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Zusammenfassung

Noch immer stellen kardiovaskulare Erkrankungen, zu denen der akute Myokardinfarkt
(AMI) zahlt, die haufigste Todesursache weltweit dar. Die chronische Herzinsuffizienz
als Folge des AMI ist mit einer hohen Mortalitat assoziiert und ist zudem, bei der daraus
resultierenden Erwerbsunfahigkeit, von hoher soziobkonomischer Bedeutung.

Bisher gibt es nur wenige therapeutische Optionen, die den Umbau von kardialem
Muskelgewebe nach einer Ischamie positiv beeinflussen kdnnen. Bekanntermallen
kénnen Ischamie-/Reperfusionschaden durch eine Erhéhung der Konzentration des
bioaktiven Sphingolipid Sphingosin-1-Phosphat (S1P) reduziert werden. Dennoch ist
dessen Einfluss auf den post-ischamischen kardialen Umbau bisher unbekannt.

Wir hypothetisieren, dass eine Erhéhung der S1P-Konzentration auch den post-
ischamischen myokardialen Umbau, unabhangig von der Infarktgrofie, verbessert.
Dazu haben wir einen AMI bei Mausen hervorgerufen, indem der Ramus
interventricularis anterior (RIVA) durch eine transiente oder permanente Ligatur
verschlossen wurde. Sieben Tage zuvor und wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes erhielten die Mause den S1P-Lyase Inhibitor 4-
Deoxypyridoxin (DOP), um den Abbau von S1P zu hemmen und somit dessen
Konzentration zu erhdhen. Die kardiale Funktion, sowie der Heilungsprozess, wurden
durch Histologie, transthorakale Echokardiografie, kardiale
Magnetresonanztomographie, Immunhistochemie, Polymerase-Ketten-Reaktion und
Durchflusszytometrie untersucht. Zudem wurden die Effekte zwischen Wildtyp-Mausen
und S1P-Rezeptor-1 (S1PR1) -defizienten Mausen, die keinen S1PR1 auf
Kardiomyozyten exprimieren, verglichen.

Einen Tag nach transienter oder permanenter Ligatur konnten keine Unterschiede
zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe, die mit DOP vorbehandelt wurde, in Bezug
auf Infarktgro3e und kardiale Funktion festgestellt werden. An Tag Funf kam es zu einer
Senkung der zirkulierenden Lymphozyten und einer Reduktion der myokardialen
Granulozyten und Makrophagen. An Tag 21 zeigten die Mause mit DOP-Vorbehandlung
eine bessere kardiale Funktion und zudem kleinere Infarktnarben. Dieser Effekt war in
den Kardiomyozyten-spezifischen S1PR1-defizienten Mausen aufgehoben.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung der S1P-Konzentration
die myokardialen Umbau- und Heilungsprozesse nach AMI verbessert. Der Effekt wird
Uber den S1PR1 erzielt. Aus diesem Grund kénnte der S1P-Metabolismus ein
vielversprechender pharmakologischer Angriffspunkt sein und somit auch, unabhangig

von der initialen InfarktgréRe, additiv zum interventionellen Eingriff helfen.
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Abstract

Cardiovascular diseases, such as acute myocardial infarction (AMI), are still the most
frequent cause of death all around the world. Chronic heart failure after AMI is associated
with a high mortality and alongside leads to unemployability, causing a huge socio-
economic burden.

So far, therapeutic options targeting the post-ischemic myocardial repair are rare. It is
known that by increasing the concentration of sphingosin-1-phosphate (S1P), a bioactive
sphingolipid with important immunological functions, ischemia/reperfusion injury can be
reduced.

Still, the role of S1P regarding the post-ischemic cardiac remodeling is yet unknown. We
hypothesized that an increased concentration of S1P leads to an improved post-ischemic
myocardial remodeling, independently of the initial scar size, and can contribute to
cardioprotection.

Therefore, we induced an AMI via transient or permanent ligation of the left anterior
descending artery (LAD) in mice, that were treated with 4-deoxypyridoxine (DOP) 7 days
antecedently. DOP enables an increase of S1P-concentrations by inhibiting the S1P-
lyase. Myocardial healing and cardiac function were examined with histology,
cardiovascular magnetic resonance imaging (cMRI), echocardiography,
immunohistochemistry, real-time polymerase chain reaction (PCR) and fluorescence
activated cell sorting (FACS). Moreover, the effects were compared between wildtype
mice and cardiomyocyte specific S1P-receptor-1 (S1PR1) deficient mice.

On the first day after permanent LAD ligation, no differences in between the control and
the DOP treated group regarding infarct size and cardiac function could be seen. On the
fifth day, circulating lymphocytes, myocardial granulocytes and myocardial macrophages
were reduced in the DOP group. Further, myocardial scar size and cardiac function were
improved on day 21 after ischemia in DOP treated mice. This effect was abrogated in
the S1PR1 transgenic mice.

In summary, it could be shown that an increased S1P-concentration induced by DOP
improved the myocardial repair- and healing after AMI. The effect was mediated via
S1PR1. Therefore, S1P-metabolism might be a promising pharmacological target as
adjunctive therapy to revascularization to exert a positive influence on the post-infarction

myocardial remodeling.
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1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen wie der akute Myokardinfarkt (AMI), die koronare
Herzkrankheit (KHK) oder Herzinsuffizienz stellen nach wie vor die haufigste
Todesursache weltweit dar (1). Diese Erkrankungen fuhren haufig zu einer
Erwerbsunfahigkeit, weshalb lhnen eine hohe soziotkonomische Bedeutung
zukommt.

Der AMI fuhrt ischamisch bedingt zu einem Untergang von Herzmuskelgewebe.
Mit mehr als 80% ist die haufigste Ursache daflr eine atherosklerotisch bedingte
Plaqueruptur in einem Koronargefaly, durch die ein Thrombus entsteht und das
Gefalllumen vollstandig oder unvollstandig okkludiert (2). Bereits praklinisch wird
die Gabe von Acetylsalicylsaure (ASS) empfohlen (3). ASS hemmt die
Cyclooxygenase-1 in Thrombozyten irreversibel (4), blockiert dabei die
Ausschuttung von Thromboxan A2 (TXA) (5), wodurch die Aktivierung weiterer
Blutplattchen gehemmt wird. Dadurch wird bei einer Gabe im AMI die
Grolenzunahme des Thrombus inhibiert, um einem vollstandigen
Gefalverschluss entgegenzuwirken. Fir eine definitive Versorgung ist eine
moglichst zeithahe Koronarangiografie mit perkutaner Koronarintervention
(percutaneous coronary intervention, PCIl) die optimale Therapie, um den
koronaren Blutfluss und somit die Sauerstoffversorgung des Herzens
wiederherzustellen (3). Durch den Patienten selbst, den Transport zur nachsten
Klinik mit Herzkatheterlabor (HKL) oder durch die Verspatungen innerhalb der
Klinik kann es zu relevanten Verzogerungen zwischen dem Eintritt der Symptome
und dem Beginn der Koronarangiografie kommen, die mit einer schlechteren
Prognose fur den Patienten hinsichtlich der Mortalitat oder einem kardiogenem
Schock assoziiert sind (6). Je schneller die Revaskularisation erfolgt, desto
kleiner fallt der Myokardschaden aus. Zusatzlich werden die Mortalitat und
Morbiditat verringert (7). Patienten, die sich erst frihstens 12 Stunden nach
Symptombeginn in der Klinik vorstellen, machen 12,3% der AMI aus (8). Bereits
nekrotisches Gewebe kann durch eine Revaskularisierung nicht mehr gerettet
werden. Durch die rasche Neutralisation des pH-Werts in der Reperfusion kann
zudem ein extremer Wasserstoffgradient Uber der Zellmembran entstehen, was

sequenziell zu Kalziumliberladung und der Bildung von freien



Sauerstoffradikalen fuhrt (9). Durch diese sogenannten Ischamie-/Reperfusions-
(I'R) Schaden besteht die Gefahr, dass weiteres Myokard nekrotisiert. Bei einer
totalen Okklusion des versorgenden Gefalles kommt es nach bereits 30 Minuten
zu ersten irreversiblen Myokardzellschaden, nach 4-6 Stunden ist das gesamte
Gewebe von einer Koagulationsnekrose betroffen (10). Mit einer PCI kann den
betroffenen Patienten in diesem Fall meist nicht mehr ausreichend geholfen
werden. Patienten, die sich erst 48 Stunden nach Symptombeginn vorstellen,
wird daher sogar von einer PCI abgeraten, sofern sie zu dem Zeitpunkt wieder
asymptomatisch sind (3). Wirksame Therapieoptionen, die den Umbau von
kardialem Muskelgewebe nach einer Ischamie positiv beeinflussen kdnnen,
werden also dringend bendtigt.

Sphingosin-1-phosphat (S1P) ist ein bioaktives Sphingolipid, welches
immunologische, kardiovaskulare und inflammatorische Funktionen im Kérper
einnimmt. Welchen Einfluss es auf den post-ischamischen kardialen Umbau hat,

ist bisher allerdings noch unbekannt.

1.1 Der akute Myokardinfarkt

1.1.1 Epidemiologie der koronaren Herzkrankheit und des akuten
Myokardinfarkts

Die KHK, darunter insbesondere der AMI, ist eine Erkrankung von hoher
sozioOkonomischer = Bedeutung. International stellen  kardiovaskulare
Erkrankungen als Kollektiv noch immer die haufigste Todesursache dar. Im Jahr
2015 verstarben 17,92 Millionen Menschen daran (11). In Europa macht die KHK
rund 20% der Todesfalle aus (12). In Deutschland betragt die
Lebenszeitpravalenz laut einer Studie des Robert Koch-Instituts (RKI) fur eine
KHK 9,3%, 4,7% erkranken im Laufe ihres Lebens an einem AMI. Manner sind
insgesamt haufiger betroffen als Frauen (Manner 7%, Frauen 2,5%) (13). Dabei
gibt es deutliche Unterschiede hinsichtlich des Alters. Frauen erkranken
durchschnittlich 7-10 Jahre spater als Manner. Bei den unter 60-Jahrigen ist das
Erkrankungsrisiko fur einen Mann im Vergleich zu dem der Frau vierfach erhoht.
Dahingegen machen Frauen die Mehrzahl der Erkrankten ab einem Alter von 75

Jahren aus (14).



1.1.2 Der akute Myokardinfarkt — Risikofaktoren und Genese

Der AMI ist pathophysiologisch definiert durch einen akuten Schaden des
Herzmuskelgewebes aufgrund einer akuten Ischamie (15). Er ist daher
abzugrenzen von akuten oder chronischen Myokardschaden anderer Genese.
Ursachlich fir das Auftreten eines AMI ist haufig eine vorbestehende KHK.
Hierbei kommt es zu Kalk- und Lipideinlagerungen in Intima, der inneren
Wandschicht der Koronararterien. Dadurch entstehen atherosklerotische
Plaques, die entweder direkt zu einer Stenosierung des Gefalies fihren oder im
weiteren Zeitverlauf instabil werden und rupturieren kénnen (16).

Risikofaktoren fur das Auftreten eines AMI sind Rauchen, arterielle Hypertension,
Diabetes mellitus, abdominelle Adipositas, psychosoziale Faktoren, verminderter
Konsum von Frichten und Gemuse und regelmafiger Alkoholkonsum (17).
Klinisch kann man Myokardinfarkte nach Myokardinfarkten mit ST-Hebung
(STEMI) und Myokardinfarkten ohne ST-Hebung (NSTEMI) unterscheiden. Zur
Differenzierung bezieht man sich auf das Vorhandensein von Veranderung des
Elektrokardiogrammes (EKG) im Sinne einer angehobenen ST-Strecke.
Weiterhin existiert eine Klassifikation nach Pathogenese, die die Myokardinfarkte
in funf verschiedene Typen unterteilt (18). In Kontext dieser Arbeit ist
insbesondere der AMI Typ | von besonderer Relevanz. Bei einem AMI Typ |
kommt es, atherosklerotisch bedingt, zu einer Plaqueruptur. Der Grad der
Gefaleinengung korreliert dabei nicht proportional mit der Wahrscheinlichkeit
einer Ruptur, sondern er wird von der Anzahl der bestehenden Plaques
beeinflusst. Die Myokardinfarkte, die auf einer Ruptur einer >70%igen Engstelle
beruhen, machen nur 14% aller Myokardinfarkte aus, wahrend sich zwei Drittel
auf einem akuten thrombotischen Verschluss einer <50%igen Stenose ausbilden
(19). An der subendothelialen Matrix und den Kollagenfasern, die durch die
Ruptur aus dem Plaque austreten, konnen Thrombozyten haften, aktiviert
werden und einen Thrombus bilden, der das Gefaly verschliet (20). Das
Herzmuskelgewebe, welches durch das betroffene Gefal® versorgt wird, kann
dann nicht mehr suffizient mit Sauerstoff versorgt werden und wird ischamisch.
Weiterhin gibt es den Myokardinfarkt Typ Il, der bei einem Sauerstoffdefizit
auftritt. Die Koronarstenose im Rahmen der KHK fuhrt bei starkerer Auspragung

bereits zu einem verminderten Blutfluss im betroffenen Gefal® mit einer
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konsekutiven Sauerstoffunterversorgung. Wenn sich die hamodynamischen
Bedingungen im Korperkreislauf oder direkt in den Koronarien verandern, zum
Beispiel durch eine Anamie, eine akute Blutung, eine anhaltende Tachykardie
oder Koronarspasmen, kann die bereits eingeschrankte Koronarperfusion einen
kritischen Wert erreichen und die Sauerstoffversorgung des Myokards nicht mehr
gewahrleisten. In der Folge kommt es zu einer Ischamie des versorgten
Herzmuskelgewebes.

