in koronaren Effluaten in Sham- und Infarkttieren drei Tage postoperativ.
Die Herzen wurden Uber die Langendorff-Apparatur druckkonstant perfundiert, nach zweiminitiger
Spulung der Koronarien wurde das Effluat aufgesammelt. Abb. A stellt die Zytokinkonzentrationen in
der Initialphase dar, Abb. B in der Gleichgewichtsphase. Die Messung der Zytokine erfolgte mittels Bio-
Plex. Nach Priifung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurden signifikante Unterschiede
mittels Student’s t-Test berechnet. Zytokinmenge in pg/mg Herzgewicht. Sham: n=3; WT: n=6
(*p < 0,05; **p < 0,01)

Wie in Abb. 8 zusammengefasst, zeigte sich, dass in beiden Phasen die Zytokin-
konzentrationen in den koronaren Effluaten der Infarkttiere hoher waren als in denen
der Sham-operierten Kontrollen. Statistisch signifikant waren diese Unterschiede in der
Initialphase (Minute 1-15) fur IL-1p, IL-6, IL-9, IL-13, GM-CSF, MCP-1 und MIP-1a und
in der Gleichgewichtsphase (Minute 16-30) fur IL-6, IL-9, MCP-1 und MIP-1a. Des
Weiteren fiel auf, dass an Tag drei nach Infarkt Eotaxin das Zytokin mit der hochsten
Freisetzungsrate ist (Initialphase: 146,1 pg/mg Herzgewicht + 88,8 pg/mg
Herzgewicht, Gleichgewichtsphase: 86,6 pg/mg Herzgewicht + 50,9 pg/mg
Herzgewicht).

In einer weiteren Versuchsreihe wurde untersucht, ob Adenosin, das von CD73 auf T-
Zellen gebildet wird, die beobachtete Steigerung der Zytokinkonzentrationen,
besonders von IL-6, beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden WT und CD4/CD73-
Verlustmutanten genutzt.

In den Abb. 9 und 10 sind diejenigen Zytokine dargestellt, welche statistisch
signifikante Unterschiede aufwiesen. Der vollstandige Datensatz findet sich im Anhang
(Suppl. 1 und 2).
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Abb. 9: Zytokinkonzentrationen in koronaren Effluaten von Wildtyp und CD4/CD73"-Tieren an
Tag 3 nach Infarkt. Die Herzen wurden druckkonstant (Langendorff) perfundiert. Nach zweiminutiger
Perfusion zum Aussplilen des Blutes aus den Koronarien wurde fir 15 min Effluat in Anwesenheit eines
Proteinase-Inhibitors gesammelt. Die Messung erfolgte mittels Bio-Plex. Nach Testung der
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde eine Two-way-ANOVA berechnet. Zytokinmenge in
pg/mg Herzgewicht. Sham WT: n=3, Sham KO: n=4; Ml WT und KO: n=6. (*p < 0,05; **p < 0,01)

Abb. 9 zeigt, dass nach |Infarkt deutliche Unterschiede zwischen den
Zytokinkonzentrationen bestanden: Die hochste Freisetzung fand sich bei IL-6
(Mittelwert: 20,46 pg/mg Herzgewicht). Des Weiteren geht aus den Daten hervor, dass
in der Initialphase (Abbildung 10) die Konzentrationen von IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-13,
IL-17 und GM-CSF in den Effluaten von CD4/CD73- Verlustmutanten statistisch
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signifikant niedriger waren als in denen der Kontrollen. So war beispielsweise der IL-6
Spiegel im Wildtyp ca. 5-fach héher als in den CD4/CD73-Verlustmutanten (p=0,022).
In der Gleichgewichtsphase (Abb. 10) blieb der Unterschied zwischen CD4/CD73"-
Tieren und WT fur IL-6 weiter signifikant, auch wenn die absolute Menge in beiden
Gruppen geringfugig abnahm. Weiterhin erreichten im Gegensatz zur Initialphase nun
IL-9, MCP-1 und MIP-1p das Signifikanzniveau.
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Abb. 10: Zytokinspiegel in koronaren Effluaten in der Gleichgewichtsphase. Es wurden die
gleichen Herzen wie in Abb. 9 genutzt. Die Messung erfolgte mittels Bio-Plex. Nach Testung der
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde eine Two-way-ANOVA berechnet. Zytokinmenge in
pg/mg Herzgewicht. Sham WT: n=3, Sham KO: n=4; Ml WT und KO: n=6 (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001)
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3.2.2 Zytokinkonzentrationen im vendsen Blut drei Tage nach Myokardinfarkt

Um zu untersuchen, ob sich die in koronaren Effluaten gefundenen Unterschiede auch
systemisch nachweisen lassen, wurden die Plasmaspiegel verschiedener Zytokine an
Tag drei nach Infarkt bestimmt.

Abb. 11 zeigt, dass die Zytokinkonzentrationen von IL-9, IL-12p(40) sowie Eotaxin in
infarzierten Tieren nach drei Tagen signifikant hoher waren als in den Kontrollen. Am
deutlichsten zeigte sich dieser Effekt bei Eotaxin, hier war der Plasmaspiegel um das
8-fache erhoht (p=0,0001). Auch Interleukin-6 war in Infarkttieren erhdht, der
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Abb. 11: Zytokinplasmaspiegel drei Tage postoperativ. Analyse der Plasmakonzentrationen von 23
Zytokinen von infarzierten Tieren sowie Sham-Kontrollen drei Tagen post MI. Nach Testung der
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde ein Student’s t-Test berechnet. Zytokinspiegel in
pg/ml. Sham n= 3; Infarkttiere n= 5. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001)

Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Sham: 20,54 pg/ml £ 11,9 pg/ml;
3d post MI: 102,8 pg/ml + 57,3 pg/ml; p=0,0545). Eotaxin wies in beiden Gruppen den
hdchsten Zytokinspiegel auf (Sham: 1343pg/ml £+ 647,8 pg/ml; 3d post MI: 11247 pg/ml
+ 1862 pg/ml).

AnschlieBend wurden die Zytokinplasmaspiegel zwischen infarzierten, WT- und
CD4/CD73"- Mausen drei Tage nach Infarkt verglichen.

