Aus dem
Institut flr Pharmakologie und Klinische Pharmakologie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. Jens W. Fischer

Rolle der Hyaluronsauresynthase 3 fur die
Heilung nach kardialer

Ischamie/Reperfusion

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Mathematisch-
Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Marco André Piroth

aus Aachen

Dusseldorf, Dezember 2021



aus dem Institut fir Pharmakologie und klinische Pharmakologie der Heinrich-

Heine-Universitat Disseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Referent: Prof. Dr. rer. nat. Jens W. Fischer
Korreferent: Prof. Dr. rer. nat. Axel Godecke
Tag der mindlichen Prufung: 18.03.2022



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis ... ——— |
ADbKUrzungsverzeichnis ... s \"
1 11 =Y 1T ' O 1
1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen als Todesursachen in Deutschland.......... 1
1.2 Der Myokardinfarkt ... 2
1.2.1 Frihphase des Myokardinfarkis.............ccccooviiiieiiiiiiiicce e, 3
1.2.2 Die Inflammationsreaktion ..............ccccuviiiiiiiiiiiiii e 5
1.2.2.1 Neutrophile Granulozyten ..............ccoooviiiiiiiieicee e, 5
1.2.2.2 Monozyten und Makrophagen........ccccooooviiiiiiiiii e 5
1.2.2.3 T-LYMPROZYIEN ... 6
1.2.2.3.1 T-Zell-TYPEN oo 6
1.2.2.3.2 T-Zellen im Myokardinfarkt .............ccoooooeii, 7
1.2.3 FibroblastenantWort .................uuuiiiiiiiiiiiiiiie 9
1.3 Das Hyaluronsauresystem...........cccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 10
1.3.1  HYAIUrONSAUIE ......ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
1.3.2 HyaluronsauresSynthese ..............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 11
1.3.3 Interaktionen von HyaluronSAUre ...................eeuviiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnes 12
1.3.4 Hyaluronsaure-Abbau.................uuiiiiiiiiiiiiiis 13
1.4 Hyaluronsdure und Inflammation ...........cccccoiiii 14
1.4.1 Hyaluronsaure und T-Zellen..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 14
1.5 Hyaluronsdure und Herzinfarkt ............ccoooiiiiii 14
1.6 ZIelSEtZUNG .....cooiiiiiiiii 15
2 Material und Methoden ..o, 17
2.1 Tierhaltung und TIi€rversuChe ..........ooooiiiiiiiiii e 17
2.1.1 Verwendete Mauslini€..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiees 17
2.1.2 Operative Induktion der Ischamie und Reperfusion.......................... 18
2.1.2.1 Ligatur-Anlage..............uuuummiiiiiiiiiiiiiiii e 19
2.1.2.2 Ischamie-INdUuKEiON ..............uuuiiiiiiiiiiiiii 19
2.2  Echokardiografie..........ccccouiiiiiiii 20
2.3 Durchflusszytometrie ... 21
2.3 BlIUb oo 24
2.3.2  MIlZ oo 24



Inhaltsverzeichnis

2.3.3 LYMPhKNOIEN ... 25
2314 HEIZ .o 25
2.3.4.1 Annexin V Farbung apoptotischer Zellen................cccccvveeee. 26
2.3.4.2 Bromdesoxyuridin Farbung proliferativer Zellen ....................... 26

2.4 In-vitro T-Zell-EXPEerimente ........cccoooeiiiiiiiiicee e 27
241 T-Zell-ISOlatioN .......ccoiiiiiiieiiee e 27
2.4.2 T-Zell-Stimulation...........uviiiiiiii e 28

2.4.3 Immunozytochemische Farbung der perizellularen HA und CD44 ...29
2.5 Genexpressionsanalyse mit quantitativer Realtime-PCR ....................... 29
2.5.1 RNA-Isolation aus frischem Gewebe ............cccccoeiiiiiiiiiiii 30

2.5.2 RNA-Isolation aus formalinfixiertem paraffineingebettetem Gewebe 30

2.5.3 RNA-Isolation aus kultivierten T-Zellen ..............cccccccveviiiiiiiiiiiiinnnnns 31
2.5.4 CDNA-SYNINESE .....ouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 31
2.5.5 Quantitative Realtime-PCR ..............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 32
2.6 Histologische AnalySen..........cccccciiiiiiiiiie 33
2.6.1  Gomori Trichrom FArbuNg............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaee 36
2.6.2 Picrosiriusrot FArbUNG.........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeaees 37
2.6.2.1 Durchlichtmikroskopie ...........uuceoiiiiiiiiicc e 37
2.6.2.2 PolarisationsmikroSkOpie .........cccoiieeiiiiiiiiiiiii e 37

2.6.3 MAC-2 FArDUNG ...cceiiiiiiieeiee e 37
2.6.4 CDB8 FArDUNG ...cceiiiiiiiiiieeiie et 37
2.6.5 Hyaluronsaure FArbung ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeae 38
2.6.6 Periostin FArDUNG .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 38
2.6.7 CTHRCT FArDUNG .. .ceiiiiiiiiiie et 38
LS T o B\ VN = 4 o T o [ 38
2.6.9 Vimentin FArbUNG .....oooiiiiiii e 38
2.6.10 WGA FArDUNG . ..cce ittt 39
2.7 SHALISTK. ..eee e 39
3 ErgebniSse...... s 40
3.1 Validierung des Has3 KNockoutS ..........coooeiiiiiiiiiiiiie, 40
3.2 Einfluss der HAS3 auf die kardiale HA-MatrixX.............ccoooeiiiiii. 40
3.3 Analyse der Narbenbildung und Herzfunktion.................ccooeeeeii. 41

3.3.1 Histologische Bestimmung von NarbengréfRe und Kollagendichte drei
Wochen nach Infarkt...........ooooiiii e 41



Inhaltsverzeichnis

3.3.2 Echokardiografie des Herzens zur Bestimmung der Herzfunktion....44

3.4 Untersuchung der postischdmischen Gewebeumbildung........................ 45
3.4.1 Bestimmung der Herzgewichte ...........cccoooiiiiiiiiiicii e 45
3.4.2 Expressionsanalyse natriuretischer Peptide im Herzen.................... 46
3.4.3 Messung der KardiomyozytengroRe ............cooevvivieiiieieeiiciiiiicee e, 47

3.5 Einfluss der HAS3 auf die Fibroblastenantwort nach Myokardinfarkt ...... 48
3.5.1 Untersuchung der kardialen Fibroblasten 72 h nach Infarkt ............. 49
3.5.2 Untersuchung der kardialen Fibroblasten 7 d nach Infarkt ............... 51

3.6 Einfluss der HAS3 auf die Immunantwort nach Myokardinfarkt............... 53
3.6.1 Untersuchung zirkulierender Immunzellen naiver Tiere und 72 h nach

INTAPKE .. 54
3.6.2 Untersuchung der Immunzellen in der Milz 72 h nach Infarkt........... 55
3.6.3 Untersuchung von Monozyten und Makrophagen im Herzgewebe
72hnach Infarkt........ooooi e 56
3.6.4 Untersuchung der T-Zell-Subtypen 72 h nach Infarkt...................... 62
3.6.4.1 BIUL .o 63
B.8.4.2 MIIZ .. 65
3.6.4.3 LymphKnoten .......cocieiiii i 66
B.8.4.4 HEIZ ..o 67
3.6.5 Untersuchung der T-Zell-Subtypen 7 d nach Infarkt........................ 68
B.8.5.1 HEIZ ..o 68
3.8.5.2 MiIZ . 71
3.6.5.3 LymphKnoten ... 72
3.6.5.4 BIUL . 73

3.7 Mechanistische Untersuchungen isolierter T-Lymphozyten in vitro......... 76
3.7.1 Expressionsanalyse der Hyaluronsauresynthasen in T-Lymphozyter;7
3.7.2 Expressionsanalyse von Hyaluronsaurerezeptoren in T-Lymphozyte7n8
3.7.3 Untersuchung der Aktivierung Has3-defizienter T-Lymphozyten...... 78
3.7.4 Immunzytochemische Untersuchung von HA und CD44 in

T-LYMPROZYEEN ..o 79
4 DiSKUSSION .....oueii 81

4.1 Einfluss des Has3 KO auf die kardiale HA-Matrix ..............cccovieeiiiinnnns 82

4.2 Kardiale Funktion und Narbenbildung............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 82

4.3 HYPErtrophi ....... oo 83



Inhaltsverzeichnis

© o0 N O O

11
12
13
14
15

4.4 FIDrobIlasten..........cooo i 84
4.5 IMMUNANIWOTT. ....oiiiiiiiie e e e e 85
451 Basalund 72 hnach Infarkt ..........coooeveiiiiiiiiiiiee e, 85
452 T7dnach Infarkt.........co 89
4.6 Mechanistische Untersuchungen an T-Zellen in vitro.............................. 90
4.7 Limitierung und AUSDIICK..........coiiiiiiiiii e 93
ZUSaMMENFASSUNG....ccuuuuiiiiiirririmeerrs e rr s s s s e e e s nm s s s s e e e e s nmannnsnns 94

ST T3 ] 40 =T 2SO 95

N o711 o U [ O 96
Abbildungsverzeichnis .........ccoeuuciiiiiiiiiecccrrrr s 100
TabellenverzeiChnis ... 103
LiteraturverzeiChnis ... 104
Originalarbeiten...........ocociii e e 121
Posterprasentationen.............coiiiiiiiiiccciis e 122

=1 0= =] - T 123

[ F=T ] €TV 1] 3T S 124
Eidesstattliche Erklarung.........cccoooooiiiiias 125



Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

4-MU 4-Methylumbelliferon

ADP Adenosindiphosphat

AF Alexa Fluor

AMP Adenosinmonophosphat

ANP Atriales natriuretisches Peptid

APC Antigen presenting cell, antigenprasentierende Zelle

a-SMA a-smooth muscle actin, a glattes Muskelaktin

ATP Adenosintriphosphat

BNP Brain natriuretisches Peptid

BrdU 5-Brom-2-desoxyuridin

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CCL CC-Motiv-Chemokinligand

CCR CC-Motiv-Chemokinrezeptor

CD Cluster of differentiation

cDNA Komplementare DNA

CEMIP Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein

CTHRCA1 Collagen triple helix repeat-containing protein 1

cTn Kardiales Troponin

CX3CR CX3C-Motiv-Chemokinrezeptor

CXCR CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

d Tag

Da Dalton

DAMP Damage-associated molecular pattern, Zerstorungsassoziierte
molekulare Muster

DC Dendritische Zelle

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

DPBS Dulbeccos Phosphate buffered saline

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EDV Enddiastolisches Volumen

EKG Elektrokardiogramm

ESV Endsystolisches Volumen

EZM Extrazellularmatrix

FACS Fluorescence activated cell scanning, Durchflusszytometrie

FCS Fetal calf serum, fetales Kalberserum

FFPE formalin fixed paraffin embedded, formalinfixiert
paraffineingebettet

g Gramm

g Erdbeschleunigung

GIcA Glucuronsaure

GIcNAc N-acetylglucosamin

h Stunde

HA Hyaluronic acid, Hyaluronsaure

HAbP Hyaluronsaure bindendes Protein

HARE Hyaluronsaurerezeptor fir Endozytose



Abklrzungsverzeichnis

HAS Hyaluronsauresynthase

Has3 Hyaluronsduresynthase 3

HBSS Hanks balanced salt solution

hHas3 Humane HAS3

HIER Heat-induced epitope retrieval

HMGB1 High-mobility-group protein B1

Hprt Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

HSP Hitzeschockprotein

Hyal Hyaluronidase

I.E. Internationale Einheiten

I/R Ischamie/Reperfusion

IFNy Interferon gamma

IL Interleukin

kg Kilogramm

KO Knockout

LAD Left anterior descending artery, linke vordere absteigende
Arterie

LANUV Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz

LVEF Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Ly6 Lymphozytenantigen 6

LYVE-1 Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor

MAC-2 Galektin 3

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1

mg Milligramm

MHC Major histocompatibility complex,
Haupthistokompatibilitatskomplex

MHz Megahertz

MI Myokardinfarkt

mL Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MMP Matrixmetalloprotease

mMRNA Messenger Ribonukleinsaure

NFkB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

nm Nanometer

PCI Perkutane Koronarintervention

PE Polyethylen

PEB Phosphat, EDTA, BSA

POSTN Periostin

PRR Pattern recognition receptor, Mustererkennungsrezeptor

gPCR Quantitative Polymerasenkettenreaktion

RAG1 Recombination activating gene 1

RHAMM Rezeptor fir HA-mediierte Motilitat

RNA Ribonukleinsaure

ROS Reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies

S Sekunde

SD Standard deviation, Standardabweichung

TCR T-Zell-Rezeptor

VI



Abklrzungsverzeichnis

TGFB
Th
TIMP

TLR
TNFa
Treg

u.a.
UDP

Mg
UM

WGA
WH
WT
ZETT

Transforming growth factor S, transformierender
Wachstumsfaktor 3

T-Helferzellen

Tissue inhibitor of metalloproteinases, Gewebeinhibitor von
Metalloproteinasen

Toll-like receptor, toll-dhnlicher Rezeptor

Tumornekrosefaktor a

Regulatorische T-Zellen

Einheit

unter anderem

Uridindiphosphat

Mikrogramm

Mikromolar

Wochen

wheat germ agglutinin, Weizenkeimagglutinin

whole heart, ganzes Herz

Wildtyp

Zentrale Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen als Todesursachen in
Deutschland

Im Jahr 2019 sind laut statistischem Bundesamt 939.520 Personen in Deutschland
verstorben. Dabei wurden bei 331.211 (35,3 %) Fallen, und damit am haufigsten,
Krankheiten des Kreislaufsystems als Todesursache angegeben. Gefolgt werden diese
von Neubildungen, auf die 239.591 Todesfalle (25,5 %) entfallen. Als, bereits deutlich
abgeschlagene, dritthaufigste Todesursache werden Krankheiten des Atmungssystems
(67.021 Falle, 7,1 %) aufgefiihrt.’

Betrachtet man die Gruppe der Herz-Kreislauferkrankungen detaillierter, so zeigen sich
mit chronisch ischamischer Herzkrankheit (73.459 Falle, 22,2 %) und akutem
Myokardinfarkt (44.282 Falle, 13,4 %) zwei ischamische Krankheitsbilder als haufigste
Todesursachen. Gefolgt werden diese von Herzinsuffizienz (25.297 Falle, 10,7 %) als
klassischer Folge eines Myokardinfarktes und hypertensiver Herzkrankheit
(21.937 Falle, 6,6 %) sowie Vorhofflattern und Vorhofflimmern (20.715 Falle, 6,3 %) als
typischen Risikofaktoren (siehe Abbildung 1).2

Chronische ischamische Herzkrankheit I 73.459
Akuter Myokardinfarkt (Herzinfarkt) I 44.282
Herzinsuffizienz NN 35.297
Hypertensive Herzkrankheit I 21.937
Vorhofflattern und Vorhofflimmern | 20.715
Hirninfarkt S 15.115
Folgen einer zerebrovaskuldren Krankheit | 12.032
Nichtrheumatische Aortenklappenkrankheiten I 10.875
Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet | 10.702
Essentielle (primare) Hypertonie MM 8.769

0 20.000 40.000 60.000 80.000

Todesfélle

Abbildung 1: Die zehn haufigsten Ursachen kardiovaskuldrer Todesfélle in Deutschland
2019.2

Neben den genannten Risikofaktoren Hypertonie und Vorhoffimmern gibt es eine
Vielzahl weiterer Risikofaktoren fir kardiovaskulare Erkrankungen. Dazu zahlen u.a.

1
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Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus Typ 2, Ubergewicht, ein inaktiver Lebensstil,
Rauchen, hohes Alter, Stress sowie auch eine genetische Pradisposition.®® Diese
Risikofaktoren zeigen kardiovaskulare Erkrankungen als typische
Zivilisationskrankheiten, die ihre Ausloser vor allem im westlichen Lebensstil finden.
Trotz der fortgeschrittenen Medizin werden sie haufig erst im spateren Verlauf
diagnostiziert, sodass meist nur eine symptomatische, jedoch keine kausale Therapie

moglich ist.

1.2 Der Myokardinfarkt

Der Myokardinfarkt (MI) stellt eine Verletzung des Herzens durch anhaltende Ischamie
und damit einhergehender Unterversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff dar.®
Ausloser des akuten Ml ist haufig die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques, die, je
nach Lokalisation, zu Apoplex, Lungenembolie oder Ml fiihren kann.” Atherosklerose ist
eine chronische Erkrankung der BlutgefalRe. Dabei kommt es infolge einer
Hypercholesterinamie zur Akkumulation von Lipiden in der GefaRwand. Dies zieht eine
chronische Inflammation mit Plaquebildung nach sich. Bei Ruptur dieser Plaques kommt
es zur lokalen Thrombozytenaktivierung. Der gebildete Thrombus verschlief3t
nachfolgend entweder das Gefals am Ort der Bildung oder, bei Ablosung, weiter distal
gelegene Gefalke.” Bei Verschluss einer Koronararterie kommt es zum Herzinfarkt.
Klassische Symptome sind Brustschmerzen und Kurzatmigkeit. Klinisch dient der
Nachweis von kardialem Troponin (cTn) im Plasma als obligatorischer Marker, der auch
Aussagen Uber InfarktgroRe und Prognose zulasst.? % Als Bestandteil des kontraktilen
Apparates der Kardiomyozyten wird dieses bzw. die drei Untereinheiten ¢cTn T, cTn C
und cTn | infolge der Kardiomyozytenzerstorung ins Blut freigesetzt.' '> Da cTn |
exklusiv im Myokard und nicht in Skelettmuskeln vorkommt, stellt es den selektivsten
Marker dar."" Daneben werden in der Diagnostik weitere Parameter wie
EKG-Veranderungen, pathologische Q-Wellen, ldentifizierung eines Thrombus oder
abnormale Wandbewegungen herangezogen.' " Auf Basis der genannten Marker
lassen sich MI in finf Kategorien unterteilen, wobei die Kategorien 1-3 akute M

umfassen und 4-5 MI durch koronare Interventionen.' 15

Wahrend die Akuttherapie des MI recht weit fortgeschritten ist, stellen die chronischen
Folgen nach wie vor eine Herausforderung dar. So sind eine Gefalieréffnung mittels
perkutaner Koronarintervention (PCIl) und eine antithrombotische Therapie zur

Verhinderung weiterer Gefallverschlisse als kausale Therapien gut etabliert, wahrend
2
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es zur langfristigen Unterbindung von Gewebeumbau und Herzinsuffizienz kaum
kausale Ansatze gibt."® 7 So kommt es nach MI im Bereich der abgestorbenen
Kardiomyozyten zur Ausbildung einer kollagenhaltigen Narbe, die keine Kardiomyozyten
beinhaltet und weder an der Kontraktion noch an der Reizweiterleitung teilnimmt.'® "® Es
entwickelt sich in der Folge eine Herzinsuffizienz mit Hypertrophie der verbliebenen
Kardiomyozyten. Durch die veranderten elektrischen Verhaltnisse im Herz kann es auch
zu Arrhythmien und in der Folge zu weiteren Ereignissen wie Schlaganfall,
Lungenembolie oder plotzlichem Herztod kommen.?% 2" Auch wenn es erste Anséatze im
Bereich antifibrotischer Forschung gibt, mangelt es weiterhin an therapeutischen Zielen
zur Beeinflussung des Umbaus der kardialen Matrix.?? Daher ist es wichtig, in der
Grundlagenforschung die Prozesse der Postinfarktphase genau aufzuklaren, um so

Angriffspunkte fur neue therapeutische Strategien zu finden.

1.2.1 Fruhphase des Myokardinfarkts

Durch den Verschluss herzversorgender Gefalte kommt es bereits innerhalb von acht
bis zehn Sekunden zu einem Mangel an Nahrstoffen und Sauerstoff im Herzen. Die
Folgen sind das Absterben von Kardiomyozyten und der Beginn einer sterilen

Inflammation.?

Die Sauerstoffunterversorgung fiihrt bereits nach wenigen Sekunden zu einer Reduktion
der oxidativen Phosphorylierung und damit einhergehend zu einem Mangel an
Adenosintriphosphat (ATP). Als Reaktion wird vermehrt auf die anaerobe Glykolyse zur
Energieproduktion zurlickgegriffen, die den Bedarf aber nicht adaquat decken kann.
Folglich kommt es zu einer Verminderung der kontraktilen Funktion. Zudem
akkumulieren ihre Endprodukte, insbesondere Laktat. Durch den ATP-Mangel kommt es
aulerdem zu einer Anhaufung von Adenosindiphosphat (ADP), was zu einer Aktivierung
der Adenylatkinase und dem Abbau zu Adenosinmonophosphat (AMP) fuhrt. Dieses
wird wiederum degradiert und so kommt es final zum Verlust von Basen und

Nukleosiden.?®

Rund 40 bis 60 Minuten nach Beginn der Ischamie kommt es zu einer Verlangsamung
der Stoffwechselveranderungen. Zu diesem Zeitpunkt ist bereits ein Grofdteil der
unterversorgten Kardiomyozyten irreversibel geschadigt. Das Gewebe ist auf unter 10 %
des ublichen ATP-Gehalts verarmt und es liegt fast nur noch AMP vor. Zudem liegen ein
niedriger pH-Wert und wenig Glykogen im Gewebe vor. Durch den hohen Laktatgehalt

in den Zellen verschiebt sich das osmotische Gleichgewicht, was zu einem Anschwellen

3
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der Myozyten fiihrt. Daneben kommt es auch zu Mitochondrienschaden.?? Beides fiihrt
zu einer Nekrose der Kardiomyozyten. Einen weiteren Beitrag zur
Kardiomyozytenapoptose leisten die Endothelzellen, welche absterben und l6sliche

proapoptotische Faktoren freisetzen.?

Die nekrotischen und verletzten Zellen sowie die extrazellulare Matrix (EZM) setzen
infolge der Schadigung reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und eine Vielzahl an damage-
associated molecular patterns (DAMP) frei. Dazu zahlen u.a. ATP, IL1a, RNA und
mitochondriale DNA aus sterbenden Zellen®®, aber auch S100 Proteine aus
phagozytotischen Immunzellen?® und die von Fibroblasten sekretierten Matrixmolekdle
Fibronektin Extradomane A und Hyaluronsaure (HA).?” Diese DAMP werden von pattern
recognition receptors (PRR) auf Immunzellen erkannt, von denen die toll-like Rezeptoren
(TLR), die sich neben Immunzellen auch auf Kardiomyozten, Endothelzellen und
Fibroblasten finden, die wichtigsten sind.?®> So konnte fiir TLR2- sowie TLR4-defiziente
Tiere eine deutlich verbesserte Herzfunktion nach Myokardinfarkt nachgewiesen
werden.?® 2% Mechanistisch folgt aus einer TLR-Aktivierung eine Signalkaskade, die zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells (NFkB) fuhrt und die Produktion des Tumornekrosefaktors a (TNFa)
und weiterer proinflammatorischer Zytokine und Chemokine initiiert.?> 3° Das Fehlen von

TNFa fuhrt im Mausmodell zu kleineren Infarkten.3!

Schon in der Frihphase nach Ml kommt der EZM eine bedeutende Rolle zu, da in ihr
Zytokine und Chemokine gebunden werden. Durch die Nekrose der Kardiomyozyten
wird eine EZM-Degradation durch Matrixmetalloproteasen (MMP) eingeleitet, was zur
Freisetzung der gebundenen Faktoren fihrt. Diese beeinflussen, gemeinsam mit den
Matrixfragmenten selbst, die Endothelzellaktivierung. Hierdurch kommt es zu einer
gesteigerten Gefallpermeabilitdt und einem Austritt von Plasmabestandteilen in den
Extrazellularraum. Im Bereich der abgestorbenen Kardiomyozyten wird schnell eine

provisorische Matrix zur Unterstiitzung des verbleibenden Gewebes gebildet.3?

Neben dem Schaden, der durch den Sauerstoff- und Nahrstoffmangel zu Stande kommt,
kommt es auch bei der Reperfusion des ischamischen Areals zu einem weiteren
Schaden, dem Reperfusionsschaden. Dieser entsteht durch das plétzliche Anfluten von

Immunzellen und ROS.33.34
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1.2.2 Die Inflammationsreaktion

In Folge einer I/R kommt es zu einer sterilen Inflammationsreaktion, in deren Verlauf

verschiedene Immunzelltypen eine Rolle spielen.

1.2.2.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen, die nach I/R in das infarzierte Herz
einwandern.*® Hier férdern sie durch die Sezernierung von Zyto-/Chemokinen, aber auch
von ROS und MMP die Immunantwort.®® 3 So kommt es z.B. durch die
Chemokinfreisetzung sehr schnell zur Chemotaxis von Monozyten, die in das
Herzgewebe rekrutiert werden, dort apoptotische Kardiomyozyten und Zelltriummer
aufnehmen und so den Infarktbereich bereinigen. Neutrophile Granulozyten spielen
insgesamt eine wichtige Rolle zu Beginn der Inflammation und orchestrieren auch die
weitere Immunreaktion. Hierbei ruft eine Interaktion von CXC-Chemokinen mit dem
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 2 (CXCR2) eine Konformationsdnderung der
Neutrophilen hervor, was eine optimale Adhasion Uber L- und P-Selektin an die
Endothelzellen gewahrleistet.®® *° Das aktivierte und dadurch besser permeable
Endothel vereinfacht zudem die Migration durch die GefaRwand ins Gewebe.*® Auch
wenn gezeigt werden konnte, dass eine Ubermalige Infiltration eine erhéhte Mortalitat
zur Folge hat*' %2 und eine Hemmung der Neutrophilenfunktion in einer verbesserten
kardialen Funktion nach I/R resultiert*3, so ist ein Fehlen von Neutrophilen ebenfalls
schadlich, da es zu einer Verschiebung des Makrophagen-Gleichgewichts kommen
kann. Wahrend eine schlechtere Phagozytose durch proinflammatorische Makrophagen
erfolgte, proliferierten antiinflammatorische Makrophagen verstarkt und es kam zu einer

starkeren Myofibroblastenantwort und Kollagenproduktion.**

1.2.2.2 Monozyten und Makrophagen

Obwohl Monozyten mit nur rund 10 % der Gesamtleukozyten im Blut eine relativ kleine
Population darstellen, spielen sie dennoch eine wichtige Rolle bei der Inflammation.®
Prinzipiell lassen sich bei der Maus im Blut zwei Gruppen von Monozyten anhand ihrer
Expression von Lymphozytenantigen 6C (Ly6C) in Ly6C"" und Ly6C'¥
unterscheiden.*¢*® Dabei infiltrieren zunachst Ly6C"9" Monozyten das Herz, indem sie
auf die endothelgebundenen Faktoren CC-Chemokinligand 2 (CCL2) und monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP1) reagieren. Hierbei spielt der
CC-Motiv-Chemokinrezeptor 2 (CCR2) eine wichtige Rolle fir die Interaktion.*® Die

Relevanz dieser Interaktion konnte auch in MCP-1 defizienten Mausen gezeigt werden,
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bei denen es zu einer verzogerten Immunantwort kommt.®® 5" Die eingewanderten
Ly6CM" Monozyten bereinigen den Infarktbereich, indem sie apoptotische Zellen und
Zelltrimmer aufnehmen. Nachfolgend kommt es zur Einwanderung von Ly6C'¥
Monozyten, die (ber den Rezeptor CX3CR1 rekrutiert werden.*® Diese wirken (ber
Interleukin-10 (IL-10) und Uber den transformierenden Wachstumsfaktor § (TGF B)
antiinflammatorisch und stimulieren die Angiogenese sowie die
Myofibroblastendifferenzierung. Im Gewebe lassen sich drei Makrophagenpopulationen
unterscheiden. Es gibt zwei Arten residenter Makrophagen, die beide keinen CCR2
exprimieren, aber sich in ihrer Expression des Haupthistokompatibilitatskomplexes I
(MHCII) insofern unterscheiden, als dass es eine MHCII"" und eine MHCII™ Gruppe
gibt. Diese beiden Gruppen entwickeln sich bereits im Dottersack und persistieren fortan
im Herz. Daneben gibt es eine dritte Population von Makrophagen, die sich aus

Monoyzten entwickelt. Diese sind sowohl fir CCR2 als auch fiir MHCII positiv.5?