Daruber hinaus unterscheidet man den AMI Typ Il in Form eines plotzlichen
Herztodes, der sich symptomatisch wie ein AMI prasentierte und die typischen
EKG-Veranderungen aufwies, aber vor Eintreten des Todes nicht mehr sicher als
Infarkt diagnostizieren liel3. SchlieRlich Iasst sich Typ IV unterscheiden, der mit
einer PCI kausal oder zeitlich assoziiert ist und Typ V, der in Zusammenhang mit

einer Bypass-Operation auftritt (18).

1.1.3 Der akute Myokardinfarkt — Vorgange in der Ischamie

In der sehr frihen Phase im Myokardinfarkt, unmittelbar nach Ruptur der
atherosklerotischen Gefaldlasion und Bildung des Thrombus, reichen die
vorhandenen lokalen Sauerstoff- und Energievorrate der Kardiomyozyten nur
noch einige Sekunden aus. Danach wird die Energieversorgung des nicht mehr
durchbluteten Myokards auf anaerobe Glykolyse umgestellt (21). Die
Kardiomyozyten enthalten einen hohen Anteil an Mitochondrien und sind primar
fur auf eine aerobe Energiegewinnung ausgelegt. Aufgrund der anaeroben
Glykolyse fallen vermehrt Laktat und Wasserstoffionen (H*) an (21). Das Milieu
der Zelle wird sauer, wodurch enzymatische Reaktionen gehemmt werden. So
verliert zum Beispiel Troponin C, eine Untereinheit der Myofilamente, seine
Sensitivitat gegenuber Calcium, weshalb das Myokard seine kontraktile Funktion
nicht mehr aufrecht erhalten kann (22-24).

Aufgrund der pH-Wert-Verschiebung kann auch weniger anaerobe Glykolyse
stattfinden und die Versorgung mit Adenosintriphosphat (ATP), einem
unentbehrlichen Energietrager, setzt schliellich vollstandig aus. Durch den
Mangel an ATP kodnnen wichtige von davon abhangige Transportvorgange
innerhalb der Zelle nicht mehr suffizient funktionieren. Dazu gehort insbesondere

der ATP-anhangige Natrium-Kalium-Austauscher (Na*/K*-ATPase) an der

4



Zellmembran, der den physiologischen lonengradienten aufrechterhalt.
Konsekutiv kommt es in der Ischdmie zu einer Uberladung der Zellen mit
osmotisch aktivem Natrium (Na*), was einen Wassereinstrom und eine
Zellschwellung auslost. Weiterhin kann durch die erhdhte Natriumkonzentration
auch kein Kalzium (Ca?*) mehr aus dem Zellinneren =zurlck ins
sarkoplasmatische Retikulum beférdert werden. Die Folge ist ein
lonenungleichgewicht mit, neben Natrium- und Ca2*-Uberladung, einem Mangel
an Kalium (K*) und Magnesium (Mg?*) (9, 25). Durch diese lonenverschiebung
verandert sich auch das Ruhemembranpotential und die betroffenen Zellen sind
nicht mehr elektrisch erregbar (22).

Wahrend viele Lasionen in den ersten 15-20 Minuten noch reversibel sind, fuhren
die oben genannten Veranderungen nach 20-30 Minuten zu ersten irreversiblen
Myokardzellschaden (26). Der myokardiale Schaden beginnt subendokardial und
breitet sich dann, wenn eine Reperfusion mit Wiederherstellung der
Sauerstoffversorgung ausbleibt, transmural bis hin zum Epikard aus. (27).

Der Zelltod ist, insbesondere in der frihen Ischamie, durch Apoptose bedingt.
Apoptose wird sowohl durch die Ca2?*-Uberladung als auch durch direkte
mitochondriale Schadigungen induziert (9). Diese flihren zu einer Freisetzung
apoptogener Substanzen, die eine enzymatische Reaktionen zur Zerstérung der
Zelle hervorrufen (28). Zu einem spateren Zeitpunkt dominiert, durch die
onkotisch bedingte starke Zellschwellung mit Verlust der Integritat der
Zellmembran, die konsekutive Nekrose der Zelle.

Im Falle einer Revaskularisierung kann das Myokard erneut mit Sauerstoff
versorgt werden. Diese Reperfusion birgt aber auch die Gefahr von I/R-Schaden.
Durch die wiederhergestellte Durchblutung des durch die Ischamie
vorgeschadigten Gewebes wird der extrazellulare pH-Wert rasch normalisiert.
Infolgedessen kommt es zu einem starken H*-gradienten Uber der Zellmembran
mit einem Uberschuss an intrazellularen H*-lonen, den die Zelle anstrebt
auszugleichen. So werden H*-lonen im Austausch gegen Na*-lonen Uber den
Na*/H* Austauscher nach extrazellular transportiert (29). Der vorbestehende
NatriumuUberschuss wird weiter verstarkt und die Zellschwellung nimmt zu. Durch
die Wiederherstellung des pH-Milieus und die erneut gewahrleistete Versorgung
mit Sauerstoff konnen wieder enzymatische Reaktionen zur Herstellung von ATP

stattfinden. Um zusatzlich die Na*-Konzentration in der Zelle zu verringern,
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beférdert der Na*/Ca?* Austauscher Na* aus der Zelle und Ca?* ins Zellinnere
(29). Durch diese Ca?*-Uberladung kommt es zu einer Hyperkontraktilitat des
kontraktilen Apparates und einer Nekrose der Kontraktionsbander mit
konsekutiver Ruptur der Kardiomyozyten (30). Weiterhin entstehen beim nun
erneut verstarkt stattfindenden aeroben Metabolismus der Zelle vermehrt
reaktive Sauerstoffradikale (ROS) in der mitochondrialen Atmungskette. Diese
schadigen verschiedenste Zellbestandteile durch oxidativen Stress und kdnnen
sogar zu mitochondrialer Schwellung und Ruptur fuhren (29, 31, 32). Diese
Zellveranderungen bewirken eine weitere Apoptose von Herzmuskelzellen. Nach
ungefahr einer Stunde normalisieren sich die lonenverhaltnisse der noch vitalen
Zellen durch Ca?*-Wiederaufnahme ins Sarkoplasmatische Retikulum, dem

Hauptspeicher an Ca?* der Myozyten (9).

1.1.4 Der akute Myokardinfarkt — Ablauf der Reparatur

Nach abgelaufenem Infarkt durchlauft das infarzierte Gewebe verschiedene
Phasen der Reparatur und Rekonstruktion. Die Ablaufe sind sehr komplex und
noch nicht bis ins Detail verstanden. Initial Gberwiegt eine Entziindungsreaktion,
gefolgt von einer proliferativen Phase. Schliellich kommt es zu einer finalen
Ausbildung der Infarktnarbe (33).

In der inflammatorischen Phase werden durch den Untergang der nekrotischen
Kardiomyozyten Signale, die sogenannten Alarmine, ausgesandt, die andere
noch vitale Herzmuskelzellen dazu instruieren, proinflammatorische Zytokine
auszusenden. Zu den Alarminen gehdren zum Beispiel das high-mobility-group
Protein 1 (HMGB1), mitochondriale DNA Fragmente, S100 Proteine,
Hitzeschockproteine oder Proteine der extrazellularen Matrix (34). Sie agieren
zum Groldteil Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR) (35, 36). Die alarmierten Ubrigen
Herzmuskelzellen  produzieren  daraufhin  beispielsweise Interleukine,
insbesondere Interleukin 1 (IL-1), IL-6, Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und das
Chemokin monocyte-chemoattractant protein-1 (MCP-1) (37, 38). Durch das
Aussenden der  proinflammatorischen  Zytokine  wird auch  der
Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert, der auf Gen-Ebene Einfluss auf
Inflammation, Immunabwehr und den Zellzyklus nimmt (39). Zusatzlich werden

die lokalen Fibroblasten und Endothelzellen durch die bei der Zellnekrose der
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Kardiomyozyten freigesetzten Botenstoffe aktiviert und kénnen Chemokine und
Interleukine aussenden. Weiterhin exprimieren Endothelzellen nach Aktivierung
Zelladhasionsmolekule, die das Einwandern der Leukozyten vereinfachen (33).
Dadurch wird die Einwanderung diverser Entzindungszellen ermoglicht (34). In
den nekrotischen Kardiomyozyten fallen auRerdem ROS an, die zur Anlockung
von Leukozyten beitragen (40). Daruber hinaus nehmen auch Thrombozyten
Einfluss auf die Inflammation, indem sie Zytokine und Wachstumsfaktoren
ausschutten (41).

Die ersten Entziindungszellen, die in den Infarkt einwandern, sind neutrophile
Granulozyten. Sie erreichen ihre maximale Anzahl ca. drei Tage nach Ischamie
(42). Sie bewirken den Abbau abgestorbener Zellen, indem sie ROS und
proteolytische Enzyme sekretieren. Eventuell schaden diese Substanzen aber
auch umliegenden gesunden Kardiomyozyten und verstarken den ischamischen
Schaden (43, 44). Weiterhin infiltrieren Monozyten das infarzierte Gewebe. In der
frihen Phase dominieren inflammatorische Monozyten, die hohe Mengen des
Antigens Ly6C exprimieren, und wandeln sich zu Gewebsmakrophagen um (33,
37). In spateren Phasen Uberwiegen hingegen die reparativen Monozyten mit
niedriger Ly6C Expression, die die Proliferation anregen (45).
Gewebsmakrophagen im Allgemeinen spielen eine wichtige Rolle in der
inflammatorischen und proliferativen Phase, indem sie bei der Phagozytose
helfen, weitere proinflammatorische Zytokine aussenden und am Umbau der
extrazellularen Matrix teilnehmen (33). Lymphozyten wandern ebenfalls ins
Infarktgewebe ein (42) und erreichen ihre maximale Anzahl ca. 7 Tage nach
Ischamie (42). Ihre Rolle ist noch nicht vollstandig erforscht. T-Lymphozyten, die
das Antigen CD4 exprimieren, scheinen insbesondere durch Sekretion von IFN-
gamma zu I/R- Schaden beizutragen (46). B-Lymphozyten sekretieren CCI7,
wodurch inflammatorische Monozyten weiterhin ins infarzierte Gewebe rekrutiert
werden. Durch Depletion von B-Zellen nach Myokardinfarkt konnte in murinen
Versuchen die InfarkigroRe verringert und die kardiale Funktion verbessert
werden, was einen tendenziell negativen Einfluss der B-Zellen vermuten lasst
(47).

Nicht nur zellulare Veranderungen finden in der inflammatorischen Phase statt,
auch kommt es zu Anpassungen der extrazellularen Matrix. Matrix-

Metalloproteasen (MMP) sorgen nach Aktivierung fir einen frihen Abbau der
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kollagenen Strukturen (48, 49). Die Fragmente der Matrix flihren wiederum zu
einer Rekrutierung von Leukozyten (50). Eine fibrinbasierte provisorische Matrix
wird gebildet, die verhindert, dass der Ventrikel rupturiert (51).

Nach der inflammatorischen Phase folgt die proliferative Phase. Wenn der
programmierte Zelltod der involvierten neutrophilen Granulozyten einsetzt,
werden sie von Gewebsmakrophagen abgebaut (52). Anti-inflammatorische
Signalwege, unter anderem uber IL-10 und TGF-3, werden eingeleitet, die die
Entzindungsreaktion bremsen (53). Myofibroblasten sind zu dem Zeitpunkt der
numerisch Uberlegene Zelltyp im Infarkt. Sie entstehen zum einen vermutlich
durch Aktivierung bereits vorhandener Fibroblasten (54, 55), zum anderen
konnen im Blut zirkulierende Vorlauferzellen einwandern und zu Myofibroblasten
ausreifen (56). Sie zeigen eine hohe Proliferationsrate. |hre Funktion besteht
insbesondere darin, Proteine der extrazellularen Matrix wie Kollagen zu
synthetisieren (57).

Weiterhin werden in der proliferativen Phase viele neue Blutgefal’e gebildet, um
den heilenden Infarkt ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen.
Diese Angiogenese erfolgt durch Freisetzung des Wachstumsfaktors vascular
endothelial growth factor (VEGF) in der frlhen Ischamie und einer
Hochregulierung seiner Rezeptoren VEGF-Rezeptor 1 und 2 auch noch
prolongiert Tage nach dem Infarkt (58).

Die finale Phase der Reparatur ist gekennzeichnet durch eine Umstrukturierung
der extrazellularen Matrix-Proteine, sowie Rilckzug der eingewanderten
Entzindungszellen, Myofibroblasten und Ruckbildung der neu entstandenen
Blutgefalle (59, 60). Kollagen wird mithilfe des Enzyms Lysyloxidase
quervernetzt (61) und die Infarktnabe bildet sich aus.

1.1.5 Der akute Myokardinfarkt — Remodeling

Kardiales Remodeling beschreibt die komplexen Umbauprozesse nach
stattgehabtem Myokardinfarkt, die nicht nur das ischamisch gewordene Gewebe,
sondern die Gesamtheit des Herzens betreffen. Durch den Myokardinfarkt
entstehen geometrische Veranderungen des Ventrikels mit einer Dilatation der
Kammern. Dort, wo sich die Infarktnabe ausgebildet hat, kommt es zu einer

Ausdinnung des Myokards, wahrend das restliche Gewebe kompensatorisch
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hypertrophiert (62). Dieses kann weiterhin auch von fibrotischen- und
inflammatorischen Veranderungen betroffen sein (63), der Pathomechanismus
dahinter ist noch nicht vollstandig geklart. Eine Dysregulation inflammatorischer
Kaskaden wird als Ursache vermutet (64, 65).

Durch die veranderte Geometrie des Ventrikels mit nachfolgender Behinderung
des physiologischen kardialen Reizleitungssystems treten haufig ventrikulare
Arrhythmien auf (66). Weiterhin kann die Dilatation zu einer Einschrankung der
systolischen Herzfunktion bis hin zum Herztod flihren (67).

1.2 Sphingosin-1-Phosphat

S1P ist ein extrazellularer Botenstoff, der unter Anderem wichtigen
immunmodulatorischen Einfluss auf den Korper hat.