Aus Abb. 12 wird ersichtlich, dass an Tag drei nach Infarkt die Zytokinspiegel im
Plasma von Wildtypen und CD4/CD73- Verlustmutanten keine signifikanten
Unterschiede aufweisen.
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Abb. 12: Zytokinplasmaspiegel wildtypischer und CD4/CD73-Verlustmutanten drei Tage
postoperativ. Analyse der Plasmakonzentrationen von 23 Zytokinen von infarzierten WT- sowie
CD4/CD73"-Tieren drei Tagen post MI. Nach Testung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests
wurde ein Student’s t-Test berechnet. Zytokinspiegel in pg/ml. n=5

Zusammenfassend zeigen die erhobenen Daten, dass an Tag drei nach
Myokardinfarkt die Zytokinspiegel sowohl in den koronaren Effluaten als auch im
Plasma hoher sind als in Sham-operierten Kontrolltieren. Ein wichtiger neuer Befund
war, dass das von T-Zellen durch die CD73 gebildete Adenosin wesentlich das
Zytokinmilieu des Herzens, insbesondere IL-6, moduliert.

3.3 Freisetzung von Purinverbindungen in das koronare Effluat

Neben der Analyse der Zytokine in den koronaren Effluaten wurde auch die
Freisetzung verschiedener Purinverbindungen untersucht. Vorausgegangene Arbeiten
unseres Institutes zeigten, dass nach einem ischamischen Ereignis die extrazellulare
Adenosinkonzentration erhoht ist und dass hierfur mutmalflich die Hochregulation der
Ektonukleotidase CD73 verantwortlich ist [135, 171].

Da fur die Versuche in dieser Arbeit T-zellspezifische CD73-Verlustmutanten
verwendet wurden, sollte die Bedeutung von CD73 auf T-Zellen fur die globale
Adenosinkonzentration drei Tage nach Infarkt im isoliert schlagenden Herzen
analysiert werden.

Experimentell wurde so vorgegangen, dass wahrend der Perfusion isolierter Herzen

(Langendorff) alle 3 min ca. 500 pl Effluat gesammelt wurden, welches dann mithilfe

von UPLC-Analysen auf die Freisetzung purinerger Metabolite analysiert wurde.
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Abb. 13: Freisetzung von Purinverbindungen in das koronare Effluat von WT- und CD4/CD73"- -
Tieren im isoliert perfundierten Herzen drei Tage nach I/R. Wahrend der druckkonstanten Perfusion
wurden alle 3 min ca. 500 pl Effluat gesammelt. Der Purinstoffwechsel wurde mittels UPLC analysiert.
Es erfolgte eine Normalisierung an einer Standardkurve sowie die Bildung eines Mittelwertes aus den
Daten der verschiedenen Zeitpunkte fir jedes Tier. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Student’s t-Test. Purinmenge in pM. n=6 (*p < 0,05)

Aus Abb. 13 wird ersichtlich, dass die Freisetzung von ATP, Adenosin, Inosin und
Hypoxanthin in CD4/CD737-Méausen vermindert ist, es wird jedoch nur bei
Hypoxanthin das Signifikanzniveau erreicht (p=0,0476).

3.4 Einfluss des Axg-Rezeptors auf die IL-6 und IL-1B-Produktion in murinen,

peritonealen Makrophagen

Als nachstes wurde die Frage untersucht, welche Zellen des Herzens vorwiegend fur
die IL-6 Produktion verantwortlich sind. Makrophagen sind zentrale Protagonisten im
Heilungsprozess nach einem Myokardinfarkt. Sie wandern als Monozyten innerhalb
eines Tages in das Infarktgebiet ein und stellen in der ersten Woche nach Ischamie

die grofte Gruppe der Immunzellen des Herzens dar [35]. Aul3erdem gehdren sie zu
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den IL-6 produzierenden Zellen. Daruber hinaus fihrt eine Stimulation des Ags-
Rezeptors in Fibroblasten, dendritischen Zellen sowie EPDCs (Epicardium-derived

cells) zu einer gesteigerten IL-6-Produktion [52, 137, 167, 172].
Nachfolgend wurde daher untersucht, ob eine Stimulation des Azs-Rezeptors auch in

Monozyten/Makrophagen zu einer gesteigerten Expression von IL-6 und IL-1p fUhrt.
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Abb. 14: IL-6 und IL-1B- Expression in isolierten murinen, peritonealen Makrophagen.
Thioglycolat-induzierte, murine Makrophagen wurden fiir zwei (A) bzw. 24 (B) Stunden mit 50 ng LPS/mi
in Anwesenheit von 2,5uM des Azs-Rezeptoragonisten BAY60-6583 und/oder dem Gg-Inhibitor
FR9O00359 (1uM) stimuliert. Es wurden Makrophagen aus Wildtyp- und A2BR-Knockout-Tieren
verwendet. Mittels gqRT-PCR wurde die relative Expression bestimmt. Als Referenzgen diente der
Housekeeper RPS9. Dargestellt sind Mittelwerte + SD. Nach Testung des Normalverteilung mittels
Shapiro-Wilk-Tests wurde eine One-way ANOVA berechnet. n=4, WT= Wildtyp, A2BR": A2BR-

Verlustmutante. (*p < 0,05)

Die peritonealen Makrophagen wurden zunachst mit 50 ng LPS fur eine Stunde
stimuliert. AnschlieRend erfolgte die spezifische Stimulation des A2s-Rezeptors mit
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BAY 60-6583, mit BAY 60-6583 zusammen mit dem Gg-Inhibitor FR900359, sowie
eine BAY 60-6583 Stimulation in A2gR-defizienten Makrophagen.
Wie in Abb. 14 A zu sehen, fihrte eine Stimulation mit einem A2sR-Agonisten nach 2
Stunden zu einem Anstieg der IL-6 Expression, der jedoch nicht das Signifikanzniveau
erreicht. Des Weiteren fiel auf, dass dieser Effekt durch Inhibition des G4-Weges mit
FR900359 gehemmt werden konnte, was jedoch auch nicht signifikant war.
Interessanterweise fuhrte eine Stimulation von Makrophagen, denen der Azs-Rezeptor
fehlt (A2BR") im Gegensatz zu den wildtypischen Kontrollen nicht zu einem Anstieg
der IL-6 Expression (p=0,0328).
Nach 24h Kultivierung (Abb. 14 B) zeigte sich ein ahnliches Bild: eine Stimulation des
Aos-Rezeptors fuhrte zu einer vermehrten IL-6 Expression, welche durch eine
Inhibition des G4-Signalweges reduziert wurde. A2BR”-Makrophagen reagierten auf
eine Stimulation mit BAY 60-6583 nicht mit einer erhohten IL-6 Expression. Auffallig
ist jedoch, dass nach 24h Inkubation die basale IL-6 Expression, bei gleicher Zellzahl
und mRNA-Menge, niedriger war als nach 2h (2h Vehikelkontrolle: 0,93 rel. Expression
+ 0,52 rel. Expression, 24h Vehikelkontrolle: 0,067 rel. Expression +0,047 rel.
Expression). Jeweils dhnliche Tendenzen zeigten sich fir die IL-13 Expression nach
2 h bzw. 24 h Inkubation, es wurde jedoch in keinem Fall das Signifikanzniveau
erreicht.
Anschlieend wurde die IL-6 Menge im Zellkulturiberstand mittels Bio-Plex
gemessen, um die Auswirkungen einer pharmakologischen Stimulation auf

Proteinebene zu untersuchen.