1.2.2.3 T-Lymphozyten

Im Gegensatz zu Monozyten/Makrophagen sind Lymphozyten nicht Teil der
angeborenen Immunabwehr, sondern gehdren zur adaptiven Immunabwehr. Grob
werden B-Lymphozyten und T-Lymphozyten unterschieden, die beide im Knochenmark
aus Vorlauferzellen entstehen. Die Benennung der T-Zellen beruht auf Reifung der

T-Lymphozyten im Thymus.

1.2.2.3.1 T-Zell-Typen

T-Zellen werden in weitere Subtypen unterschieden, zunachst in die CD4*, die
zytotoxischen CD8* und die CD4/CD8 doppelnegativen Zellen, die im Wesentlichen die
sogenannten unkonventionellen y® T-Zellen und die natirlichen Killerzellen umfassen.
Innerhalb der CD4* T-Zellen lassen sich diverse Subtypen von T-Helferzellen (Th)
unterscheiden, von denen als wichtigste Th1, Th2 und Th17 genannt seien. Daneben
gibt es regulatorische T-Zellen (Treg).5® Die Subtypen unterscheiden sich u.a.
hinsichtlich ihrer Transkriptionsfaktoren, Oberflachenrezeptoren und produzierten
Zytokine. Welcher Zelltyp sich aus naiven T-Zellen differenziert, hangt von der

Umgebung und dem dort vorliegenden Zytokinmuster ab (siehe Abbildung 2).53
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Naive CD4*

T-Zelle y

IL23

IL10

ToF
Treg ’

* modifiziert nach Liuzzo et al. 2013. Eur Heart J

Abbildung 2: Ubersicht der wichtigsten CD4* T-Zell-Typen.

Je nach Einwirkung verschiedener Zytokine differenzieren naive CD4* T-Zellen in
unterschiedliche Subtypen. Dargestellt sind die Zelltypen mit Transkriptionsfaktoren,
Oberflachenmarkern und sekretierten Zytokinen.

1.2.2.3.2 T-Zellen im Myokardinfarkt

Wahrend uber die Rolle des angeborenen Immunsystems im Kontext des
Myokardinfarkts gute Erkenntnisse vorliegen, ist Uber die Rolle des adaptiven
Immunsystems bislang nur wenig bekannt.®*% Zur Kinetik der T-Zell-Antwort konnte im
Tiermodell gezeigt werden, dass CD4" T-Zellen bereits innerhalb von Minuten nach
Reperfusion ins Herz einwandern.’” Das Maximum der T-Zell-Antwort im Herzen wird
drei Tage nach Reperfusion erreicht; bleibt die Reperfusion aus, erst sieben Tage nach
Ischamie.®® Uber die Aktivierung der T-Zellen im Kontext der I/R ist wenig bekannt.>®
Klassischerweise werden T-Zellen Uber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) aktiviert, indem
Uber diesen Antigene erkannt werden, die von Antigenprasentierenden Zellen (APC)
Uber MHCII prasentiert werden.®® Dies findet hauptséchlich in sekundéaren
lymphatischen Organen wie den Lymphknoten oder der Milz statt. Aufgrund der

Geschwindigkeit der Antwort nach I/R Iasst sich vermuten, dass es sich nicht um eine
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klassische Aktivierung Uber den TCR handelt, sondern eher um eine nicht-klassische
Aktivierung Uber PRR, wie z.B. TLR, handelt.” Dem entgegen stehen Beobachtungen
in Mausen, deren T-Zell-Rezeptoren so verandert sind, dass sie nur durch Ovalbumin
aktiviert werden (OT Il Mause).?? Ihre Infarkte sind mit denen CD4* T-Zell-defizienter

Mause vergleichbar.%?

In mehreren Arbeiten konnte eine zentrale Rolle von CD4* T-Zellen bei der Entstehung
des Reperfusionsschadens gezeigt werden. So entwickeln recombination activating
gene 1 (RAG1) defiziente Mause, in denen reife B- und T-Zellen fehlen, kleinere Infarkte
als Kontrolltiere mit normaler Funktion dieser Zellen.*” In weiterflihrenden Versuchen
konnte die Rolle der CD4" T-Lymphozyten herausgearbeitet werden. So wurde auch
durch Depletion von CD4* und CD8" T-Zellen gezeigt, dass das Fehlen von CD4*
T-Zellen, nicht aber das von CD8* T-Zellen, die InfarktgroRBe verringert.®” Daneben
wurden die RAG1 KO Mause mit Zellen unterschiedlicher Tiere rekonstituiert. Wahrend
eine Rekonstitution mit CD4* T-Zellen von C57BL/6J Mausen zum gleichen Infarktbild
wie in den Kontrollen flhrte, blieben die InfarktgréfRen bei Rekonstitution mit CD4*
T-Zellen aus Interferon gamma- (IFNy) oder Adenosinrezeptor 2a- (A2a) defizienten
Tieren auf dem Niveau der RAG1 KO Tiere.®” Das legt den Schluss nahe, dass IFNy
eine wichtige Rolle beim Reperfusionsschaden spielt und damit auch Th1 Zellen als
Hauptproduzent des Zytokins.*® Eine Rolle der Th1 Zellen konnte auch in weiteren
Arbeiten bestatigt werden, in denen ein Zusammenhang zwischen einer erhéhten
Th1-Zellzahl im Myokard und Kardiomyozytenapoptose, Dysbalance in der EZM und
einer verminderten Myofibroblastendifferenzierung hergestellt wurde.®* Andererseits
kann aber auch auf eine Beteiligung von Adenosin, das, wie in 1.2.1 beschrieben, im
hypoxischen Gewebe entsteht, Uber den A2a Rezeptor geschlossen werden. Eine
spezifische Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu einer verringerten Akkumulation von

T-Zellen und kleineren Infarkten.?”

CD4" T-Zellen sind aber auch wichtig fir den Heilungsprozess nach Myokardinfarkt.
Nach Depletion von APC und einer deswegen fehlenden Aktivierung von T-Zellen kommt
es zu einer verringerten Kollagendisposition und vermehrter Dilatation und Ruptur.®®
Daneben spielen CD4" T-Zellen auch eine wichtige Rolle bei der Regulation
proinflammatorischer Monozyten. Fehlt diese Regulierung, kommt es zu
verschlechterter Neovaskularisierung und Kollagenbildung. Die genauen Mechanismen

hierfiir sind bislang unbekannt.®?



Einleitung

Ein weiterer wichtiger Zelltyp sind die Treg. Sie infiltrieren CCR5-abhangig innerhalb von
24h den infarzierten Bereich.®® % Eine Defizienz von CCR5 fihrt zu mehr
Entziindungsmediatoren im Infarkt.®¢ AuRerdem interagieren Treg mit Fibroblasten und
sorgen fir einen matrixerhaltenden Phanotyp.®” Experimentelle Uberexpression mit
CD28 superagonistischen Antikérpern sowie Depletion mit CD25 Antikdrpern konnten
zeigen, dass Treg die Immunzellinfiltration ins Herz verringern® und wichtig fiir

Matrixformierung und Angiogenese sind.®®

1.2.3 Fibroblastenantwort

Fibroblasten vermitteln nach [I/R Wundheilung, kardiales remodeling und
Narbenbildung.” Dariiber hinaus konnte sogar gezeigt werden, dass sie das Uberleben
von Kardiomyozyten nach einem MI fordern konnen.” Zeitlich durchlaufen Fibroblasten
nach MI verschiedene Phasen und Veranderungen. Bis Tag 4 nach Ml kommt es zur
Aktivierung und einer starken Proliferation, danach bis Tag 7 zur Differenzierung in
Myofibroblasten. Diese Differenzierung wird vor allem durch CCL2 und insbesondere
TGF-B1 bewirkt. Die Myofibroblasten exprimieren a-SMA und entwickeln einen
kontraktilen Phanotyp, ahnlich glatten Muskelzellen. Neben o-SMA sind die
Matrixproteine Periostin (POSTN) und collagen triple helix repeat containing 1
(CTHRC1) wichtige Marker.”> ™ AufRerdem produzieren die Myofibroblasten groRe
Mengen EZM, v.a. Kollagen I, Kollagen Ill, HA und Fibronektin, was zu einer
mechanischen Unterstiitzung der Herzgewebes beitragt. Aber auch Gewebeinhibitor der
Metalloproteinasen (TIMP) wird sezerniert, was den Matrixabbau durch MMP und damit
die Inflammationsreaktion unterbindet.” 7® Bei Uberschiefen dieser Reaktionen kann es
zu einer Fibrose des Herzens kommen.”® In den Tagen 7-10 findet eine deutliche
Reduktion von Proliferation und a-SMA-Expression statt. Zu diesem Zeitpunkt ist eine
vollstdndige Narbe aus kollagenhaltiger EZM ausgebildet, die noch Uber eine kovalente
Quervernetzung der Bestandteile, z.B. durch Lysyl-Oxidasen, Lysyl-Hydroxylasen oder
Transglutaminasen, stabilisiert wird. Dies fuhrt zu erhéhter ventrikularer Steifigkeit und
beeinflusst so die mechanischen und signaltransduktorischen Eigenschaften.”” Die
immer noch aktivierten Fibroblasten bleiben langfristig bestehen und werden als

Matrifibrozyten bezeichnet.”®
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1.3 Das Hyaluronsauresystem
1.3.1 Hyaluronsaure

HA stellt einen wichtigen Bestandteil der EZM dar. Vom chemischen Aufbau her handelt
es sich um ein lineares Polysaccharid aus zwei alternierenden Monomeren. Es kénnen
Molekiile von einer Masse bis zu 2x10° Dalton (Da) gebildet werden.”® Als Monomere
finden sich einerseits B-D-Glucuronsaure (GIcA) und andererseits
N-acetyl-3-D-glucosamin (GIcNAc), die Uber glykosidische Bindungen verknlpft sind.
Die Bindungen bestehen zwischen C1 der GlcA und C3 des GIcNAc (B-1,3-Verknipfung)
sowie zwischen C1 des GIcNAc und C4 der GIcA (B-1,4-Verknupfung) (siehe Abbildung
3).7%81 Anders als viele andere Glykosaminoglykane, wie z.B. Chondroitinsulfat oder
Heparansulfat, ist HA weder sulfatiert noch acetyliert oder anderweitig modifiziert.8
Durch die Carboxylgruppen der GIcA liegt HA unter physiologischen Bedingungen

polyanionisch vor.

i~ OH O OH =1
O
ﬁo OHO 0O /
S| NH N
o={ 2
CH,

n

B3-D-GIcNAC p-D-GIcA
* modifiziert nach Noble et al. 2011 Physiol Rev

Abbildung 3: chemische Struktur der Hyaluronsaure

HA besteht aus alternierenden Einheiten von N-acetyl-p-D-glucosamin
(B-D-GIcNAc) und B-D-Glucuronsaure (B-D-GIcA), die dber Bp-1,3 und (-1,4 glykosidische
Bindungen miteinander verknlpft sind.

HA ist in der Lage grolRe Mengen Wasser zu binden. Hierbei kann durch die hydrophile
Struktur bereits eine Disaccharideinheit 15 Wassermolekdle in Form einer Solvathulle
binden.?% 8 Im menschlichen Kérper kommt HA in fast allen Geweben vor. Besonders
prominent findet sie sich in Nabelschnur, Haut, dem Glaskérper des Auges und in der
Synovialflissigkeit.2°> Neben ihrer wasserspeichernden Eigenschaft spielt HA auch eine
wichtige Rolle als Signalmolekil in der Embryogenese® und inflammatorischen
Prozessen®, in deren Rahmen sie fragmentiert wird und auch als Oligosaccharid

vorliegen kann.®
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1.3.2 Hyaluronsauresynthese

Anders als andere Glykosaminoglykane wird HA nicht im Zellinneren im Golgi-Apparat
synthetisiert, sondern von membranstandigen Hyaluronsauresynthasen (HAS). Es
existieren drei Isoenzyme der HAS: HAS1, HAS2 und HAS3. Diese extrudieren die
entstehenden HA-Ketten direkt transmembrandr in den Extrazellularraum
(siehe Abbildung  4).®% 8  Als  Substrate  dienen  aktiviete  Zucker
(UDP-N-acetyl-a-D-Glucosamin und UDP-a-D-Glucuronsaure), die an C1 mit
Uridindiphosphat verknipft sind. Diese werden abwechselnd magnesiumabhangig durch
die HASen ans reduzierende Ende der Zuckerkette angehangt.®2 Obwohl die Gene fir
die drei verschiedenen HASen jeweils bei Mensch und Maus auf drei unterschiedlichen

Chromosomen liegen, sind ihre Sequenzen zwischen den Spezies hochkonserviert.°

>2x103% kDa

2 _ 3
2x10° - 2x10°kDa . 2x10% - 2x10° kDa

UDP-GlcNAc & .

UDP-GIcA UDP
* modifiziert nach Itano et al. 2002 IUBMB Life

Abbildung 4: Darstellung der membranstiandigen Hyaluronsauresynthasen 1-3
Die HAS-Isoenzyme synthetisieren HA unterschiedlichen Molekulargewichts unter Abspaltung
von UDP aus den aktivierten Zuckern UDP-GIcNAc und UDP-GIcA.
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Die Isoformen werden in verschiedenen Geweben unterschiedlich stark exprimiert und
unterscheiden sich auch bezlglich ihrer Stabilitat. So ist HAS3 die stabilste Isoform,
gefolgt von HAS2 und HAS1.%° Dariiber hinaus kann die HA-Synthese durch viele
weitere Faktoren wie TGF-B, IL1B oder TNFa beeinflusst werden.®' So konnten Homann
et al. eine Induktion der HAS3 durch IL1B zeigen.®? HAS2 ist in den meisten Geweben,
wie z.B. auch im Herzen, die vorherrschende Isoform und produziert die meiste HA.*® Im
Gegensatz zu HAS1 und HAS3 flihrt ein Fehlen der HAS2 zu Fehlern in der embryonalen

Herzbildung, die zum Tod des Embryos fiihren.”® 86

Die HA-Synthese lasst sich auch pharmakologisch beeinflussen. Als Inhibitor aller
HASen steht 4-Methylumbelliferon (4-MU), ein Cumarinderivat, zur Verfligung. Dieses
hemmt kompetitiv die UDP-Glucuronyltransferase und depletiert somit den verfliigbaren

Pool an UDP-GIcA. Stattdessen wird es selbst glucuronidiert. Daneben konnte gezeigt

werden, dass 4-MU auch die mRNA Expression von Has2 und Has3 reduziert.®*%°

1.3.3 Interaktionen von Hyaluronsaure

Uber verschiedene HA-bindende Proteine und HA-Rezeptoren fungiert HA als
Signalmolekil. Die am besten bekannten Rezeptoren sind Integrin-Heterodimere, die
nach Bindung an EZM-Bestandteile ihre Wirkung Uber focal adhesions ins Zellinnere
vermitteln.”” Bei den HA-Rezeptoren sind u.a. CD44%, der Rezeptor fir HA-mediierte
Motilitat (RHAMM)®%, der HA-Rezeptor fiir Endozytose (HARE)®, der Lymphatic vessel
endothelial hyaluronan receptor (LYVE-1)' und TLR-2 und -4, die EZM-Fragmente
nach Degradation erkennen’” %', zu nennen. RHAMM ist mit Funktionen im Zytoskelett,
Mikrotubuli und dem Spindelapparat assoziiert, in dem es zur Stabilitat beitragt. In vielen
Krebsarten ist es tGiberexprimiert.'? Uber Induktion der fokalen Adhéasionskinase tragt es
physiologisch zu einer erhdhten Motilitat bei, aber auch pathologisch zu verstarkter

Tumorprogression und -metastasierung.'®

CD44 ist ein transmembranarer Rezeptor, der ubiquitdr in den verschiedensten
Geweben und Zelltypen exprimiert ist und in diversen Isoformen vorliegen kann.'® Nach
Bindung von HA am extrazelluldren Teil kommt es zu einer Konformationsanderung im
intrazellularen Teil und hierdurch tber Tyrosinkinasen und Rho GTPasen zur Aktivierung
von Signalkaskaden. CD44 wird neben Fibroblasten auch auf Immunzellen
exprimiert.”- 1% Bei T-Zellen gibt es einen Zusammenhang zwischen CD44-Expression
und Aktivierungsstatus: Naive T-Zellen sind CD44"", wahrend nach der Aktivierung bei

Gedachtnis- und Effektorzellen eine hohe Expression von CD44 vorliegt.'® Es wird
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vermutet, dass CD44 auf T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Formation der
immunologischen Synapse mit antigenprasentierenden dendritischen Zellen spielt.’®” So
konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von T-Zell-exprimiertem CD44 mit
perizelluldarer HA der dendritischen Zellen wichtig flr die optimale T-Zell-Aktivierung

ist.108

Unter den HA-bindenden Proteogylkanen zahlen Aggrecan, Brevican, Neurocan und
Versican zu den wichtigsten. ' '° Uber Versican ist bekannt, dass dieses nach Bindung
von HA die Zellproliferation, -migration und -adh&sion moduliert.""" AuRerdem unterstutzt
es die Bindung von Immunzellen via CD44, L- und P-Selektin''? '3 und reguliert das

vaskulare Remodeling.'"*

1.3.4 Hyaluronsaure-Abbau

Der Umsatz von HA erfolgt in den meisten Geweben, eine Ausnahme sind z.B. die
Gelenke, sehr schnell. So wird geschéatzt etwa ein Drittel der im Kdrper vorkommenden
HA taglich abgebaut und die Halbwertszeit von HA in der Epidermis betragt nur rund
einen Tag.%? Verantwortlich fiir diesen Abbau sind Hyaluronidasen (HYAL). Durch sie
erfolgt eine Hydrolyse der glykosidischen B-1,4 Bindungen der HA an Zelloberflachen
und in Lysosomen. Bislang konnten sechs Formen der HYAL identifiziert werden, von
denen HYAL1 und HYAL2 die wichtigsten sind."'® "¢ Die wichtige Rolle von HYAL2 wird
dadurch unterstrichen, dass, ahnlich wie bei HAS2, eine Hyal2 Defizienz
héchstwahrscheinlich embryonal letal ist.""” Daneben konnte gezeigt werden, dass ein
Knockdown von Hyal2 zu einer Akkumulation von HA in Herz und Plasma fuhrt und
pathologische Veranderungen der Herzklappen auftreten.'”® Funktional wie lokal
unterscheiden sich HYAL1 und HYAL2 voneinander. Wahrend HYAL2 an der
Zelloberflache exprimiert wird und HA in ca. 20 kDa grof3e Fragmente spaltet, ist HYAL1
in der Lage, HA bis hin zu Tetrasacchariden zu degradieren. Die Fragmente werden
anschlielend tber HARE endozytiert, wo sie in Lysosomen abgebaut werden.®? Das
pH-Optimum der HYAL liegt im sauren Bereich, was eine hohe Aktivitat in Lysosomen
und inflammatorischem Gewebe gewahrleistet.''® Ein weiteres HA-abbauendes Protein,
das bislang vor allem im Kontext von Krebs untersucht wurde, ist Cell migration-inducing
and hyaluronan-binding protein (CEMIP).'?%: 121 Es ist bekannt, dass im Rahmen
inflammatorischer Prozesse hochmolekulare HA verstarkt degradiert wird und dadurch
Einfluss auf Prozesse wie Migration, Apoptose, Proliferation und auch auf die
Immunantwort nimmt."” Neben dem Abbau durch HYAL und CEMIP kann eine

Fragmentierung von HA auch chemisch durch ROS stattfinden.®"
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1.4 Hyaluronsaure und Inflammation

Erhdhte HA-Konzentrationen im Plasma oder Gewebe sind ein Kennzeichen vieler
chronischer Entziindungskrankheiten wie zum Beispiel rheumatoide Arthritis,
Atherosklerose, Morbus Crohn oder Diabetes mellitus Typ 1.'%2 23 Dabei gibt es
zunehmend Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dysregulierter HA-Synthese

und einer fehlerhaften Aktivierung des Immunsystems.

1.4.1 Hyaluronsaure und T-Zellen

Fir Diabetes mellitus Typ 1 konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die
pharmakologische HA-Inhibition durch 4-MU zu einer Reduktion der Immunzellen
fuhrte.%? So konnte 4-MU im Mausmodell sogar das spontane Auftreten der Erkrankung
verhindern. Die zentrale Rolle von HA in der T-Zell-Aktivierung wird dadurch
unterstrichen, dass eine Vorbehandlung von T-Zellen mit 4-MU die Aktivierung
verhindern kann.'?* Zentral in der Aktivierung von T-Zellen ist die Interaktion mit APC
wie z.B. dendritischen Zellen (DC). Bollyky et al. haben publiziert, dass vor allem die von
DC, in denen Has3 als dominierende Isoform vorkommt, produzierte HA entscheidend
fur diese Interaktion ist. Daruber hinaus lasst sich die Produktion von HA in DC durch
typische Th1-Zell Zytokine wie IL2 und TNFa induzieren.'®” Neuere Arbeiten von Bollyky
et al. legen auch eine entscheidende Rolle T-Zell-produzierter HA in der Aktivierung
nahe.'? In Arbeiten unserer Gruppe konnte im Atherosklerosemodell konkret eine
Hemmung der Th1 Antwort in Has3 KO Mausen gezeigt werden. Dies ging mit einer

reduzierten Makrophageninfiltration in den Plaques einher.%?

Ein wichtiger Rezeptor fur die Interaktion von Immunzellen mit HA ist das in 1.3.3 bereits
erwahnte CD44. So erhdhen T-Zellen infolge der Aktivierung die Expression von CD44,
was die Adhasion ans Endothel und die Extravasation erleichtert.'?> Das globale Fehlen

von CD44 fiihrt zu einer verminderten Gewebsrekrutierung. %

1.5 Hyaluronsaure und Herzinfarkt

HA spielt eine wichtige Rolle im Herzen und nach Myokardinfarkt. Das zeigt sich bereits
daran, dass das Fehlen von HAS2 aufgrund von Fehlern in der Herzentwicklung
embryonal letal ist.®® In hypertrophierenden Rattenherzen wurde gezeigt, dass im Verlauf
einer Hypertrophie die Expression von HA, den HASen sowie des HA-Rezeptors CD44

ansteigt.”® CD44 konnte unter anderem auf Myofibroblasten und T-Zellen
14
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nachgewiesen werden. Das Fehlen von CD44 fiihrt zu einer langeren und starkeren
Immunantwort sowie zu einer verminderten Fibroblasteninfiltration mit geringerer
Kollagenbildung. Beides ging mit einem dilatativen remodeling einher.'?” Ebenso konnte
bereits 24 h nach akutem Herzinfarkt eine Odembildung aufgrund von HA- und damit
einhergehender Wasser-Akkumulation gezeigt werden.'?® Studien haben gezeigt, dass
die EZM nach Infarkt einem schnellen Umbau unterliegt und den Ablauf moduliert.'?® So
fuhrten Injektionen HA-haltiger Gele in infarzierte Herzen zu einer verbesserten

Hamodynamik, kleineren Infarkten und einer verstarkten Neovaskularisierung. '30-1%2

Unsere Gruppe konnte zeigen, dass die Expression der HASen bereits in den ersten
Tagen nach Myokardinfarkt stark reguliert ist. Daneben wurde auch eine Regulation der
Rezeptoren RHAMM und CD44 gezeigt."® Des Weiteren wurde gezeigt, dass IL6 die
HA Synthese in Fibroblasten erhéht, wahrend sie durch eine Blockade von IL6 reduziert
wurde. Diese Reduktion verschlechterte die kardiale Funktion nach Infarkt.”3 In einem
weiteren Projekt zu HAS2 kam es in Has2-defizienten Tieren zu vermehrter Apoptose

von Makrophagen und verminderter Fibroblastenaktivierung.'*

1.6 Zielsetzung

In Deutschland sind kardiovaskulare Erkrankungen nach wie vor die haufigste
Todesursache. Ein erheblicher Teil dieser Todesfalle entfallt auf Herzinsuffizienz, die
nach einem akuten Myokardinfarkt als Folge nachteiligen remodelings auftritt.' Wahrend
die Akuttherapie des Myokardinfarktes sehr ausgereift ist und in fast allen Fallen eine
schnelle Revaskularisierung erfolgt, gibt es kaum Strategien, um die Ausbildung der
Narbe und die langfristigen Umbauprozesse im Herzen zu beeinflussen. Daher ist ein
tieferes mechanistisches Verstandnis der Schadigung des Myokards und der Heilung
essenziell. So kénnen therapeutische Ansatzpunkte gefunden werden, auf denen
zuklnftige Strategien zur Verbesserung der Heilung und Verminderung der

Langzeitfolgen fulen.

Es ist bekannt, dass die EZM eine grol’e Bedeutung fir die Immunantwort nach
Myokardinfarkt und genauso flir die Narbenbildung hat. Vorarbeiten unserer Gruppe
konnten die Wichtigkeit von durch HAS2 produzierter HA flir das Makrophageniberleben
und die Fibroblastenaktivierung zeigen.’* In weiteren Arbeiten unserer Gruppe zur
HAS3 wurde im Kontext der Atherosklerose gezeigt, dass diese die
makrophagenvermittelte Plaque-Entziindung Uber eine verstarkte Antwort von Th1
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Zellen verstarkt.®? Daneben konnte eine Modulation des Phanotyps glatter Muskelzellen

und der Synthese fibrotischer EZM durch HAS3 nachgewiesen werden (unpubliziert).