In den 60er Jahren hat ein deutsches Forschungsteam aus Kdéln entdeckt, dass
Sphingolipide, die in Zellmembranen vorkommen, Uber Lysosomen mittels der
Sphingosinkinasen SPHK1 und SPHK2 zu S1P metabolisiert werden (68). Das
intrazellular anfallende S1P kann entweder abgebaut werden oder insbesondere
in Erythrozyten, Thrombozyten und Endothelzellen nach extrazellular freigesetzt
werden. Um an seinen Zielorten wirken zu konnen, ist es wichtig, dass ein
Konzentrationsgradient mit hohen S1P-Konzentrationen in Plasma und Lymphe
und niedrigen Konzentrationen in der interstitiellen Flissigkeit des Gewebes
aufgebaut wird (69). In der Lymphflussigkeit sind lymphozytare Endothelzellen
fur die Produktion und Sekretion von S1P zustandig (70). Im Plasma wird der
Hauptanteil des S1P von Erythrozyten synthetisiert und ausgeschuttet, sowie
gespeichert (71). Sie setzen S1P ins Plasma frei, was durch Plasmafaktoren
reguliert wird (71). Vaskulare Endothelzellen besitzen zur Sekretion im
Gegensatz zu Erythrozyten und Thrombozyten den speziellen Transporter
SPNS2 (72). In Thrombozyten gibt es zwei S1P-Reservoirs, in der
Plasmamembran und in den a-Granula, die nur nach Aktivierung der Plattchen
freigesetzt werden (73, 74). Die niedrige Konzentration von S1P im Gewebe wird
durch vermehrten Abbau durch die S1P-Lyase erreicht.

Im Blut wird S1P hauptsachlich an Proteinen gebunden transportiert. Dafur
verantwortlich sind zu ca. 65% das Apolipoprotein M (ApoM), welches in

Assoziation mit dem high-density-Lipoprotein (HDL) vorkommt, und zu 35%
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Albumin (75). ApoM kann die Plasma-Konzentration von S1P regulieren und
verstarkt weiterhin seine vasoprotektive Wirkung an endothelialen S1P-
Rezeptoren (75).

Im Organismus von Saugetieren sind insgesamt funf verschiedene S1P-
Rezeptoren (S1PR1-5) bekannt (76). Sie gehoéren zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und I6sen nach Aktivierung intrazellulare
Signalkaskaden unterschiedlicher Wirkung aus. Die Rezeptoren S1PR1-3
werden ubiquitar im Korper auf verschiedensten Zellen exprimiert, unter anderen
auf Kardiomyozyten und vaskuldren Endothelzellen (77). Der am meisten
verbreitete S1P-Rezeptor ist der STPR1 und ist mit einem Gii -Protein gekoppelt.
Der S1PR4 beschrankt sich auf Zellen der Hamatopoese und lymphatische
Zellen. Auf Zellen des Nervensystems wird der S1PRS exprimiert (78).

Durch die weite Verbreitung der S1PR lasst sich erklaren, dass auch die Effekte
von S1P vielseitig sind und nicht in ihrer Gesamtheit in dieser Arbeit abgebildet
werden konnen. Bereits in der Embryonalentwicklung spielt S1P eine wichtige
Rolle bei der Bildung von Herz, Gefalten und Nervensystem (79, 80). Am Herzen
wirkt S1P je nach Rezeptor negativ oder positiv inotrop und chronotrop, bewirkt
zellulare Hypertrophie, steigert die Proteinsynthese und flhrt zu Veranderung
von intrazellularen lonenkonzentrationen (81-84). Die Expression des S1PR1
auf B- und T-Zellen ist wesentlich fur deren Auswanderung aus sekundaren
lymphatischen Organen und Thymus in die Blutbahn (85). Aus einem
Antagonismus am S1PR1 resultiet unter anderem deshalb eine
Immunsuppression, was zu der Zulassung des S1PR-Modulators FTY720, auch
Fingolimod genannt, in der schubweise-remittierenden Multiplen Sklerose fuhrte
(86).

1.3 Die Wirkung von 4-Deoxypyridoxin

4-Deoxypyridoxin (DOP) ist ein Pyridinring mit 2 Methyl-, einer Hydroxyl- und
einer Hydroxymethylgruppe. Es kommt in der Pflanze Ginkgo Biloba vor und
fungiert als Metabolit (87). Durch seine strukturelle Ahnlichkeit zu Pyridoxin, auch
bekannt als Vitamin B6, wirkt es in Saugetieren als starker Vitamin-B6
Antagonist.
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Beim Abbau von S1P wird dieses entweder durch die Enzyme SGP1 oder SGP2
dephosphoryliert und der Sphingosinanteil des S1P durch Ceramidsynthese
recycelt (88), oder S1P wird durch die S1P-Lyase zu Phosphoethanolamin und
2-Hexadecenal abgebaut (89). Die S1P-Lyase ist ein Vitamin-B6 abhangiges
Enzym (90). Durch den Vitamin-B6 Antagonismus des DOPs ist die S1P-Lyase
nicht mehr funktionsttichtig und der Abbau von S1P Uber diesen Weg blockiert.

Konsekutiv kommt es so zu einem Anstieg der Plasma-Konzentration von S1P.

1.4 Fragestellung, Hypothese und Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit setzte sich als Ziel, folgende Fragestellungen zu
beantworten:

1. Welchen Einfluss hat die Erh6hung der plasmatischen S1P-Konzentration
vor Ischamie auf Infarktgré3e und kardiale Funktion?

2. Welchen Einfluss hat die Erhdhung der plasmatischen S1P-Konzentration
vor Ischamie auf die postischamische myokardiale Heilung, unabhangig
von der Infarktgrof3e?

3. Uber welchen Rezeptor werden magliche Effekte vermittelt?

Dazu wurde hypothetisiert, dass erhohte Plasma S1P-Level zu einer
Verbesserung des postischamischen Remodelings uber den S1PR1 fuhren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Mit dem Ziel, den Einfluss einer erhdhten S1P-Plasma-Konzentration wahrend
eines AMI durch S1P-Lyase-Inhibition zu untersuchen, wurden 48 C57BL/6
Versuchsmause verwendet (Janvier Labs, Saint-Berthevin, Frankreich). 24
Mause wurden als Kontrollgruppe gebraucht, die anderen 24 erhielten DOP in
einer Konzentration von 30mg/l Uber das Trinkwasser (= DOP-Gruppe). Zudem
wurde bei dieser Gruppe Vitamin-B6-freies Futter verwendet, um den Vitamin-
B6-antagonisierenden Effekt weiter zu verstarken.

Um die unmittelbaren Auswirkungen einer Erhéhung der S1P-Konzentration vor
einem Myokardinfarkt zu untersuchen, erhielten die Mause DOP 7 Tage lang (n
= 8), bevor eine transiente Ligatur der proximalen linken Koronararterie (LAD),
auch bekannt als Ramus interventricularis anterior (RIVA), fir 30 Minuten
induziert wurde. Eine Kontrollgruppe (n = 8) erhielt keine Vorbehandlung mit
DOP. Nach 24 Stunden wurde eine transthorakale Echokardiografie
durchgefuhrt, um funktionelle- und strukturelle kardiale Parameter zwischen
DOP-Behandlung und der Kontrollgruppe zu vergleichen. Danach kam es zu
einer Totung der Tiere und zu einer Entnahme der thorakalen Organe. Die
Herzen wurden mittels Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung angefarbt,
wodurch die InfarktgroRe und das durch die Ischamie gefahrdete Gewebe
bestimmt werden konnten. (s. Abb. 1).

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde ein Teil der Tiere (n = 16) ebenfalls mit
DOP vorbehandelt, die gleiche Anzahl an Mausen diente als Kontrolle (n = 16).
Sie erhielten aber anstelle der transienten eine permanente Ligatur der LAD, um
ein Modell eines schweren Myokardinfarkts ohne die Madglichkeit einer
Reperfusion zu imitieren. Die Behandlung mit DOP wurde auch postoperativ fur
den gesamten Beobachtungszeitraum weitergefuhrt. 24 Stunden sowie 21 Tage
spater wurden funktionelle- und strukturelle Parameter der Herzen beider
Versuchsgruppen mittels kardialer Magnetresonanztomographie (cMRT)
erhoben (91).
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Daruber hinaus wurde an Tag 5 bei Kontrolltieren (n = 7) und Mausen mit DOP-
Behandlung (n = 7) Blut entnommen und die Verteilung der Leukozyten mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Weiterhin wurden die Herzen in Paraffin
eingebettet und eine Immunhistochemie (IHC) zum Nachweis von Makrophagen
und Granulozyten durchgefthrt.

Aulerdem kam es an Tag 21 zur Toétung der Tiere durch Entbluten mit
anschlieBender thorakaler Organentnahme. Das remote-Gewebe des linken
Ventrikels wurde bei den Kontrollmausen (n = 5) und der DOP-Gruppe (n = 5) fur
die Polymerase-Kettenreaktion entnommen, um die Gen-Expression von
Herzinsuffizienz-Peptiden zu bestimmen. Bei jeweils 4 der Tiere pro Gruppe
wurden die Herzen fur histologische Analysen der Kardiomyozyten-Grof3e und
des Umfangs der Herzmuskelnarbe in Paraffin eingebettet (s. Abb. 1).

Um weiterhin den Einfluss des S1PR1 zu ermitteln, waren transgene Mause ohne
den S1PR1 auf Kardiomyozyten notwendig (S1PR1 Cardio Cre+, n = 14), die
gegen die Geschwistertiere (Littermate) der eigenen Linie ohne das Knock-out-
Gen (S1PR1 Cardio Cre-, n = 11) verglichen wurden. Sie wurden 7 Tage lang mit
DOP vorbehandelt. 24 Stunden und 21 Tage nach Infarkt wurden die strukturellen
und funktionellen kardialen Parameter mittels MRT erhoben und nun nicht nur
zwischen DOP-Behandlung und Kontrolle verglichen, sondern auch bezuglich
Littermate oder Knock-out. Die DOP-Behandlung wurde dabei den gesamten

Beobachtungszeitraum Uber weitergefihrt (s. Abb. 2) (91).
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Abb. 1: Die Grafik zeigt den Versuchsaufbau der Wildtyp C57BL/6 Mause mit DOP-Gabe 7 Tage
vor myokardialer Ischdmie. (Con = Kontrolle; DOP = 4-Deoxypyridoxin, d = Tag/Tage, h
=Stunden, cMRT = kardiale Magnetresonanztomografie, Echo = Echokardiografie, TTC =
Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung, FACS = Durchflusszytometrie, IHC = Immunhistochemie,
real-time PCR = real-time Polymerase-Ketten-Reaktion).
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Abb. 2: Die Grafik zeigt den Versuchsaufbau der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-1 (= S1PR1)
-defizienten Mause bzw. der Geschwistertiere ohne knock-out Gen. (Con = Kontrolle; DOP = 4-
Deoxypyridoxin, d = Tag/Tage, h =Stunden, cMRT = kardiale Magnetresonanztomografie, STPR1
= Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-1, STPR1 Cardio Cre+ = S1PR1-defiziente Mause, S1PR1

Cardio Cre- = Geschwistertiere ohne knock-out Gen).
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2.2 Genehmigung des Versuchsvorhaben

Alle Versuche wurden vom Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt (Aktenzeichen 84-02.04.2016.A425).
Es erfolgte die erfolgreiche Teilnahme am Kurs ,Versuchstierkundliche
Einfuhrung zur Erlangung des Fachkundenachweises gemal §9 des geltenden

Tierschutzgesetzes®.

2.3 Versuchstiere, Zucht- und Haltungsbedingungen

Die S1PR1-defizienten Mause wurden uns freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Prof. Levkau (zum Zeitpunkt: Institut fur Pathophysiologie
Universitat Essen; aktuell: Institut fur Molekulare Medizin 3, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf) zur Verfligung gestellt.

Die Tiere wurden vor den Versuchen und in der Nachbeobachtung in der
Zentralen Einrichtung fur  Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) der Universitat Dasseldorf gehalten.

Dort lebten die Mause in Typ Il Kafigen mit einer Grdélke von 370
Quadratzentimetern welche mit staubfreiem Weichholzgranulat als Einstreu
ausgelegt waren. Die Kontrollgruppe erhielt ad libitum das Standardfutter von
Sniff, die DOP-Gruppe wurde mit Vitamin-B6-freiem Futter von Altromin GmbH &
Co.KG versorgt. Das Wasser wurde ozonisiert und mit Salzsaure (HCI) auf einen
pH-Wert von 2,6-3 angesauert und in der DOP-Gruppe weiterhin mit DOP
angereichert (30 mg/l, 7 Tage vor Versuchsbeginn). Die Haltungsraume der
ZETT wurden in der Zeit von 07:00 bis 19:00 Uhr beleuchtet (mitteleuropaische
Zeit). Die Luftfeuchtigkeit betrug 55 + 5 %, die Raumtemperatur 22 £ 2 °C.