Abb. 15 A zeigt, dass nach Stimulation (2h) von peritonealen Makrophagen mit dem
Azs-Agonisten BAY60-6583 sich die IL-6 Sekretion verglichen mit der Vehikel-Kontrolle
ungefahr verdoppelt (Vehikel-Kontrolle: 2341 pg/ml + 641,6pg/ml; BAY: 4710 pg/ml £
1538pg/ml). Eine Behandlung mit dem Gg-Inhibitor FR900359 flihrte zwar zu einer
verminderten IL-6 Produktion, erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Verwendung von Makrophagen gesehen, denen
der A2s-Rezeptor fehlte.
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Abb. 15: IL-6 Proteingehalt in Zellkulturiiberstinden muriner Makrophagen. Thioglycolat-
induzierte, murine Makrophagen wurden flir zwei (A) bzw. 24 (B) Stunden mit 50 ng LPS/ml in
Anwesenheit von 2,5uM des Azs-Rezeptoragonisten BAY60-6583 und/oder dem Gg-Inhibitor FR900359
(1uM) stimuliert. Es wurden Makrophagen aus Wildtyp- und A2BR-Knockout-Tieren verwendet. Mittels
gRT-PCR wurde die relative Expression bestimmt. Als Referenzgen diente der Housekeeper
RPS9.Dargestellt sind Mittelwerte + SD. Nach Testung des Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests
wurde eine One-way ANOVA berechnet. n=4, WT= Wildtyp, A2BR”: A2BR-Verlustmutante (*p < 0,05,
**p <0,01; ***p < 0,001)

Ein deutlicheres Bild ergab sich nach 24h Inkubation (Abb. 15 B). Hier zeigten sich
hochsignifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen: eine Inkubation
mit BAY 60-6583 fuhrt zu einer Steigerung der IL-6 Produktion um das 3,8 fache. Eine
zusatzliche Hemmung des Gg-Signalweges reduzierte diese Produktion auf ein Drittel
(p=0,0004).

Darliber hinaus war die IL-6 Produktion der A2BR"--Makrophagen signifikant geringer
als in identisch behandelten, wildtypischen Kontrollen (WT+A2sR-Agonist: 1131 pg/ml
+ 2085 pg/ml; A2BR"+ AzsR-Agonist: 3773 pg/ml + 2318 pg/ml; p=0,003).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die uber den Azg-Rezeptor vermittelte
IL-6 Produktion in Makrophagen uber eine Aktivierung des Gq4-Signalweges vermittelt

wird.
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3.5 Einfluss des A2gR auf post-transkriptionelle Regulationsfaktoren von IL-6

Nachdem in Abschnitt 3.4 gezeigt wurde, dass der Axs-Rezeptor Uber den Ggq-
Signalweg die IL-6 Produktion stimuliert, wurde in weiteren Experimenten der Einfluss
einer AgR-Stimulation auf die post-transkriptioneller Regulationsfaktoren von IL-6
untersucht. Im Einzelnen waren dies: Arid5a (AT-rich interactive domain-containing
protein 5A), Regnase-1 (Gen: Zc3h12a), Ahr (Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor) sowie Hdc
(Histidin-Decarboxylase). Arid5a stabilisiert die IL-6 mRNA und kann somit die IL-6
Produktion steigern. Die Regnase-1 bindet ebenfalls an die 3’'UTR (untranslatierte
Region) der IL-6 mRNA. Dies flhrt zu einer Destabilisierung und konsekutiv zu einer
geringeren IL-6 Bildung [108]. Ahr beeinflusst den Histaminstoffwechsel durch
Hemmung der Hdc, was zu einer niedrigeren IL-6 Produktion in Makrophagen fuhrt
[112, 113].

Da die Arid5a-Expression zwei Stunden nach LPS Stimulation das Maximum erreicht
[108], wurden alle Faktoren zu diesem Zeitpunkt analysiert.

Abb. 16 zeigt, dass eine Stimulation des Azs-Rezeptors keinen Einfluss auf die
Expression der Gene Arid5a, Ahr und HDC hat. Lediglich das Gen Zc3h12a, welches
Regnase-1 kodiert (Abbildung 16 B), steht mdglicherweise unter dem Einfluss des Azs-
Rezeptors, da dessen Expression in A2BR"-Makrophagen doppelt so hoch war wie in
identisch behandelten Wildtyp-Kontrollen (p=0,01).
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Abb. 16: Expression von Arid5a, Zc3h12a, Ahr und Hdc nach zweistiindiger Inkubation.
Thioglycolat-induzierte, murine Makrophagen wurden fir zwei Stunden mit 50 ng LPS/ml in
Anwesenheit von 2,5uM des Azs-Rezeptoragonisten BAY60-6583 und/oder dem Gg-Inhibitor FR900359
(1uM) stimuliert. Es wurden Makrophagen aus Wildtyp- und A2BR-Knockout-Tieren verwendet. Mittels
gRT-PCR wurde die relative Expression bestimmt. Als Referenzgen diente der Housekeeper RPS9.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD. Nach Testung des Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde
eine One-way ANOVA berechnet. n=4, WT= Wildtyp, A2BR”: A2BR-Verlustmutante, Arid5a: AT-rich
interactive domain-containing protein 5a, Zc3h12a: Regnase-1, Ahr: Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor, Hdc:

Histidin-Decarboxylase (*p < 0,05)

Auch nach 24 Stunden (Abb. 17) zeigte sich, dass die Expression von Zc3h12a
moglicherweise durch den Azs-Rezeptor kontrolliert wird. Die Stimulation mit einem