Diese Ergebnisse zeigen, dass HAS3 einen Einfluss auf die Funktionalitat verschiedener
Zelltypen hat, die auch fir das kardiale Remodeling nach M| wichtig sind. Daher war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit, mit Hilfe Has3-defizienter Mause die Rolle von HAS3
im Myokardinfarkt zu untersuchen. Der Fokus lag dabei auf der Heilung des infarzierten

Herzens, der Bildung der Narbe sowie den Immunzell- und Fibroblastenphanotypen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung und Tierversuche

Alle Tierversuche erfolgten mit Genehmigung des Landesamtes fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen, Bezirksregierung Dusseldorf, unter
den Aktenzeichen 84-02.04.2019.A012 und 81-02.04.2018.A079. Zucht und Tierhaltung
erfolgte in den R&aumen der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitatsklinikums der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem 12 h
Tag/Nacht Rhythmus, wahrenddessen den Tieren ad libitum entkeimtes Wasser und
Haltungsfutter (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) zur Verfigung stand.
Alle Tiere, abgesehen von den flr die Zellkultur verwendeten, durchliefen im Alter von

10-14 Wochen (w) eine Ischamie mit anschlielliender Reperfusion (siehe 2.1.2).

2.1.1 Verwendete Mauslinie

Fur alle durchgefuhrten Experimente, abgesehen von den Zellkultur-Experimenten,
wurden mannliche, ubiquitar konstitutiv Has3-defiziente Mause (Has3 knockout (KO)
Mause) verwendet. Als Kontrollen dienten Wildtyptiere (WT), die zur Erreichung
maximaler genetischer Ubereinstimmung gemeinsam mit den Has3 KO Tieren geziichtet

wurden.

Die Has3 KO Tiere wurden von der Firma genOway (Lyon, Frankreich) generiert. Die
Insuffizienz des HAS3 Proteins wurde hierbei durch eine genetische Deletion von Exon 2
der murinen Has3 erreicht, in dem das Startcodon fir die Translation liegt. Um das zu
erreichen, wurde zunachst eine humanisierte Has3 knock-in Maus generiert, in der das
murine Exon 2 durch die vollstdndige cDNA-Sequenz der humanen HAS3 (hHAS3)
ersetzt wurde. Diese war 5'-seitig durch eine loxP-FRT-Neomycin-FRT Kassette und
3‘-seitig durch eine loxP Sequenz flankiert. Durch die homologe Rekombination in
embryonalen Stammzellen von 129Sv Mausen und anschlieBenden Transfer in
C57BL/6J Blastozysten ergab sich eine Maus mit gemischtem Hintergrund. Durch
Verpaarung mit Tieren, die konstitutiv eine Flp-Rekombinase exprimieren, wurde
anschlieend die FTR-Neomycin-FRT deletiert. Die sich ergebende Maus verfiigte nun
anstelle des murinen Exon 2 Uber eine loxP-hHas3-loxP Sequenz. Diese Tiere wurden
im nachsten Schritt mit konstitutiv Cre-Rekombinase exprimierenden Mausen
(genOway, Lyon, Frankreich) gekreuzt. Dadurch erfolgte die Entfernung des gesamten
humanen Konstruktes an den loxP-Sequenzen, sodass als Resultat eine Has3 KO Maus
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stand, in der konstitutiv und ubiquitar Exon 2 fehlt und somit keine Expression der Has3
mehr stattfindet.’® Durch Verschiebung des offenen Leserahmens wird dennoch ein
Protein translatiert, das jedoch durch Fehlen des Exon 2 unfunktional ist
(siehe Abbildung 5). Abschlielend wurde die Mauslinie unter Verwendung einer
beschleunigten kongen Strategie Uber mindestens sechs Generationen auf einen
C57BL/6J Hintergrund zurlickgekreuzt, bis sich in Mikrosatelliten-Analysen ein

homogener C57BL/6J Hintergrund (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, Frankreich)
darstellte.

Has3 wildtyp

Stop

A = 2 =

hHas3 Konstrukt ’ '

\ 1 Verpaarung mit Flp-Rekombinase Tieren

hHas3 knock-in !

\ ATG Stop
v 2
/- N [E3 ] E4 i
8 | | /A
loxp FRT loxp

\

\ s
A ’
\\ . P Verpaarung mit Cre-Rekombinase Tieren

Has3 knock-out ' ‘

* modifiziert nach genOway

Abbildung 5: Darstellung der Generierung Has3-defizienter Mause

Zur Generierung Has3-defizienter Mause wurde zundchst Exon 2 im murinen Has3 Lokus durch
die humane HAS3-Sequenz ersetzt. AnschlieRend wurde Uber Verpaarung mit konstitutiv Flp-
Rekombinase exprimierenden Tieren die Neomycin Kassette entfernt, wodurch eine Has3 Ki

Maus entstand. Kreuzung dieser mit konstitutiv Cre-Rekombinase exprimierenden Mausen fuhrte
zu Has3-defizienten Tieren.

2.1.2 Operative Induktion der Ischamie und Reperfusion

Um raumlich und zeitlich definierte sowie reproduzierbare Myokardinfarkte zu erhalten,
wurden diese operativ induziert. Dabei gliedert sich der Prozess in zwei Teile: die lockere
Anlage einer Ligatur an der linken vorderen absteigenden Arterie (left anterior
descending arteri (LAD)) und die zeitlich davon getrennte Induktion der Ischamie durch
Zug am Faden und somit Unterbrechung der Perfusion.'®: 137 Durch die zeitliche
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Trennung der beiden Eingriffe ist zum einen eine Trennung des, durch die Eréffnung des
Thorax  entstehenden, Inflammationsstimulus  vom Stimulus  durch die
Ischamie/Reperfusion (I/R) mdglich, zum anderen findet so die I/R bei geschlossenem
Thorax statt, was der Situation beim Menschen erheblich naher kommt. Die Operationen

wurden von Frau Dr. Simone Gorressen und Herrn Dominik Semmler durchgefihrt.

21.21 Ligatur-Anlage

Zur Anlage der Ligatur wurden die Tiere mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin
(90 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (15 mg/kg Koérpergewicht) narkotisiert.
Anschlieend wurde mit einer Venenverweilkanulle intubiert, die Maus auf einem
beheizbaren OP-Tisch fixiert und die Narkose mit einer Mischung
sauerstoffangereicherter Raumluft (40 % Oz, V/V) und Isofluran (2 % V/V)
aufrechterhalten. Das Tidalvolumen der Beatmung betrug 10 pl/g Kérpergewicht bei
einer Frequenz von 140/Minute. Die Temperatur wurde permanent rektal gemessen und
Uber die Tischtemperatur konstant auf 38°C gehalten. Der Thorax wurde im vierten
Interkostalraum erdffnet und die LAD unter Verwendung eines Operationsmikroskopes
mit 7-0 Prolene Faden umschlungen. Beide Enden des Fadens wurden durch einen
1 mm dicken Polyethylen (PE)-Ring mit 0,5 mm Innendurchmesser und aus dem Thorax
gefuhrt. Thorax und Muskeln wurden mit 4/0 Seide verschlossen. Die Fadenenden
wurden miteinander verknotet und in einer Hauttasche platziert. Die Haut wurde

anschlieRend mit 5-0 Prolene verschlossen.

Zum Abschluss der OP wurde die Isoflurannarkose beendet, nach Riickkehr der Reflexe
extubiert und die Maus noch bis zur vollstandigen Erholung warmgehalten. Die

postoperative Analgesie erfolgte durch Buprenorphingabe.

2.1.2.2 Ischamie-Induktion

Drei Tage nach Ligatur-Anlage erfolgte die Ischamie-Induktion. Hierzu wurde die Maus
in einer Kammer mit einer Mischung sauerstoffangereicherter Luft (40 % O, V/V) und
Isofluran (2 %, V/V) narkotisiert und wiederum auf dem beheizten OP-Tisch fixiert, wo
eine weitere Maskenbeatmung mit der genannten Mischung erfolgte. Auch die
Korpertemperatur wurde wie bei der Ligatur-Anlage beschrieben geregelt. Zudem
wurden Elektrokardiogramm (EKG)-Elektroden zur Kontrolle der Ischamie angelegt. Die
Haut wurde gedffnet und die Fadenenden nach aufen gefihrt, wo durch Anhangen von
Gewichten an die Faden fur 45 Minuten ein Zug von 10 g angewendet wurde. Die

erfolgreiche Induktion wurde durch Kontrolle der ST-Hebung im EKG (Basic Data

19



Material und Methoden

Acquisition Software, Harvard Aparatus, Holliston, Massachusetts, USA) gewahrleistet.
Nach Ende der Ischémiezeit wurden die Faden durchschnitten und somit eine
Reperfusion des ischamischen Areals eingeleitet. Die Haut wurde mit 5-0 Prolene
verschlossen. Die Analgesie wurde wiederum durch Gabe von Buprenorphin

sichergestellt.

2.2 Echokardiografie

Zur genauen Erfassung der kardialen Funktionsparameter wurden die Tiere sowohl vor
der Ligatur-Anlage sowie auch 24 h, 1 w, 2 w und 3 w nach I/R-Induktion
echokardiografisch untersucht. Die Bildgebung erfolgte mit einem hochauflésenden
Ultraschallgerat mit 18-38 Megahertz (MHz) Schallkopf
(Vevo3100 oder Vevo2100, VisualSonics Inc., Toronto, Ontario, Kanada). Fir die
Untersuchung wurden die Mause in eine Isofluran-Narkose (2 % V/V) versetzt, um
Abwehrverhalten und Angst zu vermeiden. Zur Uberwachung lagen die Tiere wahrend
der Untersuchung auf einem beheizten Elektroden-Kontakt-Pad, das die Aufzeichnung
von Herzfrequenz und EKG ermdglicht und eine konstante Kérpertemperatur der Maus
gewahrleistet. Vor Beginn der Echokardiografie wurde der Thorax mit Hilfe von
Haarentfernungscreme  enthaart und vorgewarmtes Aquasonic 100 Gel
(Parker Laboratories, Fairfield, NJ, USA) aufgetragen. AnschlieRend wurden parasternal
die lange und kurze Achse des linken Ventrikels aufgenommen. Darlber hinaus
erfolgten Aufnahmen im M-Mode mit einer Platzierung des Schallkopfes Gber dem Apex,
was eine Vierkammersicht und eine genaue Beurteilung des Blutflusses durch die
Mitralklappe erlaubt. Auf Basis der gemachten Aufnahmen konnten u.a. die
linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF), das endsystolische und enddiastolische
Volumen (ESV bzw. EDV), das Herzschlagvolumen, fraktionelle Flachenanderungen
und Wanddicken bestimmt werden.'® Die echokardiografischen Untersuchungen

erfolgten durch Frau Dr. Simone Gorressen und Herrn Dominik Semmler.
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2.3 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische (Fluorescence activated cell scanning (FACS)) Analysen
wurden zur Charakterisierung von Immunzellen, Fibroblasten und Endothelzellen in Blut,
Lymphknoten, Milz und Herz durchgefiihrt. Hierzu wurden die Gewebe unmittelbar nach
der Gewinnung aus der Maus, wie in den entsprechenden Abschnitten beschrieben, zu
Einzelzellsuspensionen prozessiert, die dann nach Antikdrperfarbungen mittels eines
LSRFortessa Durchflusszytometers (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) vermessen
wurden. Zur Ermittlung der absoluten Zellzahlen wurden Flow-Count Fluorospheres
(Beckman Coulter Inc., Krefeld, Deutschland) genutzt. Die Datenauswertung erfolgte mit
Hilfe der FlowJo™ Software (BD Franklin Lakes, NJ, USA). Vollstandige

Gating-Schemata aller durchgefihrten Analysen finden sich im Appendix.
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Tabelle 1: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper Klon Hersteller
Annexin V - FITC N/A BioLegend, San Diego, CA, USA
BrdU - AF488 3D4 BioLegend, San Diego, CA, USA
CCR2 - Bv421 SA203G11 |BioLegend, San Diego, CA, USA
CD115 - BV711 AFS98 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD11b - PE/Dazzle 594 M1/70 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD16/32 - unkonjugiert 93 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD19 - PacBI 6D5 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD3 - AF700 17A2 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD3 - APC/Cy7 17A2 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD31 - PE/Cy7 390 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD4 - FITC RM4-5 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
CD45 - PE 30-F11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD45 -AF700 30-F11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD64 - PE X54-5/7.1 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD8a - AF647 53-6.7 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD8a - APC 53-6.7 BioLegend, San Diego, CA, USA
Feeder cells - PE mEF-SK4 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
ITGA7 - APC 334908 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Live/Dead Aqua N/A Life Technologies, Eugene, OR, USA
Ly6C - APC/Cy7 HK1.4 BioLegend, San Diego, CA, USA
Ly6G - BV650 1A8 BioLegend, San Diego, CA, USA
Ly6G - BV785 1A8 BioLegend, San Diego, CA, USA
MHCII - PE/Cy7 AF6-120.1  |BioLegend, San Diego, CA, USA
Ter - FITC Ter-119 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany
CCR®6 (CD196) - BV786 29-2L17 BioLegend, San Diego, CA, USA
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CD69 - BV650 H1.2F3 BioLegend, San Diego, CA, USA
CXCR3 - BV605 CXCR3-173 |BioLegend, San Diego, CA, USA
CD62L - PacBI MEL-14 BioLegend, San Diego, CA, USA
CCR4 (CD194) - PerCP-Cy5.5 2G12 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD44 - PE/Cy7 IM7 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD45 - PE/Cy5 30-F11 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD25 - PE 3C7 BioLegend, San Diego, CA, USA
CD11c - APC/Cy7 N418 BioLegend, San Diego, CA, USA

Tabelle 2: Verwendete Puffer und Losungen fiir die Durchflusszytometrie

Puffer Zusammensetzung Hersteller
Erythrozyten Lyse | 155 mM NH.CI Eigene Herstellung
Puffer 10 mM KHCO3
0,1 mM EDTA
PEB Puffer 2mM EDTA Eigene Herstellung
0,5 % BSA
in DPBS
Heparin/PBS 0,4 % Heparin (5000 I.E./mL) in DPBS | Ratiopharm, Ulm,

Deutschland

Isotoner FACS

BD FACS Flow Tragerflissigkeit

BD Bioscience, San

Puffer Jose, CA, USA

RPMI 10 % RMPI Medium 1640 + GlutaMAX™.-| Gibco® Life

Medium 10 % FCS TechnologiesTM,
100 U/mL Penicillin Paisley,

100 pg/mL Streptomycin

GrolRbritannien

Verdaulosung

Hank’s balanced 1,26 mM CacCl, Gibco® Life
salt solution 0,49 mM MgCl; TechnologiesTM,
(HBSS) 0,41 mM MgSOg4 Paisley,
5,3 mM KCI GrolRbritannien
0,44 mM KH2PO4
4,17 mM NaHCO3;
137,39 mM NaCl
0,34 mM NaHPO4
5,55 mM Glukose
Enzymatische 549 U/mL Kollagenase | Eigene Herstellung

60 U/mL DNase |
in HBSS

Fixierlésung

1 % (V/V) Roti®-Histofix 10% in DPBS

Eigene Herstellung
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2.3.1 Blut

Zur Immunzellanalyse im Blut wurde das Blut unmittelbar bei der Entnahme aus der
Maus durch Zugabe von EDTA antikoaguliert. Zu Beginn der Farbung wurden
Fc-Rezeptoren, die zu einer unspezifischen Antikdrperadsorption fliihren kénnten, mit
einem CD16/32-Antikérper fur 10 Minuten bei 4°C geblockt. Im Anschluss erfolgte die
Zugabe von speziellen Antikdrpermischungen zur Markierung der relevanten
Zellpopulationen. Es folgte eine weitere 15-minltige Inkubation bei 4°C, in deren
Anschluss Erythrozyten-Lyse Puffer (siehe Tabelle 2) zugegeben und exakt 7 Minuten
bei 4°C inkubiert wurde. Danach wurde 10 Minuten bei 4°C und 800 x g zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet resuspendiert. Im Fall des Panels zur
Untersuchung von T-Zell-Subtypen (Th1, Th2, Th17, Treg) wurde diese Zellsuspension
vermessen. Beim Panel zur kombinierten Untersuchung von Lymphozyten und
Monozyten wurde zur Zellfixierung fur 20 Minuten bei Raumtemperatur in Fixierldsung
(siehe Tabelle 2) fixiert. Abschlieldend folgte ein Waschschritt, in dem nach Zugabe von
1 mL DPBS erneut 10 Minuten bei 4°C und 800 x g zentrifugiert wurde. Das Pellet wurde
in PEB resuspendiert und anschlieend ebenfalls im BD LSRFortessa vermessen. Die
Resultate wurden als absolute Zellzahl pro uL Vollblut bzw. im Fall der T-Zell-Subtypen
prozentual dargestellt. Eine Ubersicht aller verwendeten Antikorper findet sich in Tabelle
1.

2.3.2 Milz

Zur Untersuchung der Immunzellpopulationen in der Milz musste zunachst eine
Einzelzellsuspension erzeugt werden. Hierzu wurde die Milz nach der Entnahme aus der
Maus zusammen mit 3 mL PEB in ein gentleMACS C-Roéhrchen
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) gegeben und mithilfe eines
gentleMACS dissociators (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) zerkleinert.
Die erhaltene Suspension wurde anschlielend durch einen 70 um Nylonfilter
(Greiner Bio-One, Frankfurt, Deutschland) filtriert und bei 4°C und 300 x g zentrifugiert.
Die Zellen wurden in DPBS aufgenommen und zur Antikérperfarbung verwendet. Hierzu
wurde zunachst zur Blockade von Fc-Rezeptoren 10 Minuten bei 4°C mit CD16/32
Antikérpern inkubiert bevor die Zugabe von LIVE/DEAD™ fixable aqua
(Life Technologies, Eugene, OR, USA) zur Markierung toter Zellen erfolgte. Nach
30-minutiger Inkubation bei 4°C wurde einmal mit DPBS gewaschen, die Zellen in PEB
aufgenommen und mit entsprechenden Antikérperkombinationen fur Lymphozyten und

Monozyten oder fir T-Zell-Subtypen gefarbt. Es wurde 15 Minuten bei 4°C mit den
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Antikérpern inkubiert und dann zur Erythrozytenlyse mit Lysepuffer versetzt. Nach exakt
7 Minuten Einwirkzeit wurde zentrifugiert (800 x g, 4°C, 10 Minuten). Fir die
T-Zell-Subgruppen wurden die Zellen direkt resuspendiert und vermessen, fir die
Lymphozyten und Monozyten folgte noch eine 20-minttige Fixierung in Fixierlésung
(siehe Tabelle 2) bei Raumtemperatur, bevor auch diese nach einem Waschschritt mit

PEB vermessen wurden.

2.3.3 Lymphknoten

Zur naheren Untersuchung der T-Zell-Subtypen wurden auch Lymphknoten untersucht.
Hierzu wurden drei kraniale mediastinale Lymphknoten'® entnommen und gepoolt. Zur
Gewinnung einer Einzelzellsuspension wurden diese in gentleMACS C-Rdhrchen
gegeben und im gentleMACS dissociator zerkleinert. Anschlielend wurde die
Suspension bei 4°C und 300 x g zentrifugiert, die Zellen in PEB aufgenommen und zur
Farbung verwendet. Zunachst wurden die Fc-Rezeptoren durch 10-minutige Inkubation
mit CD16/32 Antikorpern bei 4°C blockiert. Nach Inkubation wurden die Antikorper zur
Farbung zugegeben und 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit

PEB wurden die Zellen in PEB aufgenommen und vermessen.

2.3.4 Herz

Vor der Organentnahme wurde das Herz zunachst in der Maus mit Heparin/PBS
(siehe Tabelle 2) durchspult, um sie von Blut zu befreien. Anschlieend wurde das Herz
entnommen, an der Aorta an einer speziellen Kanule aufgehangt und retrograd mit auf
37°C erwarmter enzymatischer Verdaulésung (siehe Tabelle 2) bei einem Durchfluss
von 2 mL/min perfundiert. Die Enzymlésung wurde aufgefangen, das Herz von der
Kanile geschnitten und mit einer Schere zerkleinert. Die Gewebestlcke wurden flr
weitere 15 Minuten bei 37°C in einem MACSmix™ tube rotator verdaut. AnschlieRend
wurde die gesamte Suspension erst durch einen 100 um Nylonfilter und dann durch
einen 40 ym Nylonfilter gegeben. Nach einer 10-minatigen Zentrifugation bei 4°C und
300 x g wurden die Zellen fur 30 Minuten bei 37°C in RPMI 10% (siehe Tabelle 2) im
MACSmIix™ tube rotator inkubiert. Vor der Verwendung zur Farbung wurde nochmals

zentrifugiert und die Zellen in DPBS resuspendiert.

Zu Beginn der Antikérperfarbung wurden die Zellen zur Blockade der Fc-Rezeptoren mit
CD16/32 Antikdrpern und nachfolgend mit LIVE/DEAD™ fixable aqua inkubiert. Nach
einem Waschschritt mit PBS folgte die Farbung mit verschiedenen

Antikérperkombinationen zur Detektion von Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen,
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Fibroblasten und T-Zell-Subtypen. Die Zellen wurden noch einmal mit PEB gewaschen,
bevor einige Proben bereits vermessen werden konnten. Bei Monozyten/Makrophagen
und Fibroblasten wurden Uber die Farbung der Oberflachenmarker zur Zellidentifizierung
hinaus noch weitere Farbungen zur Darstellung apoptotischer und proliferativer Zellen
durchgeflhrt, die in 2.3.4.1 und 2.3.4.2 beschrieben werden.

Als Kontrolle auf Blutkontaminationen im Herz wurde zusatzlich eine
Erythrozytenfarbung durchgefihrt. Hierzu wurden zunachst mit CD16/32 Antikoérpern
und anschlieRend mit einem Antikérper gegen Ter119 inkubiert. Nach einem
Waschschritt wurden die Proben vermessen und der Erythrozytenanteil an den

Gesamtzellen bestimmt.

2.3.41 Annexin V Farbung apoptotischer Zellen

Im Anschluss an die bereits in 2.3.4 beschriebenen Schritte erfolgte hier nach der letzten
Zentrifugation eine Aufnahme der Zellen in  Annexin-V-Binding  Buffer
(Biolegend, San Diego, CA, USA) und es wurde 15 Minuten bei 4°C mit
fluoreszenzmarkiertem Annexin V (BioLegend, San Diego, CA, USA) inkubiert. Dieses
bindet Phosphatidylserin, das bei apoptotischen Zellen auf der Zelloberflache zu finden

ist. Nach Zugabe von weiterem Puffer wurden die Proben vermessen.

2.3.4.2 Bromdesoxyuridin Farbung proliferativer Zellen

Zur Markierung proliferierender Zellen wurde den Tieren vier Stunden
vor der Organentnahme 1 mg Bromdesoxyuridin (BrdU)
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) intraperitoneal gespritzt.”> '*° Dieses wird
anstelle von Desoxythymidin bei der DNA-Replikation eingebaut. Somit lassen sich
Zellen erkennen, die im Zeitraum zwischen Applikation und Tod DNA repliziert haben.
Da hierfir eine Farbung der DNA notwendig ist, wurde diese nach den in 2.3.4

beschriebenen Schritten noch angehangt.

Nach der letzten beschriebenen Zentrifugation wurden die Zellen zunachst mit
Fix & Perm Medium (Life Technologies, Eugene, OR, USA) fixiert und permeabilisiert.
Dazu wurde erst 20 Minuten bei Raumtemperatur mit Fix & Perm Medium A inkubiert,
zentrifugiert und dann 15 Minuten mit Fix & Perm Medium B inkubiert. Anschlieliend
erfolgte ein DNA-Verdau durch Inkubation in einer 1200 U/mL Lésung von DNase |
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) in HBSS flr eine Stunde bei 37°C. Nach einem

Waschschritt mit PEB wurden die Zellen erneut in Fix & Perm Medium B aufgenommen
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und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit einem BrdU-Antikdrper gefarbt. Vor der

Messung wurde noch einmal mit PEB gewaschen.

2.4 In-vitro T-Zell-Experimente

Fir mechanistische Untersuchungen wurden T-Zellen aus der Milz isoliert und in Kultur
stimuliert. Anschlieliend wurden das Medium und die mRNA Expression untersucht.
Hierbei wurden in einem Ansatz ausschliel3lich Zellen von WT-Tieren verwendet.
Anhand dieser wurden Expressionsunterschiede der HAS und HA-Rezeptoren nach
Stimulation untersucht. Daneben wurden in einem zweiten Ansatz WT-Zellen und Has3
KO Zellen hinsichtlich ihrer Expression von [//2 und Ifny unter verschiedenen

Stimulationsbedingungen verglichen.

2.41 T-Zell-Isolation

Die Gewinnung der T-Zellen erfolgte aus der Milz von naiven WT und Has3 KO Mausen.
Hierzu wurde die Milz entnommen, in ein, mit 3 mL PEB vorgefilites, gentleMACS
C-Réhrchen Uberfuhrt und mit dem gentleMACS dissociator zerkleinert. Die erhaltene
Zellsuspension wurde durch ein 40 ym Nylon Zellsieb filtriert und anschlielend bei
400 x g fur 7 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in Erythrozyten Lyse Puffer
resuspendiert und fir 5 Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 10 mL PEB wurde
erneut zentrifugiet (400 x g, 7 Minuten) und die T-Zellen gemaR
Herstellerprotokoll  mithilfe des Mouse Pan  T-cell isolation kit I
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) gewonnen. Hierbei wurde auf Basis
vorhergehender Versuche von 25 Millionen Zellen ausgegangen. Zunachst wurde das
Pellet in 100 pyL PEB resuspendiert und dann mit 25 pyL des Cocktails biotinylierter
Antikorper versetzt. Hierdurch wurden alle Zellen aufer den CD3* T-Zellen markiert.
Nach 5-mindtiger Inkubation bei 4°C wurden 75 pyL PEB und 50 pL Anti-Biotin
MicroBeads zugegeben. Nach erneuter 10-mindtiger Inkubation bei 4°C wurden 500 pL
PEB hinzugeflgt und die Suspension uber LS-Saulen, die im magnetischen Feld eines
MACS seperator platziert waren, gegeben und die Saule mit 3 mL PEB gewaschen.
Dabei blieben alle Uber die Antikdorper und die MicroBeads markierten Zellen auf der
Saule zurlck, wahrend die unmarkierten T-Zellen die Saule passieren konnten und mit
dem Eluat aufgefangen wurden. Die so erhaltenen T-Zellen wurden auf eine

Konzentration von 6 Millionen Zellen pro mL in AIM-V T-Zell Medium
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(Gibco® Life TechnologiesTM, Paisley, GroRbritannien) eingestellt und anschlieRend fiir

die Experimente ausgesat.