24 Stunden vor Operation wurden die Tiere zur Akklimatisierung in die
Haltungsraume des Kardiologischen Labors gebracht. Die Haltungsbedingungen
entsprachen hier denen der ZETT. Zur postoperativen Nachversorgung
verblieben sie weitere 24 Stunden dort. Sie wurden zum Schutz der Wundnahte
fur diese Zeit in Einzelkafigen gehalten. Autoklavierter Zellstoff in den Kafigen

diente den Tieren als Ruckzugsort und zum Nestbau.
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2.4 Material

2.4.1 Verwendete Substanzen

Aqua dest. Milli Q

Buprenorphin

CD19 FITC anti-mouse AK

CD3 APC anti-mouse AK

CD4 PerCP/Cy5.5 rat anti-mouse AK
CD45 Pe-Cy7 anti-mouse AK

CD8 V500 rat anti-mouse AK

Diaminobenzidin- Tetrahydrochlorid
(DAB) Substrate Kit

DOP

Ethanol

Evans Blue-Lésung

F4/80 PE anti-mouse AK
Gadolinium-

Diethylentriaminpentaacetat

Goat Anti Rat IgG Biotin gelabelt

Hamalaun Lésung nach Mayer

Hamatoxylin Lésung nach Gill Il

iQ SYBR Green

Isofluran

Millipore GmbH, Burlington, US
Indivior Europe limited, Dublin, Irland
BioLegend, San Diego, US
BioLegend, San Diego, US

BD Biosciences, US

BioLegend, San Diego, US

BD Biosciences, US

ZYTOMED Systems, Bargteheide,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

BioLegend, San Diego, US
Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
us

Piramal critical care, Voorschoten,
Niederlande
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Isotonische Kochsalzlésung

Ketamin

Ly6C APC rat anti-mouse AK
Ly6G FITC anti-mouse AK
Lyse-Puffer

Monoclonal Rat Anti Mouse Mac-2

Mono-Poly-Resolving Medium (MP-
RM)

Paraffin
Perjodsaure-Losung, 0,5%

Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung,
mit Calcium und Magnesium
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung,

ohne Calcium und Magnesium
Pikro-Siriusrot
Proteinase K

Rat Gamma Globulin

Rat monoclonal to Ly6g antibody

Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit
RNeasy Kit

Roticlear

Schiff-Reagenz
Standardfutter

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

Zoetis, Berlin, Deutschland

BD Biosciences, US

BioLegend, San Diego, US
Apotheke, Uniklinik Disseldorf

Fa. Cedarlane, Burlington, Ontario,
Kanada

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

MORPHISTO GmbH, Offenbach am

Main, Deutschland

Jackson Immuno Research Labs,
West Grove, PA, Vereinigte Staaten
Abcam, Cambridge, Vereinigtes

Konigreich
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ssniff, Soest, Deutschland
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Streptavidin POX

Triphenyltetrazoliumchlorid

Vitamin-6-freies Futter

Vitroclud Mounting medium

Xylazin

B-Mercaptoethanol

2.4.2 Verwendete Utensilien

20G Venenverweilkatheter

Deckglaschen

Eppendorf Safe-Lock Tubes
FACS-Tubes

Greiner 15ml
Greiner 50ml
Nahtmaterial, verschiedene
Fadendicken

Parafilm

Pipetten, verschieden Grolken

Pipettenspitzen, verschieden GroRen

Skalpelle, verschiedene Grolken

Jackson Immuno Research Labs,
West Grove, PA, Vereinigte Staaten
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Altromin GmbH & Co.KG, Lage,
Deutschland

Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

Serumwerk Bernburg AG, Bernburg,

Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

VYCON, Ecouen, Frankreich
Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Ethicon, Puerto Rico USA

Pechiney plastic packaging, Chicago,

us
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Pfm medical, Koln, Deutschland
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Vasofix Sicherheits-Katheter |V

2.4.3 Verwendete Gerate

BD FacsVerse™

Spektralfotometer/Fluorometer der
Serie DS-11
Bio-Rad CFX96 system

Bruker AVANCE Il 9.4-T wide bore
nuclear magnetic resonance
spectrometer

M1025 System

microimaging unit Micro 2.5

Mikroskop Leica DM6B

Mikroskop Leica MZ6

Mikroskop Leica MZ95

Mikroventilator mit OP-Tisch
Mikrotom Jung Biocut 2035

Tissue-ruptor
Vortex Genie 2
Zentrifuge Microstar 17R

Zentrifuge Mikro 2000R

Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

BD Biosciences, US

DeNovix, Wilmington, US

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen, Deutschland
Bruker, Rheinstetten, Deutschland

SA Instruments, Stony Brook, NY
Bruker, Rheinstetten, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

UNO, NL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Scientific industries, New York, US

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Hettich Zentrifugen, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Deutschland
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Zentrifuge Rotina 38R Hettich Zentrifugen, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Zentrifuge Universal 120R Hettich Zentrifugen, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Wasserbad W20 VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

2.4.4 Verwendete Software

Diskus View Technisches Buro Hilgers,

Koénigswinter

flowJo® v10.8.1 BD Biosciences, US

GraphPad Prism 9 GraphPad software Inc, San Diego
ImagedJ v1.53c Wayne Rasband

ParaVision 5.1 Bruker, Rheinstetten, Deutschland

2.5 Methoden

2.5.1 Left-anterior-descending-artery-Ligatur-Operation

Bei der left-anterior-descending-artery (LAD) -Ligatur-Operation handelt es sich
um ein etabliertes Modell, mit dem man einen AMI bei Mausen unter kontrollierten
Bedingungen induzieren kann.

Der Thorax wird dabei unter Narkose und sterilen Bedingungen er6ffnet. Unter
Anwendung eines Operationsmikroskopes wird die proximale linke
Koronararterie aufgesucht und fir eine permanente Ligatur des Gefalles wird ein
Faden unternaht und zugezogen. Alternativ wird ein Schlauch Uber den Faden
gezogen, um eine transiente Ligatur zu erreichen. Im Falle der transienten Ligatur
wird der Schlauch nach 30 Minuten wieder gelost, wodurch es zu einer

Reperfusion in dem vom Gefal} versorgten Gewebe kommt.
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Mit der Methode ruft man einen AMI der Vorderwand hervor, der bei der
Bevolkerung Deutschlands ungefahr 50% der Myokardinfarkte ausmacht (10).

Somit deckt man mit diesem Vorgehen die haufigste Infarktlokalisation ab.

2.5.2 Durchfiihrung LAD-Ligatur-Operation

Die Mause erhielten intraperitoneal gewichtsadaptiert Ketamin (100 mg/kg BW)
und Rompun (10 mg/kg BW), um die drei Bausteine einer Narkose, Analgesie,
Hypnose und Relaxierung, zu erreichen. Sie wurden mit einem 20G
Venenverweilkatheter (VYCON) intubiert und durch einen speziellen
Mikroventilator (UNO, NL) auf einem gewarmten OP-Tisch beatmet. Die
Raumluft wurde mit 40 % Sauerstoff und 2 % Isofluran angereichert. Der
Brustbereich wurde mithilfe eines Kleintierrasierers enthaart. Nach der klinischen
Kontrolle einer ausreichenden Narkosetiefe durch Uberpriifung des
Zwischenzehenreflexes wurde der Thorax mittels lateraler Sternotomie eroffnet.
Dafur wurde ein 1,5 cm breiter Schnitt zwischen der 3. und 4. Rippe appliziert.
Mithilfe eines Operationsmikroskopes (Leica MZ95) wurde das Herz frei
prapariert, die proximale linke Koronararterie aufgesucht und mit 7-0 Seide
unterbunden.

Um eine transiente Ligatur im Sinne eines I/R-Modelles hervorzurufen, wurde ein
dunner Schlauch Uber beide Enden des Faden durchgezogen und Richtung des
GefalRes zugezogen. Als Erfolgskontrolle diente die Beobachtung des
Erblassens des Myokards sowie ST-Strecken-Veranderungen EKG. Die
Ischamie wurde fur 30 Minuten aufrecht gehalten, danach wurde der Schlauch
wieder entfernt und der Faden lose im Thorax belassen. Das Myokard konnte
erneut perfundiert werden.

Flr eine permanente Ligatur wurde der Faden aus 7-0 Seide stattdessen zu
einem festen Knoten zugebunden, was die Myokardischamie verursachte. Auch
hier wurden EKG-Veranderungen und Abblassen des Myokards zur Beurteilung
herangezogen.

Im Anschluss wurden die Rippen mit zwei Ligaturen aus 4-0 Seide verschlossen,
die Muskulatur und Haut wurden mit 5-0 Prolene vernaht. Nach Ausschleichen
der Narkose konnten die Mause extubiert werden und verweilten bis zum

vollstandigen Erwachen auf dem erwarmten Operationstisch. Postoperativ
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wurden sie fur 24 Stunden Uberwacht und mittels Rotlichtlampe gewarmt.
Analgetisch wurden sie fur 3 Tage alle 6-8 h mit Buprenorphin (0,1 mg/kg

subcutan) versorgt.

2.5.3 Kardiale-Magnetresonanztomografie

Die MRT ist ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren zur Darstellung von
Organen und Gewebe. lhre Wirkweise beruht auf starken Magnetfeldern, die zu
einer Anregung der Wasserstoffatome im Koérper fuhren, was wiederrum eine
Erzeugung elektrischer Signale bewirkt, die in Bilder transferiert werden kénnen.
Dabei kann das untersuchte Gewebe, in diesem Fall das Herz, in mehreren
Schnitten betrachtet werden.

Verwendet wurde das MRT Bruker AVANCE 11 9.4-T wide bore nuclear magnetic
resonance spectrometer (Bruker, Rheinstetten, Germany) bei einer Frequenz
von 400.13 MHz. Fur die mikroskopischen Aufhnahmen wurde die 25-mm
Vogelkafig-Resonator Kamera Bruker microimaging unit Micro 2.5 (mit aktiv
abgeschirmten Gradientensets [1.5 T/m]) verwendet.

Die Mause erhielten wahrend der Aufnahme eine Narkose mit 1,5%igem
Isofluran. Eine Analgesie war nicht von Noten, da der Eingriff nicht schmerzhaft
ist. EKG, Atemfrequenz und Korpertemperatur wurden mithilfe eines M1025
Monitors (SA Instruments, Stony Brook, NY) Uberwacht und die Daten wurden
mit der Atemfrequenz synchronisiert. Eine Venenverweilkanile (Vasofix
Sicherheits-Katheter IV, Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) wurde
intraperitoneal gelegt, um das Gadolinium haltige Kontrastmittel (Gadolinium-
Diethylentriaminpentaacetat [0.2 mmol/kg]) zu applizieren. Abhangig von der
Atemfrequenz wurden Videos in der Lange von ein bis zwei Minuten in Lang- und
Kurzachse aufgenommen (92).

Zur Analyse des linken Ventrikels wurden 8-10 Aufnahmen in kurzer Achse
herangezogen. Um strukturelle Parameter der Herzen zu bewerten, wurden das
linksventrikulare endsystolische und enddiastolische Volumen (LVESV, LVEDV)
gemessen. An funktionellen kardialen Parametern wurden Ejektionsfraktion (EF),
Schlagvolumen (SV) sowie der Schlagvolumenindex (SVI) als Quotient aus SV,
Herzfrequenz und der Korperoberflache erhoben.
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2.5.4 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung

Mittels der 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) Farbung lasst sich vitales
Gewebe von ischamischem Gewebe anhand des Anfarbe-Verhaltens
differenzieren. Es handelt sich dabei um eine Redox-Reaktion, bei der in vitalen
Zellen vorhandene Dehydrogenasen den Farbstoff Tetrazolium, der farblos ist,
zu Formazan reduzieren. Formazan hat ein Extinktionsmaximum bei 492 nm,
sodass er rot erscheint. So farbt sich vitales Gewebe rot, wahrend ischamisches
Gewebe farblos bleibt (93).

2.5.5 Durchfihrung TTC

Die Versuchstiere erhielten eine intraperitoneale Narkose mit Ketamin
(Ketanest® 100 mg/kg) zur Hypnose und Analgesie und Xylazin (Rompun® 10
mg/kg) zur Muskelrelaxierung. Die ausreichende Narkosetiefe wurde durch ein
Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes bestatigt. Es kam zu einer Ausblutung
der Tiere mit finaler Absicht, die thorakalen Organe wurden direkt anschliel3end
entnommen und in eisgekuhlter isotonischer Kochsalzlésung prapariert. Dabei
musste das Herz von umliegendem kardialem Fettgewebe und sonstigen
Geweberesten befreit werden. Ein ca. funf Millimeter langer Abschnitt der Aorta
ascendens blieb zur Kanlilierung des Herzens bestehen. Uber die Kanlile wurden
mit isotonischer Kochsalzlésung Blutreste entfernt. AnschlieRend wurde die
Stelle der vorherigen transienten LAD-Ligatur aufgesucht, wo sich noch ein loser
Faden des Eingriff befand, und mithilfe eines 7-0 Seidefaden (Seraflex)
permanent zugezogen. Uber die Kaniile wurde das Herz mit 0,1-prozentige
Evans Blue-Lésung (gel6st in isotonischer Kochsalzlésung, Sigma Aldrich)
durchspdlt, wodurch es zu einer Blaufarbung des Myokards kam. Im nachsten
Schritt wurde das Herz fest in Frischhaltefolie eingepackt und inkubierte fur drei
Stunden im Gefrierfach bei -20 °C. Das tiefgefrorene Herz wurde, beginnend bei
der Herzspitze, in sechs 1mm breite Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden
schliel3lich in einer einprozentige TTC- Lésung (Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland, in isotonischer Kochsalzlésung geldst) fur funf Minuten bei 37 °C
gefarbt. Vitales Gewebe wurde durch TTC rot angefarbt, in ischamischem

Gewebe wurde der Farbstoff nicht reduziert und stellte sich nahezu weil} dar.
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Anschlieltend wurden Fotos der Schnitte unter einem Mikroskop (Leica DM6B)
aufgenommen und mithilfe des Programmes Diskus View (Technisches Buro

Hilgers, Konigswinter) analysiert.

2.5.6 Histologie

Die Histologie, oder auch Gewebelehre, untersucht Gewebeproben. Dazu wird
das entnommene Gewebe in der Regel in Paraffin eingebettet und in sehr feine
Schichten im Mikrometerbereich geschnitten. So kdnnen verschiedene
Gewebestrukturen durch spezielle Farbeverfahren voneinander unterschieden
werden. Dabei weisen die verschiedenen Farbeldsungen spezifische Affinitaten
zu den einzelnen Zellsubtypen oder sogar Zellorganellen auf, sodass z.B.
Kollagen, Zellkerne und Zytoplasma differenziert erscheinen. Die gefarbten
Schnitte werden zuletzt mit 2,5- bis 400-facher Vergrofierung unter dem Licht-
oder Fluoreszensmikroskop betrachtet und reprasentative Fotos aufgenommen.
Bei der Auswertung konnen quantitativ gewisse Zellen, wie zum Beispiel
Granulozyten, gezahlt werden. Madglich ist auch eine qualitative Unterscheidung
der Zellen z.B. in Bezug auf die GroRRe, aber auch der prozentuale Anteil einer
angefarbten Flache kann verglichen werden.