A2sR-Agonisten fuhrte zu einer Verminderung der Zc3h12a-Expression, wurde
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Abb. 17: Expression von Zc3h12a nach 24-stiindiger Inkubation. Thioglycolat-induzierte, murine
Makrophagen wurden fiir 24 Stunden mit 50 ng LPS/ml in Anwesenheit von 2,5uM des Azs-
Rezeptoragonisten BAY60-6583 und/oder dem Gg-Inhibitor FR900359 (1uM) stimuliert. Es wurden
Makrophagen aus Wildtyp- und A2BR-Knockout-Tieren verwendet. Mittels qRT-PCR wurde die relative
Expression bestimmt. Als Referenzgen diente der Housekeeper RPS9. Dargestellt sind Mittelwerte +
SD. Nach Testung des Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde eine One-way ANOVA
berechnet. n=4, WT= Wildtyp, A2BR"": A2BR-Verlustmutante, Zc3h12a: Regnase-1 (*p < 0,05)

35



Ergebnisse
zusatzlich der Gg-Signalweg gehemmt, kam es zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der Expression (p=0,0427). Des Weiteren war auch hier die Expression von
Zc3h12a in A2BR’-Makrophagen signifikant hoher als in den Kontrollen (p=0,0286).

3.6 Die A2sR-IL-6- Achse an humanen Immunzellen

Die bisherigen mechanistischen Studien zur Signaltransduktion von A2sR wurden an
Immunzellen der Maus durchgefiihrt. Ob sich ahnliche Mechanismen an humanen
Immunzellen nachweisen lassen, wurde im Folgenden untersucht.

Zu diesem Zweck wurden aus dem peripheren Blut gesunder Spender unter
Verwendung einer Dichtegradientenzentrifugation und durchflusszytometrischer
Zellsortierung Monozyten sowie T- und B-Zellen isoliert. Diese Zellen wurden fur 24h
wie folgt stimuliert: Monozyten mit LPS, T-Zellen mit CD3/CD28 und B-Zellen mit CpG
(CpG-Motive sind unmethylierte Cytidin-Phosphat-Guanosin Oligonukleotide, welche
Uber Stimulation des TLR9 B-Zellen aktivieren kénnen [173]).

Die mittels quantitativer Real-Time-PCR erhobenen Daten flr die Expression des Ag-
Rezeptors sind in Abbildung 18 zusammengefasst.
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Abb. 18: Expression des Azs-Rezeptors in humanen Immunzellen. Aus humanem Vollblut gesunder
Spender wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation und FACS Monozyten, T- und B-Zellen isoliert.
Anschlieffend wurden je 200.000 Zellen pro Well ausgesaht. Die Monozyten wurden fir 24 h mit 100ng
LPS inkubiert, die T-Zellen mit aCD3/CD28 beladenen Dynabeads und die B-Zellen mit 10 yg/ml algM
und 1 uM CPG. Mittels qRT-PCR wurde die relative Expression bestimmt. Als Referenzgen diente der
Housekeeper RPL13A. Dargestellt sind Mittelwerte + SD. A2BR=Azs-Rezeptor n=2

Wie man sieht, weisen die Monozyten sowohl stimuliert als auch unstimuliert die
hochste Azs-Rezeptor-Expression auf. Aus diesem Grund werden nachfolgend nur die
Ergebnisse dargestellt, die mit Monozyten generiert wurden.
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Einfluss der A2g-Rezeptor-Stimulation auf die IL-6 und IL-1 Expression

humaner Monozyten

Wie man in Abb. 19 A sieht, fuhrte eine zweistundige Stimulation humaner Monozyten
mit BAY 60-6583 zu einem signifikanten Anstieg der IL-6 und IL-13 mRNA Expression
(IL-1B: p=0,0231; IL-6: p=0,0312), welche durch Einsatz des Gg-Inhibitors FR900359

in nicht signifikanten Mal3e herunterreguliert wurde.
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Abb. 19: Expression von IL-1p und IL-6 in humanen Monozyten. Humane Monozyten wurden aus
dem Blut gesunder Spender isoliert und fur zwei (A) bzw. 24h (B) mit 100 ng LPS, 2,5 uM des A2R-
Agonisten und/oder 1 uM des Gg-Inhibitors inkubiert. Es erfolgte eine Normalisierung der
Genexpression am Housekeeper RPL13A. Nach Testung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-
Tests wurde eine One-way-ANOVA berechnet. n=3-6, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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Wesentlich deutlichere Unterschiede zeigten sich nach 24h Inkubation: eine
Stimulation der Monozyten mit dem AzsR-Agonisten fuhrte zu einem deutlichen
Anstieg der IL-6 (IL-6: p=0,0002) und einer signifikanten Hemmung durch den Gg-
Inhibitor (p=0,0079). Ahnliche Veranderungen fanden sich auch bei IL-1pB; sie waren
jedoch mit einer starkeren Varianz behaftet.

Mit humanen B- und T-Zellen wurden analoge Versuche durchgefluhrt, es zeigten sich

jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die Abbildungen sind im Anhang (Suppl. 3)
zu finden.
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Abb. 20: IL-6 Spiegel in Zellkulturiiberstanden humaner Monozyten. Humane Monozyten
gesunder Spender wurden fir zwei (A) und 24 Stunden (B) mit 100ng LPS, 2,5uM BAY 60-6583
und/oder 1uM FR900359 inkubiert. AnschlieRend wurde in den Zellkulturiberstanden mittels Bio-
Plex der Interleukin-6 Gehalt bestimmt. Nach Testung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-
Test wurde eine One-way-ANOVA berechnet. n=4 (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001)

Wie in Abb. 20 dargestellt, lie3en sich die auf Genebene beschriebenen Effekte
fur IL-6 auch auf Proteinebene nachweisen. Die BAY 60-6583-induzierte Steigerung
der IL-6 Sekretion wurde sowohl nach zwei (A) als auch nach 24 Stunden (B) durch

den Gg-Inhibitor FR900359 nahezu vollstandig gehemmt (2h: p= 0,0013; 24h:
p<0,0001).
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3.6.2 Einfluss der AzgR-Stimulation auf die Expression post-transkriptioneller

Regulationsfaktoren von IL-6

Nachdem in Abschnitt 3.6.1 gezeigt wurde, dass der Azxs-Rezeptor auch in humanen
Monozyten IL-6 stimuliert, stellte sich die Frage, ob auch in diesem System die post-
transkriptionellen Regulationsfaktoren ZC3H12A, ARIDSa, HDC sowie AHR eine Rolle
spielen. Wie in friheren Versuchen (Abschnitt 3.5) erfolgte die Messung der