2.4.2 T-Zell-Stimulation

Zur Stimulation wurden die T-Zellen in 96-Well Zellkulturplatten ausgesat. Diese wurden
vor Beginn des Experiments uber Nacht mit CD3-Antikorper
(BioLegend 100238, Klon 17A2) beschichtet. Dazu wurden pro Well 100 pL der
Antikorperlosung (1 pg/mL in PBS) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde der
Antikorper abgesaugt und die Platte mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden 125 pL
Zellsuspension  (entsprechend  750.000 Zellen) in jedes Well gegeben.
Dazu wurden 125 uL einer Ldsung eines CD28-Antikorpers
(BioLegend 102116, Klon 37.51, Konzentration 10 ug/mL) gegeben, um eine
Endkonzentration von 5 pg/mL zu erreichen. Fur die unstimulierten Kontrollen wurde
weder CD3- noch CD28-Antikorper verwendet. Hier wurden die Wells Giber Nacht mit
PBS geflillt und anstelle des CD28-Antikorpers 125 uL AIM-V Medium zugegeben.

Neben diesen Bedingungen, die fur die Kultivierung der Zellen zur Untersuchung der
MRNA Expression von T-Zell-Rezeptoren nach Stimulation in WT-Zellen verwendet
wurden, wurden fiur die Untersuchung der Expression von //2 und /fny in WT und Has3
KO Zellen zwei weitere Bedingungen erganzt. Hierzu wurden zusatzlich zur
Antikérperkonzentration 1 ug/mL / 5 ug/mL (CD3/CD28) noch die Konzentrationen
0,2 pug/mL / 1 pg/mL und 0,04 pg/mL /0,2 pg/mL verwendet.

Die Zellen wurden fur vier Stunden bei 37°C und 5 % CO: inkubiert. Anschliefend
wurden 200 yL Medium abgenommen und fur 5 Minuten bei 15.700 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fir spatere Analysen bei -20°C
gelagert. Anschlieend wurden pro Well 250 uL AIM-V Medium zugegeben, die Zellen
durch  Auf- und Abpipettieren gelést und die Suspension in ein
Eppendorf-Mikroreaktionsgefal® (Eppi) Uberflhrt. Dieser Vorgang wurde wiederholt. Die
Zellsuspension wurde fiir 10 Minuten bei 800 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen fur die spatere RNA-Isolation in 350 yL RLT-Puffer mit 1 %
2-Mercaptoethanol aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bis zur RNA-Isolation
bei -80°C.
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2.4.3 Immunozytochemische Farbung der perizellularen HA und CD44

Fur die Immunozytochemie wurden 4-Kammer-Kultur-Objekttrager (BD) verwendet.
Diese wurden fir zwei Stunden mit Kollagen (100 pg/mL in Wasser) beschichtet und
anschlief3end Uber Nacht bei 4°C mit einer CD3-Antikérper-Losung (1 pg/mL) inkubiert.
Vor Aussaat der Zellen wurde die Antikdrperlosung abgesaugt und mit PBS gewaschen.
Anschlieend wurden 225 pL AIM-V Medium pro Kammer vorgelegt und 25 pL
T-Zell-Suspension (entsprechend 150.000 Zellen) zugegeben. Zur Aktivierung wurden
anschliefend noch 250 pL eines CD28-Antikorpers (10 pg/mL) hinzugefugt. Als
Kontrolle dienten unstimulierte Zellen, bei denen nicht mit dem CD3-Antikorper
beschichtet wurde und kein CD28-Antikbrper zugegeben wurde. Anstelle des
CD28-Antikorpers wurden 250 yL AIM-V Medium zugegeben. Die Zellen wurden fur 4h
bzw. 24h bei 37°C und 5 % CO: inkubiert.

Nach der Inkubationszeit erfolgte die Fixierung der Zellen mittels Fixierlésung
(3,7 % Formaldehyd, 5 % Eisessig, 70 % Ethanol in PBS). Hierzu wurde zunachst das
Medium abgesaugt und zwei Mal kurz mit PBS gewaschen. Dann wurden 500 pL
Fixierldsung pro Kammer zugegeben und fur 25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde erst einmal kurz und dann zwei Mal fir 5 Minuten mit PBS
gewaschen. Die Negativkontrollen wurden fir 30 Minuten bei 37°C mit 4 U/mL
Hyaluronidase (Sigma, H1136) behandelt. AnschlieRend wurde flir eine Stunde mit einer
Lésung von 5 % BSA in PBS bei RT geblockt und mit biotinyliertem HADbP (siehe Tabelle
6, 1:375 in PBS mit 1 % BSA) und Kaninchen anti-CD44 Antikorper (siehe Tabelle 6,
1:500 in PBS mit 1 % BSA) uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde drei Mal
mit PBS gewaschen und dann fur eine Stunde bei RT mit Streptavidin Cy3 und Ziege
anti-Kaninchen AF647 (siehe Tabelle 6, beide 1:400 in PBS) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde mit Roti®Mount FluorCare DAPI eingedeckt.

2.5 Genexpressionsanalyse mit quantitativer Realtime-PCR

Zur Untersuchung der Genexpression von Has3, Nppa und Nppb wurde die
transkribierte messenger Ribonukleinsdure (mMRNA) mittels quantitativer realtime

Polymerasenkettenreaktion (QPCR) untersucht.
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2.5.1 RNA-Isolation aus frischem Gewebe

Bei der Gewinnung der Gewebe aus der Maus wurden diese unmittelbar in flissigem
Stickstoff tiefgefroren, um eine mMRNA-Degradation zu vermeiden. Zur RNA Extraktion
wurden die Gewebe dann zusammen mit PeqGOLD TriFast
(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) in gentleMACS M-Rd&hrchen
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) gegeben und mithilfe eines
gentleMACS dissociators (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
aufgeschlossen. Das Lysat wurde in Eppis Uberfihrt und im Verhaltnis 1:1 mit
Chloroform versetzt, vermischt und anschlielfend 10 Minuten bei 16.000 x g zentrifugiert.
Die obere Phase wurde entnommen und flr die weitere Extraktion 1:1 mit Isopropanol
vermischt. Hierbei wurde strikt auf die Vermeidung von Verunreinigungen in Form von
Verschleppung der unteren Phase geachtet. AnschlieRend wurde zur Fallung der RNA
eine Stunde bei 4°C und 16.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde zum
Waschen in Ethanol 80 % (V/V) aufgenommen und wiederum fur 10 Minuten bei
16.000 x g zentrifugiert. Das Ethanol wurde abgesaugt und das Pellet zur Entfernung
des Restalkohols kurz bei 65°C inkubiert. Abschliefend wurde des Pellet in
RNase-freiem Wasser gelést und hierzu 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Zur
Quantifizierung der erhaltenen RNA und ihrer Reinheitsbestimmung wurde
die Lésung an einem NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer
(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) vermessen und die
Absorption der Wellenlangen 230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt. Anschlielend

wurde die RNA bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.5.2 RNA-Isolation aus formalinfixiertem paraffineingebettetem Gewebe

Zur Isolation von RNA aus formalinfixiertem paraffineingebettetem (FFPE) Gewebe
wurde das PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
verwendet. Die Anwendung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Hierzu wurden
zunachst Gewebeschnitte aus dem nicht-infarzierten Bereich des Herzens gewonnen.
Diese wurden in RNase-freien Mikroreaktionsgefal3en mit Schmelzpuffer versetzt. Dann
wurde zum Aufschmelzen des Paraffins 10 Minuten bei 72°C inkubiert. AnschlieRend
wurde Proteinase K zugegeben und fiur 60 Minuten bei 60°C inkubiert, um das Gewebe
zu lysieren. Unmittelbar danach wurde eine Minute bei 16.000 x g zentrifugiert, wodurch
sich eine Paraffinschicht auf dem Lysat bildete. Diese wurde penetriert und das darunter
liegende Lysat in ein neues Mikroreaktionsgefafd Uberfuhrt. Hier wurden Bindepuffer und

Ethanol 100 % dazugegeben und gemischt. Das Gemisch wurde Uber eine Saule
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gegeben und diese bei 800 x g fir eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saule drei Mal mit Waschpuffer gewaschen. Zur Gewinnung der RNA

von der Saule wurde mit RNase-freiem Wasser eluiert.

2.5.3 RNA-Isolation aus kultivierten T-Zellen

Die Isolation der RNA aus den isolierten und stimulierten T-Zellen erfolgte mit dem
RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemall Herstellerprotokoll. Als
Ausgangspunkt dienten die, in 350 yL RLT-Puffer lysierten T-Zellen. Diesen wurden
350 yL Ethanol 70 % zugegeben und die Mischung auf die Saule gegeben.
Anschliel3end wurde 30 Sekunden bei 10.000 x g zentrifugiert. Die Saule wurde erst mit
700 uL RW1 Puffer, dann zwei Mal mit 500 uyL RPE Puffer gewaschen und nach den
ersten beiden Waschschritten flir 30 Sekunden, nach dem dritten 2 Minuten, bei
10.000 x g zentrifugiert. Zum Trocknen der Membran wurde eine Minute bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA von der Saule wurden 50 pL
RNase-freies Wasser Uber die Saule gegeben und eine Minute bei 10.000 x g

zentrifugiert. Das Eluat wurde nochmals Uber die Saule gegeben und erneut zentrifugiert.

Im Anschluss erfolgte eine Aufreinigung und Konzentrierung der RNA mit dem RNA
Clean & Concentrator-25 kit (Zymo Research, Freiburg, Deutschland) gemaf
Herstellerprotokoll. Dabei wurden zum Eluat aus der vorherigen Isolation zuné&chst
100 pL RNA Bindungs-Puffer und 150 pL Ethanol 100 % gegeben. Die Mischung wurde
auf die Saule gegeben und 30 Sekunden bei 10.000 x g zentrifugiert. AnschlieRend
wurde erst 400 uyL RNA Prep Puffer, dann 700 yL RNA Wasch-Puffer und 400 uL RNA
Wasch-Puffer Uber die Saule gegeben und nach den ersten beiden Schritten 30
Sekunden, nach dem letzten eine Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. AbschlieRend

wurde mit 15 yL RNase-freiem Wasser die RNA von der Saule eluiert.

2.5.4 cDNA-Synthese

Zur reversen Transkription der RNA in cDNA wurde das QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemaR Herstellerprotokoll verwendet.
Hierzu wurde 1 pg RNA zur Entfernung genomischer DNA zunachst fur 2 Minuten bei
42°C mit gDNA wipeout buffer inkubiert. AnschlieRend wurde ein Mastermix, bestehend
aus Puffer, reverser Transkriptase und einem Primer Mix, zugegeben, flr 15 Minuten bei
42°C inkubiert und anschlieRend die reverse Transkriptase durch 3-minttiges Erhitzen
auf 95°C inaktiviert. Die cDNA wurde bis zur Durchfihrung der quantitativen

Polymerasenkettenreaktion (QPCR) bei -20°C aufbewahrt.
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2.5.5 Quantitative Realtime-PCR

Fir die gPCR wurde Platinum™ SYBR™ Green qPCR SuperMix-UDG
(Life Technologies, Eugene, OR, USA) und ein StepOnePlus™-Real-Time-PCR System
(Life Technologies, Eugene, OR, USA) verwendet. Fur die Reaktion wurde eine
Mischung aus Polymerase, SYBR™ Green, dNTP und Puffer gemeinsam mit cDNA und
den entsprechenden Primern (Konzentration je 0,625 pM) eingesetzt. Alle Proben
wurden als Duplikate vermessen. Die relative Genexpression wurde mit Hilfe der
korrigierten 2-22€0- Methode und 18S bzw. Hprt als interner Kontrolle ermittelt. Die

Sequenzen der verwendeten Primer kénnen Tabelle 3 entnommen werden.

Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten Primer in der quantitativen realtime-PCR

Gen- Vorwarts-Primer 5° > 3’ Riickwarts-Primer 5’ > 3’
symbol

Rn18s | GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
Hprt ACAGGCCAGACTTTGTTGGAT ACTTGCGCTCATCTTAGGCTT
Has3 CTCAGTGGACTACATCCAGG GACATCTCCTCCAACACCTC

Nppa ACAGATCTGATGGATTTCAAGAAC | AGTGCGGCCCCTGCTTCCTCA
CTGC

Nppb GGATCGGATCCGTCAGTCGTT AGACCCAGGCAGAGTCAGAAA

Abweichend vom beschriebenen Vorgehen wurde fir die Untersuchung der HAS-,
HA-Rezeptoren- und Cytokin/Chemokin-Expression der kultivierten T-Zellen eine
Tagman-PCR durchgefuhrt. Dazu wurden die in Tabelle 4 angegebenen
Sonden zusammen mit Tagman Fast Advanced Master Mix
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) in einem StepOnePlus™-Real-Time-PCR
System genutzt. Dabei wurden die endogene Kontrolle und das Zielgen in derselben
Reaktionskammer der Platte detektiert. Dazu waren die Sonden der endogenen
Kontrolle und des Zielgens mit unterschiedlichen Fluorescein-Derivaten (FAM und VIC)
markiert. Fir die Reaktion wurde eine Mischung aus Mastermix, Sonden und cDNA
eingesetzt. Alle Proben wurden als Triplikate vermessen. Die relative Genexpression

wurde mit Hilfe der 222€0. Methode und 188 als interner Kontrolle ermittelt.
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Tabelle 4: verwendete Tagman Sonden

Gensymbol Tagman Katalognummer
18s Hs03003631_g1
2 Mm00434256_m1
Ifny MmO01168134_m1
Has1 Mm03048195 m1
Has2 Mm00515089 _m1
Has3 Mm00515092_m1
Hmmr Mm00469183_m1
Cd44 Mm01277164_m1
Stab1 Mm00460390_m1
Stab2 Mm00454684_m1
Lyve1l MmO01280692_m1
Susdb Mm01250014_m1

2.6 Histologische Analysen

Nach Ablauf der Reperfusionszeiten wurden die Tiere schmerzfrei getotet. Das Blut
wurde durch Punktion des rechten Vorhofs entnommen und anschlieRend das Herz aus
dem Thorax entfernt. Das Herz wurde zur Befreiung von verbleibendem Blut mit DPBS
durchspilt und dann zur Gewebefixierung flir 24 h bei 4°C in einer 4 %
Formaldehydlésung (ROTI® Histofix 4 %, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) belassen.
AnschlieRend wurden die Herzen in DPBS Uberfihrt, Gber eine aufsteigende
Ethanolreihe und Roticlear® (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) entwassert und in
Paraffin eingebettet. Die eingebetteten Herzen wurden mit einem Rotationsmikrotom
(RM2255, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) geschnitten. Dabei wurde eine

Schnittdicke von 5 ym gewahlt. Jedes Herz wurde in zehn jeweils 100 ym umfassende
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Ebenen geschnitten, wobei die erste Ebene am Apex begonnen wurde. Zwischen den
Ebenen wurden immer 250 pm verworfen. Die erhaltenen Schnitte wurden iber Nacht

bei Raumtemperatur getrocknet und am Folgetag flr 60 Minuten bei 60°C hitzefixiert.

Vor Beginn der immunhistochemischen Farbungen (2.6.3 — 2.6.10) wurden die Schnitte
entparaffiniert und rehydratisiert. Hierzu wurde erst drei Mal fuir 15 Minuten in Roticlear®
und anschlielend in einer absteigenden Ethanolreihe je 2 Minuten in Ethanol absolut,
9 % wund 70 % inkubiert. Danach wurde zwei Mal 5 Minuten in
DPBS gewaschen. Als weitere vorbereitende Schritte erfolgten eine
Antigen-Demaskierung (heat-induced epitope retrieval (HIER)) in Citratpuffer
(Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) bei pH 6 fir 20 Minuten, bei dem die, durch die
Fixierung quervernetzten, Antigene wieder freigesetzt wurden, und eine Blockierung mit
Blockierlosung (siehe Tabelle 5) fir eine Stunde. Dazwischen wurde zwei Mal flr
5 Minuten in DPBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Farbung mit Antikérpern, die
in den folgenden Unterkapiteln beschrieben sind. Grundsatzlich wurde mit dem
Erstantikdrper Gber Nacht bei 4°C inkubiert, wahrend der Zweitantikorper fir eine Stunde
bei Raumtemperatur angewendet wurde. Die immunhistochemischen Farbungen
wurden am Ende mit ROTI®Mount FluorCare DAPI (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
eingedeckt. Abweichungen von diesem Vorgehen werden in den einzelnen Farbungen
beschrieben. Eine Liste der verwendeten Losungen ist in Tabelle 5 zu finden. Die

verwendeten Antikorper sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Die Aufnahme der mikroskopischen Bilder erfolgte mit einem
Zeiss AxioObserver.Z1 Mikroskop mit der Software Zen 2
(beide Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland). Die Auswertung erfolgte tUber
die Softwares Imaged (NIH, Bethesda, MD, USA), Diskus view (Hilgers Technisches

Bilro, Kénigswinter, Deutschland) und Zen 2.
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Tabelle 5: Nicht-kommerzielle verwendete Losungen fiir histologische Farbungen

Losung Zusammensetzung
Blockierlosung 20 mM Tris
137 mM NaCl

10 % (V/V) FCS
1% (m/V) BSA

Gomori Farbelésung

0,4 % (m/V) Chromotrop 2 R
0,3 % (m/V) Anilinblau

1 % (V/V) Eisessig

0,8 % Phosphorwolframsaure
in destilliertem Wasser

Celestine Blau Ldsung

5% (m/V) NH4F€(SO4)2 12 Hzo
0,5 % (m/V) Celestine Blau

14 % (VIV) Glycerol

in destilliertem Wasser

Picrosiriusrot Losung

0,1 % (m/V) Siriusrot
in gesattigter Pikrinsaureldsung

Tabelle 6: Verwendete Antikorper in der Inmunhistochemie/Immunzytochemie

Antikorper Verdiinnung | Katalognummer | Hersteller

Ratte anti-MAC-2 1:200 CL8942AP Cedarlane, Burlington,
Kanada

Ziege anti-Ratte, 1:200 112-295-167 Jackson

Rhodamine Red™-X ImmunoResearch

konjugiert Europe Ltd.,
Cambridgeshire,
Grolbritannien

Biotinyliertes HAbP 1:150 385911 Calbiochem, Merck
KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Streptavidin, 1:200 SA1010 Invitrogen, Carlsbad,

Cy3 konjugiert CA, USA

Ziege anti-Kaninchen, | 1:200 A-21245 Life Technologies,

AF647 konjugiert Eugene, OR, USA
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Kaninchen anti-CD68 | 1:1000 ab125212 Abcam, Cambridge,

Grofbritannien

Kaninchen 1:100 ab14041 Abcam, Cambridge,
anti-POSTN Grof3britannien
Kaninchen 1:25 MABT889 Sigma Aldrich,
anti-CTHRC1 Darmstadt,

Deutschland

Kaninchen 1:200 ab5694 Abcam, Cambridge,
anti-a-SMA Grol3britannien
Kaninchen anti-VIM 1:200 ab9294 Abcam, Cambridge,

Grolbritannien

WGA, 1:200 W11261 Invitrogen, Carlsbad,
AF488 konjugiert (5 pg/mL) CA, USA
Kaninchen anti-CD44 | 1:500 ab157107 Abcam, Cambridge,

Grolbritannien

2.6.1 Gomori Trichrom Farbung

Alle zehn Ebenen der Herzen wurden nach Gomori gefarbt. Bei dieser Gomori Trichrom
Farbung werden Muskelfasern rot dargestellt, wahrend Zellkerne schwarz und
kollagenhaltige Matrix blau erscheinen. Fur die Farbung wurde zunédchst entparaffiniert
und rehydratisiert. Hierzu wurde erst zwei Mal fur 15 Minuten in Roticlear® inkubiert,
anschliel3end je 5 Minuten zwei Mal in Ethanol absolut, dann in Ethanol 96 %, Ethanol
70 % und destilliertem Wasser inkubiert. Es folgte eine 15-mindtige Inkubation in Bouin’s
Lésung (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) bei 58°C im Wasserbad. Anschlie3end
wurde fur 5 Minuten mit flieRendem Leitungswasser gespult, fur 5 Minuten in Weigert's
Eisenhamatoxylin Lésung (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) gefarbt und
wiederum 5 Minuten mit Leitungswasser gespult. Es folgte eine 25-mindtige Inkubation
in Gomori Farbelésung (siehe Tabelle 5), in deren Anschluss kurz mit Leitungswasser
gewaschen wurde, ehe fur zwei Mal 2 Minuten die Differenzierung in 0,5 % Essigsaure
erfolgte. Abschlie3end wurden die Schnitte noch tber Ethanol 70 %, Ethanol 69 %, zwei

36



Material und Methoden

Mal Ethanol absolut und zwei Mal Roticlear® jeweils flir 2 Minuten entwéassert und dann

mit ROTI®Mount Eindeckmedium eingedeckt. Die Auswertung erfolgte in Diskus view.

2.6.2 Picrosiriusrot Farbung

Fur die Anfarbung von Kollagen mit Picrosiriusrot wurden die Schnitte zunachst, wie in
2.6 beschrieben, entparaffiniert und rehydratisiert. Nach dem Waschen in DPBS wurde
eine Minute in destilliertem Wasser und dann 7 Minuten in Celestine Blau Lésung
(siehe Tabelle 5) inkubiert. AnschlieRend wurde durch kurzes Eintauchen in 1 %
Salzsaure differenziert und die Schnitte flr 5 Minuten in Leitungswasser geblaut. Dann
wurde in die Picrosiriusrot Farbeldsung (siehe Tabelle 5) Uberfihrt und 30 Minuten
gefarbt. AbschlieBend wurde Uber Ethanol 70 %, Ethanol 96 %, Ethanol absolut
(je 2 Minuten) und Roticlear® (5 Minuten) entwassert und mit ROTI®Mount eingedeckt.
Es wurden Mikroskopbilder sowohl mit einfachem Durchlicht als auch mit polarisiertem

Licht aufgenommen. Die Auswertung erfolgte in ImageJ.

2.6.2.1 Durchlichtmikroskopie

Es wurden Durchlichtaufnahmen der Schnitte angefertigt. Hierbei stellt sich gesundes

Gewebe gelb dar, wahrend Kollagen rot angefarbt ist.

2.6.2.2 Polarisationsmikroskopie

Die Schnitte wurden ebenfalls in linear polarisiertem Licht aufgenommen. Hierbei kommt
die Eigenschaft der Doppelbrechung von Siriusrot zum Tragen. Im polarisierten Licht

erscheinen lose gepackte Kollagenfasern grin, wahrend dicht gepackte Fasern rot sind.

2.6.3 MAC-2 Farbung

Fir die Farbung von Makrophagen wurde ein Antikdrper gegen Galektin 3 (MAC-2)
(Cedarlane, Burlington, Kanada) aus der Ratte verwendet. Die Detektion erfolgte tber
einen Rhodamine Red™-X konjugierten Ziege anti-Ratte Zweitantikorper

(Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Cambridgeshire, GroRbritannien).

2.6.4 CDG68 Farbung

Fur die Makrophagenfarbung wurde neben MAC-2 auch CD68 als Antigen verwendet.
Hierfur wurde mit einem Kaninchen anti-CD68 Antikorper
(Abcam, Cambridge, Grol3britannien) gefarbt, der anschlielend mit einem

AF647-konjugierten Ziege anti-Kaninchen Zweitantikorper detektiert wurde.
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2.6.5 Hyaluronsaure Farbung

Fur die Farbung von HA im Gewebe wurde kein Antikérper, sondern HA-bindendes
Protein (HAbP) verwendet. Hierzu wurde nach der Antigen-Demaskierung zwei Mal 5
Minuten mit DPBS gewaschen und anschliefend das endogene Biotin durch
jeweils 10-mindtige  Inkubation mit erst Avidin und dann  Biotin
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) geblockt. AnschlieRend wurde zwei Mal
mit DPBS gewaschen und fir eine Stunde in Blockierlésung inkubiert. Dann erfolgte die
Farbung mit biotinyliertem HAbP. Zur Detektion wurde Cy3-konjugiertes Streptavidin
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) verwendet.

2.6.6 Periostin Farbung

Zur Detektion aktivierter Fibroblasten wurde u.a. eine Farbung von Periostin (POSTN)
durchgeflihrt. Als Erstantikdrper wurde ein anti-POSTN Antikérper aus dem Kaninchen
(Abcam, Cambridge, GrofRbritannien) verwendet. Als Zweitantikbérper wurde ein

AF647-konjugierter Ziege anti-Kaninchen Antikdrper benutzt.

2.6.7 CTHRC1 Farbung

Ein weiterer Marker aktivierter Fibroblasten ist Collagen triple helix repeat-containing
protein 1 (CTHRC1). Dieser wurde Uber einen Kaninchen anti-CTHRC1 Erstantikérper
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) gefarbt und mit einem AF647-konjugierten

Ziege anti-Kaninchen Antikorper detektiert.

2.6.8 a-SMA Farbung

Als dritter Marker fur aktivierte Fibroblasten wurde o-glattes Muskelaktin (a-SMA)
verwendet. Dieses wurde Uber einen Kaninchen anti-a-SMA Erstantikorper gebunden
und anschliefend mit einem AF647-konjugierten Ziege anti-Kaninchen Antikdrper

angefarbt.

2.6.9 Vimentin Farbung

Als globaler Fibroblastenmarker wurde Vimentin (VIM) verwendet. Hierzu wurden die
Schnitte erst mit Kaninchen anti-VIM Antikérpern (Abcam, Cambridge, GroRbritannien)
aus dem Kaninchen inkubiert und anschlieRend mit AF647-konjugierten Ziege

anti-Kaninchen Zweitantikorpern.
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2.6.10 WGA Farbung

Zur Bestimmung der KardiomyozytengroRe wurde die Zellmembran mit
AF488-markiertem Weizenkeimagglutinin (WGA) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
gefarbt, das an Sialinsdure und N-Acetylglucosamin bindet. Hierzu wurde zunachst drei
Mal 5 Minuten in Roticlear®, dann je 4 Minuten in Ethanol absolut, Ethanol 96 % und
Ethanol 70 % und abschlieend zwei Mal 5 Minuten in DPBS inkubiert. Anschliel3end
folgten die Antigen-Demaskierung und zweimaliges Waschen in DPBS. Danach wurde
fur 30 Minuten bei 37°C mit AF488-konjugiertem WGA inkubiert und nach zwei
Waschschritten mit ROTI®Mount FluorCare DAPI eingedeckt. Zur Auswertung wurde
die Flache ausgewahlter runder Kardiomyozyten mit sichtbarem Zellkern in Imaged

bestimmt.