Die Pikro-Siriusrot-Farbung ist eine Methode zur Farbung von Kollagenfasern im
Gewebe. Kollagen stellt sich dann lichtmikroskopisch rot dar, wahrend
Muskelzellen und Zytoplasma gelb erscheinen. So lasst sich Vernarbung des
Herzmuskels abgrenzen.

Mit der Periodic-acid-Schiff (PAS) Reaktion lassen sich Glykogen und andere
mehrkettige Kohlenhydrate in Geweben wie Leber, Herz- oder Skelettmuskulatur
anfarben. Mit ihrer Hilfe erscheinen Zellplasma magentarot und Zellkerne blau.
Die Reaktion erfolgt in zwei Schritten: Durch Zugabe der Perjodsaure oxidieren
freie Hydroxylgruppen an den Kohlenhydraten zu Aldehydgruppen. Im nachsten
Schritt kann das im Schiff-Reagenz erhaltene Fuchsin an die Aldehydgruppen
binden und die rote Farbe entsteht.

Die IHC ist ein Untergebiet der Histologie, mit der spezifische Antigene auf Zellen
oder Geweben zielgerichtet angefarbt werden konnen. Dazu werden entweder
Antikorper verwendet, die mit einem Fluorochrom gekoppelt sind und die

erwunschten Strukturen erscheinen farbig unter dem Fluoreszensmikroskop,
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oder Biotin-gekoppelte Antikdrper, die durch Farbung mit einem Chromogen eine

braune Farbe hervorrufen.

2.5.7 Durchfiihrung Histologie

Die entnommenen Herzen wurden in Paraffin eingebettet. Dafir wurden sie
vorsichtig in Metallkasten, die zur Halfte mit flussigem Paraffin befullt waren,
eingelassen und auf eine Kuhlplatte gestellt. Sobald das Paraffin etwas
ausgehartet war, wurden die Herzen vollstandig damit bedeckt. Bis zur
ausreichenden Aushartung verweilten die Proben weiterhin auf der Kuhlplatte.
Danach konnten sie Uber Nacht im Kiuhlschrank gelagert werden und waren am
nachsten Tag vollig ausgehartet.

Die Paraffinblocke wurden mit dem Mikrotom Jung Biocut 2035 in funf bis acht
pm breite Schnitte geschnitten und auf ein Wasserbad gegeben. Es wurden je
zehn Schnitte von zehn verschiedenen Ebenen des Herzens angefertigt. Die
dinnen Gewebsschichten auf dem Wasserbad wurden auf ein Deckglaschen
uberfuhrt und vor dem Farbeprozess getrocknet.

Fir die Pikro-Siriusrot-Farbung wurden die Paraffinschnitte zunachst
entparaffiniert und gewassert. Dazu wurden sie der Reihe nach fur funf Minuten
in Roticlear-Losung, drei Minuten in 100-prozentigem Ethanol, eine Minute in 96-
prozentigem Ethanol, eine Minute in 70-prozentigem Ethanol und schliel3lich in
destilliertes Wasser eingetaucht. Zur vorbereitenden Farbung des Gewebes
wurden die Proben fur 25 Sekunden mit Hamatoxylin Lésung nach Gill Il bedeckt
und danach fur zehn Minuten kontinuierlich mit flieRendem Leitungswasser
gespult. Im nachsten Schritt wurden sie fur 30 Minuten in purer Pikro-Siriusrot-
Losung gefarbt. Abschliefend durchliefen die Proben die zu Beginn
durchgefuhrte Alkoholreihe in  umgekehrter Reihenfolge zur erneuten
Entwasserung. Zur Konservierung bis zur Auswertung unter dem Lichtmikroskop
wurden sie mit einem Tropfen von Vitroclud Mounting-Medium (Langenbrinck)
und einem Deckglaschen bedeckt.

Die Bilder wurden in einer 25-fachen Vergréllerung aufgenommen, um maoglichst
das gesamte Herz abzubilden. Verglichen zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen wurde die Ebene, die den grofldten Anteil der Vorderwand des

linken Ventrikels abbildete, da dort der Myokardinfarkt hervorgerufen wurde. Die
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Fotos wurden mit dem Programm Imaged (v1.53c, Wayne Rasband)
ausgewertet. Dabei wurde der prozentuale Anteil der rot gefarbten Flache, also
der Narbenflache, bestimmt.

Fur die PAS-Farbung wurden die Schnitte wie oben beschrieben entparaffiniert
und gewassert und zusatzlich am Ende in zehnprozentigem Formalin fixiert.
Anschlieltend wurden die Proben fur finf Minuten in 0,5-prozentiger Perjodsaure-
L6sung oxidiert. Sie wurden in destilliertem Wasser gewaschen und inkubierten
danach fur 15 Minuten in Schiff-Reagenz. Dabei farbten sich die Schnitte
makroskopisch hellrosa. Um sie zu waschen, wurden sie fur finf Minuten unter
lauwarmes, laufendes Leitungswasser gehalten, wobei sie eine dunkelpinke
Farbe annahmen. Im weiteren Verlauf wurden sie fur eine Minute mit Hamalaun-
L6ésung nach Mayer gegengefarbt und danach erneut unter Leitungswasser
gewaschen. Wie bei der Pikro-Siriusrot-Farbung wurden sie schliellich wieder
entwassert, mit Vitroclud Mounting-Medium (Langenbrinck) bedeckt und ein
kleines Deckglas aufgelegt. Fur die Auswertung wurden Bilder in einer 100-
fachen Vergrofierung aufgenommen. Dabei wurden je funf Herzmuskelzellen aus
funf verschiedenen Bereichen des Infarktes begutachtet und mit Imaged in der
Lange gemessen.

Fur die IHC wurden die Schnitte ebenfalls im ersten Schritt entparaffiniert und
gewassert. Vor Farbung mit den Antikdrpern wurde eine Antigendemaskierung
durch Erhitzen der Schnitte in der Mikrowelle zweimal fur zehn Minuten bei 600
Watt durchgefihrt. Anschlielend kamen die Proben fir finf Minuten in eine
Peroxidase-Block Ldsung mit dreiprozentigem Wasserstoffperoxid bei
Raumtemperatur (RT), wurden anschlieBend dreifach in Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen und mittels 2,5-prozentigem Ziegenserum 20
Minuten lang geblockt.

Zur Anfarbung der Gewebsmakrophagen wurde der primare Antikoérper
Monoclonal Rat Anti Mouse Mac-2 (Cedarlane, Burlington, Ontario, Kanada) in
einer Konzentration von 0,25 pg/ml, verdunnt in PBS und dreiprozentigem
Ziegenserum, verwendet. Als Negativkontrolle wurde Rat Gamma Globulin
(Jackson Immuno Research Labs, West Grove, PA, Vereinigte Staaten) in
derselben Konzentration benutzt. Beide Antikdrper inkubierten Uber Nacht bei 4
°C im Dunklen und wurden anschlielend dreimal mit PBS gewaschen. Im

Anschluss wurden die Schnitte mit dem sekundaren Antikorper Goat Anti Rat IgG
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(Biotin gelabelt, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in einer 5 pg/ml
Konzentration bedeckt und inkubierten fur 30 Minuten lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen mit PBS (dreimalig) wurde
Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin (4 pg/ml, Jackson Immuno Research Labs,
West Grove, PA, Vereinigte Staaten) aufgebracht. Es folgte ein weiterer
Inkubationsschritt fir 45 Minuten bei RT und im Dunklen, anschlieRend wurde
dreimal mit PBS gewaschen. Zur farblichen Entwicklung der an die Antigene
gebundenen Peroxidase wurde 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB,
ZYTOMED Systems, Bargteheide, Deutschland) verwendet. Je zwei Tropfen der
Ldésung wurden pro Schnitt appliziert und inkubierten fir fanf Minuten, die
Schnitte wurden anschlielend in destilliertem Wasser gewaschen.

Zuletzt wurden sie fur 30 Sekunden in Hamalaun-Lésung nach Mayer
gegengefarbt und fur eine Minute in Leitungswasser geblaut.

Analog zur Farbung der Gewebsmakrophagen wurden die neutrophilen
Granulozyten gefarbt. Als primarer Antikorper wurde Rat monoclonal to Ly6g
antibody (abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) verwendet, als
Negativkontrolle Rat Gamma Globulin (Jackson Immuno Research Labs, West
Grove, PA, Vereinigte Staaten) und als sekundarer Antikorper ebenfalls Goat Anti
Rat IgG (Biotin gelabelt, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland).

Die Schnitte wurden wieder entwassert, mit Vitroclud Mounting-Medium
(Langenbrinck) bedeckt und Deckglaser aufgelegt. Es wurden Bilder in 100-
facher Vergroferung des linken Ventrikels aufgenommen. In einem Areal von
100 x 100 ym wurden an reprasentativen Stellen des Infarktes die braun
gefarbten Zellen, entsprechend den Makrophagen bzw. Neutrophilen,

ausgezahlt.

2.5.8 Real-time Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zur kunstlichen
Vervielfaltigung ausgewabhlter Gen-Sequenzen der vorliegenden
Desoxyribonukleinsaure (DNA). Sie wird angewandt, wenn nur geringe
Probenmengen vorhanden sind, wie zum Beispiel bei den sehr kleinen Herzen

der Mause.
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Bevor die DNA-Sequenzen vervielfaltigt werden kdnnen, muss zuerst
Ribonukleinsaure (RNA) aus dem Myokardgewebe extrahiert und anschliel3end
in komplementare DNA (cDNA) transkribiert werden. Im Anschluss wird die cDNA
vervielfaltigt. Bei der real-time PCR, einer in dieser Arbeit angewandten
Unterform, wird die Zeit bestimmt, nach der das Ziel-Gen identifizierbar ist. So
kann je nach Dauer des Experiments auf die Quantitdt der Genexpression
geschlossen und Proben miteinander verglichen werden. Die Vorgehensweise
wird in den nachsten Unterkapiteln erlautert.

2.5.8.1 Extraktion der Ribonukleinsaure

Zur Durchfuhrung der real-time-Polymerase-Ketten-Reaktion wurde zunachst
RNA mithilfe des RNeasy-Kits (Qiagen) aus dem enthommenen Herzgewebe
isoliert. Dazu wurde im ersten Schritt die Gewebsstruktur mit RLT-Puffer (Qiagen)
lysiert. Dem Puffer wurde zuvor R-Mercaptoethanol in einer 1:100 Verdinnung
hinzugefugt, um moglicherweise in der Losung vorhandene RNase-Enzyme zu
inaktivieren und somit die RNA zu schitzen. Der RLT-Puffer sorgte neben der
Lyse aullerdem fur eine verbesserte Bindung der RNA an die Silikon-Membran
durch seine hohe Konzentration an Guanidin-lsothiocyanat. AnschlieRend wurde
die Suspension mithilfe eines sog. Tissue-ruptors (Qiagen) homogenisiert. 300 pl
der Lésung wurden in QIAshredder (Qiagen) Uberfuhrt und fur zwei Minuten bei
13.200 g zentrifugiert. 300 ul des Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal® DOP uberfuhrt und inkubierten fur zehn Minuten bei 55 °C mit
600 pl Proteinase K Losung (10 pl Proteinase K in 590 pl H20), um vorhandene
Proteine zu lysieren. Es wurde danach fur drei Minuten bei 10.000 g zentrifugiert,
900 ul des Uberstandes wurden in ein sauberes Reaktionsgefal Uberfiihrt. 450
pl eines 100-prozentigen Ethanols wurden hinzugefligt und die Mischung wurde
auf einer Vortex-Platte gut durchmischt. Zur Trennung der geldsten RNA vom
restlichen Material wurden 700 pl der Suspension auf die RNeasy-Mini-spin
Silikatsaule pipettiert und bei 10.000 rpm flr 15 Sekunden zentrifugiert. Dabei
band die RNA an die Saule, die nicht bendtigten Bestandteile setzten sich unten
ab (= flow-through) und wurden verworfen. Die Ubrigen 650 ul der Gewebslosung
wurden ebenfalls auf die Saule pipettiet und nach gleichem Schema

zentrifugiert. Die nachsten Schritte fungierten alle als Waschprozess, um eine
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hohere Reinheit der Proben zu erhalten. 350 pl des RW1-Puffers aus dem Kit
wurden auf die Saule gegeben und erneut bei 10.000 rpm fur 15 Sekunden
zentrifugiert, der flow-through verworfen. 80 yl DNase | Mix (70 yl RDD-Puffer +
10 pl DNase-I-Stammldsung) kamen auf die Saule und inkubierten dort fur 15
Minuten bei Raumtemperatur, wodurch DNA-Reste entfernt wurden. Wieder
350ul des RW1-Puffers wurden auf die Saule gegeben und bei 10.000 rpm flr
15 Sekunden zentrifugiert, der flow-through verworfen. 500 pl des RPE-Puffers
wurden auf die Saule pipettiert und bei 10.000 rpm fur 15 Minuten zentrifugiert.
Der Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt, in der letzten Durchfihrung
allerdings stattdessen zwei Minuten zentrifugiert. Mit Zentrifugation bei 13.200 g
fur eine Minute wurde der restliche Waschpuffer von der Saule entfernt.

Um schliel3lich die an der Silikatsaule gebundene RNA in Losung zu bringen,
wurden 30 pyl RNase-freies Wasser auf die Saule pipettiert und inkubierten dort
fur funf Minuten. Im letzten Schritt wurde zweimal fur jeweils eine Minute bei
10.000 rpm zentrifugiert, das Eluat vor dem zweiten Durchgang erneut auf die
Saule gebracht, um die Ausbeute an RNA zu erhdhen.