Genexpression nach zweistundiger Inkubation.
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Abb. 21: Expression IL-6 regulierender Gene in humanen Monozyten. Humane Monozyten wurden
aus peripherem Blut gesunder Spender isoliert. Anschlie3end erfolgte eine zweistlindige Stimulation mit
100ng LPS sowie 2,5uM BAY 60-6583 und/oder 1 yM FR900359. Nach RNA-Isolation und cDNA
Synthese wurde die Expression der angezeigten Gene mittels quantitativer Real-Time-PCR bestimmt.
Als Referenzgen wurde das Housekeeping Gene RPL13A verwendet. Nach Testung der
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde eine One-way-ANOVA berechnet. n=4
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In Abb. 21 wird sichtbar, dass eine kurzzeitige Stimulation (2h) des A2s-Rezeptors
keinen Effekt auf IL-6 regulierende Faktoren hat, was den Ergebnissen in murinen
Makrophagen (siehe Abschnitt 3.5) entspricht.

Interessanterweise zeigte sich nach einer Inkubationszeit von 24h (Abb. 22), dass BAY
60-6583 zu einer Hemmung der ZC3H12A-Expression fuhrte (p=0,02), was durch

Hemmung des Gqg-Signalweges reversibel war, das Signifikanzniveau jedoch nicht

erreichte.
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Abb. 22: ZC3H12A-Expression in humanen Monozyten. Humane Monozyten wurden aus dem Blut
gesunder Spender isoliert und fiir 24 h mit 100 ng LPS, 2,5 uM BAY 60-6583 und/oder 1 yM FR900359
inkubiert. Nach Isolation der RNA wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt. Nach Testung der
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test wurde ein Kruskal-Wallis-Test berechnet. n=4 (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001)
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, eine Langendorff-basierte Methode zu entwickeln,
welche es erlaubt, Uber einen langeren Zeitraum Zytokine in koronaren Effluaten
empfindlich und zuverlassig zu messen. Damit ist es moglich, die globale Zytokin-
Bildung unter Kontrollbedingungen und nach Infarkt zu erfassen. Unter Verwendung
eines transgenen Mausmodells (CD4/CD73") konnte gezeigt werden, dass das von
der CD73 auf T-Zellen gebildete Adenosin quantitativ ausreichend ist, die IL-6
Produktion des Herzens zu modulieren. Diese Schlussfolgerung wird durch Messung
der Freisetzungsrate von Purinverbindungen in das koronare Effluat unterstutzt.
Infarzierte Herzen von CD4/CD73"-Mausen setzten namlich geringere Mengen an
Adenosin und dessen Abbauprodukten Inosin und Hypoxanthin frei als wildtypische
Kontrollen.

Ein weiterer wichtiger Befund war, dass eine pharmakologische Stimulation des Azs-
Rezeptors auf murinen, peritonealen Makrophagen sowie auf humanen Monozyten zu
einer gesteigerten IL-6 Bildung fuhrte. Diese Induktion konnte jeweils durch den
hochspezifischen Gg-Inhibitor FR900359 antagonisiert werden und zeigt somit, dass
das Gq-Signaling die A2s-Rezeptor - induzierte Bildung von IL-6 vermittelt.

Schliel3lich ergaben sich in dieser Arbeit erste Hinweise darauf, dass die Aktivierung
des A2sR- Gg- Signalweges eine Verminderung der Expression von ZC3H12A, dem
Gen das fur das Enzyms Regnase-1 kodiert, bewirkte. Da Regnase-1 die IL-6 mRNA
abbaut, konnte dies einen Mechanismus darstellen, wodurch die beobachtete
Steigerung der IL-6 Produktion durch A2bR-Stimulation zustande gekommen ist.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse das Vorhandensein einer CD73 - Adenosin
- A2sR - IL-6 Achse nahe, welche in Abb. 23 graphisch dargestellt ist.
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Abb. 23: Die CD73- A2eR- IL-6- Achse.

4.1 Zytokinmessungen im koronaren Effluat mit einer Langendorff-basierten
Methode

Um genaue Aussagen uber die Zytokinausschuttung in infarzierten Herzen treffen zu
konnen, wurde in dieser Arbeit eine Langendorff-basierte Methode entwickelt, welche
es erlaubt, Zytokine Gber einen langeren Zeitraum messen zu kdnnen (Protokoll siehe
Abschnitt 2.13). Dieses Protokoll berticksichtigt mehrere Faktoren, welche zu einer
Verzerrung der erhobenen Daten hatten fuhren konnen:

Zunachst wurde die Messung in zwei Abschnitte unterteilt, die Initial- (Minute 1-15) und
die Gleichgewichtsphase (Minute 16-30), um einer Entnahme- bedingten Hypoxie und
konsekutiv verstarkten Zytokinausschuttung Rechnung zu tragen. Es ist daher davon
auszugehen, dass die in der Gleichgewichtsphase erhobenen Daten ein getreues
Abbild der Zytokinfreisetzung infarzierter Herzen darstellen.

Des Weiteren wurde einem Abbau der Zytokine wahrend des Sammelprozesses und
der weiteren Analyse durch Verwendung eines Proteinase-Inhibitors entgegengewirkt.
Um auch geringe Zytokinmengen sicher mittels Bio-Plex Technologie messen zu
konnen, erfolgte einer Aufkonzentrierung der grof3volumigen Proben. Schliel3lich
wurden die Zytokinmengen auf das jeweilige Herzgewicht normalisiert, da davon
auszugehen ist, dass groRere Herzen mehr Immunzellen beinhalten und grolere
Zytokinmengen ausschutten.

Nicht bertcksichtigt wurde ein Einfluss funktioneller Parameter, wie beispielsweise die
Flussgeschwindigkeit, die Herzfrequenz oder Ejektionsfraktion. Diese konnten
Variablen darstellen, welche die Zytokinausschuttung in das koronare Effluat mit

beeinflussen.
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In der Literatur finden sich nur wenige Protokolle zur Messung von Zytokinen in
koronaren Effluaten. Diese unterscheiden sich in mehreren Punkten von dem hier
verwendeten Protokoll. Sowohl Gilles et al. als auch Gurevitch et al. induzierten die
kardialen Ischamien an der Langendorff- Apparatur [174, 175]. Dies hat zur Folge,
dass im Wesentlichen die Zytokinausschuttung aus den Kardiomyozyten und vielleicht
auch von residenten Immunzellen erfasst wird. Des Weiteren wurde im Gegensatz zu
einer Herzinfarkt-bedingten, partiellen Ischamie eine globale Ischamie ausgeldst. Dies
wird in unserem Protokoll durch Ligatur der LAD vermieden. Schlielich kommt es
nach Induktion einer Ischamie in vivo Uber die Zeit zu einer Einwanderung von
Immunzellen in das Herz, die das Infarktgeschehen wesentlich beeinflussen. Diese
Komponente wird bei einer Ischamie am Langendorff-Herz nicht bertcksichtigt.
Erwahnt sei noch, dass in den genannten Publikationen lediglich TNF-alpha bestimmt
wurde und nicht ein breiteres Spektrum an Zytokinen.