2.7 Statistik

Die statistischen Analysen wurden in der Software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt. Alle Ergebnisse sind als
Mittelwert £ Standardabweichung (SD) dargestellt. In allen Datensatzen wurde der
Grubb Ausreilder Test durchgefiuhrt (a = 0,05) und statistische Ausreiler von der Analyse
ausgeschlossen. Anschliel’end wurden alle Datensatze mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung getestet. Beim Vergleich zweier normalverteilter homoskedastischer
Gruppen wurde ein ungepaarter zweiseitiger t-Test angewendet. Bei Heteroskedastizitat
wurde eine Welsh Korrektur durchgefiihrt. Nicht normalverteilte Datensatze wurden mit
dem Mann-Whitney-Test analysiert. Zur Auswertung von mehr als zwei
Experimentalgruppen wurde eine Varianzanalyse mittels OneWay ANOVA durchgefihrt.
Zum Vergleich mehrerer Gruppen Uber einen Zeitverlauf wurde die TwoWay ANOVA
verwendet. Bei allen Tests wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.

Bei den angegebenen n-Zahlen reprasentiert jedes n ein einzelnes Tier bzw. Gewebe.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung des Has3 Knockouts

Zur Validierung des verwendeten Tiermodells und zum Nachweis einer ausreichenden
Defizienz von Has3 wurden 72 h nach I/R die Vorhdfe sowie die Blasen der Tiere
entnommen. Dabei wurden die Vorhdéfe gewahlt, um die Expression im Herzen
nachzuweisen. Die Blase wurde untersucht, da in ihr, abgesehen vom zentralen
Nervensystem, die hochste Expression von Has3 detektiert wurde.'*' Es zeigte sich
sowohl im Herz als auch in der Blase eine massiv verminderte Expression von Has3
MRNA (siehe Abbildung 6). In zwei (Abbildung 6 A) bzw. drei (Abbildung 6 B) Fallen war

in den defizienten Tieren keine Has3 mMRNA mehr nachweisbar.
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Abbildung 6: mRNA Expression von Has3 in Vorhéfen und Blase.

Die Vorhéfe und Blasen wurden 72 h nach Infarkt aus Has3-defizienten Mausen (Has3 KO) und
Wildtyptieren (WT) entnommen. A. Quantifizierung von Has3 im Vorhof als Vielfaches der
Kontrolle. B. Quantifizierung von Has3 in der Blase als Vielfaches der Kontrolle. # symbolisiert
2 (A) bzw. 3 (B) Tiere unter der Nachweisgrenze. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD; n=5-6, 3-6;
*p<0,05, ***p<0,001.

3.2 Einfluss der HAS3 auf die kardiale HA-Matrix

Neben der Expression von Has3 wurde auch die HA-Matrix auf Unterschiede zwischen
den Genotypen untersucht. Hierzu wurden Schnitte von Herzen 72 h nach Infarkt gefarbt.
Zur Visualisierung von HA wurde HA bindendes Protein (HAbP) verwendet. Es zeigten
sich keine Unterschiede in der Ausbildung der HA-Matrix nach Infarkt (siehe Abbildung
7). Allerdings ist auch bekannt, dass HAS2 die vorherrschende Isoform im Herzen ist

und HAS3 eine untergeordnete Rolle spielt.%
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Abbildung 7: Inmunhistochemische Bestimmung von HA in Herzgewebe 72 h nach Infarkt.
Die HA Menge in Herzschnitten wurde mit Hilfe von HA bindendem Protein (HAbP) bestimmt.
A. Reprasentative Bilder der HA-gefarbten Schnitte in Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und
den zugehdrigen WT-Tieren (WT). B. Quantifizierung der durch HAbP angefarbten Flache im
gesamten Herzen (WH). Der Malstabsbalken entspricht 100 pm. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD; n=6, 8.

3.3 Analyse der Narbenbildung und Herzfunktion

3.3.1 Histologische Bestimmung von NarbengrofRe und Kollagendichte

drei Wochen nach Infarkt

Zu Beginn des Projektes wurde zunachst der Einfluss der Has3-Defizienz auf den
funktionellen Infarktphanotyp und die Narbenbildung untersucht. Fir die Untersuchung
wurde, wie auch in den Studien zu Has7- und Has2-defizienten Tieren,'** der Zeitpunkt
drei Wochen nach Infarkt gewanhlt. Es zeigte sich eine signifikant groRere Narbe in den
Has3-defizienten Tieren; sowohl bezogen auf den linken Ventrikel als auch bezogen auf

das gesamte Herz (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bestimmung der NarbengréBe in Gomori gefarbten Herzen 3 Wochen nach
Infarkt.

Herzen von Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und Wildtyptieren (WT) wurden 3 Wochen nach
Infarkt nach Gomori gefarbt und die NarbengréRRe ermittelt. Histologisch erscheint Narbengewebe
blau-grau, wahrend gesundes Gewebe rot gefarbt ist. A. Reprasentative Bilder der Gomori
gefarbten Herzen. B. Quantifizierung der NarbengréRe als Mittelwert der Messung von zehn
Ebenen, angegeben als Flachenprozent des linken Ventrikels (LV) und C. des gesamten Herzens
(WH). Der Maf3stabsbalken entspricht 1 mm. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 8; **p<0,01.

Neben der Gomori Trichrom Farbung wurde auch noch eine spezifische Kollagen-
Farbung mit Pikrosirius-Rot durchgefiihrt. Dieser Farbstoff lagert sich aufgrund seiner
linearen und negativen Struktur an Kollagenfasern an. In der Farbung heben sich diese
rot vom gelben Hintergrund ab (siehe Abbildung 9 A). Nachdem fir die Gomori Trichrom
Farbung eine manuelle Auswertung von Hand in der Software Diskus view
vorgenommen wurde, wurde die Pikrosirius-Rot Farbung automatisiert mittels ImagedJ
ausgewertet. So lief3en sich mit einer zweiten Methode die Effekte in der Narbengrolie
bestatigen. Denn auch diese Farbung zeigte signifikant gréRere kollagenhaltige Narben
bezogen auf linken Ventrikel und gesamtes Herz (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: NarbengréBenbestimmung in Pikrosirius-Rot gefarbten Herzen 3 Wochen
nach Infarkt.

In Herzen von Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und Wildtyptieren (WT) wurde 3 Wochen nach
Infarkt das Kollagen mit Pikrosirius-Rot angefarbt und die Narbengrof3e in Imaged bestimmt.
Kollagen ist rot angefarbt, wahrend gesundes Gewebe gelb im Hintergrund zu sehen ist.
A. Reprasentative Bilder der Pikrosirius-Rot gefarbten Herzen. B. Quantifizierung der
Narbengrofie als Mittelwert der Messung von zehn Ebenen, angegeben als Flachenprozent des
linken Ventrikels (LV) und C. des gesamten Herzens (WH). Der Mal3stabsbalken entspricht 1 mm.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 8; *p<0,05, **p<0,01.

Die Pikrosirius-Rot Farbung gibt dartber hinaus noch die Moglichkeit der Beurteilung der
Packungsdichte der Kollagenfasern. Hierzu missen die gefarbten Schnitte in linear
polarisiertem Licht betrachtet werden. Durch die Farbung wird die optische Anisotropie
der Kollagenfasern verstarkt. So zeigen sich dicht gepackte Fasern in rot, lose gepackte
in grin (siehe Abbildung 10 A). Fir die Auswertung wurde das Verhaltnis von roter zu
gruner Farbung betrachtet. Je grofRer das Verhaltnis, desto dichter ist das Kollagen

gepackt. Hier zeigten sich keine Unterschiede (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Bestimmung der Kollagendichte in Pikrosirius-Rot gefarbten Herzen 3
Wochen nach Infarkt.

Pikrosirius-Rot gefarbte Herzen von Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und Wildtyptieren (WT)
wurden 3 Wochen nach Infarkt in linear polarisiertem Licht untersucht. Dicht gepackte
Kollagenfasern sind rot, lose gepackte grun. Das Rot/Grin Verhaltnis ist dargestellt.
A. Reprasentative Nahaufnahmen des Narbenbereichs der Pikrosirius-Rot gefarbten Herzen.
B. Verhaltnis von roter zu griner Farbung als Mittelwert der Messung von zehn Ebenen,
angegeben fir den linken Ventrikel (LV) und C. das gesamte Herze (WH). Der Mal3stabsbalken
entspricht 100 yum. Dargestellt sind Mittelwerte = SD; n=9, 8.

3.3.2 Echokardiografie des Herzens zur Bestimmung der Herzfunktion

Neben der histologischen Untersuchung der Herzen erfolgte begleitend auch eine
echokardiographische Beurteilung der Herzfunktion. Dazu wurden zunachst im Vorfeld
der Vor-OP die basalen Herzparameter erhoben. Weitere Messungen erfolgten 1, 7, 14
und 21 Tage nach Infarktinduktion. Als HauptzielgréRen wurden die LVEF
(siehe Abbildung 11 A) sowie ESV und EDV (siehe Abbildung 11 C, D) bestimmt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Has3-defizienten Tieren neben der grolReren Narbe
auch eine verschlechterte kardiale Funktion aufwiesen. So war in diesen Tieren sowohl
14 Tage als auch 21 Tage nach Infarkt eine signifikant starkere Einschrankung der LVEF
zu erkennen. Damit einhergehend zeigte sich eine vergleichbare Einschrankung des
fractional area change, der eine zweidimensionale Aussage Uber die Kontraktionskraft
des Herzens liefert. Somit konnte eine verschlechterte Auswurfleistung und Kontraktilitat
des Herzens gezeigt werden. Daneben ergaben die Messungen erhohte Volumina im
linken Ventrikel, konkret eine Erhdhung des ESV (siehe Abbildung 11). Dies deutete auf
eine verstarkte Dilatation des Has3-defizienten Herzens hin. Weitere erhobene

Parameter wie z.B. die Herzfrequenz zeigten keine Unterschiede (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Zeitverlauf echokardiographisch bestimmter kardialer Funktionsparameter
bis zu 3 Wochen nach Infarkt.

Die Herzfunktion von Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und Wildtyptieren (WT) wurde basal
(BL) und bis zu drei Wochen nach Infarkt untersucht. A. Prozentuale Bestimmung der
linksventrikularen Ejektionsfraktion. B. Prozentuale Bestimmung des fractional area change.
C. Bestimmung des absoluten endsystolischen Volumens im linken Ventrikel. D. Bestimmung des
absoluten enddiastolischen Volumens im linken Ventrikel. Dargestellt sind Mittelwerte * SD;
n=9, 8; *p<0,05, **p<0,01. Daten erhoben von Dr. Simone Gorressen.

3.4 Untersuchung der postischamischen Gewebeumbildung

3.4.1 Bestimmung der Herzgewichte

Infolge des Herzinfarktes kommt es zu umfangreichen Anderungen im Herzgewebe.
Neben der Ausbildung einer kollagenreichen Narbe im infarzierten Bereich finden auch
Veranderungen im verbliebenen gesunden Gewebe statt. Hier kann es bspw. zu einer
kompensatorischen Hypertrophie der Kardiomyozyten kommen.'#? Daher wurden im
Rahmen der Organentnahme routinemaflig die Herzgewichte aller Tiere bestimmt. Die
Gesamtgewichte der Herzen wurden durch Wagung ermittelt und anschlief’end auf das
Kérpergewicht normalisiert (siehe Abbildung 12 A). Daneben wurde die Masse des LV
auch echokardiographisch ermittelt. Hierbei wurde die Masse des LV rechnerisch
erhoben. AnschlieBend wurde auch diese auf das Korpergewicht normalisiert
(siehe Abbildung 12 B). In beiden Methoden konnte beobachtet werden, dass die

Has3-defizienten Tiere schwerere Herzen bzw. LV haben. Diese Effekte waren erst
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21 Tage nach Infarkt zu beobachten, wahrend basal keine Unterschiede vorlagen. Dies

lie® eine gesteigerte Hypertrophie in diesen Tieren vermuten.
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Abbildung 12: Ermittlung der Herzmasse mittels Wagung und Echokardiographie.

Die Masse der Herzen bzw. der linken Ventrikel (LV) Has3-defizienter Tiere (Has3 KO) und von
Wildtyptieren (WT) wurden basal (BL) und zu den indizierten Zeitpunkten nach Infarkt durch
(A) Wagung und (B) Echokardiographie bestimmt. Die Darstellung erfolgt normalisiert auf das
Koérpergewicht. A. Herzmasse in mg pro g Kérpergewicht unter basalen Bedingungen sowie 3
und 21 Tage nach Infarkt. B. Linksventrikulare Masse in mg pro g Kérpergewicht unter basalen
Bedingungen sowie 1 und 21 Tage nach Infarkt. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD; n=5-20, 6-20;
***p<0,001.

3.4.2 Expressionsanalyse natriuretischer Peptide im Herzen

Zur naheren Untersuchung der Ursache der unterschiedlichen Herzgewichte wurde die
Expression der natriuretischen Peptide atriales natriuretisches Peptid (ANP) und brain
natriuretisches Peptid (BNP) im Herzen untersucht. Diese dienen als
Hypertrophiemarker im Herzen.'*® Hierzu wurde Gewebe aus dem nicht-infarzierten
remote Bereich infarzierter Herzen 21 Tage nach Infarkt zur mRNA-Gewinnung
verwendet. Als interne Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
(Hprt) gewahlt, da dieses Gen, anders als z.B. Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, auch nach Herzinfarkt keine veranderte Expression zeigt.'** Die
Analyse zeigte, dass in den Herzen Has3-defizienter Tiere die Expression von BNP

signifikant erhoht war (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Analyse der mRNA Expression natriuretischer Peptide im remote Myokard
3 Wochen nach Infarkt.

Die mRNA Expression des atrialen bzw. brain natriuretischen Peptids (Nppa bzw. Nppb) im
remote-Bereich infarzierter Herzen von Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und Wildtyptieren
(WT) wurde 3 Wochen nach Infarkt untersucht. A. mRNA Expression von Nppa, dargestellt als
Vielfaches der Expression in Wildtyptieren. p=0,0964. B. mMRNA Expression von Nppb, dargestellt
als Vielfaches der Expression in Wildtyptieren. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 8; **p<0,01.

3.4.3 Messung der KardiomyozytengroRe

Im nachsten Schritt wurde die KardiomyozytengroRe histologisch gemessen. Hierzu
wurden in Schnitten infarzierter Herzen 3 Wochen nach Infarkt die Zellmembranen der
Kardiomyozyten mittels Weizenkeimagglutinin (WGA) angefarbt. AnschlieRend wurden
maoglichst runde Kardiomyozyten mit sichtbar mittigem Kern aus dem remote-Bereich
des linksventrikularen Septums ausgewahlt und mittels Imaged vermessen
(siehe Abbildung 14 A). So wurde sichergestellt, dass nur quer angeschnittene
Kardiomyozyten in die Messung einbezogen wurden. Die Gré3enbestimmung erfolgte in
acht Ebenen, in denen jeweils 50 Zellen vermessen wurden. AnschlieRend wurden die
Ergebnisse pro Ebene und dann wiederum Uber alle Ebenen gemittelt, um die
durchschnittliche Kardiomyozytenflache zu erhalten. Hierbei zeigte sich, dass die
Kardiomyozyten der Has3-defizienten Tiere eine signifikant groRere Flache aufwiesen
als die der Wildtyptiere (siehe Abbildung 14 B).
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Abbildung 14: Bestimmung der KardiomyozytengréBe in Herzen 3 Wochen nach Infarkt.
In Herzen von Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und Wildtyptieren (WT) wurden die
Zellmembranen mit Weizenkeimagglutinin (WGA) angefarbt und anschlieRend die Flache der
Kardiomyozyten in ImageJ gemessen. A. Reprasentative Bilder der WGA gefarbten Herzen. Die
Pfeile zeigen exemplarisch gemessene Zellen. B. Quantifizierung der Kardiomyozytengrofie als
Mittelwert aus 8 Ebenen zu je 50 vermessenen Zellen. Der Mal3stabsbalken entspricht 10 um.
Dargestellt sind Mittelwerte = SD; n=9, 8; *p<0,05.

Um auszuschlielRen, dass die Effekte auf die Kardiomyozytengrofe bereits basal durch
den Has3 KO entstehen, wurden basale Herzen ebenfalls gefarbt und nach dem
gleichen Schema vermessen. Hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen

Has3-defizienten Mausen und Wildtypmausen (Daten nicht gezeigt).

3.5 Einfluss der HAS3 auf die Fibroblastenantwort nach
Myokardinfarkt

Fibroblasten spielen eine essenzielle Rolle bei der Narbenbildung infolge des
Herzinfarktes. Entsprechend kénnen Veranderungen der Fibroblastenantwort auch zu
einer verschlechterten Narbenbildung und einem Remodeling des Herzens beitragen.
Es konnte in der Vergangenheit bereits gezeigt werden, dass HAS2 die
Fibroblastenaktivierung beeinflusst.’* Auch eine Beeinflussung von Fibroblasten durch
T-Zellen wurde beschrieben.'* Entsprechend war die Analyse der Einflisse von HAS3
von groRem Interesse. Dabei sollten die Fibroblasten sowohl zum Hohepunkt der
Proliferation 72 h nach Infarkt als auch zum Héhepunkt der Myofibroblastenaktivierung

7 d nach Infarkt untersucht werden.
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3.5.1 Untersuchung der kardialen Fibroblasten 72 h nach Infarkt

Zunachst wurden die Fibroblasten 72 h nach Infarkt histologisch charakterisiert. Hierzu
wurden immunhistochemische Farbungen der Herzen von Has3-defizienten Tieren und
Wildtyptieren angefertigt, in denen verschiedene Aktivierungsmarker gefarbt wurden. Als
Mal fur die Zellzahl wurde mithilfe der Software Imaged der prozentuale Anteil der, fur
den jeweiligen Marker, positiven Flache an der Gesamtfliche des Herzschnittes
bestimmt. Im ersten Schritt wurde eine VIM-Farbung durchgefuhrt. Hierdurch wurden
neben den Fibroblasten auch samtliche sonstigen mesenchymalen Zellen angefarbt. In
dieser Farbung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen

festgestellt werden (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Immunhistochemische Bestimmung mesenchymaler Zellen in Herzgewebe
72 h nach Infarkt.

Die Zellen mesenchymalen Ursprungs wurden in Herzschnitten mit Hilfe von Antikbrpern gegen
VIM immunhistochemisch angefarbt und die positive Flache in Imaged quantifiziert.
A. Reprasentative Bilder der VIM-gefarbten Schnitte in Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und
den zugehorigen Wildtyptieren (WT). B. Quantifizierung der VIM-positiven Flache im gesamten
Herzen (WH). Der Mal3stabsbalken entspricht 100 ym. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=8, 8.

Nachdem diese Farbung zunachst keine veranderten Fibroblastenzahlen zeigte, wurden
die aktivierten Fibroblasten mittels a-SMA-Farbung quantifiziert. Hierbei konnte in den
Has3-defizienten Mausen eine signifikante Reduktion der Myofibroblasten gezeigt
werden (siehe Abbildung 16 A, B). Da durch a-SMA neben Myofibroblasten auch glatte
Muskelzellen in BlutgefaRen angefarbt werden, wurde noch die Expression der
spezifischeren Marker POSTN und CTHRC1 untersucht. In diesen zeigten sich jedoch
keine Unterschiede zwischen WT und Has3 KO Tieren. (siehe Abbildung 16 C-F).
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Abbildung 16: Immunhistochemische Bestimmung der Myofibroblasten in Herzgewebe
72 h nach Infarkt.

Die Myofibroblasten wurden in Herzschnitten mithilfe von Antikérpern gegen a-SMA, POSTN und
CTHRC1 immunhistochemisch angefarbt und die positive Flache in Imaged quantifiziert.
A. Reprasentative Bilder der a-SMA-gefarbten Schnitte in Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
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und den zugehdrigen Wildtyptieren (WT). B. Quantifizierung der a-SMA-positiven Flache im
gesamten Herzen (WH). C. Reprasentative Bilder der POSTN-gefarbten Schnitte in Has3 KO
Tieren und den zugehdrigen WT Tieren. D. Quantifizierung der POSTN-positiven Flache im
gesamten Herzen. E. Reprasentative Bilder der CTHRC1-gefarbten Schnitte. F. Quantifizierung
der CTHRC1-positiven Flache im gesamten Herzen. Der Mafstabsbalken entspricht 100 pm.

Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=8, 8; *p<0,05.

Abschlieend wurden die Fibroblasten auch durchflusszytometrisch quantifiziert. Dabei
wurden diese als CD45, CD31, ITGA7, Feedert Zellen charakterisiert. Das
Gatingschema ist in Appendix 4 zu finden. Neben der reinen Quantifizierung wurde auch
die Apoptose (Annexin* Zellen) und die Proliferation (BrdU* Zellen) untersucht. Dabei
konnten weder Unterschiede in der Fibroblastenzahl pro mg Herzgewebe noch in deren

Apoptose oder Proliferation festgestellt werden (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Durchflusszytometrische Analyse der Fibroblasten sowie ihrer Apoptose

und Proliferation 72 h nach Infarkt.

Die kardialen Fibroblasten wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Apoptose und
Proliferation zu beurteilen. A. Anzahl kardialer Fibroblasten (ITGA7-, Feeder*) pro mg
Herzgewebe. B. Relativer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) an den Gesamtfibroblasten.
C. Relativer Anteil proliferativer Zellen (BrdU*) an den Gesamtfibroblasten. Dargestellt sind

Mittelwerte + SD; n=8, 8.

3.5.2 Untersuchung der kardialen Fibroblasten 7 d nach Infarkt

Neben dem Zeitpunkt 72 h nach Infarkt wurden die Fibroblasten auch zum Héhepunkt
der Myofibroblastenaktivierung 7 d nach Infarkt untersucht. Hierbei wurde, wie auch nach
72 h, zunachst eine Farbung von o-SMA durchgeflhrt. Dabei konnten keine
Unterschiede zwischen WT und Has3 KO Mausen detektiert werden (siehe Abbildung
18 A, B). Neben a-SMA wurden auch wieder die sensitiveren Marker POSTN und
CTHRC1 gefarbt. Allerdings wurden auch hier keine Veranderungen in der
Fibroblastenaktivierung der Has3-defizienten Tiere festgestellt (siehe Abbildung 18 C-F).
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Abbildung 18: Immunhistochemische Bestimmung der Myofibroblasten in Herzgewebe 7 d
nach Infarkt.

Die Myofibroblasten wurden in Herzschnitten mithilfe von Antikérpern gegen a-SMA, POSTN und
CTHRC1 immunhistochemisch angefarbt und die positive Flache in ImagedJ quantifiziert.
A. Reprasentative Bilder der a-SMA-gefarbten Schnitte in Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
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und den zugehdrigen Wildtyptieren (WT). B. Quantifizierung der a-SMA-positiven Flache im
gesamten Herzen (WH). C. Reprasentative Bilder der POSTN-gefarbten Schnitte in Has3 KO
Tieren und den zugehdrigen WT Tieren. D. Quantifizierung der POSTN-positiven Flache im
gesamten Herzen. E. Reprasentative Bilder der CTHRC1-gefarbten Schnitte. F. Quantifizierung
der CTHRC1-positiven Flache im gesamten Herzen. Der MaRstabsbalken entspricht 100 um.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=8, 8; *p<0,05.

Neben der immunhistochemischen Analyse der Fibroblasten erfolgte auch die
durchflusszytometrische Analyse bezlglich Apoptose und Proliferation. Hier waren
weder bei der Anzahl noch beim Anteil der apoptotischen und proliferativen Zellen

Unterschiede festzustellen (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Analyse der Fibroblasten sowie ihrer Apoptose
und Proliferation 7 d nach Infarkt.

Die kardialen Fibroblasten wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Apoptose und
Proliferation zu beurteilen. A. Reprasentative durchflusszytometrische Plots der Fibroblasten in
Herzen von Kontroll- und Has3-defizienten Mausen. B. Anzahl kardialer Fibroblasten
(ITGAT-, Feeder*) pro mg Herzgewebe. C. Relativer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) an
den Gesamtfibroblasten. D. Relativer Anteil proliferativer Zellen (BrdU*) an den
Gesamtfibroblasten. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD; n=8, 8.

3.6 Einfluss der HAS3 auf die Immunantwort nach
Myokardinfarkt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Defizienz von Has3 einen Einfluss auf den
Infarktphanotyp hat, sollte im Folgenden untersucht werden, wodurch die Unterschiede
zu Stande kommen. Da aus friiheren Arbeiten unserer Gruppe bereits bekannt war, dass
HA einen Einfluss auf die Immunzellantwort nach Myokardinfarkt hat'3* und auch, dass
HAS3 die Immunzellantwort in der Atherosklerose beeinflusst®?, wurde die
Immunantwort infolge der Ischamie naher untersucht. Hierbei wurden neben dem Blut
und dem Herzen auch Milz und Lymphknoten als sekundar lymphatische Organe

untersucht.
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3.6.1 Untersuchung zirkulierender Immunzellen naiver Tiere und 72 h

nach Infarkt

Da es sich beim Knockout von Has3, wie in 2.1.1 beschrieben, um einen konstitutiven
Knockout handelt, sind basale Unterschiede zu WT-Tieren, die sich bereits wahrend der
Embryonalentwicklung ergeben, prinzipiell nicht vollstandig auszuschlieen. Um solche
Effekte zu untersuchen, wurden zunachst die zirkulierenden Immunzellpopulationen im
Blut naiver Mause durchflusszytometrisch charakterisiert. Dazu wurde Blut aus der
Schwanzspitze verwendet. Hierbei wurden neben den Gesamtleukozyten (siehe
Abbildung 20 A) einerseits die myeloiden Zellen naher untersucht. Dabei wurde zwischen
neutrophilen Granulozyten und Monozyten unterschieden (siehe

Abbildung 20 B, C). Letztere wurden wiederum in proinflammatorische Ly6C"9" und
antiinflammatorische Ly6C'®Y Monozyten unterschieden.*® Andererseits wurden auch die
Subgruppen der lymphoiden Zellen (B- und T-Lymphozyten) untersucht (siehe
Abbildung 20 F, G). Bei den T-Zellen wurden weiterhin CD4* T-Helferzellen und CD8*
zytotoxische T-Zellen unterschieden (siehe

Abbildung 20 H, I). Das entsprechende Gatingschema ist in Appendix 1 zu finden. Keine
der Populationen zeigte Unterschiede zwischen WT-Tieren und Has3-defizienten Tieren.
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Abbildung 20: Durchflusszytometrische Analyse der im Blut zirkulierenden Immunzellen
naiver Tiere.