5ul der extrahierten RNA wurden fur eine Qualitatskontrolle mit einem

Fluoremeter (DeNovix) verwendet.

2.5.8.2 Konvertierung in komplementare DNA

Zur Durchfihrung der real-time-Polymerase-Ketten-Reaktion musste die
extrahierte RNA in cDNA transkribiert werden. Dazu wurde das Revert Aid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Qiagen) verwendet. Hierbei werden zwei Schritte
bendtigt: In einem ersten Schritt wird vorhandene genomische DNA aus der
Suspension bereinigt, um eine Kontamination zu vermeiden. Dazu inkubierten
die Proben fur funf Minuten bei 37 °C mit 6 ul des im Kit enthaltenen DNA-
Elimination-Puffers und 8 pul RNase-freiem Wasser und wurden anschlieRend auf
Eis gestellt. Im zweiten Schritt wurden 6ul zu der Mischung gegeben. Sie
inkubierten 15 Minuten bei 42 °C gefolgt von einer finfminatigen Inkubation bei
95 °C, um die Reaktion zu stoppen. Die fertige Probe lagerte bis zur Messung

auf Eis.
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2.5.8.3 Durchfuhrung PCR

Zur Amplifizierung der gewonnen RNA und anschlieRender Messung wurde der
iQ SYBR Green Master Mix (Thermo Fischer) verwendet. Darin enthalten sind
alle fur die PCR notwendigen Enzyme. Zu erganzen waren Primer der zu
messenden Gene atriales natriuretisches Peptid, natriuretisches Peptid Typ B
und Collagen1a2 (Thermo Fischer). Die real-time PCR wurde auf dem Bio-Rad
CFX96 System druchgefuhrt.

2.5.9 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch bekannt als FACS (=Fluorescence activated cell
scanning/sorting), ist eine seit 1969 etablierte Methode. Sie wurde erstmals durch
Leonard Herzenberg beschrieben (94). Eine Suspension von Zellen wird hierbei
auf Ebene von ,single cells®, also einzelnen Zellen, analysiert. Dabei wird
zwischen der GroRRe der Zellen, der Granularitdt und der Antigen-Expression
unterschieden. Somit kdnnen die Zellen quantifiziert, aber auch qualitativ
identifiziert werden. Das Cytometer besteht aus einem Flusskanal, in der die
Zellen durch einen Unterdruck in einen laminaren Fluss gebracht werden, drei
verschiedenen Lasern in den Wellenlangen 405 nm, 488 nm, 633 nm,
verschiedenen Detektoren und einem Computer zur Verarbeitung der Impulse in
sogenannte FacsPlots. Die Laser treffen im 90°-Winkel auf den Zellfluss. Dabei
wird detektiert, wie viel des Lichtes auf der gegenuberliegenden Seite ankommt
(forward scatter, FSC), und wie viel Licht gestreut wird (sideward scatter, SSC).
Anhand dessen kann unterschieden werden, wie grof3 und wie granular die Zellen
sind. Zudem kdénnen Antikorper, die mit einem Fluorochrom gekoppelt sind,
zielgerichtet an die Antigene der Zelloberflache binden. Die Fluorochrome
werden von den verschiedenen Lasern angeregt und geben fluoreszierendes
Licht in einer bekannten Wellenlange ab. Das Cytometer kann durch vorherige
Definition der verwendeten Antikérper die emittierten Wellenlangen dem
jeweiligen Antigen zuordnen und so die Zellen nach ihrer Antigenexpression
sortieren und quantifizieren. Jeder einzelnen Zelle wird ein Wert fur FSC und SCA
zugeteilt. Dargestellt wird sie durch einen Punkt im FACS-Plot. Dadurch kdnnen

manchmal bereits verschiedene Zellpopulationen unterschieden werden. Fur
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eine genauere Unterscheidung innerhalb einer Population ist es notig, diese auf

Antigen Expression untersuchen.

2.5.10 Durchfiihrung Durchflusszytometrie

Zur Qualifizierung und Quantifizierung der murinen Leukozyten wurden 500 pl
heparin-antikoaguliertes Vollblut langsam auf 900 pl Mono-Poly-Resolving
Medium (MP-RM) in 5 ml FACS-Tubes pipettiert, ohne die Flussigkeiten zu
vermischen. AnschlieRend wurden die Proben fur 45 Minuten, bei 300 g und
Raumtemperatur, ohne Bremse, zentrifugiert. Es bilden sich bei der
Zentrifugation verschiedene Schichten, von unten nach oben: Hamatokrit, MP-
RM, Polymorphnukleare Leukozyten, MP-RM, mononukleare Leukozyten und
Plasma. Das Plasma wurde verworfen, die nachfolgenden Schichten wurden
vorsichtig vom Hamatokrit getrennt und in 2,5 ml PBS resuspendiert, um sie zu
waschen. Es wurde fur zehn Minuten bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen. 5 ml Lyse-Puffer wurden
hinzugeflgt, um Ubrig gebliebene Erythrozyten zu lysieren, und zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden im Anschluss wie oben
beschrieben mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das aus
Leukozyten bestehende pellet in 400 yl PBS resuspendiert und je 200 ul der
Suspension zur Farbung auf zwei 0.5 ml Reaktionsgefalde aliquotiert. Den
Proben wurden Antikdrper in einer 1:100 Verdinnung hinzugeflgt. Nach 20
Minuten Inkubationszeit bei 4 °C im Lichtgeschutzten wurden 250 pl PBS
hinzugefugt und bei 500 g und 4 °C fur zehn Minuten zentrifugiert. Die dann
gefarbten und gewaschenen Pellets wurden zur finalen Messung am Flow-
Cytometerin 200 pl PBS geldst.

Die Farbung der Proben erfolgte mit zwei verschiedenen Antikdrper-Panels.
CD45 ist ein Glykoprotein, welches alle weillen Blutkorperchen auf ihrer
Oberflache exprimieren. Beide panels enthielten einen Antikorper fur CD45,
gekoppelt mit dem Fluorochrom PE-Cy7, als Marker, um die Leukozyten in den
Proben sicher als solche zu identifizieren und sie vom Zell-Debris zu trennen. In
Panel 1 waren aul3erdem Antikdrper gegen CD3 als Oberflachenmarker fur T-
Zellen, gegen CD19 als Marker fur B-Zellen, und gegen CD4/CD8 enthalten, mit
denen sich die T-Zellen weiterhin in die Untergruppen T-Helfer- (TH) und T-Killer-
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(TK) Zellen differenzieren lieRen. In Panel 2 waren Antikdrper gegen Ly6G, ein
Antigen, das Mause auf Granulozyten exprimieren, und Ly6C, welches sich auf
Monozyten befindet. Um die zirkulierenden Makrophagen abzugrenzen, wurde
ein Antikorper gegen F4/80 angewandt.

Ausgewertet wurde mit FlowJo® (v10.8.1, BD Life Sciences, US).

2.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit der Statistik Software GraphPad-Prism©
9.0 (GraphPad software Inc, San Diego) durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde
durch Anwendung von Kolmogorov-Smirnof-Tests und Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung gepruft. Bei normalverteilten Variablen wurden gepaarte bzw.
ungepaarte T-Test angewandt, bei nicht-normalverteilten Variablen wurde ein
Mann-Whitney U Test durchgefuhrt. Um die DOP-Effekte zwischen S1PR1
Cardio Cre- und S1PR1 Cardio Cre+ zu vergleichen, wurde eine two-way-
ANOVA Analyse durchgefuhrt. Fur normalverteilte Variablen werden die
Ergebnisse und die deskriptiven Statistiken der erhobenen Daten als Mittelwerte
mit Standardabweichung (Mean + SD) dargestellt. Binare Variablen werden in
der deskriptiven Statistik als absolute Anzahl mit prozentualem Anteil an der
Population in Klammer (No. [%]) prasentiert. Es wurde ein Konfidenzintervall von
95% gewahlt. P-Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen. (91)
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3 Ergebnisse

3.1 Gravimetrische Parameter

Es wurden Korpergewicht der Versuchsmause und die durchschnittliche
Herzfrequenz wahrend der Versuche erhoben und verglichen.

Das Korpergewicht der Mause unterschied sich weder bei den Wildtyp Mausen
noch bei den S1PR1-defizienten Mausen (S1PR1 Cardio Cre+) zwischen der
Kontrollgruppe und der DOP-Gruppe (Wildtypen: Kontrolle (Con) 26,35 + 5,52 g
vs. DOP 23,25 £ 2,08 g, p = 0,2673; S1PR1 Cardio Cre+: Con 24,02 £ 1,47 g vs.
DOP 21,99 + 1,42 g, p = 0,3568) (s. Abb. 3A).

Auch bezlglich der Herzfrequenz, gemessen in Schlagen pro Minute (beats per
minute, bpm), konnten kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt
werden (Wildtypen: Con: 546,80 £ 52,60 bpm vs. DOP: 527,00 £ 39,24 bpm, p =
0.9859; S1PR1 Cardio Cre+: Con: 533,90 £ 47,99 bpm vs. DOP: 556,10 + 71,12
bpm, p = 0.9894) (s. Abb. 3B).
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Abb. 3: Gravimetrische Parameter wiahrend der Versuche: A) zeigt das Korpergewicht der
Versuchsmause, welches sich nicht zwischen den Gruppen unterschied. B) zeigt die
durchschnittlichen Herzfrequenzen wahrend der Versuche, auch hier konnten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen festgestellt werden. (g = Gramm, bpm = beats per minute, Schlage pro
Minute, Con= Kontrolle; DOP= mit DOP behandelte Mause, S1PR1 Cardio Cre+= S1PR1-

defiziente Mause)
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3.2 Experimentelle Versuchsergebnisse

3.2.1 Eine Inhibition der S1P-Lyase vor Induktion der Ischamie verbessert

die post-ischamische myokardiale Reparatur:

Durch eine permanente oder transiente Ligatur der LAD wurde ein AMI
hervorgerufen. Verglichen wurden Versuchstiere, die zuvor sieben Tage lang den
S1P-Lyase-Hemmer DOP uber die Nahrung erhielten, mit Kontrolltieren ohne
DOP-Zufuhr. Wie erwartet konnte DOP die Konzentration der S1P-
Plasmaspiegel zur Zeit des Myokardinfarkts um das Vierfache erhdéhen (Con:
0,97 £ 0,22 uyM vs. DOP: 3,83 + 0,22 pM, p < 0.0001, (s. Abb. 4)) (91).
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Abb. 4: S1P-Plasma-Konzentration zum Zeitpunkt der Ligatur: DOP erhohte die S1P-
Plasmalevel um das 4-fache zum Zeitpunkt des AMI (uM = Mikromolar, Con = Kontrolle; DOP =
mit DOP behandelte Mause). (Abb. modifiziert nach Polzin et al. (91))

Die Gabe von DOP sieben Tage vor einer transienten Ligatur fUhrte nach 24
Stunden zu einer Reduktion der Infarktgrof3e (infarct size, 1S), gemessen mithilfe
einer TTC-Farbung (IS: Con: 42,02 + 3,91 % vs. DOP: 37,01 + 3,27 %, p = 0.0307
(s. Abb. 5A)). Das durch die Ischamie gefahrdete Gewebe, genannt area at risk
(AAR), unterschied sich nicht zwischen den Gruppen (AAR: Con: 45,58 + 6,30 %
vs. DOP: 45,38 + 6,93 %, p = 0.9562 (s. Abb. 5B)).
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Abb. 5: InfarktgroBe und gefahrdetes Gewebe 24 Stunden nach transienter Ligatur: Die
Erhéhung der S1P-Konzentration mit DOP konnte die InfarkigroRe 24 Stunden nach transienter
Ligatur signifikant verringern (Graph A). Das durch die Ischamie gefahrdete Gewebe unterschied
sich nicht zwischen den Gruppen (Graph B). In C) sind reprasentative Bilder der TTC gefarbten
Herzen nach 24 Stunden zu sehen. Die hellen, fast weillen Areale entsprechen dem
Infarktbereich, das geféahrdete Gewebe ist rétlich verfarbt. (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP
behandelte Mause)

24 Stunden nach der Reperfusion kam es in der DOP-Gruppe weiterhin zu einer
Verbesserung des SV und der linksventrikularen Ejektionsfraktion (EF) (SV: Con:
26,08 £ 3,31 pl vs. DOP: 31,48 £ 2,36 pl, p = 0.0033 (s. Abb. 6A); EF: Con: 37,68
1 3,64 % vs. DOP: 43,45 + 4,87 %, p = 0.0211 (s. Abb. 6B)). Die strukturellen
Parameter LVEDV und LVESYV blieben unverandert (LVEDV: Con: 69,38 £ 7,71
pl vs. DOP: 71,49 £ 6,46 pl, p = 0.5622 (s. Abb. 6C); LVESV: Con: 43,30 £ 6,05
pl vs. DOP: 41,56 + 5,55 pl, p = 0.5594 (s. Abb. 6D)).
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Abb. 6: Funktionelle und strukturelle Parameter, 24 Stunden nach transienter Ligatur,
Kontrolle vs. DOP: In der DOP Gruppe kam es zu einer Verbesserung der funktionellen
Parameter: A) Schlagvolumen (SV [ul]), B) Ejektionsfraktion (EF [%]). Die strukturellen Parameter
unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen: C) linksventrikulares endsystolisches Volumen
(ESV [ul])], D) linksventrikulares enddiastolisches Volumen (EDV [pl]) (Con = Kontrolle; DOP =
mit DOP behandelte Mause). (Abb. modifiziert nach Polzin et al. (91))