Ubereinstimmend mit unseren Daten beobachteten auch Gilles und Gurevitch die
groldten Zytokinmengen unmittelbar nach Ischamie, sodass unsere Einteilung in zwei
Phasen sinnvoll erscheint. Durch die Aufkonzentrierung der Proben und dem Sammeln
Uber einem langeren Zeitraum entgeht die von uns durchgefuhrte Studie dem Problem
von Gurevitch et al., die lediglich in der ersten Minute nach Ischamie Zytokine mittels
ELISA detektieren.

Die von uns ausgearbeitete Methode ermoglicht somit die Messung der globalen
Freisetzung von Zytokinen aus dem Herzen im koronaren Effluat. Daruber hinaus
konnen Aussagen daruber getroffen werden, welche Zytokine vorzugsweise nach
einem Herzinfarkt freigesetzt werden und mit welcher Kinetik diese Freisetzung erfolgt.

4.2 Die Deletion von CD73 auf T-Zellen fiihrt zu einer geringeren Ausschuttung
von Zytokinen in das koronare Effluat

Die Ekto-5'-Nukleotidase (CD73) ist von herausragender Bedeutung fiir die Regulation
der Immunreaktion, da sie den Wechsel von einer ATP-bedingten pro-
inflammatorischen zu einer Adenosin-bedingten anti-inflammatorischen
Gewebsumgebung fordert [132]. Vorausgegangene Arbeiten zeigten, dass
insbesondere die T-zellspezifische CD73 eine wichtige Rolle in der Immunmodulation
nach Herzinfarkt spielt [136].
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In der vorliegenden Arbeit fand sich, dass ein Verlust von Adenosin, das von T-Zellen
gebildet wird, in der Initialphase nach einem Infarkt zu einer signifikanten
Verminderung der Freisetzung von IL-18, IL-2, IL-6, IL-13, IL-17 sowie GM-CSF fluhrt
(Abb. 9). In der Gleichgewichtsphase war die Reduktion von IL-6, IL-9, MCP-1 sowie
MIP-1B noch signifikant (Abbildung 10). Diese Befunde sind insofern Uberraschend,
als dass der allgemeinen Vorstellung entsprechend ein Verlust von CD73 zu einer
Aggravation der Entzindung hatte fuhren sollen. Entsprechend wurde in zwei Studien
gezeigt, dass T-Zellen, welche aus CD4/CD73"-Mausen isoliert wurden, mehr
Zytokine produzierten als die Kontrollen [136, 176]. In der Untersuchung von Borg et
al. [136] wurde jedoch im Zellkulturiberstand der aus CD4/CD73- Verlustmutanten
isolierten T-Zellen eine geringere IL-6 Menge gemessen, das Signifikanzniveau wurde
nicht erreicht. Dies ist in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten,
welche eine signifikant geringere IL-6 Ausschittung in CD4/CD737-Mausen zeigten
(Abb. 9 und 10).
Die im koronaren Effluat gemessenen Veranderungen spiegelten sich jedoch nicht in
den Plasmakonzentrationen wieder (Abbildung 12), sodass es sich wahrscheinlich um
ein gewebespezifisches Phanomen zu handeln scheint. Blume et al. [177] wiesen im
Serum von CD73"--Tieren hohere Zytokinspiegel nach, im Nierengewebe waren diese
Konzentrationen jedoch teilweise niedriger im Vergleich zu wildtypischen Kontrollen.
Far IL-6 fand sich in dieser Studie jedoch kein signifikanter Unterschied. Eine weitere
Studie untersuchte die immunologischen Effekte eines globalen Verlustes der Ekto-5'-
Nukleotidase [178] und fand, dass sich die in der Milz vorhandenen
Immunzellpopulationen von CD73-Verlustmutanten zahlenmafRig teilweise signifikant
von denen der Wildtypen unterschieden: so wurden in CD73"-Tieren weniger NK-
Zellen, Dendritische Zellen und Lymphozyten gemessen. Des Weiteren wurde im
Serum der Verlustmutanten eine signifikant niedrigere IL-6 Konzentration gemessen,
die Konzentrationen der Ubrigen gemessenen Zytokine unterschieden sich nicht
zwischen den Gruppen. In Ubereinstimmung mit unseren Daten zeigt diese Studie,
dass CD73 die IL-6 Produktion beeinflusst und daruber Einfluss auf die
Zusammensetzung der Immunzellpopulation nimmt.
IL-6 induziert die Bildung von Th17- und Th2-Zellen [41, 45]. Th17-Zellen stimulieren
die Infiltration von Neutrophilen und Makrophagen und férdern die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine [179]. In der vorliegenden Arbeit war die IL-6 Ausschuttung
in den T-zellspezifischen CD73-Verlustmutanten signifikant geringer. Dies kdnnte zu

einer verminderten Produktion von TH17- und Th2- Zellen fihren und dadurch zu einer
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verminderten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. Diese Schlussfolgerung wird
dadurch unterstiitzt, dass in der Initialphase in den Effluaten der CD4/CD73"-Tiere im
Vergleich zu wildtypischen Kontrollen signifikant weniger IL-17 und IL-2 (sezerniert von
Th17- bzw. Th2-Zellen) gemessen wurde (Abb. 9).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ein Verlust der T-zellspezifischen CD73
nicht nur zu einer geringeren IL-6 Ausschuttung fuhrt, sondern auch uber eine
Veranderung der Immunzellzusammensetzung im Herzen die Ausschiattung anderer

Zytokine maf3geblich beeinflusst.