Die zirkulierenden Immunzellen naiver Wildtypmause (WT) und Has3-defizienter Mause
(Has3 KO) wurden durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind absolute Zellzahlen pro
ML Vollblut fur A. Gesamtleukozyten (CD45*), B. Neutrophile Granulozyten (CD45*, CD11b",
Ly6G*) C. Gesamtmonozyten (CD45*, CD11b*, CD115*), D. Ly6C"% Monozyten (CD45*,
CD11b*, CD115*, Ly6C'¥), E. Ly6CMg" Monozyten (CD45*, CD11b*, CD115*, Ly6CPhigh),
F. B-Lymphozyten (CD45*, CD19*), G. T-Lymphozyten (CD45*, CD3*), H. T-Helferzellen (CD45",
CD3*, CD4*) und |I. zytotoxische T-Zellen (CD45*, CD3*, CD8a*). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD; n=9, 6.
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Nachdem basale Unterschiede hinsichtlich der Blut-Leukozyten zwischen den
Genotypen ausgeschlossen werden konnten, wurden die Populationen im kardialen Blut
von Tieren 72 h nach Infarkt untersucht. Dabei sollte geklart werden, ob HAS3 eine Rolle
fur die frihe Immunantwort nach Herzinfarkt spielt. Auch hier konnten in den
zirkulierenden Immunzellen keine Unterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung

21). Eine genauere Auswertung der T-Zell-Subpopulationen findet sich in 3.6.4.
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Abbildung 21: Durchflusszytometrische Analyse der im Blut zirkulierenden Immunzellen
72 h nach Infarkt.

Die zirkulierenden Immunzellen von Wildtypmausen (WT) und Has3-defizienten Mausen
(Has3 KO) wurden 72 h nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind absolute
Zellzahlen pro yL Vollblut fir A. Gesamtleukozyten (CD45*), B. Gesamtmonozyten (CD45*,
CD11b*, CD115%), C. Ly6C* Monozyten (CD45*, CD11b*, CD115* Ly6Clov), D. Ly6Chih
Monozyten (CD45*, CD11b*, CD115*, Ly6Chsh) und E. Neutrophile Granulozyten (CD45*%,
CD11b*, Ly6G*). Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=10, 10.

3.6.2 Untersuchung der Immunzellen in der Milz 72 h nach Infarkt

Nachdem im Blut keinerlei Unterschiede bezlglich der Immunzellen festgestellt werden
konnten, sollte mit der Milz ein wichtiges lymphatisches Organ auf Veranderungen und
damit auf mdgliche Ursachen fiir den schlechteren Infarktphanotyp der Has3-defizienten
Tiere untersucht werden. Da bekannt ist, dass die Milz nach Infarkt rund 40 % der
Monozyten im infarzierten Herz beitragt'*, ist davon auszugehen, dass Veranderungen
der Immunzellen in der Milz auch Effekte auf die Inflammation des Herzens nach
Myokardinfarkt haben. Auch die durchflusszytometrische Analyse der Milz zeigte keine
signifikanten Effekte der Has3-Defizienz auf die Immunzellen (siehe Abbildung 22). Eine

genauere Auswertung der T-Zell-Subpopulationen findet sich auch hier in 3.6.4.
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Abbildung 22: Durchflusszytometrische Imnmunzellanalyse der Milz 72 h nach Infarkt.

Die Milz von Wildtypmausen (WT) und Has3-defizienten Mausen (Has3 KO) wurden 72 h nach
Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind auf mg Milz normalisierte Zellzahlen
fur A. Gesamtleukozyten (CD45*), B. Gesamtmonozyten (CD45*, CD11b*, CD115%),
C. Ly6C'*" Monozyten (CD45*, CD11b*, CD115*, Ly6C%), D. Ly6Chigh Monozyten (CD45*,
CD11b*, CD115*, Ly6Chgh) und E. Neutrophile Granulozyten (CD45*, CD11b*, Ly6G*).
Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=7, 7.

3.6.3 Untersuchung von Monozyten und Makrophagen im Herzgewebe
72 h nach Infarkt

Neben den peripheren Organen wurde auch das Herz selbst, als von der Ischamie
betroffenes Organ, untersucht. Dazu wurden zunachst histologische Farbungen fir die
beiden Makrophagen-Antigene MAC-2 und CD68 angefertigt. Hierzu wurden Schnitte
aus der Mitte infarzierter Herzen 72 h nach Infarkt verwendet. Anschliellend wurde die
positive Flache bezogen auf den gesamten Schnitt ausgewertet. Fir die beiden globalen
Makrophagenmarker konnten keine Unterschiede zwischen den WT-Herzen und den
Has3-defizienten Herzen detektiert werden (siehe Abbildung 23 B, D).
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Abbildung 23: Immunhistochemische Bestimmung von Makrophagen in Herzgewebe 72 h
nach Infarkt.

Die Makrophagen in Herzschnitten wurden mithilfe von Antikérpern gegen MAC-2 und CD68
immunhistochemisch angefarbt und die positive Flache in Imaged quantifiziert. A. Reprasentative
Bilder der MAC-2-gefarbten Schnitte in Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) und den zugehdorigen
Wildtyptieren (WT). B. Quantifizierung der MAC-2-positiven Flache im gesamten Herzen (WH).
C. Reprasentative Bilder der CD68-gefarbten Schnitte in Has3 KO Tieren und den zugehdrigen
WT Tieren. D. Quantifizierung der CDG68-positiven Flache im gesamten Herzen. Der
MaRstabsbalken entspricht 100 um. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD; n=8, 8.

Da aus Studien zur Rolle der HAS2 im Myokardinfarkt bereits bekannt war, dass die
Subgruppen nicht in derselben Weise beeinflusst werden'*, und sich damit
Subgruppenunterschiede nicht zwingend in der Gesamtmakrophagenzahl
niederschlagen muissen, wurde fir das Herzgewebe eine detailliertere
durchflusszytometrische Untersuchung der Monozyten und Makrophagen durchgeflhrt.
Die Subtypen wurden dabei gemaf der Literatur anhand der Oberflachenmarker MHCI|,
CD64 und CCR2 definiert.%> '** Zunachst wurde eine grundlegende Unterscheidung in
Neutrophile, Monozyten, Makrophagen und innerhalb dieser in pro- bzw.
antiinflammatorische Makrophagen vorgenommen (siehe Abbildung 24 A-E).
Anschlie3end folgte eine weitere Unterscheidung der Makrophagen in vier Subgruppen.
Diese umfassten Monozyten (CD64™, CCR2*, MHCII®Y), aus Monozyten
ausdifferenzierte Makrophagen (CD64"", CCR2*, MHCII"") sowie eine Gruppe
MHCII" residenter Makrophagen (CD64"s", CCR2,, MHCII®¥) und eine Gruppe
MHCIIM" residenter Makrophagen (CD64"9" CCR2°, MHCII"") (siehe Abb. 20 F-I). Das
Gatingschema ist Appendix 2 zu entnehmen. Keine der analysierten Populationen zeigte
signifikante Unterschiede zwischen den WT und den Has3-defizienten Tieren
(siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Durchflusszytometrische Analyse kardialer Monozyten/Makrophagen 72 h
nach Infarkt.

Die Herzen von Wildtypmausen (WT) und Has3-defizienten Mausen (Has3 KO) wurden 72 h nach
Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind aufs Herzgewicht normalisierte
Zellzahlen pro mg Gewebe. A. Neutrophile Granulozyten (CD45*, CD11b*, Ly6G"),
B. Gesamtmonozyten (CD45*, CD11b*, CD64"), C. Gesamtmakrophagen (CD45*, CD11b*,
CD64Mish), D. Ly6Clv Makrophagen (CD45*, CD11b*, CD64Mhish, Ly6Clow), E. Ly6Chish
Makrophagen (CD45*, CD11b*, CD64"igh, Ly6Chish), F. residente MHCIINgh Makrophagen
(CD64hish, CCR2-, MHCII"e"), G. Monozyten-differenzierte Makrophagen (CD64hish, CCR2*,
MHCIIMgh) H. residente MHCII*¥ Makrophagen (CD64Ms", CCR2-, MHCII'®%) und I. Monozyten
(CD64nt, CCR2*, MHCII°%). Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 10.

Die Gruppen aus Abbildung 24 F-I wurden nochmals weiter im Detail untersucht. Hierzu
wurde den Tieren 4 h vor der Organentnahme BrdU appliziert und somit die
proliferierenden Zellen markiert. Apoptotische Zellen wurden iber Annexin V definiert.
AnschlieRend wurde jede Monozyten/Makrophagen Subpopulation nochmal basierend
auf ihrer Ly6C-Expression in je eine pro- und antiinflammatorische Gruppe aufgeteilt.
Von diesen Gruppen wurde jeweils der Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) und
proliferativer Zellen (BrdU*) bestimmt. Somit waren nicht nur prazise Rickschlisse auf
den Charakter der Populationen maoglich, sondern bei Veranderungen der Pravalenz
auch eine Aussage daruber, ob die Grinde in einer veranderten Apoptose oder

Proliferation liegen. Das Gatingschema ist in Appendix 2 gezeigt.

Als Erstes wurde die Gruppe der residenten MHCII"" Makrophagen (vgl. Abbildung

24 F) naher betrachtet. Bezuglich der Zellzahl, Apoptose und Proliferation waren keine
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Unterschiede erkennbar (siehe Abbildung 25 A-C) und auch innerhalb der
antiinflammatorischen Population gab es keine Effekte (siehe Abbildung 25 D-F).
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Abbildung 25: Durchflusszytometrische Analyse des inflammatorischen Status, der
Apoptose und der Proliferation kardialer residenter MHCIIMe" Makrophagen 72 h nach
Infarkt.

Die kardialen residenten MHCIIMs" Makrophagen wurden durchflusszytometrisch untersucht, um
die Apoptose und Proliferation der pro- und antiinflammatorischen Subpopulationen zu beurteilen.
A. Anzahl proinflammatorischer residenter MHCIIMs" Makrophagen (CD64"sh, CCR2-, MHCIIhish,
LyB6Chish) pro mg Herzgewebe. B. Relativer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) bezogen auf
die Gesamtheit proinflammatorischer residenter MHCIIMsh Makrophagen. C. Relativer Anteil
proliferativer Zellen (BrdU*) bezogen auf die Gesamtheit proinflammatorischer residenter
MHCIIMgh Makrophagen. D. Anzahl antiinflammatorischer residenter MHCIIMsh Makrophagen
(CD64Mish, CCR2-, MHCIIMg", Ly6C'%) pro mg Herzgewebe. E. Relativer Anteil apoptotischer
Zellen (Annexin*) bezogen auf die Gesamtheit antiinflammatorischer residenter MHCI|igh
Makrophagen. F. Relativer Anteil proliferativer Zellen (BrdU*) bezogen auf die Gesamtheit
antiinflammatorischer residenter MHCII"s" Makrophagen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD;
n=9, 10.

AnschlieRend wurde die Gruppe der Monozyten-differenzierten Makrophagen
(vgl. Abbildung 24 G) untersucht. Die Analyse zeigte eine signifikant erhohte Anzahl
proinflammatorischer Makrophagen (CD64"e", CCR2*, MHCII"%" Ly6C"9") pro mg
Herzgewebe (siehe Abbildung 26 B). Bezliglich der Apoptose und Proliferation waren
keine eindeutigen Unterschiede erkennbar (siehe Abbildung 26 C, D) und auch in der
antiinflammatorischen Population gab es wiederum keine Effekte (siehe Abbildung
26 E-G).
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Abbildung 26: Durchflusszytometrische Analyse des inflammatorischen Status, der
Apoptose und der Proliferation kardialer Monozyten-differenzierter Makrophagen 72 h
nach Infarkt.

Die kardialen Monozyten-differenzierten Makrophagen wurden durchflusszytometrisch
untersucht, um die Apoptose und Proliferation der pro- und antiinflammatorischen
Subpopulationen zu beurteilen. A. Reprasentative durchflusszytometrische Plots der
Untersuchung der Proliferation Monozyten-differenzierter Makrophagen in Herzen von Wildtyp-
(WT) und Has3-defizienten (Has3 KO) Mausen. B. Anzahl proinflammatorischer
Monozyten-differenzierter Makrophagen (CD64hsh, CCR2*, MHCIIMsh, LyB6Chigh) pro mg
Herzgewebe. C. Relativer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) bezogen auf die Gesamtheit
proinflammatorischer Monozyten-differenzierter Makrophagen. D. Relativer Anteil proliferativer
Zellen (BrdU*) bezogen auf die Gesamtheit proinflammatorischer Monozyten-differenzierter
Makrophagen. E. Anzahl antiinflammatorischer Monozyten-differenzierter Makrophagen
(CD64Mish, CCR2*, MHCIIngh | y6Clow) pro mg Herzgewebe. F. Relativer Anteil apoptotischer
Zellen (Annexin*) bezogen auf die Gesamtheit antiinflammatorischer Monozyten-differenzierter
Makrophagen. G. Relativer Anteil proliferativer Zellen (BrdU*) bezogen auf die Gesamtheit
antiinflammatorischer Monozyten-differenzierter Makrophagen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD;
n=9, 10; *p<0,05.
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Als dritte Gruppe wurden die residenten MHCII'¥ Makrophagen (vgl. Abbildung 24 H)
naher betrachtet. Hier waren keine Unterschiede zwischen den Genotypen erkennbar -

weder in Anzahl noch in Apoptose oder Proliferation der Zellen (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Durchflusszytometrische Analyse des inflammatorischen Status, der
Apoptose und der Proliferation kardialer residenter MHCII'®* Makrophagen 72 h nach
Infarkt.

Die kardialen residenten MHCII'" Makrophagen wurden durchflusszytometrisch untersucht, um
die Apoptose und Proliferation der pro- und antiinflammatorischen Subpopulationen zu beurteilen.
A. Anzahl proinflammatorischer residenter MHCII'*¥ Makrophagen (CD64Ms", CCR2-, MHCIl'ow,
Ly6Chigh) pro mg Herzgewebe. B. Relativer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) bezogen auf
die Gesamtheit proinflammatorischer residenter MHCII'®* Makrophagen. C. Relativer Anteil
proliferativer Zellen (BrdU*) bezogen auf die Gesamtheit proinflammatorischer residenter
MHCII'v Makrophagen. D. Anzahl antiinflammatorischer residenter MHCII'¥ Makrophagen
(CD64hish, CCR2-, MHCII'ew, Ly6C'*%) pro mg Herzgewebe. E. Relativer Anteil apoptotischer Zellen
(Annexin*) bezogen auf die Gesamtheit antiinflammatorischer residenter MHCII'% Makrophagen.
F. Relativer Anteil proliferativer Zellen (BrdU*) bezogen auf die Gesamtheit antiinflammatorischer
residenter MHCII'*¥ Makrophagen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 10.
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AbschlieRend wurden die Monozyten eingehender untersucht. Da Monozyten im
Gewebe nicht proliferieren, sind hier keine BrdU* Zellen aufgefihrt. Wie bei den
residenten MHCII'®" Makrophagen zeigten sich auch hier keine Unterschiede zwischen

den betrachteten Genotypen (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Analyse des inflammatorischen Status und der
Apoptose kardialer Monozyten 72 h nach Infarkt.

Die kardialen Monozyten wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Apoptose der pro-
und antiinflammatorischen Subpopulationen zu beurteilen. A. Anzahl proinflammatorischer
Monozyten (CD64", CCR2*, MHCIl'*v, Ly6CMd9") pro mg Herzgewebe. B. Relativer Anteil
apoptotischer Zellen (Annexin*) bezogen auf die Gesamtheit proinflammatorischer Monozyten.
C. Anzahl antiinflammatorischer Monozyten (CD64", CCR2*, MHCIlv, Ly6C'**) pro mg
Herzgewebe. D. Relativer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin*) bezogen auf die Gesamtheit
antiinflammatorischer Monozyten. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 10.
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3.6.4 Untersuchung der T-Zell-Subtypen 72 h nach Infarkt

Neben den myeloiden Zellen spielen auch lymphoide Zellen eine Rolle in der
Entziindungsreaktion nach Herzinfarkt. Da in friheren Arbeiten bereits ein Einfluss der
HAS3 auf die Funktion einiger T-Zell-Subtypen im Kontext der Atherosklerose gezeigt
werden konnte,®> wurde eine detaillierte durchflusszytometrische Analyse der
T-Zell-Subtypen durchgefuhrt. Hierbei sollte untersucht werden, ob, vergleichbar zur
chronischen Entziindung in der Atherosklerose, auch im akut inflammatorischen
Geschehen des Myokardinfarktes eine Beeinflussung der T-Zell-Antwort durch HAS3
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stattfindet. Dazu wurde zunachst der Zeitpunkt drei Tage nach Infarkt betrachtet, da hier
der Hohepunkt der Inflammationsreaktion liegt.>® Neben dem Herz wurden auch die im
Blut zirkulierenden Zellen sowie die Milz und die mediastinalen Lymphknoten untersucht.
Fur die Analyse wurde bei den CD3* Zellen zwischen CD4*-, CD8*- und CD4CD8
T-Zellen unterschieden. Die CD4 CD8-Zellen werden hier als yd T-Zellen bezeichnet,
eine Gruppe unkonventioneller T-Zellen, deren T-Zell-Rezeptor, anders als der
ap T-Zell-Rezeptor, hauptsachlich Nicht-Peptid-Antigene, z.B. Lipide, erkennt.’
Tatsachlich handelt es sich bei der Subgruppe der CD4-CD8" Zellen um eine heterogene

Gruppe, die nicht ausschlieRlich yd T-Zellen enthalt, aber stark fur diese angereichert ist.

3.6.4.1 Blut

Zur Etablierung der durchflusszytometrischen Methodik wurde zunachst mit Blut
gearbeitet. Dabei wurde auf die gut etablierten Oberflachenmarker zurtickgegriffen.
Neben den grundlegenden Markern zur Definition von T-Zellen (CD3*) und ihrer
Unterteilung in T-Helferzellen (CD4*) und zytotoxische T-Zellen (CD8*) wurden zur
weiteren Charakterisierung die Marker CXCR3 (Th1), CCR4 (Th2), CCR6 (Th17) und
CD25 (Treg) hinzugefligt. AuBerdem wurde auch eine Analyse der Aktivierung
durchgefiihrt. Hierbei wurde fiir die friihe Aktivierung der Marker CD69 verwendet. Uber
CD44 und CD62L lieBen sich naive (CD44"°¥, CD62L"9"), Gedachtnis-
(CD44nsh CD62L"9") und Effektor-T-Zellen (CD44"sh CD62L"°Y) unterscheiden. Das
Gatingschema ist in Appendix 3 dargestellt. Im Blut zeigte sich in keiner der untersuchten

Subgruppen ein Unterschied (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten im Blut 72 h nach
Infarkt.

Die T-Zellen im kardialen Blut von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
wurden 72 h nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die absoluten
Zellzahlen pro uL Vollblut. A. Reprasentative durchflusszytometrische Plots der CD3* Zellen im
Blut. B. Leukozyten, C. T-Lymphozyten, D. T-Helferzellen, E. zytotoxische T-Zellen und
F. yd T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=9, 8.

Wahrend sich keine Unterschiede in den absoluten Zellzahlen ergaben, zeigte sich in
der relativen Auswertung eine Verschiebung in Richtung von mehr CD4*-Effektorzellen.
Konkret war der Anteil der naiven T-Zellen in den Has3-defizienten Tieren um rund 5 %
erniedrigt (siehe Abbildung 30 B), wahrend der Anteil der Effektorzellen um rund 5 %
hoher lag (siehe Abbildung 30 D). Begleitet wurde dies von einem starken Trend
(p = 0,12) zu einem erhdhten Anteil von CD69* CD4* Zellen (siehe Abbildung 30 A). Die

Gedachtniszellen waren hingegen unbeeinflusst (siehe Abbildung 30 C).
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Abbildung 30: Durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsstatus der
zirkulierenden T-Helferzellen 72 h nach Infarkt.

Die T-Helferzellen im Blut von Wildtypmausen (WT) und Has3-defizienten Mausen (Has3 KO)
wurden beziglich ihres Aktivierungsstatus untersucht. Dargestellt sind die relativen Anteile an
der Gesamtheit der CD4* Zellen. A. Friuhe aktivierte T-Zellen, B. Naive T-Zellen
(CDA44'ow CD62LNgh), C. Zentrale Gedachtniszellen (CD44hish, CD62LNe") und D. Effektorzellen
(CD44hish, CD62L'°%). Dargestellt sind Mittelwerte + SD, n=9, 8; *p<0,05.

3.6.4.2 Milz

Die Milz stellt als grotes sekundar lymphatisches Organ ein wichtiges Reservoir fir
T-Zellen dar und spielt zugleich eine wichtige Rolle in ihrer Aktivierung.'® Es ist bekannt,
dass infolge eines Herzinfarktes APC Antigene aus dem infarzierten Herz in der Milz
prasentieren und damit zur inflammatorischen Reaktion beitragen.™® Daher wurden
auch hier die T-Zell-Populationen untersucht. Tatsachlich zeigten sich fur alle Subtypen
deutlich reduzierte Zellzahlen pro mg Milzgewebe (siehe Abbildung 31). Allerdings ist
dazu zu erwahnen, dass ebenfalls ein signifikant erhdhtes Milzgewicht in den
Has3-defizienten Tieren vorlag (siehe Abbildung 31 G). Somit ist wahrscheinlich, dass
sich diese Effekte lediglich rechnerisch durch die Normalisierung auf das Milzgewicht
ergaben und tatsachlich keine unterschiedlichen Zellzahlen vorlagen. Das erhohte
Milzgewicht kdnnte seine Ursache in einem Odem aufgrund des Blutriickstaus aus dem

insuffizienten Herz haben.'°
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Abbildung 31: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten in der Milz 72 h nach
Infarkt.

Die T-Zellen in der Milz von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) wurden
72 h nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen pro
mg Milzgewebe. A. Leukozyten, B. T-Lymphozyten, C. Reprasentative durchflusszytometrische
Plots der CD3* Zellen in der Milz. D. T-Helferzellen, E. zytotoxische T-Zellen und F. yd T-Zellen.
G. Milzmasse. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, n=10, 10; *p<0,05.

3.6.4.3 Lymphknoten

Neben der Milz zahlen auch Lymphknoten zu den sekundar lymphatischen Organen.
Dabei drainieren Lymphknoten jeweils ein spezifisches Einzugsgebiet in ihrer Nahe. Fir
die Drainage des Herzens sind die mediastinalen Lymphknoten zustandig.'® Zur
Analyse wurden die intrathorakal rechts und links des Thymus liegenden Lymphknoten
entnommen. Aufgrund des sehr geringen Gewichtes wurde bei der Auswertung auf eine
Normalisierung verzichtet und die Populationen relativ ausgewertet. Dabei konnten
keine Unterschiede zwischen den Wildtyptieren und den Has3 KO Tieren festgestellt
werden (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen in den mediastinalen
Lymphknoten 72 h nach Infarkt.

Die mediastinalen Lymphknoten von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
wurden 72 h nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die relativen Anteile
an (B) den Gesamtleukozyten bzw. (C-E) den Gesamt-T-Zellen. A. Reprasentative
durchflusszytometrische Plots der CD3* Zellen in den Lymphknoten. B. T-Zellen,
C. T-Helferzellen, D. zytotoxische T-Zellen und E. y® T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD;
n=10, 10.

3.6.4.4 Herz

Parallel zu den vorhergehend gezeigten Organen wurden auch die T-Lymphozyten im
Herz untersucht. Nachdem seit vielen Jahren die Rolle der Immunantwort des
angeborenen Immunsystems im Herzinfarkt intensiv untersucht wird, ist die Rolle des
adaptiven Immunsystems noch in weiten Teilen unbekannt.’®" Es gibt jedoch eine
wachsende Zahl an Publikationen, die auch die Relevanz dieses Teils des
Immunsystems im Herzen herausstellen.’'>® Dabei spielen insbesondere die
verschiedenen Subtypen der T-Zellen ganz unterschiedliche Rollen.'® Daher wurde
auch hier eine genaue Betrachtung der wesentlichen Subtypen vorgenommen. Die
Analyse zeigte, dass es zum untersuchten Zeitpunkt 72 h nach Infarkt keine signifikanten
Effekte des Has3 KO auf die T-Zell-Antwort gab (siehe Abbildung 33). Auch die
Zellzahlen und relativen Verteilungen der Subtypen zeigten keine Veranderung

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 33: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten im Herz 72 h nach
Infarkt.

Die T-Zellen im Herz von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) wurden 72 h
nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen pro mg
Herzgewebe. A. Leukozyten, B. T-Lymphozyten, C. Reprasentative durchflusszytometrische
Plots der CD3* Zellen im Blut. D. T-Helferzellen, E. zytotoxische T-Zellen und F. yd T-Zellen.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=10, 8.

3.6.5 Untersuchung der T-Zell-Subtypen 7 d nach Infarkt

Nachdem der frihe Zeitpunkt 72 h nach Infarkt keine Effekte im Herz erkennen liel3,
wurde ein weiterer, spaterer Zeitpunkt untersucht. Aus anderen Infarktmodellen ist
bekannt, dass der Hohepunkt der T-Zell-Antwort an Tag 7 nach Infarkt liegt.® Daher

wurde auch dieser spatere Zeitpunkt untersucht.

3.6.5.1 Herz

Es wurden die gleichen Analysen durchgefihrt, wie auch zum Zeitpunkt 72 h nach
Infarkt. Dabei deutete sich eine reduzierte T-Zell-Zahl im Herz an (siehe Abbildung 34 B).
Die genauere Betrachtung der Subgruppen zeigte eine signifikant verringerte Anzahl von

T-Helferzellen und yd T-Zellen (siehe Abbildung 34 D-F).
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Abbildung 34: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten im Herz 7 d nach
Infarkt.

Die T-Zellen im Herz von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) wurden 7 d
nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen pro mg
Herzgewebe. A. Leukozyten, B. T-Lymphozyten, C. Reprasentative durchflusszytometrische
Plots der CD3* Zellen im Blut. D. T-Helferzellen, E. zytotoxische T-Zellen und F. yd T-Zellen.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD, n=8, 8; *p<0,05.
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Nachdem eine verringerte T-Helferzell-Zahl in den Has3 KO Mausen festgestellt worden
war, sollte untersucht werden, ob diese Reduktion auf eine bestimmte CD4*-Population
zurluckzufiihren ist. Hierzu wurde auf Basis der oben genannten Marker eine
durchflusszytometrische Quantifizierung durchgefiihrt. Dabei wurde zwischen
Th1 (CXCRS3*), Th2 (CCR4"), Th17 (CCR6") und Treg (CD25%) unterschieden. Es zeigte
sich eine signifikante Reduktion der Th1-Zellen und der Treg (siehe Abbildung 35 A, G).
Th2 und Th17-Zellen waren nicht signifikant reduziert (siehe Abbildung 35 C, E).
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Abbildung 35: Durchflusszytometrische Analyse der T-Helferzell-Subpopulationen im Herz
7 d nach Infarkt.