Im Modell eines schweren Myokardinfarkts ohne Reperfusion wurden 24 Stunden
nach der permanenten Ligatur cMRTs durchgefihrt, um die GroRe der
Infarktnarben zu bestimmen. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und der DOP-Gruppe gezeigt werden (Con: 26,27 + 8,32 %
vs. DOP: 31,57 + 7,28 %, p = 0.15 (s. Abb. 7)). (91)
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Abb. 7: InfarktgroBe 24 Stunden nach permanenter Ligatur: Der Graph zeigt die
InfarktgréBRe nach 24 Stunden, gemessen durch cMRT, die sich nicht zwischen den
Gruppen unterschied (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause). (Abb.

modifiziert nach Polzin et al. (91))

Ahnlich  verhielt es sich mit den funktionellen Parametern SVI
(SV/Herzschlag/Korperoberflache; pl/Schlag/m?: Con: 0,51 + 0,09 vs. DOP: 0,50
+ 0,14, p = 0.8872 (s. Abb. 8B)) und EF (EF: Con: 34,86 + 13,41 % vs. DOP:
32,64 + 8,72 %, p = 0.7080 (s. Abb. 8A)), sowie den strukturellen Parametern
LVESV (Con: 47,45 + 17,96 pul vs. DOP: 49,56 + 18,68 ul, p = 0.8175 (s. Abb. 8C
und Abb. 8B)) und LVEDV (Con: 102,20 + 29,82 ul vs. DOP: 92,23 + 23,89 i, p
=0.7984 (s. Abb. 8D)). (91)

A B
o\:. — ag 0.8_ .
§ %07 . g N 0.6- .
=} C < "
X [}
S 40- £ £
@ S £ 0.4
c o
S S8
$ 207 & 302+
L 5]
0- Y

Con DOP Con DOP

38



= 5
= =
= _ 0.8175 c 150
S 100 <|E> 0.7984
5 80 y 3
S > 100+ )
@ 60 °J3 @
<
& 3
£ 40 =
@) S 50
v>’- 20 g
2 ie]
g =
o 0- o 0=
> 2
Con DOP Con DOP

Abb. 8: Funktionelle und strukturelle Parameter, 24 Stunden nach permanenter Ligatur,
Kontrolle vs. DOP: Die funktionellen und strukturellen Parameter, verglichen zwischen
Kontrollen und mit DOP behandelten Mausen, unterschieden sich nicht nach 24 Stunden. A)
Ejektionsfraktion (EF, [%]), B) Schlagvolumenindex (SVI, [SV/Herzfrequenz/Kérperoberflache;
pi/bpm/m?]), C) linksventrikuldres endsystolisches Volumen (ESV, [ul]), D) linksventrikulares
enddiastolisches Volumen (EDV, [ul]) (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause).
(Abb. modifiziert nach Polzin et al. (91))

21 Tage nach permanenter Ligatur hingegen lieferten die cMRTs andere
Ergebnisse. In der DOP-Gruppe kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
Verbesserung der systolischen Funktion (EF: Con: 26,42 + 8,74 % vs. DOP:
38,22 + 11,82 %, p = 0.0448 (s. Abb. 9A); SVI [ul/bpm/m?]: Con: 0,55 + 0,07 vs.
DOP: 0,80 £ 0,22, p = 0.009 (s. Abb. 9B)), sowie zu einer sichtbaren, aber nicht
statistisch signifikanten Verbesserung der endsystolischen und enddiastolischen
Volumina (ESV: Con: 81,39 £ 26,64 ul vs. DOP: 58,92 + 25,34 ul, p = 0.1195 (s.
Abb. 9C); EDV: Con: 102,20 + 29,82 ul vs. DOP: 92,23 + 23,89 ul, p = 0.48 (s.
Abb. 9D)). (91)
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Abb. 9: Funktionelle und strukturelle Parameter, 21 Tage nach permanenter Ligatur,
Kontrolle vs. DOP: Die systolische Funktion wurde durch die DOP Behandlung verbessert, das
endsystolische und enddiastolische Volumen waren numerisch kleiner. A) Ejektionsfraktion (EF,
[%]), B) Schlagvolumenindex (SVI, [SV/Herzfrequenz/Kdrperoberflache; pyl/lbpm/m?]), C)
linksventrikuldres endsystolisches Volumen (ESV, [ul]), D) linksventrikuldres enddiastolisches
Volumen (EDV, [pl]) (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause). (Abb. modifiziert nach
Polzin et al. (91))

Ferner wurde die Gen-Expression des atrialen natriuretischen Peptids (ANP),
des natriuretischen Peptids Typ B (BNP) und von Collagen1a2 (Coll1a2) im
remote-Gewebe des linksventrikularen Myokards 21 Tage nach permanenter
Ligatur untersucht. Hier konnte fur alle untersuchten Gene eine Reduktion der
Expression in den mit DOP behandelten Mausen gezeigt werden. (ANP: 0,58 +
0,34 -fache der Kontrolle, p = 0.0688; BNP: 0,49 + 0,24 -fache der Kontrolle, p =
0.0017; Coll1a2: 0,45 £ 0,17 -fache der Kontrolle, p < 0.0001 (s. Abb. 10)). (91)
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Abb. 10: Gen-Expression im remote Myokard des linken Ventrikels 21 Tage nach
permanenter Ligatur: An Tag 21 nach Ischamie kam es in der DOP Gruppe zu einer
Veranderung der Gen Expression (gemessen mit real-time PCR; ANP= atriales natriuretisches
Peptid; BNP = B-Typ Natriuretisches Peptid; Coll1a2 = Collagen1a2; Con = Kontrolle; DOP = mit
DOP behandelte Mause). (Abb. modifiziert nach Polzin et al. (91))

Zudem ergaben die histologischen Analysen eine Verkleinerung des
Kardiomyozyten-Durchmessers im remote-Herzgewebe der DOP-Gruppe (Con:

21,95 + 1,59 % vs. DOP: 17,35 % 0,77 %, p = 0.0020 (s. Abb. 11A, 11B)). (91)
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Abb. 11: Histomorphologische Untersuchung der Kardiomyozyten-Durchmesser 21 Tage
nach permanenter Ligatur: A) In der Histomorphologie zeigten sich verringerte
Kardiomyozyten-Durchmesser in der mit DOP behandelten Gruppe (mindestens in je flinf
Kardiomyozyten und finf Schnitten gemessen). B) zeigt reprasentative mikroskopische
Aufnahmen der Kardiomyozyten, in periodic acid-Schiff (PAS) Farbung, 100-fache
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VergréRerung, nach 21 Tagen (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause). (Abb.
modifiziert nach Polzin et al. (91))

Daruber hinaus war die Narbengrofie im Herzgewebe in der DOP-Gruppe an Tag
21 nach permanenter Ligatur verkleinert im Vergleich zur Kontrollgruppe (Con:
18,40 £ 6,61 % vs. DOP: 11,97 £ 6,83 %, p = 0.0494 (s. Abb. 12A, 12B)). (91)
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Abb. 12: Kardiale NarbengroBe 21 Tage nach permanenter Ligatur, mit DOP
Vorbehandlung: A) Herzmuskelfibrose war bei mit DOP behandelten Mausen an Tag 21 nach
AMI reduziert. B) zeigt reprasentative mikroskopische Aufnahmen, in Siriusrotfarbung, linker
Ventrikel, 25-fache VergréRBerung, nach 21 Tagen. Hierbei erkennt man rot angefarbt das
Narbengewebe. (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause). (Abb. modifiziert nach
Polzin et al. (91))

3.2.2 DOP verbessert den post-ischamischen myokardialen Umbau auf
eine S1PR1-abhangige Weise:

Auch beim Vergleich zwischen S1PR1-defizienten- und Wildtypmausen gab es
24 Stunden nach Myokardinfarkt keine signifikanten Unterschiede mit und ohne
DOP-Behandlung in Bezug auf EF (s. Abb. 13A) und SVI (s. Abb. 13B) (EF: Cre-
Con: 27,23 £ 5,47 % vs. Cre- DOP: 29,03 £ 6,99 %, p = 0.9724; Cre+ Con: 28,09
*+ 9,24 % vs. Cre+ DOP: 24,85 + 6,53 %, p = 0.8795; SVI [ul/Herzfrequenz/m?]:
Cre- Con: 0,59 £ 0,18 vs. Cre- DOP: 0,75 £ 0,10, p = 0.6510; Cre+ Con; 0,73 +
0,29 vs. Cre+ DOP: 0,87 £ 0,18, p = 0.7422). (91)
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Ahnlich verhielt es sich mit den strukturellen Parametern endsystolischer
Durchmesser (ESD, s. Abb. 13C) und enddiastolischer Durchmesser (EDD, s.
Abb. 13D) (ESD: Cre- Con: 3,30 + 0,55 mm vs. Cre- DOP: 3,39 £ 0,49 mm, p =
0.9852, Cre+ Con: 3,31 £ 0,35 mm vs. Cre+ DOP: 3,13 £ 0,36 mm, p = 0.9090;
EDD: Cre- Con: 3,99 + 0,45 mm vs. Cre- DOP: 3,98 £ 0,6 mm, p > 0.9999, Cre+
Con: 3,92 + 0,22 mm vs. Cre+ DOP: 3,69 + 0,41 mm, p = 0.8095). (91)
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Abb. 13: Funktionelle und strukturelle Parameter bei den S1PR1 Cardio Cre- und S1PR1
Cardio Cre+, 24 Stunden nach Ligatur, jeweils Kontrolle vs. DOP: 24 Stunden nach Ligatur
der LAD gab es keine Unterschiede zwischen S1PR1 Cardio Cre- und Cre+ mit und ohne DOP
Behandlung. A) Ejektionsfraktion (EF, [%]) B)  Schlagvolumenindex  (SVI,
[SV/Herzfrequenz/Kdrperoberflache;  pl/lbpm/m?]), C) linksventrikularer endsystolischer
Durchmesser [mm], D) linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser [mm], (Con = Kontrolle;
DOP = mit DOP behandelte Mause, S1PR1 Cardio Cre+ = S1PR1-defiziente Mause, S1PR1
Cardio Cre- = Wildtypmause). (Abb. modifiziert nach Polzin et al. (91))
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Dahingegen zeigten die S1PR1-defizienten Tiere mit DOP-Behandlung an Tag
21 eine Verbesserung der EF und des SVI (EF: Cre- Con: 19,1 £ 1,9 % vs. Cre-
DOP 22,3 £ 3,5 %, p=0.0479 (s. Abb. 14A); SVI [ul/bpm/m?]: Cre- Con: 0,7 £ 0,1
vs. Cre- DOP: 1,16 £ 0,4, p = 0.2493 (s. Abb. 14B)). Im Gegensatz dazu konnte
dieser Effekt nicht bei den Cardio Cre+ Tieren mit DOP-Behandlung gezeigt
werden. (EF: Cre+ Con: 25,9 £ 5,70 % vs. Cre+ DOP: 19,8 + 2,60 %, p = 0.0485
(s. Abb. 14A); SVI, [ul/lbpm/m?]: Cre+ Con: 0,97 + 0,09 vs. Cre+ DOP: 0,92 £ 0,23,
p = 0.6787 (s. Abb. 14B)). Bezuglich der strukturellen Parameter zeigten sich bei
den linksventrikuldaren enddiastolischen- und endsystolischen Durchmessern
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (ESD: Cre- Con: 4,4 +
0,63 mm vs. Cre- DOP: 3,7 £ 1,30 mm, p = 0.6771; Cre+ Con: 4,6 £ 1,10 mm vs.
Cre+ DOP: 3,9 £ 0,60 mm, p = 0.5946 (s. Abb. 14C); EDD: Cre- Con: 4,86 £+ 0,42
mm vs. Cre- DOP: 4,38 £ 1,16 mm, p = 0.7789; Cre+ Con: 5,15 + 0,89 mm vs.
Cre+ DOP: 4,76 £ 0,49 mm, p = 0.8587 (s. Abb. 14D)). (91)
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Abb. 14: Funktionelle und strukturelle Parameter bei den S1PR1 Cardio Cre- und S1PR1
Cardio Cre+, 21 Tage nach Ligatur, jeweils Kontrolle vs. DOP: 21 Tage nach Ligation des
RIVA waren EF und SVI héher bei den mit DOP behandelten S1PR1 Cardio Cre-, aber nicht bei
den S1PR1 Cardio Cre+. Bei den linksventrikularen enddiastolischen- und endsystolischen
Durchmessern zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. A)
Ejektionsfraktion [%], B) Schlagvolumenindex (SVI, [SV/Herzfrequenz/Kdrperoberflache;
pl/bpm/m?]), C) linksventrikularer endsystolischer Durchmesser [mm], D) linksventrikularer
enddiastolischer Durchmesser [mm] (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause,
S1PR1 Cardio Cre+ = S1PR1-defiziente Mause, S1PR1 Cardio Cre- = Wurfgeschwister ohne
knock-out Gen). (Abb. modifiziert nach Polzin et al. (91))

3.2.3 Die Behandlung mit DOP nimmt Einfluss auf die postischamische

Inflammation

An Tag funf nach Induktion des AMI wurde Blut aus den Herzen entnommen und
fur immunologische Analysen mittels Durchflusszytometrie aufbereitet. Erneut
wurden die Ergebnisse zwischen Mausen mit DOP-Vorbehandlung und
Kontrolltieren verglichen.