4.3 In CD4/CD73"--Mausen ist die Freisetzung von Purinverbindungen nach I/R
reduziert

Nach einem ischamischen Ereignis wird ATP vermehrt aus den aktivierten bzw.
geschadigten Zellen freigesetzt. ATP gilt als ,Gefahrensignal® der Zelle und vermittelt
Uber P2-Rezeptoren im Wesentlichen eine pro-inflammatorische Wirkung [118]. Im
Gegenzug kommt es nach einer Ischamie/Reperfusion zu einer Hochregulation von
CD73 insbesondere auf Granulozyten und T-Zellen [135, 171]. Dies impliziert, dass
das pro-inflammatorische ATP in das anti-inflammatorische Adenosin umgewandelt
wird, was damit den Heilungsprozess einleitet. Die biologische Halbwertszeit von
Adenosin ist nur kurz, da es zugig in die Abbauprodukte Inosin und Hypoxanthin
umgewandelt wird [137].

In Ubereinstimmung mit diesem allgemeinen Stoffwechselschema fand sich in der
vorliegenden Arbeit nach einem Myokardinfarkt eine verminderte Freisetzung von
Adenosin, Inosin und Hypoxanthin in das koronare Effluat, wenn CD73 auf T-Zellen in
einem genetischen Mausmodell fehlte (Abb. 13). Dies ist in Ubereinstimmung mit den
Befunden von Bonner et al., die zeigten, dass die auf Leukozyten vorhandene CD73
eine wesentlich Determinante fur die kardiale Adenosinbildung und den

Heilungsprozess darstellt [171].

Interessanterweise fand sich aber auch, dass die ATP-Freisetzungsrate in das
koronare Effluat von CD4/CD73”-Mausen reduziert war, auch wenn das
Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. Verminderte ATP Spiegel konnten vielleicht

erklaren, warum in den CD73-Verlustmutanten geringere IL-13 Mengen gemessen
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wurden (Abb. 9 und 10), da ATP bekanntlich die Ausschittung von IL-13 Uber die
Aktivierung des P2X7-Rezeptors induziert [180]. Es bleibt jedoch offen, uber welchen
Mechanismus die ATP-Freisetzung in den CD4/CD73"-Tieren gehemmt wurde.

4.4 Die Stimulation des A2sR fiihrt G4- abhdngig zu einer vermehrten IL-6
Produktion in murinen, peritonealen Makrophagen und humanen

Monozyten

Der Azs-Rezeptor (A2sR) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor. Bindet Adenosin an
A2eR, konnen sowohl das Gs- als auch das Gq- Protein aktiviert werden [143]. Das Gs-
Protein steigert die Aktivitat der Adenylatcyclase und fordert dadurch die Bildung von
cAMP, welches die Proteinkinase A aktiviert. Eine Stimulation des Gg-Signalweges
bewirkt eine Calciummobilisierung und eine Aktivierung der Proteinkinase C. Welcher
Signalweg vorzugsweise bestritten wird, wird in der Literatur uneinheitlich beantwortet
und konnte mit dem Zelltyp zusammenhangen. Es gibt namlich sowohl Hinweise, dass
die Hemmung des Gg-Signalweges die A2sR-vermittelte IL-6 Bildung aufhebt [181,
182]; es gibt jedoch auch Studien, welche eine Gs-vermittelte IL-6 Produktion
nachweisen konnten [183, 184].

Far murine, peritoneale Makrophagen und humane Monozyten zeigte sich in der
jetzigen Studie ein identisches Bild: sowohl auf mRNA als auch auf Proteineben fuhrte
eine pharmakologische Stimulation des A2sR zu einer gesteigerten |IL-6 Produktion,
welche durch einen hochspezifischen Gq -Inhibitor (FR900359) gehemmt werden
konnte. Dass es sich hier tatsachlich um einen AzsR-vermittelten Effekt handelt,
belegen Versuche mit peritonealen Makrophagen, die aus A2sR Verlustmutanten

gewonnen wurden.

Des Weiteren wurde untersucht, ob eine Stimulation des A2gR Einfluss auf die IL-1p
MRNA Expression nimmt. An murinen, peritonealen Makrophagen ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede, jedoch kam es an humanen Monozyten A2gR-abhangig zu

einer signifikanten Steigerung der IL-13 Expression (Abb. 19).

Ubereinstimmend mit den jetzigen Ergebnissen zeigten auch andere Autoren, dass
Makrophagen, welche aus A2BR”- Mausen isoliert wurden, signifikant weniger IL-6
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produzieren als wildtypische Kontrollen [166, 185]. Ryzhov et al. zeigten auRerdem -
in Ubereinstimmung mit den hier verhobenen Befunden - dass eine Stimulation von
murinen, peritonealen Makrophagen mit dem nicht- selektiven A2sR-Agonisten NECA
(5"-N-ethylcarboxamidoadenosin) zu einer gesteigerten IL-6 Bildung fihrt [185].
Aulerdem konnte in murinen Alveolarmakrophagen [186], pulmonalen und kardialen
Fibroblasten [167, 187] sowie in dendritischen Zellen [172] eine A2sR-abhangige IL-6

Produktion beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigen die Daten erstmals auf humanen Monozyten das
Vorhandensein einer AR - Gq - IL-6 - Achse. Unter welchen Bedingungen diese
Achse zum Tragen kommt ist bislang unklar. Es ist jedoch vorstellbar, dass in
hypoxischem, humanen Gewebe die lokale Adenosin Konzentration hoch genug ist,
um den niederaffinen A2gR zu aktivieren und daruber die IL-6 Bildung zu stimulieren.
Auch ist denkbar, das pro-inflammatorische IL-6 nicht nur durch monoklonale
Antikorper zu neutralisieren, sondern auch die IL-6 Bildung Uber Hemmstoffe von Gq
bzw. des A2sR zu antagonisieren. Hier konnte ein neues therapeutisches Potential

liegen.

4.5 Die Aktivierung des Azg-Rezeptors fiihrt zu einer Hemmung der Regnase-1

Bei dem Enzym Regnase-1 (Gen: ZC3H12A) handelt es sich um einen post-
transkriptionellen Regulationsfaktor von IL-6. Durch Bindung an die IL-6 mRNA wird
diese destabilisiert, wodurch die Translation beeintrachtigt wird und konsekutiv

weniger IL-6 gebildet wird [110].