Die T-Helferzellen im Herz von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
wurden 7 d nach Infarkt durchflusszytometrisch gemaf ihren Subtypen charakterisiert. Dargestellt
sind die absoluten Zellzahlen pro mg Herzgewebe und die zugehdrigen reprasentativen
durchflusszytometrischen Plots. A. Th1-Zellen (CXCR3*) mit B. reprasentativen Plots.
C. Th2-Zellen (CCR4*) mit D. reprasentativen Plots. E. Th17-Zellen (CCR6*) mit
F. reprasentativen Plots. G. Treg-Zellen (CD25*) mit H. reprasentativen Plots. Dargestellt sind
Mittelwerte + SD, n=8, 8; *p<0,05.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass hauptsachlich die Th1- und die Treg-Zellen fir
die verringerte Gesamtzahl an T-Helferzellen verantwortlich waren, sollte dartber hinaus
auch die Aktivierung der T-Zellen naher betrachtet werden. Dazu wurde einerseits die
frihe Aktivierung anhand von CD69 beurteilt, andererseits auch eine Unterteilung der
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Zellen in naive, Gedachtnis- und Effektorzellen vorgenommen. Hier konnte eine
signifikant geringere Zahl von CD69* Zellen in den Has3-defizienten Tieren beobachtet
werden. Einhergehend damit zeigte sich auch eine Tendenz hinsichtlich reduzierter
CD4* Effektorzellen. Beide Zelltypen waren auf rund die Halfte verringert
(siehe Abbildung 36 B, E). Dies legte nahe, dass eine verminderte Aktivierung der
T-Zellen fir die geringeren Zellzahlen verantwortlich sein kénnte. Die naiven T-Zellen

und Gedachtniszellen zeigten keine Unterschiede (siehe Abbildung 36 C, D).
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Abbildung 36: Durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsstatus der
zirkulierenden T-Helferzellen 7 d nach Infarkt.

Die T-Helferzellen in den Herzen von Wildtypmausen (WT) und Has3-defizienten Mausen
(Has3 KO) wurden bezuglich ihres Aktivierungsstatus untersucht. Dargestellt sind die absoluten
Zellzahlen pro mg Herzgewebe. A. Reprasentative durchflusszytometrische Plots der frihen
aktivierten T-Zellen im Herz von Has3 KO Tieren und WT Tieren. B. Frihe aktivierte T-Zellen,
C. naive T-Zellen (CD44'"v, CD62L"g"), D. zentrale Gedachtniszellen (CD44"s", CD62L ") und
E. Effektorzellen (CD44"ish, CD62L'°%). Dargestellt sind Mittelwerte + SD, n=8, 8; *p<0,05.

3.6.5.2 Milz

Nach Detektion der verringerten T-Zell-Zahl im Herzen sollte als nachstes die zugrunde
liegende Ursache gefunden werden. Wie bereits erwahnt, stellt die Milz als grotes
sekundar lymphatisches Organ einen wichtigen Ort der T-Zell-Aktivierung dar.'® Daher

wurde untersucht, ob sich mit dem Herz vergleichbare Effekte auch in der Milz
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nachweisen lassen. Dabei konnte gezeigt werden, dass keine Unterschiede in den

Zellzahlen in der Milz vorliegen (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten in der Milz 7 d nach

Infarkt.
Die T-Zellen in der Milz von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) wurden

7 d nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen pro
mg Milzgewebe. A. Leukozyten, B. T-Lymphozyten, C. T-Helferzellen, D. zytotoxische T-Zellen
und E. yd T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte = SD; n=8, 8.

3.6.5.3 Lymphknoten

Neben der Milz bilden auch die Lymphknoten einen wichtigen Ort der T-Zell-Aktivierung.
Die untersuchten mediastinalen Lymphknoten sind das Ziel der APC, die infolge des
Herzinfarktes aus dem Herz auswandern. Daher wurden auch die Lymphknoten
durchflusszytometrisch bezlglich der T-Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich eine
signifikante Erniedrigung des Anteils der T-Zellen an den Gesamtleukozyten
(siehe Abbildung 38 B). Innerhalb der T-Zellen konnten keine Verschiebungen in den
Anteilen der Subgruppen an den Gesamt-T-Zellen gezeigt werden (siehe Abbildung

38 C-E).
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Abbildung 38: Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen in den mediastinalen
Lymphknoten 7 d nach Infarkt.

Die mediastinalen Lymphknoten von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
wurden 7 d nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die relativen Anteile
an (B) den Gesamtleukozyten bzw. (C-E) den Gesamt-T-Zellen. A. Reprasentative
durchflusszytometrische Plots der CD3* Zellen in den Lymphknoten. B. T-Zellen,
C. T-Helferzellen, D. zytotoxische T-Zellen und E. yd T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD;
n=15, 13; *p<0,05.

3.6.5.4 Blut

Neben den lokalen Organen der T-Zell-Aktivierung war ebenfalls von Interesse, ob eine
Beeinflussung der systemischen Inflammation gegeben war. Daher wurden auch die
T-Zell-Subtypen im Blut analysiert. Hierbei ergaben sich zunachst keine Unterschiede in

den absoluten Zellzahlen (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten im Blut 7 d nach Infarkt.
Die T-Zellen im kardialen Blut von Wildtyptieren (WT) und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO)
wurden 7 d nach Infarkt durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die absoluten
Zellzahlen pro pL Vollblut. A. Leukozyten, B. T-Lymphozyten, C. Reprasentative
durchflusszytometrische Plots der CD3* Zellen im Blut. D. T-Helferzellen, E. zytotoxische T-Zellen
und F. yd T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=8, 6.

Allerdings ergab die Subtypen-Analyse bestimmte Unterschiede. Hier zeigte sich im Blut
der Has3 KO Tiere eine signifikante Erhohung der Th17-Zellen pro uL Vollblut
(siehe Abbildung 40 E). Die Th1- und Treg-Zellen waren zwar auch erhdht, aber nicht
signifikant (beide p = 0,07) (siehe Abbildung 40 A, G). Insgesamt zeigte sich eine
Verteilung, die der der Zellen im Herz entgegengesetzt war. Neben der Aktivierung
waren damit auch Unterschiede in der Migration als Ursache der veranderten Zellzahlen

im Herzen denkbar.
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Abbildung 40: Durchflusszytometrische Analyse der T-Helferzell-Subpopulationen im Blut
7 d nach Infarkt.

Die T-Helferzellen im Blut von Wildtyptieren und Has3-defizienten Tieren (Has3 KO) wurden 7 d
nach Infarkt durchflusszytometrisch gemag ihren Subtypen charakterisiert. Dargestellt sind die
absoluten  Zellzahlen pro pyL Vollblut und die zugehdrigen reprasentativen
durchflusszytometrischen Plots. A. Th1-Zellen (CXCR3*) mit B. reprasentativen Plots.
C. Th2-Zellen (CCR4*) mit D. reprasentativen Plots. E. Th17-Zellen (CCR6*) mit
F. reprasentativen Plots. G. Treg-Zellen (CD25*) mit H. reprasentativen Plots. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD, n=8, 6; *p<0,05.
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3.7 Mechanistische Untersuchungen isolierter T-Lymphozyten
in vitro
Nachdem in den durchflusszytometrischen Experimenten 7 d nach Infarkt eine
verminderte Zahl von T-Zellen im Herz nachgewiesen werden konnte, sollten im
nachsten Schritt die Ursachen naher untersucht werden. Hierzu wurden in vitro
Experimente mit isolierten T-Zellen durchgeflihrt. Die T-Zellen wurden dazu mithilfe
eines Isolationskits aus der Milz naiver Mause gewonnen und anschlieBend in der
Zellkultur weiter untersucht. Die Aktivierung der Zellen erfolgte durch Stimulation des
T-Zell-Rezeptors mittels CD3- und CD28-Antikdrpern. AnschlielRend wurde die mRNA
aus den Zellen gewonnen und gPCR-Analysen durchgefuhrt. Ziel war es einerseits zu
prifen, ob und welche HASen und HA-Rezeptoren durch die T-Zell-Aktivierung
heraufreguliert werden. Andererseits sollte untersucht werden, welche Auswirkungen
eine Has3-Defizienz auf die Aktivierbarkeit der T-Zellen hat. In einem ersten Versuch
wurde Uberpruft, ob die verwendeten Bedingungen dazu geeignet sind, eine Aktivierung
von T-Zellen herbeizuflihren. Hierzu wurden WT-T-Zellen aus der Milz isoliert und in vitro
stimuliert. AnschlieRend wurde die Expression von //2 und /FNy in unstimulierten und
stimulierten Zellen verglichen. Von beiden Genen ist eine Heraufregulation infolge der
Aktivierung bekannt.’* Fir beide Gene konnte eine deutlich verstarkte Expression nach

Stimulation gezeigt werden (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Nachweis der Aktivierung in stimulierten T-Zellen.

T-Zellen wurden aus der Milz von WT-Mausen gewonnen und flir 4 h in vitro mit CD3/CD28
Antikérpern (1 pg/mL CD3; 5 pg/mL CD28) stimuliert. AnschlieRend wurde die Expression der
Aktivierungsmarker //2 und Ifny mittels gPCR untersucht. Die Expression ist als Vielfaches der
unstimulierten Kontrolle angegeben. A. //12, B. Ifny. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD; n=3, 3.
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3.7.1 Expressionsanalyse der Hyaluronsauresynthasen in

T-Lymphozyten

Zunachst sollte die Expression der HASen und ihre Regulation infolge einer
T-Zell-Aktivierung untersucht werden. Hierzu wurden die isolierten Zellen von
WT-Mausen flr 4h stimuliert und anschlieBend die Expression der HASen mittels
Tagman gPCR untersucht. Von den drei HAS-Isoformen war einzig Has3 in den Zellen
detektierbar. Eine Regulation infolge der Stimulation konnte nicht gezeigt werden
(siehe Abbildung 42 A-C). In einem weiteren Experiment wurde auch die Expression in
Has3-defizienten Tieren untersucht. Hierzu wurden Zellen aus WT- und Has3 KO Tieren
gewonnen und ebenfalls in vitro stimuliert. Auch nach Stimulation konnte keine Has3

Expression in den Has3 KO Tieren nachgewiesen werden (siehe Abbildung 42 D).
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Abbildung 42: Expressionsanalyse der Hyaluronsauresynthasen in kultivierten T-Zellen.
T-Zellen wurden aus der Milz von WT-Mausen gewonnen und fur 4 h in vitro mit CD3/CD28
Antikdrpern (1 pg/mL CD3; 5 pg/mL CD28) stimuliert. Anschlielend wurde die Expression der
Hyaluronsduresynthasen mittels qPCR untersucht. Die Expression ist als Vielfaches der
unstimulierten Kontrolle bzw. 2-9¢t angegeben. A. Has1, B. Has2, C. und D. Has3. Dargestellt
sind Mittelwerte = SD; n=5, 5. n.d.: nicht detektiert.
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3.7.2 Expressionsanalyse von Hyaluronsaurerezeptoren in

T-Lymphozyten

Neben den HASen wurde auch die Regulierung der wichtigsten HA-Rezeptoren nach
Stimulation untersucht. Im Einzelnen wurde die Veranderung der Expression von CD44,
Hmmr, Lyve1, Stab1, Stab2 und Susd5 in stimulierten T-Zellen untersucht. Dabei konnte
eine signifikante Hochregulation der CD44 mRNA nach Stimulation beobachtet werden
(siehe Abbildung 43 A). Eine Regulation von Hmmr wurde nicht festgestellt
(siehe Abbildung 43 B). Die weiteren Rezeptoren waren nicht in T-Zellen nachweisbar
(siehe Abbildung 43 C-F).
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Abbildung 43: Expressionsanalyse der HA-Rezeptoren in kultivierten T-Zellen.

T-Zellen wurden aus der Milz von WT-Mausen gewonnen und fur 4 h in vitro mit CD3/CD28
Antikdrpern (1 pg/mL CD3; 5 pg/mL CD28) stimuliert. AnschlieRend wurde die Expression der
HA-Rezeptoren mittels gPCR untersucht. Die Expression ist als 2-4C-Wert angegeben. A. Cd44,
B. Hmmr, C. Lyve1, D. Stab1, E. Stab2, F. Susd5. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD; n=3, 4.

3.7.3 Untersuchung der Aktivierung Has3-defizienter T-Lymphozyten

Da als Ursache fur die verminderten T-Zell-Zahlen im Herzen eine veranderte
Aktivierung in Betracht kam, wurde die Aktivierbarkeit in vitro untersucht. Es ist bekannt,
dass HA wichtig fur die Aktivierung von T-Zellen durch dendritische Zellen ist. Bei
Behandlung mit 4-MU kommt es zu einer verminderten Aktivierung.'?* '°° Da Has3 die
dominante Isoform in T-Zellen ist, sollte untersucht werden, ob ein vergleichbarer Effekt

bei den Has3 KO T-Zellen beobachtbar ist. Hierzu wurde wiederum die Expression der
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Aktivierungsmarker /12 und Ifny untersucht. Um Unterschiede nicht durch eine zu starke
Aktivierung der Zellen zu maskieren, wurden neben der bisherigen
Antikérper-Konzentration noch zwei weitere, niedrigere Konzentrationen verwendet.
Trotz einer deutlichen Aktivierung konnten keine Expressionsunterschiede zwischen
WT- und Has3 KO Zellen gezeigt werden (siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: Analyse der Aktivierung von WT- und Has3 KO T-Zellen in vitro.

T-Zellen wurden aus der Milz von WT- und Has3 KO Mausen gewonnen und fir 4 h in 3 Starken
in vitro stimuliert. Anschlielend wurde die Expression der Aktivierungsmarker //2 und Ifny mittels
gPCR untersucht. Die Expression ist als Vielfaches der unstimulierten WT-Kontrolle angegeben.
A. 112, B. Ifny. Dargestellt sind Mittelwerte = SD; n=5, 5.

3.7.4 Immunzytochemische Untersuchung von HA und CD44 in

T-Lymphozyten

Neben der Analyse der Aktivierung wurden auch immunzytochemische Farbungen fur
HA und CD44 durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen wie zuvor isoliert, jedoch fur 24 h
stimuliert. AnschlieRend wurden HA und CD44 mittels HabP und einem CD44-Antikdrper
angefarbt. Die HA- und CD44-Menge wurde mit Imaged in den gewonnenen
Fluoreszenzbildern quantifiziert. Dabei konnten signifikante Reduktionen von HA und
CD44 gezeigt werden (siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: Immunzytochemische Quantifizierung von HA und CD44 in stimulierten
T-Zellen.

T-Zellen wurden aus der Milz von WT- und Has3 KO Mausen gewonnen und fir 24 h in vitro mit
CD3/CD28 Antikorpern (1 uyg/mL CD3; 5 yg/mL CD28) stimuliert. AnschlieBend wurden HA und
CD44 angefarbt und in Imaged quantifiziert. A. Reprasentative Bilder der gefarbten T-Zellen,
B. Quantifizierung von HA und CD44 in T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n=3, 3.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der HAS3 auf die Heilung nach
Myokardinfarkt untersucht. Dazu wurde bei geschlossenem Thorax in Has3-defizienten
Mausen und WT-Tieren operativ eine kardiale Ischdmie mit anschlieRender Reperfusion
induziert. Anschlielend wurden sowohl die Immunantwort als auch die funktionellen und

morphologischen Auswirkungen detailliert untersucht.

Die aktuellsten Todeszahlen fur Deutschland aus dem Jahr 2019 zeigen nach wie vor
kardiovaskulare Krankheiten als haufigste Todesursache und mit 35 % sogar deutlich
vor Krebserkrankungen (25 %)". Innerhalb ersterer entfallen wiederum rund 35 % der
Falle auf ischamische Krankheitsbilder.2 Trotz weit entwickelter Therapieoptionen bietet

die Therapie des Herzinfarkts also immer noch ein grof3es Verbesserungspotenzial.

Die aktuellen Ansatze fullen vor allem auf der Therapie von Risikofaktoren und der
schnellen Revaskularisierung nach MI mit anschlielender Sekundarprophylaxe. So
werden Risikofaktoren wie Hypercholesterolamie, Diabetes mellitus, Ubergewicht und
Rauchen pharmakologisch durch Statine, Metformin, etc., aber auch durch
Lebensstilanderungen wie Rauchverzicht, sportliche Betatigung und
Erndhrungsanpassung angegangen. Kommt es dennoch zum MlI, liegt der Fokus auf
einer moglichst zligigen Wiedereroffnung des okkludierten Gefalies. Die anschlieRende
Therapie mit ASS bzw. Clopidogrel und Statinen dient vor allem der Sekundarprophylaxe
und Offenhaltung eines eingesetzten Stents. Aulierdem wird die haufig als Folge des Ml
auftretende Herzinsuffizienz mit ACE-Hemmern, Diuretika, Beta-Blockern, etc.
therapiert. Trotz dieser Optionen, die die Todesraten unter Ml minimieren und die
Lebensqualitat des Patienten post Infarkt maximieren, ist ein schadliches Remodeling

des Herzens meist nicht zu vermeiden. Therapeutische Ansatze dazu gibt es kaum.

HA spielt als Matrixmolekul eine wichtige Rolle bei der Regulation der Immunreaktion. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HAS3 die T-Zell-Antwort
beeinflusst. Weitere Studien werden zeigen missen, ob HAS3 als therapeutische

Zielstruktur adressierbar ist.
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4.1 Einfluss des Has3 KO auf die kardiale HA-Matrix

Zu Beginn der Arbeit wurde das genetische Modell validiert. Da es sich um einen
konstitutiven KO der Has3 handelt (siehe Abbildung 5), war von einer hohen Effizienz
auszugehen. Zur Kontrolle wurden die Vorhofe, als Teil des Herzens und damit des
untersuchten Organs, und die Blase untersucht. Die Blase wurde dabei gewahlt, da hier,
neben dem zentralen Nervensystem, die héchste Expression von Has3 zu erwarten
ist.'! Dabei konnte in beiden Organen ein stabiler knockout gezeigt werden, in dem die
Has3-Expression in einigen Tieren sogar unter die Nachweisgrenze abgesenkt war
(siehe Abbildung 6). Im nachsten Schritt war von Interesse, ob sich das Fehlen der HAS3
auch auf die HA-Matrix im Herzen auswirkt. Dazu wurde die HA histologisch mit HAbP
angefarbt (siehe Abbildung 7). Dabei zeigten sich, anders als beim KO von Has2",
keine Unterschiede. Jedoch ist bekannt, dass HasZ2 die vorherrschende Has-lIsoform im
Herzen ist.®® Der wichtigste Zelltyp fir die Matrixproduktion im Herz sind
Fibroblasten.'®® 157 F{ir diese konnte gezeigt werden, dass Has2 die dominante Isoform
darstellt, wahrend Has7 und Has3 nur gering exprimiert sind.'** Es ist somit plausibel,
dass die Has3-Defizienz keinen messbaren Einfluss auf die kardiale HA-Matrix hat.
Dabei kénnen allerdings strukturelle Anderungen der HA Matrix nicht ausgeschlossen
werden. Da Has3 aulerdem die am starksten exprimierte Isoform in zirkulierenden

Leukozyten ist'", sind Effekte auf die Heilung des Herzens weiterhin wahrscheinlich.

4.2 Kardiale Funktion und Narbenbildung

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Has3-Defizienz Auswirkungen auf die
kardiale Funktion und Heilung nach Herzinfarkt hat. Wie in 2.1.2 beschrieben, wird
hierbei zunachst in einer Vor-OP eine Ligatur angelegt und anschlielend bei
geschlossenem Thorax die Ischamie induziert. Hierdurch werden einerseits die
inflammatorischen Stimuli von Thoraxéffnung und Ischamie entkoppelt'®®, andererseits
kommt dies auch dem Infarktgeschehen im Menschen deutlich naher. Die NarbengrolRe
wurde 3 w nach Ischamie in Gomori und Pikrosiriusrot gefarbten Herzen untersucht
(siehe Abbildung 8 und Abbildung 9). Beide Auswertungen zeigten signifikant groRere
Narben im Has3 KO. Daneben wurde die kardiale Funktion mittels Echokardiografie im
Zeitverlauf analysiert.’® Wahrend die Tiere vor Infarkt keine Unterschiede aufwiesen,
zeigte sich eine signifikant verschlechterte LVEF 2 w und 3 w nach Infarkt

(siehe Abbildung 11). Diese beiden Beobachtungen gingen, wie erwartet, miteinander
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einher. Nach einem MI werden die abgestorbenen Kardiomyozyten durch eine
kollagenreiche Narbe ersetzt. Diese hat keine kontraktilen Fahigkeiten, was zu einer

schlechteren kardialen Funktion flhrt, je groRer das Narbenareal ist.'°

Zudem wurde in den Pikrosiriusrot gefarbten Herzen eine Analyse der Kollagendichte
durchgefluhrt. Aufgrund seiner stark anionischen linearen Struktur lagert es sich an die
basischen Kollagenfasern an und verstarkt deren Doppelbrechung. Dabei erscheinen in
polarisiertem Licht dicht gepackte Biindel rot, lose gepackte griin.'® Die Auswertung
zeigte keine Unterschiede in der Packungsdichte in den Herzen von Has3-defizienten
Tieren (siehe Abbildung 10). Die Stabilitat der Narbe wurde nicht naher untersucht. Es
wurden jedoch in keiner Gruppe Herzrupturen festgestellt, die auf eine geringe Stabilitat
hatten schlielen lassen. Eine experimentelle Messung der tension to rupture kénnte
Aufschluss dartiber geben, ob sich die Kollagendichte auch auf die Stabilitat der Narbe

auswirkt. 161

4.3 Hypertrophie

Neben der verschlechterten kardialen Funktion konnte im Echo auch eine Erhéhung der
linksventrikularen Masse nach 3 w beobachtet werden. Dieser Befund konnte
histologisch durch Auswiegen der Herzen 3 w nach Infarkt bestatigt werden
(siehe Abbildung 12). Dies legte die Vermutung eines hypertrophen Phanotyps nahe.
Allerdings ist auch bekannt, dass es infolge des Ml zu kardialer Odembildung kommt,
die ebenfalls fiir die Gewichtsunterschiede verantwortlich sein kénnte.'®2 Daher wurde
zur genaueren Untersuchung der Hypertrophie die Expression der Hypertrophiemarker
ANP und BNP im remote Bereich des Herzens untersucht.'®® 64 Diese werden vom
Herzen als Reaktion auf erhdhte Dehnung freigesetzt und wirken natriuretisch, diuretisch
und vasodilatierend.’ Mit Sacubitril (Entresto®) befindet sich seit 2015 sogar ein
Inhibitor von Neprilysin, dem ANP/BNP abbauenden Enzym, zur Therapie der
chronischen Herzinsuffizienz auf dem Markt.'®® gqPCR Analysen der Herzen 3 w nach
Infarkt zeigten eine signifikant erhdhte Expression von BNP (siehe Abbildung 13). Als
weiterer Beleg der kardialen Hypertrophie wurde die KardiomyozytengrofRe in WGA
gefarbten Herzen untersucht. Diese kann als Charakteristikum der Hypertrophie
herangezogen werden.™ "6 Die durchgefiihrte Messung zeigte eine signifikante
VergroRerung der Kardiomyozyten (siehe Abbildung 14). Um auszuschlief3en, dass es

sich um einen kongenitalen Effekt des Has3 KO handelt, wurde auch eine Bestimmung
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der Kardiomyozytengréf3e in naiven Tieren vorgenommen. Hier zeigten sich keine
Unterschiede bzgl. der KardiomyozytengroRe, wodurch sich ein basaler Effekt der HAS3
ausschlieen lasst (Daten nicht gezeigt). Aus der Literatur ist bekannt, dass eine
verringerte Ejektionsfraktion nach MI mit einer erhohten linksventrikularen Masse
einhergehen kann. So konnten Nahrendorf et al. zeigen, dass durch Inhibition der
Myeloperoxidase nicht nur die LVEF nach 3 w um 44 % verbessert ist, sondern dies
auch mit einer um 33 % verringerten LV Masse einhergeht.** Andererseits ist von
Epelman et al. beschrieben, dass die Depletion residenter Makrophagen zu einer
erhéhten Hypertrophie, jedoch nicht zu Anderungen der kardialen Fibrose oder der LVEF
fihren.™® Aus den durchgefiihrten Analysen lassen sich keine Riickschliisse auf den
Grund fir die Hypertrophie ziehen. So ist es moglich, dass es aufgrund der
Has3-Defizienz zu groReren Infarkten kommt und infolgedessen das verbleibende
gesunde Myokard kompensatorisch hypertrophiert. Ebenso wéare es mdglich, dass die
Has3-Defizienz unmittelbar die Hypertrophie beglnstigt. Zur Klarung dieser Frage waren
intraventrikulare Druckmessungen notwendig, die zeigen, ob in den Has3 KO Tieren ein

erhohter Druck vorliegt, der Ursache fir die Hypertrophie sein konnte.

4.4 Fibroblasten

Neben den Immunzellen wurde auch die Fibroblastenantwort 72 h und 7 d nach Infarkt
charakterisiert. Wahrend 7 d nach Infarkt keine Unterschiede in Histologie und FACS
festgestellt werden konnten (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19), wurde 72 h nach
Infarkt histologisch eine verminderte Expression von a-SMA gezeigt (siehe Abbildung
16). Ursachlich hierfur kdénnte eine verminderte Aktivierung durch eine geringere
Stimulation mit T-Zell-sekretiertem IFNy sein.*° Fir die globaleren Marker CTHRC1 und
POSTN konnten keine Unterschiede gefunden werden. Beides sind jedoch sekretierte
Proteine. Fibroblasten befinden sich 72 h nach Infarkt vor allem in einer proliferativen
Phase, in der die Sekretion noch nicht im Vordergrund steht und daher die Unterschiede
moglicherweise noch nicht zu sehen sind. Die Tatsache, dass 7 d nach Infarkt keine
Veranderungen mehr zu sehen sind, spricht fur eine verzdgerte Aktivierung der
Fibroblasten nach Infarkt. Dies kdnnte zur vergrofRerten Narbe beitragen, da so der
Infarktbereich erst spater kontrahiert und mit provisorischer Matrix gefillt wird und mehr
Zeit fur die Schadigung bleibt. In Anzahl, Proliferation und Apoptose wurden weder 72 h
noch 7 d nach Infarkt Unterschiede gezeigt (siehe Abbildung 17, Abbildung 19).
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4.5 Immunantwort

In dieser Arbeit konnte die Bedeutung der Has3 flr die Immunzellantwort, hier die
T-Zell-Antwort, nach M| gezeigt werden. Frihere Arbeiten unserer Gruppe zeigten
bereits die Relevanz von Has2 fir die Makrophagenantwort.'3* Ebenso wurde zuvor der
Einfluss der Has3 auf die T-Zell-Antwort in der Atherosklerose gezeigt.®? Bollyky et al.
haben auf dem Feld der HA und T-Zellen im Kontext von T1DM diverse Arbeiten
publiziert.107: 124. 168,169 Djes unterstreicht die vielfaltige Rolle von HA in unterschiedlichen
Krankheitsmodellen und fur verschiedenste Immunzellen. Die Bedeutung von HA in
verschiedenen inflammatorischen Krankheiten wurde in der Vergangenheit ausfihrlich

beschrieben.%172 Daher wurde die Immunantwort nach Ml detailliert untersucht.

4.5.1 Basal und 72 h nach Infarkt

Da basale Effekte in einem konstitutiven KO nicht ausgeschlossen werden kdnnen,
wurden im Blut zundchst die zirkulierenden Immunzellen durchflusszytometrisch
gemessen (siehe

Abbildung 20). Dabei konnte gezeigt werden, dass es keine basalen Unterschiede
zwischen den Genotypen gibt. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass fir
die basale Untersuchung Blut aus der Schwanzspitze verwendet wurde. Alle weiteren
Untersuchungen wurden mit kardialem Blut durchgefiihrt. Daher sind die Zellzahlen der
Basalmessung nicht mit denen der sonstigen Messung vergleichbar. Es wurde berichtet,
dass die Entnahmemethode signifikante Unterschiede auf die Zellzahlen im Blut hat. So
wurden im Schwanzspitzenblut rund drei Mal so viele Leukozyten gemessen, wie in
kardialem Blut."”® Da jedoch fiir beide Genotypen die gleiche Methode verwendet wurde,
kénnen basale Effekte in den zirkulierenden Leukozyten dennoch ausgeschlossen

werden.

Anschlieend wurden die myeloiden Zellen 72 h nach Infarkt in Blut und Milz untersucht
(siehe Abbildung 21 und Abbildung 22). Hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den Genotypen. Die Hamatopoese findet vor allem in Knochenmark und Milz statt. Beim
Infarkt wandern die Zellen ins Blut aus, um zum infarzierten Herz zu gelangen. Dabei
setzt die Milz rund 50 % der myeloiden Zellen frei.'*® '™ Es kann also davon
ausgegangen werden, dass durch die Has3-Defizienz keine Unterschiede in der Bildung

und Freisetzung der myeloiden Zellen nach Ml entstehen.
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Neben Blut und Milz wurden auch die Populationen im Herzen genauer untersucht.
Zunachst wurden histologische Farbungen der Marker MAC-2 und CD68 angefertigt
(siehe Abbildung 23). Hier zeigten sich keine Unterschiede in den Gesamtmakrophagen.
Zu erwahnen ist, dass flur die Farbung und die spatere durchflusszytometrische Analyse
unterschiedliche Marker verwendet wurden, die zur Detektion von Makrophagen dienen
konnen.'”® So konnten in der Farbung keine Subtypen abgebildet werden. Petz et al.
konnten jedoch in der Vergangenheit zeigen, dass durch Has2-Defizienz nicht alle
Subpopulationen betroffen sind, sondern nur Monozyten-differenzierte Makrophagen
und residente MHCII"S"  Makrophagen.’® Daher sollten die Subgruppen
durchflusszytometrisch genauer untersucht werden. Dabei wurde anhand der Marker
CD64, CCR2 wund MHCII in Monozyten und drei Makrophagen-Subgruppen
unterschieden. Eine erste Ubersicht zeigte dabei keine signifikanten Unterschiede
(siehe Abbildung 24). Die genauere Auswertung der Subgruppen zeigte eine signifikant
erhohte Zahl von proinflammatorischen  Monozyten-differenzierten  Ly6CMd"
Makrophagen (siehe Abbildung 26), wahrend die weiteren Subtypen keine
Veranderungen zeigten (siehe Abbildung 25, Abbildung 27 und Abbildung 28). Neben
der reinen Quantifizierung der Populationen wurde mittels BrdU Inkorporation und
Farbung von Phosphatidylserin mit Annexin V ebenfalls die Proliferation und Apoptose
bestimmt. Es konnte eine im Trend geringere Apoptose der genannten Subgruppe
beobachtet werden, was ein moglicher Grund fir die erhéhte Zellzahl sein kdnnte. Es ist
bekannt, dass Ly6C"9" Makrophagen in der Friihphase nach Ml zur weiteren Schadigung
des Herzens beitragen konnen.'78 177 Dies ware ein denkbarer Grund fir die vergroRerte
Narbe 3 w nach Infarkt. Daneben setzen Ly6C"9" Makrophagen IFNy frei.'”® Yan et al.
haben beschrieben, dass IFNy die TGFB vermittelte a-SMA-Expression in Fibroblasten
herabreguliert.®* In Einklang damit konnte 72 h nach Infarkt histologisch eine geringere
a-SMA-positive Flache im Herzen gezeigt werden, was eine verminderte
Myofibroblastendifferenzierung nahelegt (siehe Abbildung 16). AuRerdem produzieren
Makrophagen IL6."7° Von diesem Interleukin ist bekannt, dass es die Entwicklung und
Funktion von Treg unterdriickt. Des Weiteren fordert es die Differenzierung von IL17
sekretierenden Th17 Zellen. Hierzu sind jedoch noch weitere Zytokine (z.B. TGFB)
erforderlich. '7° Dies kdnnte einen Beitrag zur verringerten Anzahl der Treg 7 d nach Ml

leisten, wahrend die Th17-Zellen nicht beeinflusst sind.

Neben dem angeborenen Immunsystem wurde auch das adaptive Immunsystem naher
untersucht, genauer gesagt die T-Zellen inklusive der wichtigsten Subtypen
(Th1, Th2, Th17, Treg) und die Aktivierung in vivo (CD44, CD62L, CD69) (siehe 1.2.2.3).
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Wahrend das angeborene Immunsystem und seine Rolle im MI bereits intensiv
untersucht wurden, ist Uber das adaptive Immunsystem in diesem Kontext eher wenig
bekannt. Dabei ist dies hier von besonderem Interesse, da sowohl eine Verbindung
zwischen Has3 und T-Zellen als auch die Rolle von T-Zellen im Herzinfarkt in der
Vergangenheit beschrieben wurden. So ist aus Arbeiten im Atherosklerosemodell
unserer Gruppe bekannt, dass die Expression von Has3 durch IL1B induziert werden
kann. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass durch die Deletion von Has3 die Th1
Polarisierung inhibiert wird.%? '8 Bollyky et al. haben unabhangig vom MI den Einfluss
von HA auf T-Zellen erforscht. Dabei konnten sie nachweisen, dass hochmolekulare HA
die Treg-Funktion unterstitzt und Uber Quervernetzung von CD44 die Expression von
FoxP3 steigert.'®" 182 AuRerdem zeigten sie, dass von dendritischen Zellen produzierte
HA die Proliferation von T-Zellen unterstutzt.'°” 8% Dieser Effekt scheint unabhangig von
CD44 zu sein, da eine Rezeptorblockade mit CD44-Antikérpern die Proliferation nicht
beeinflusste.'® Fir die Adhasion und Transmigration ist CD44 hingegen relevant.'®® Die
Expression von CD44 wurde durch Inhibition der HA-Produktion nicht beeinflusst.'®®
AulRerdem konnte eine Rolle von HA in der T-Zell-Aktivierung nachgewiesen werden. So
zeigen T-Zellen, deren HA-Synthese mittels 4-MU inhibiert ist, eine geringere Aktivierung
bei Kontakt mit APC."®° Ob die Aktivierung nach Stimulation mit CD3/CD28-Antikorpern

beeintrachtigt wird, geht aus den Arbeiten nicht eindeutig hervor. 124 169

Auch die bekannten Effekte von T-Zellen im MI sollen kurz thematisiert werden. So ist
beschrieben, dass in der akuten Phase nach Infarkt zunachst Th1 und CD8* T-Zellen
dominieren. Beide Zelltypen produzieren nach Aktivierung entziindungsférdernde
Zytokine einschliefdlich TNFa und IFNy, wobei besonders die IFNy-sekretierenden Th1
Zellen mit Kardiomyozytenapoptose und verringerter Myofibroblastendifferenzierung
assoziiert sind.' In der chronischen Phase dominieren dann Th2, Th17 und Treg.'*® Zur
Untersuchung der Rolle von T-Zellen liegen verschiedene KO Modelle vor. In einer der
Studien fihrte der KO von CD4 zu einer Beeintrachtigung der Wundheilung, einer
gesteigerter LV Dilatation, einer gestorten Kollagen-Matrix Bildung und einer
gesteigerten Monozytenexpansion.** 8 Im Gegensatz dazu ist aber auch beschrieben,
dass ein CD4 KO, aber kein CD8 KO, zu kleineren Infarkten fihrt, was auf den Beitrag
von IFNy zum Ischamie/Reperfusionsschaden zuriickgefiihrt wird."™" Auch MHCIl KO
Mause, RAG-KO Mause und CD4 OTII Tiere, deren T-Zell-Rezeptor nur auf Hihner-

Ovalbumin reagiert, weisen kleinere Infarkte auf.% 184

87



Diskussion

Ein besonderes Augenmerk der Forschung liegt zurzeit auf den Tregs, da ihre
anti-inflammatorische Funktion und damit positive Auswirkung auf das kardiale
Remodeling in mehreren Studien gezeigt wurde.®® 6% 18 Zuym Bespiel wurde in Treg
defizienten Mausen eine grofiere Nabenbildung nach Infarkt sowie eine erhdhte Anzahl
proinflammatorischer M1 Makrophagen festgestellt. Eine verringerte
Myofibroblastenaktivierung wurde auferdem mit dem Fehlen von Treg-produziertem
TGF-B in Verbindung gebracht.®® In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Tregs
die interstitielle Fibrose und kardiale Apoptose vermindern sowie in vitro Kardiomyozyten

vor LPS-induzierter Apoptose schiitzen.® 182

Wenngleich diese Studien eine protektive Funktion der Tregs im MI nahelegen, ist ihre
Rolle nicht abschliefiend geklart. So konnte gezeigt werden, dass es bei Rekonstitution
eines CD4 KO Tieres mit CD4* Zellen nur zu grofieren Infarkten kommt, wenn Tregs
enthalten sind. Eine Depletion von Treg fiihrte zu kleineren Infarkten.'® Dabei wurde
deutlich, dass es neben den |klassischen' CD4'Foxp3® Tregs auch eine
IFNy-produzierende und damit entzindungsférdernde Subpopulation von CD4*Foxp3*
Zellen gibt, die gerade in der friihen Phase nach Ml von Bedeutung ist. Andere Gruppen
beschreiben keine Auswirkungen einer Treg Depletion auf die kardiale Funktion und

NarbengroRe, aber eine reduzierte a-SMA Expression in Fibroblasten durch Tregs.®”

In der Analyse der T-Lymphozyten im Blut 72 h nach Infarkt konnten zunachst keine
Unterschiede in der absoluten Anzahl der CD3*, CD4" und CD8* Zellen festgestellt
werden (siehe Abbildung 29). Eine Betrachtung der Marker CD62L und CD44 zeigte
allerdings eine Verschiebung in den relativen Anteilen der naiven und der
Effektor-T-Zellen (siehe Abbildung 30). Dabei erhohte sich der Anteil der Effektorzellen
um rund 5% zu Lasten der naiven T-Zellen. Mdglicherweise ist eine verstarkte
Aktivierung die Ursache daflr. Daher wurden nachfolgend auch die Orte der Aktivierung
— Milz und Lymphknoten — untersucht. Hier zeigten sich in der Milz signifikante
Reduktionen aller T-Zell-Subtypen pro mg (siehe Abbildung 31). Was zunachst wie ein
realer Effekt erscheint, ist aber wahrscheinlich nur ein rechnerisches Phadnomen. Neben
den veranderten Zellzahlen wurde namlich auch ein erhéhtes Milzgewicht beobachtet
(siehe Abbildung 31). Eine Betrachtung der Daten ohne Normalisierung auf das
Milzgewicht zeigte keine Unterschiede in den Zellzahlen. Erst durch die Normalisierung
auf die unterschiedlich schweren Organe ergaben sich die Unterschiede. Dabei liegt die
Ursache fiir das erhéhte Gewicht vermutlich in einer Odembildung infolge der

Herzinsuffizienz.'®® Die Effekte kommen daher wahrscheinlich durch eine Art
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,Verdinnung*“ der Immunzellen durch das Odem zustande. Auch die Aktivierung wurde
untersucht. Dort konnten aber keine Unterschiede festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). In Lymphknoten und Herzen wurden 72 h nach Infarkt keine Unterschiede

beobachtet.

4.5.2 7 d nach Infarkt

Die T-Zellen wurden ebenfalls zum Zeitpunkt 7 d nach Infarkt untersucht. Dabei wurden
im Herz weniger CD4" und CD4CD8 Zellen gefunden (siehe Abbildung 34). In
letztgenannter Gruppe finden sich neben y& T-Zellen auch regulatorische
CD4CD8 T-Zellen.'® Die detailliertere Analyse ergab, dass vor allem Th1- und
Treg-Zellen fur die Reduktion verantwortlich waren (siehe Abbildung 35). Auch die
Aktivierung war gehemmt. So zeigten sich reduzierte Zahlen von CD69" Zellen und
Effektorzellen (siehe Abbildung 36). Es ist bekannt, dass ein Has3 KO wie auch die
Behandlung mit 4-MU die Funktion der T-Zellen beeinflusst.®® In der Atherosklerose
wurde gezeigt, dass der KO zu einer verminderten Th1-Differenzierung fiihrt.®2 Das
koénnte auch in diesem Fall ein mdglicher Grund fir die verringerten Th1-Zahlen sein.
Aulerdem zeigte sich ein entgegengesetzter Effekt im Blut (siehe Abbildung 40). Das
koénnte auf Probleme in der Verteilung der Zellen, speziell auf eine gehemmte Migration
der T-Zellen aus dem Blut ins infarzierte Herz, hinweisen. Auch Endothelschaden waren
eine Option, da es sich um einen globalen KO handelt und Arbeiten unserer Gruppe
auch eine wichtige Rolle von Has3 im Endothel nachweisen konnten. In vitro
Transmigrationsversuche mit T-Zellen aus WT und Has3-defizienten Mausen sind
geplant, um herauszufinden, ob der Has3 KO einen Einfluss auf die Migration durch das
Endothel hat. Einen Hinweis kdnnte die immunzytochemische Farbung von CD44 liefern,
die weniger CD44 auf aktivierten T-Zellen zeigte (siehe Abbildung 45). Von CD44 ist
bekannt, dass es wichtig fir die Adhasion und Transmigration von T-Zellen ist."68: 169, 187
Auch Untersuchungen der Proliferation und Apoptose waren interessant. Beides konnte,
falls verandert, ursdchlich fur die verringerten Zellzahlen sein. Die Milz zeigte keine
Reduktion in den Zellzahlen (siehe Abbildung 37). Gemeinsam mit der Tatsache, dass
die Zellen im Blut auch nicht reduziert waren, kann davon ausgegangen werden, dass

keine Unterschiede in der Hamatopoese oder der Freisetzung der T-Zellen bestehen.

Die Lymphknoten als weiterer Ort der Aktivierung wurden ebenfalls untersucht. Hier
konnte ein reduzierter Anteil von T-Zellen an den Leukozyten beobachtet werden. Die
Verteilung der Subtypen war unbeeinflusst (siehe Abbildung 38). Eine denkbare Ursache
dafiir konnte ein Defizit im T-Zell homing sein. Auch hierbei spielt CD44 eine Rolle.'®’
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Weitere Optionen waren ein verminderter Efflux aus dem Herzen oder eine verminderte

Proliferation im Lymphknoten selbst.

Fur die ordnungsgemalie Heilung nach Ml ist eine fein abgestimmte Immunreaktion
erforderlich.’™? Auch die T-Zellen unterliegen dabei einer definierten Kinetik.®® Die
durchgeflhrten Experimente konnten aufzeigen, dass diese Kinetik in den Has3 KO
Tieren gestort ist. Wie oben ausgefihrt, ist die Rolle der Tregs im MI vielfaltig und
komplex. Dies und die Tatsache, dass eine verschlechterte Heilung beobachtet wurde,
legen die Vermutung nahe, dass die Ursache der vergrélierten Narben in der

verminderten Anzahl der Tregs liegt.®® ©°

4.6 Mechanistische Untersuchungen an T-Zellen in vitro

AbschlieRend wurden noch mechanistische Untersuchungen an isolierten T-Zellen
durchgeflihrt. Dabei wurden T-Zellen aus der Milz naiver WT und Has3 KO Mause isoliert
und anschlieRend in der Zellkultur mit CD3/CD28-Antikdrpern stimuliert. In einem ersten
Schritt wurde geprift, ob die Aktivierung suffizient ist. Dazu wurden die Zellen flir 4 h
aktiviert und anschliefiend die Expression von //12 und Ifny mittels gPCR geprift. Beide
sind als Aktivierungsmarker bekannt.?3 1% 18 F{ir beide Gene konnte eine deutliche
Heraufregulation gezeigt werden, wodurch die Aktivierung im Modell bestatigt wurde
(siehe Abbildung 41). Anschliel3end sollte das Expressionsmuster der HASen in T-Zellen
nach Stimulation untersucht werden. Im Einklang mit der Literatur konnte nur Has3
nachgewiesen werden.®> '8 Darliber hinaus ist beschrieben, dass Has3 auch die
Hauptisoform in dendritischen Zellen und Leukozyten insgesamt darstellt.’?”: '6° Eine
Induktion nach Stimulation konnte nicht beobachtet werden (siehe Abbildung 42).1%*
Nachdem diese Experimente in WT-Zellen durchgefuhrt worden waren, wurden im
nachsten Schritt auch Has3 KO Zellen untersucht. Dabei wurde zunachst validiert, dass
der Has3 KO in den T-Zellen und der gewahlten Tagman gPCR nachweisbar ist. Dies
war der Fall und es konnte keine Expression von Has3 im KO detektiert werden
(siehe Abbildung 42). Immunzytologisch wurden HA und CD44 in T-Zellen nach
24-stundiger Stimulation untersucht. Erwartungsgemaf zeigte sich dabei eine Reduktion
der perizellularen HA (siehe Abbildung 45). Um herauszufinden, wie HAS3 seine Effekte
auf T-Zellen vermittelt, wurde nachfolgend die Expression von HA-Rezeptoren in
T-Zellen untersucht (siehe Abbildung 43). Dabei wurden nur Cd44 und Hmmr detektiert.
Die anderen Rezeptoren waren nicht detektierbar. Im Gegensatz zu Hmmr zeigte CD44
eine Hochregulation in stimulierten Zellen, was aus der Literatur auch bekannt ist.'8
Aufgrund seiner bereits beschriebenen Funktion in T-Zellen'®® und der um zwei
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log-Einheiten héheren Expression gegenuber Hmmr kann davon ausgegangen werden,
dass letzteres eine stark untergeordnete Rolle in T-Zellen spielt. Nach diesen
Beobachtungen wurde untersucht, ob durch die Has3-Defizienz eine veranderte
Aktivierbarkeit der T-Zellen eintritt. Dazu wurden WT und Has3 KO T-Zellen stimuliert
und die Expression von /I2 und Ifny untersucht (siehe Abbildung 44). Dabei zeigte sich
zwar eine deutliche Aktivierung der Zellen, jedoch keine Unterschiede in den Genotypen.
Auch die Expression von Cd44 wurde bestimmt (Daten nicht gezeigt). Hier ergaben sich
auf mRNA-Ebene keine Unterschiede. Auch in der Literatur wurden nach Behandlung
von T-Zellen mit 4-MU keine Unterschiede in der Cd44-Expression festgestellt.'®®
Allerdings konnte in einer immunzytochemischen Farbung gezeigt werden, dass die
Has3-defizienten Zellen weniger CD44 an ihrer Oberflache haben (siehe Abbildung 45).

Da Has3 die einzig detektierbare Isoform in T-Zellen ist und auch gezeigt werden konnte,
dass der KO von Has3 zu einer massiven Reduktion der perizellularen HA flhrt, ist
davon auszugehen, dass es eine Uberschneidung der Effekte des Has3 KO und einer
4-MU-Behandlung in T-Zellen gibt. Bollyky et al. konnten fir 4-MU-behandelte T-Zellen
eine Hemmung der Aktivierung und Proliferation zeigen.'®® Allerdings wurden dabei die
T-Zellen mit dendritischen Zellen stimuliert. Hier war die Bindung zwischen den Zelltypen
deutlich beeintrachtigt. Auch die Anzahl von T-Zellen, die an DCs binden, war reduziert.
Diese Effekte auf die Aktivierung zeigten sich jedoch nicht bei einer Aktivierung mit
CD3/CD28-Antikorpern.' Somit kann eine veranderte Aktivierbarkeit der Has3 KO
T-Zellen nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, da sich die Aktivierung Uber
Antikdrper von der Aktivierung in vivo unterscheidet. HA wird in diesem Kontext als
,Kleber® in der Immunsynapse zwischen DC und T-Zellen beschrieben. Neben der
HA-Produktion der T-Zellen ist auch von einer Rolle der DC-sekretieten HA

auszugehen.%’
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Abbildung 46: Schematische Zusammenfassung der verminderten T-Zell Aktivierung im
Herz nach I/R.
In Folge des Myokardinfarktes kommt es zur Aktivierung von CD4 T-Zellen, die u.a. in Th1-Zellen,

Th17-Zellen und regulatorische T-Zellen (Treg) differenzieren. Has3-defiziente Tiere zeigen eine
verringerte Anzahl dieser Zellen nach I/R sowie eine verminderte Zahl aktivierter T-Zellen.
AuBlerdem geht die Defizienz von Has3 in den T-Zellen mit einer verminderten Prasenz von HA
und CD44 auf der Zelloberflache einher, da Has3 die einzig relevant exprimierte Isoform in T-
Zellen ist. Die verminderte T-Zell-Reaktion fihrt schlieBlich zu einer gréReren Narbe, einer

schlechteren kardialen Funktion und einer Hypertrophie der verbliebenen Kardiomyozyten.
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4.7 Limitierung und Ausblick

Die exakten Mechanismen hinter der veranderten T-Zell-Antwort im Herzen konnten in
dieser Arbeit nicht vollstandig aufgeklart werden. Durch den globalen KO von Has3
lassen sich die Effekte schwer auf einzelne Zelltypen zuriickfiihren. Das ware jedoch
insbesondere bei den T-Zellen und DCs interessant und kdnnte Aufschluss dartber
geben, in welchem Zelltyp Has3 seine Effekte primar vermittelt. Hierzu waren
zelltypspezifische KO Tiere notwendig. So liee sich mit einem Has3 KO in CD4* Zellen
oder sogar spezifisch in FoxP3* Zellen die genaue Rolle der HAS3 in diesen Zellen und
ihr Beitrag zur Heilung nach Infarkt untersuchen. Ebenso waren OTIl Has3 KO Mause
eine interessante Variante. In diesen kdnnte die Stimulation der T-Zellen gezielt Gber
eine Zugabe von Ovalbumin und dessen Prasentation durch DC erfolgen. Damit ware
die Rolle von Has3 produzierter HA in der Interaktion dieser Zellen untersuchbar. Die
durchgefihrte Stimulation des TCR mit Antikdrpern kommt dem zwar relativ nahe, bildet

aber nicht die Komponente des Zell-Zell-Kontaktes ab.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Has3 eine potenziell interessante
Zielstruktur fUr die Therapie des Herzinfarktes und ggfs. auch der kardialen Hypertrophie
darstellt. Uber ihren Einfluss auf T-Zellen kénnte Has3 eine interessante, aber weniger
toxische Alternative zu Tacrolimus bilden. Dieses unterbindet spezifisch die Funktion von
T-Zellen. Tierexperimente haben einen positiven Effekt auf InfarktgréfRe und
linksventrikuldre Funktion gezeigt.”® Auch in der Therapie von Autoimmun- und
rheumatischen Erkrankungen sind T-Zellen ein bekannter Angriffspunkt. So lassen sich
uber die Gabe geringer Mengen von IL2 die Tregs stimulieren und somit die Krankheiten
therapieren.'' Auch hier kdnnte eine Modulierung von Has3 langfristig als Alternative

dienen.
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5 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen und vor allem Herzinfarkte sind nach wie vor eine der
Haupttodesursachen in Deutschland. Wahrend die medizinische Versorgung im Akutfall
durch die Wiedereroffnung des okkludierten Gefalles sehr gut funktioniert, sind kaum
Ansatze zur weiteren Therapie vorhanden. Langzeittherapien, die in das Remodeling
eingreifen und so die Entstehung einer Herzinsuffizienz vermeiden, sind bislang kaum

verfugbar.

Die provisorische EZM, die nach MI gebildet wird, hat einen entscheidenden Einfluss auf
die Heilung und das Remodeling. In friheren Arbeiten unserer Gruppe konnte die
wichtige Rolle der Has2-synthetisierten kardialen HA-Matrix beim
Makrophagen-Uberleben und bei der Fibroblastenaktivierung nach MI gezeigt werden.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der Hyaluronsauresynthase 3 (Has3)
auf die Heilung nach Herzinfarkt zu untersuchen. Dazu wurden Has3-defiziente Tiere
einer operativen Ischamie/Reperfusion (I/R) unterzogen und anschlielend untersucht.
Die Has3 KO Mause zeigten eine verschlechterte Heilung, die sich durch eine reduzierte
Herzfunktion, nachteiliges Remodeling und kardiale Hypertrophie auszeichnete. Eine
detaillierte Analyse der Immunzellen und Fibroblasten zeigte bei den Has3-defizienten
Tieren, anders als bei Has2, keine Veranderungen der Makrophagen- und
Fibroblastenpopulationen. Dagegen konnte eine verminderte T-Zell-Antwort beobachtet
werden. Im Einzelnen zeigte sich eine Reduktion der Th1- und Treg-Zellen 7 Tage nach

I/R. AuRerdem war die T-Zell-Aktivierung zu diesem Zeitpunkt reduziert.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit die Bedeutung von HAS3 fur die
ordnungsgemalde Heilung des Herzens. HAS3 bietet damit ein potenzielles neues Ziel

fur eine Verbesserung der Heilung und des remodelings.
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Summary

6 Summary

Cardiovascular diseases and specifically myocardial infarction (Ml) are the leading cause
of death in Germany. While acute treatments including reperfusion therapy are well
established, long-term therapies that prevent heart failure by improving myocardial

remodeling are limited.

The provisional extracellular matrix, built in the acute phase after MI, is essential for
cardiac healing and remodeling. Previous work from our group demonstrated that
hyaluronan derived from HAS2 plays an important role in macrophage survival and
fibroblast activation after MI. The aim of the present work was to investigate the role of
hyaluronan synthase 3 (Has3) in healing after MI. Therefore, we evaluated
Has3-deficient mice subjected to surgical ischemia/reperfusion (I/R). Has3 deficient mice
had impaired healing characterized by reduced cardiac function, adverse remodeling
and hypertrophy. A detailed examination of immune cells and fibroblasts demonstrated
that in contrast to Has2, Has3-deficiency did not significantly alter macrophage or
fibroblast populations, but rather diminished the T-cell response. In particular, myocardial
Th1 and Treg cells were reduced 7 days after I/R. The activation of T-cells was also

reduced at this time.

In conclusion, the present work demonstrates the importance of HAS3 for proper cardiac
healing. HAS3 thus represents a new therapeutic target to improve cardiac remodeling
after Ml.
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