Interessanterweise zeigte sich in dieser Arbeit, dass eine genetische Deletion des
A2eR in murinen, peritonealen Makrophagen zu einer signifikant hdheren Expression
von Zc3h12a fuhrt (Abb. 16 und 17). Dies steht in Einklang mit der Beobachtung, dass
die IL-6 Expression in A2sR- Verlustmutanten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
erniedrigt ist. Allerdings fuhrte eine AsR Stimulation an Makrophagen von WT-
Mausen nach zweistundiger Stimulation zu keiner signifikanten Verminderung von
Zc3h12a (Abbildung 16). Nach 24-stiindiger Stimulation (Abb. 17) war ebenfalls keine
signifikante Verminderung der Expression nachweisbar (p=0,07), es zeigte sich
jedoch, dass eine Inkubation mit BAY60-6583 und dem Gg-Signalweg-Inhibitor zu
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einem signifikanten Anstieg der Zc3h12a-Expression fuhrte. Weiterhin konnte auch
hier beobachtet werden, dass in Makrophagen aus A2BR”-Tieren die Expression
signifikant niedriger war als bei den WT-Kontrollen.
Auch bei humanen Monozyten kam es nach zwei Stunden nicht zu einer signifikanten
Reduktion der ZC3H12A-Expression, nach 24 Stunden jedoch schon (Abb. 22). Diese
Ergebnisse legen in Zusammenschau mit den im letzten Absatz diskutierten
Ergebnissen die Vermutung nahe, dass eine Stimulation des A2sR zu einer Aktivierung
des Gq4- Signalweges fuhrt, welcher dann eine Hemmung der Regnase-1 bewirkt und
dadurch die Produktion von IL-6 steigert.

Dieser mogliche Zusammenhang zwischen purinergem Stoffwechsel und Regnase-1
wird auch durch Daten der Literatur unterstutzt. So berichten Nagahama et al., dass in
Regnase-17- Tieren nach Induktion einer Colitis erhéhte ATP- und erniedrigte
Adenosin-Werte messbar waren [188]. Interessanterweise kam es unter diesen
Bedingungen auch zu einer Herunterregulation der CD73 und CD39. Im
Umkehrschluss konnte dies bedeuten, dass CD73 die Bildung der Regnase-1 negativ
beeinflusst und dadurch die Produktion von IL-6 fordert. Dies konnte eine weitere
Erklarung dafir sein, dass in den koronaren Effluaten der CD4/CD73-Verlustmutanten

signifikant niedrigere IL-6 Werte gemessen wurden.

4.6 Ausblick

In den letzten Jahren konnte durch Einfuhrung von Reperfusionstherapien durch
perkutane Koronarintervention (PCl) die Letalitdt von Infarktpatienten deutlich
reduziert werden. Diese Intervention hat eine Rekanalisierung der Koronararterien
zum Ziel, um eine Versorgung des Myokards mit Sauerstoff sicherzustellen. Ein
grolRes Problem stellt jedoch der sogenannte Reperfusionsschaden dar, der durch
Rekanalisation des verschlossenen Gefalles zustande kommt. Dies fuhrt dazu, dass
insgesamt 50% des Myokardschadens nach abgelaufenem Myokardinfarkt und
anschliefender Rekanalisation durch die Reperfusion entsteht [189].

Insgesamt erscheint es sinnvoll, nicht nur eine Reperfusion des ischamischen
Gebietes anzustreben, sondern auch direkt den Entzindungs- und Heilungsprozess
zu beeinflussen. Hierbei darf es aber nicht das Ziel sein, die Entzindung global zu
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hemmen. Es mussen vielmehr Schlisselmolekule identifiziert werden, welche den
Heilungsprozess kritisch beeinflussen, um diese im Sinne einer ,targeted therapy“zu
beeinflussen. Diese Therapiestrategie wird in der Onkologie bereits erfolgreich
angewendet [190].

Adenosin und von ihm abgeleiteten biologischen GroRen konnten ein solches
therapeutisches Ziel darstellen. Es ist gut belegt, dass Adenosin fur die
Kardioprotektion von groRer Bedeutung ist und im Rahmen eines experimentellen
Myokardinfarktes die InfarktgroRe reduzieren und das Uberleben verbessern kann
[119, 191]. In Kklinische Studien an Menschen fand sich allerdings kein eindeutiger
Vorteil einer Adenosin-Therapie nach einem Myokardinfarkt [192-194]. Hier ist jedoch
zu berucksichtigen, dass die intravendse Applikation von Adenosin schwere
Nebenwirkungen wie Blutdruckabfall und Rhythmusstorungen zur Folge haben kann,
was die therapeutische Konzentration bei systemischer Gabe deutlich einschrankt
[145].

Es ist daher konzeptionell aussichtsreicher, die lokale Adenosinbildung zu
beeinflussen, insbesondere die Adenosin-abhangige Bildung von IL6, die
wahrscheinlich Uber die CD73 - Adenosin - AR - G4 - Regnase-1 - IL-6 Achse
wesentlich reguliert wird. Diese Achse stellt eine interessante Zielstruktur fur eine
zukunftige pharmakologische Intervention dar, insbesondere da IL-6 in der spateren
Heilungsphase mit einer schlechteren Herzfunktion und erhdhten Mortalitat assoziiert
ist [94-96]. Die Regnase-1 kontrolliert die Translation von IL-6 und eine Studie zeigte
bereits, dass ein Kardiomyozyten-spezifischer Regnase-1-Verlust IL-6- vermittelt eine
ausgepragte Entzindung und dilatative Kardiomyopathie zur Folge hat [195].
Vorstellbar ist, dass A2sR-Antagonisten, Gg-Inhibitoren oder monoklonale Antikorper,
die gegen IL-6 gerichtet sind, das pro-inflammatorische IL-6 reduzieren konnten und
damit das Potential haben, die Entwicklung einer Herzinsuffienz nach einem Infarkt

gunstig zu beeinflussen.
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8 Anhang

Tabelle 10: Molekulargewichte der gemessenen Zytokine

Anhang

IL-1a 31,0247kD
IL-18 30,9318 kD
IL-2 19,4008 kD
IL-3 18,541199 kD
IL-4 15,8342 kD
IL-5 15,4104 kD
IL-6 24,385 kD
IL-9 16,0751 kD
IL-10 20,641901 kD
IL-12p40 38 kD
IL-12p70 57,5 kD

IL-13 14,108 kD
IL-17 30,2 kD
Eotaxin 10,893701 kD
G-CSG 22,4223 kD
GM-CSF 15-19 kD
IFNy 17,9078 kD
KC 10,254701 kD
MCP-1 (MCAF) 16,3266 kD
MIP-1a 7,9 kD
MIP-18 7,8 kD
RANTES 8 kD

TNF-a 25,896301 kD
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Anhang

Suppl. 3: IL-6 und IL-1 Expression in humanen B- und T-Zellen
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