Der prozentuale Anteil der zirkulierenden T-Lymphozyten und B-Lymphozyten,
gemessen an der Gesamtheit aller Leukozyten, nahm bei der mit DOP
behandelten Gruppe ab (T-Lymphozyten: Con: 24,00 + 7,87 % vs. DOP 4,812 +
0,62 %, p = 0.0003 (s. Abb. 15A); B-Lymphozyten: Con: 39,52 + 4,58 % vs. DOP
25,19 £ 12,22 %, p = 0.0359 (s. Abb. 15B)). Zudem kam es in der DOP-Gruppe
zu einer Zunahme der Subpopulation der TK-Zellen innerhalb der Gesamtheit der
T-Lymphozyten. Die TH-Zellen blieben unbeeinflusst (TK: Con 14,99 + 3,88 %
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vs. DOP 34,43 + 9,74 %, p = 0.0001; TH: Con 52,67 + 2,32 % vs. DOP 50,17 +
7,95 %, p = 0.9381 (s. Abb. 15C)).
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Abb. 15: Durchflusszytometrische Bestimmung der Leukozyten-Verteilung an Tag fiinf,
Lymphozyten: Der Anteil der T- und B-Lymphozyten an der Gesamtheit der Leukozyten nahm
in der mit DOP behandelten Gruppe ab. Ferner wurde der Anteil der T-Killer-Zellen an den
gesamten T-Lymphozyten durch DOP-Behandlung erhéht, die T-Helfer-Zellen blieben
gleichverteilt. A) T-Lymphozyten [%], B) B-Lymphozyten [%], C) T-Helfer-Zellen/T-Killer-Zellen
[%]. (Con = Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause)

Dahingegen konnte eine Zunahme des Anteils der Granulozyten im Blut durch
die Vorbehandlung mit DOP vermerkt werden. (Con: 22,85 + 13,90 % vs. DOP:
46,10 £ 17,35 %, p = 0.0195 (s. Abb. 16A)). Die Verteilung der Makrophagen,
Monozyten und die Anteile der inflammatorischen und der nicht-

inflammatorischen an den gesamten Monozyten zeigten sich in der DOP-Gruppe
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nicht verschieden zur Kontrollgruppe. (Makrophagen: Con: 5,93 + 4,32 % vs.
DOP: 6,49 + 3,6 %, p = 0.8037 (s. Abb. 16B); Monozyten: Con: 16,67 * 6,89 %
vs. DOP: 16,78 £ 4,36 %, p = 0.9760 (s. Abb. 16C); inflammatorische Monozyten:
Con: 52,67 £ 2,32 % vs. DOP: 44,50 £ 7,09, p = 0.2963, nicht-inflammatorische
Monozyten: Con: 41,73 + 2,24 % vs. DOP: 34,43 + 9,74 %, p = 0.4242 (s. Abb.
16D)).
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Abb. 16: Durchflusszytometrische Bestimmung der Leukozyten-Verteilung an Tag fiinf,
Granulozyten, Makrophagen, Monozyten: Der Anteil der Granulozyten zur Gesamtheit der
weillen Blutkdérperchen nahm in der mit DOP behandelten Gruppe zu. Makrophagen, Monozyten
und die Anteile der inflammatorischen und nicht inflammatorischen Monozyten wurden durch
DOP nicht verandert. A) Granulozyten [%], B) Makrophagen [%], C) Monozyten [%], D) Anteile
der inflammatorischen (inf.) und nicht-inflammatorischen (non inf.) Monozyten [%] (Con =
Kontrolle; DOP = mit DOP behandelte Mause)

In den mikroskopischen Schnitten der Herzen an Tag funf nach Ligatur wurden
immunhistochemische  Farbungen mit  Antikorpern  durchgefuhrt, die

Makrophagen und Granulozyten im Gewebe anfarben, und die Anzahl dieser
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inflammatorischen Zellen zwischen den Gruppen verglichen. Beide
Entzindungszelltypen wurden in der DOP-Gruppe signifikant weniger im
Herzmuskel gefunden (Makrophagen [Anzahl in 100 x 100 um]: Con: 29,33 %
7,08 vs. DOP: 16,23 £ 2,75, p = 0.0018 (s. Abb. 17A); Granulozyten [Anzahl in
100 x 100 um]: Con: 25,71 + 4,23 vs. DOP: 14,40 + 3,89, p = 0.0004 (s. Abb.
17B)).
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Abb. 17: Inmunhistochemische Farbung der Herzen 5 Tage nach Ligatur, Zahlung der
Gewebsmakrophagen und Granulozyten in 100x100pm: A) Makrophagen und B)
Granulozyten konnten in der mit DOP behandelten Gruppe signifikant weniger im Herzmuskel
gefunden werden. C) zeigt représentative mikroskopische Aufnahmen, in immunhistochemischer
mac2-Farbung, 100-fache VergréRerung, nach 21 Tagen, oben Kontrolle, unten DOP-Gruppe. D)
zeigt reprasentative mikroskopische Aufnahmen, in immunhistochemischer LY6G-Farbung, 100-
fache Vergrofierung, nach 21 Tagen, oben Kontrolle, unten DOP-Gruppe. (Con = Kontrolle; DOP
= mit DOP behandelte Mause).
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4 Diskussion

Diese Arbeit konnte Ubergreifend vier wichtige Ergebnisse prasentieren, die
zum besseren Verstandnis des Einflusses von S1P auf die komplexen
Prozesse wahrend und nach AMI beitragen.

Erstens konnten wir zeigen, dass eine Erhdhung der Plasma Konzentration
von S1P mittels DOP-Vorbehandlung unmittelbare kardioprotektive
Auswirkungen im Modell des transienten Infarktes hat. So konnte die
InfarktgroRe verringert und die kardiale Funktionalitat verbessert werden.
AulRerdem zeigte die DOP-Behandlung im Modell eines permanenten
Gefalverschlusses ohne die Moglichkeit einer Reperfusion zwar keine
Auswirkung auf die InfarktgroRe 24 Stunden nach Infarkt, die erhdhten S1P-
Konzentrationen wirkten sich aber positiv auf die langfristige myokardiale
Heilung aus.

Aus diesem Grund konnte der S1P-Metabolismus ein vielversprechender
pharmakologischer Angriffspunkt sein und somit auch, unabhangig von der
initialen InfarktgroRe, additiv zum interventionellen Eingriff helfen.

Weiterhin haben wir untersucht, Uber welche Mechanismen S1P seine
kardioprotektive Wirkung vermittelt. Daflir wurden die Versuche der
permanenten Ligatur zum einen bei transgenen Mausen ohne Expression
des S1PR1 auf den Kardiomyozyten durchgefuhrt. Hierdurch wurden die
positiven Effekte, die DOP auf die kardiale Funktion nach 21 Tagen ausubte,
aufgehoben. So lie sich der S1PR1 als ein entscheidender Rezeptor
identifizieren.

SchlieBlich haben wir die Auswirkung der DOP-Behandlung auf die
postischamische Inflammation untersucht und hier Unterschiede sowohl
hinsichtlich der zirkulierenden als auch der residenten Leukozyten feststellen
kénnen. Aufgrund der enormen Wichtigkeit inflammatorischer Vorgange nach
dem Infarkt fur eine suffiziente myokardiale Heilung ist es naheliegend, dass
auch diese Veranderungen durch S1P zu dessen kardioprotektiver Wirkung
beitragen.

Im Folgenden sollen die einzelnen Ergebnisse in den Kontext der bereits

vorhandenen Forschungsergebnisse zu diesem Thema eingeordnet werden.
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4.1 Einfluss der S1P-Erhdohung vor Induktion der Ischamie auf die post-

ischamische myokardiale Reparatur

In unseren Ergebnissen konnten wir zeigen, dass eine Erhdhung der
plasmatischen S1P-Konzentration durch S1P-Lyase-Inhibition bei transienter
Ligatur zu einer Verkleinerung der InfarkigroRe und Verbesserung der
kardialen Funktion 24 Stunden nach Infarktinduktion fuhrte.

Diese Ergebnisse sind kongruent zu anderen in der Literatur beschriebenen
Studien. In der Arbeit von Bandhuvula et al. aus dem Jahr 2011 (95) wurde
untersucht, ob eine Inhibition der S1P-Lyase I/R-Schaden verringern kann.
Dazu wurde die S1P-Konzentration entweder durch heterozygote Depletion
des Genes fur die S1P-Lyase oder durch Gabe von
Tetrahydroxybutylimidazol (THI) erhéht. THI hemmt ahnlich wie DOP die
Aktivitat der S1P-Lyase (96). Die S1P-Plasma Konzentrationen, die durch 24-
stindige Gabe von THI erreicht wurden, glichen den von uns gemessenen
S1P-Konzentrationen durch DOP-Gabe. Die Mause erhielten im Gegensatz
zu unserer Studie eine ex-vivo I/R im Langendorff Modell. Die Infarktgrofie
zeigte sich in dieser Studie bei beiden Mechanismen der S1P-Erhdhung
verringert und die kardiale Funktion, verglichen anhand des Druckes im
linken Ventrikel, verbessert.

Die von uns verwendete in-vivo Methode der LAD-Ligatur hat den Vorteil,
dass auch Langzeitauswirkungen untersucht werden kénnen und auch
Veranderungen im Korper, die auRerhalb des Herzens stattfinden, wie zum
Beispiel humorale Reaktionen, miterfasst werden. Unsere Ergebnisse
unterstreichen und erganzen jene von Bandhuvula et al. durch die in-vivo
Methodik.

Im Modell eines schweren Myokardinfarkts ohne Reperfusion, der
permanenten Ligatur, kam es 24 Stunden nach Infarktinduktion zu keiner
Verkleinerung der Infarktgrof3e. Die kardiale Funktion, gemessen mittels
cMRT, war in der DOP-Gruppe unverandert. Dahingehen wurde die
Infarktnarbe nach 21 Tagen durch S1P-Erhéhung deutlich verkleinert, die
Grolle der Kardiomyozyten zeigte sich verringert und die Marker der
Herzinsuffizienz, ANP, BNP und Coll1a2, wurden weniger exprimiert. Wir

konnten deshalb zeigen, dass eine Erhéhung von S1P bereits vor dem Infarkt
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zwar den Infarkt selbst nicht verkleinert, aber bei den kardialen
Umbauprozessen in den Wochen danach hilft und sich so positiv auf die
Herzfunktion auswirkt.

Die von Devarakonda et al. (97) veroffentlichte Studie konnte &ahnliche
Ergebnisse prasentieren, verfolgte dabei aber einen unterschiedlichen
Versuchsansatz. Hier wurde untersucht, inwieweit das Peptidhormon
Serelaxin seine herzschitzende Wirkung uUber einen S1P-abhangigen
Mechanismus ausubt. Serelaxin ist das rekombinante Protein zu dem im
menschlichen Organismus vorkommenden Relaxin, einem pleiotropen
Hormon, das unter anderem in der Schwangerschaft ausgeschuttet wird. In
Tiermodellstudien wurde gezeigt, dass es ischamisch bedingte
Herzinsuffizienz vermindern kann und sich positiv auf Arrhythmien (98),
Fibrose (99) und Inflammation (100) auswirkt. Frati et al. (101) konnten
zeigen, dass Relaxin die Aktivitat der Sphingosinkinase-1 erhoht, die bei der
Bildung von S1P entscheidend ist, und so die S1P-Produktion steigert.
Devarakonda et al. (97) wollten diesen Zusammenhang weiter untersuchen.
Sie verwendeten ebenfalls das Modell der permanenten LAD-Ligatur und
behandelten die Mause flir 28 Tage Uber eine subkutane Pumpe mit
Serelaxin oder alternativ mit Kochsalzlosung als Kontrollgruppe. Analysen
der kardialen und plasmatischen Proteine wurden durchgefuhrt und die
Serelaxin Gruppe hatte an Tag 28 erhdhte Konzentrationen von S1P im
Gewebe und im Plasma. Durch die Gabe von Serelaxin wurde das Uberleben
der Mause bis zum Ende der Beobachtungszeit verbessert, sie zeigten eine
verbesserte kardiale Funktion und eine verringerte NarbengrofRe. Das stimmt
mit unseren Erkenntnissen uUberein, dass erhohte S1P-Werte die kardiale
Reparatur nach ischamischem Myokardinfarkt verbessern.

Gleichzeitig ist die Datenlage zu diesem Forschungsthema kontrovers.
Zhang et al. (102) untersuchten ebenfalls die Auswirkung einer
pharmakologischen Beeinflussung des S1P-Metabolismus auf das
postischamische Remodeling. Sie kamen dabei zu gegenteiligen
Ergebnissen. In ihrem Versuchsaufbau erhielten Mause eine permanente
LAD-Ligatur und wurden 24 Stunden nach AMI bis zu Tag 28 mit drei
unterschiedlichen Medikamenten oder Kochsalzlosung behandelt. Sie

verwendeten den Sphingosinkinase-Inhibitor PF543, um die Bildung von S1P

51



zu unterbrechen. Eine andere Versuchsgruppe erhielt THI als S1P-Lyase
Inhibitor, um so erhdhte S1P-Konzentrationen zu erreichen. Die dritte Gruppe
wurde mit dem S1PR-Modulator FTY720 behandelt, welches einen
funktionellen Antagonismus am S1PR1 ausubt. Zusammenfassend sahen sie
eine Verbesserung des Remodelings nach 28 Tagen sowohl durch die
verringerte Bildung von S1P als auch durch eine Blockade des S1PR1.
Gleichzeitig zeigten die Mause mit THI-Behandlung eine signifikant
schlechtere EF 28 Tage nach Infarkt verglichen zur Kontrollgruppe. Die
Herzinsuffizienz Marker ANP, BNP und 3-MHC waren erhdht. Weiterhin war
das Verhaltnis von Herz- und Lungengewicht verglichen mit dem
Korpergewicht erhoht. Wie oben bereits beschrieben handelt es sich bei THI
analog zu dem von uns verwendeten DOP um einen S1P-Lyase Inhibitor.
Wahrend DOP die Lyase Uber einen Vitamin-B6-Antagonismus hemmt, ist
der Mechanismus hinter THI noch nicht geklart. Prinzipiell sollte eine
Behandlung mit beiden Medikamenten zu einer ahnlichen Erhéhung der S1P-
Konzentration fuhren (96). Allerdings sind die von Zhang et al. (102) nach
THI-Behandlung erreichten Werte nur in etwa halb so hoch, wie diese, die wir
nach DOP-Behandlung erzielen konnten. Eventuell war deren Erhéhung des
S1P nicht ausreichend. AuRerdem fehlen histologische Untersuchungen, um
die Auswirkung auf die kardiale Narbengrof’e und die Kardiomyozyten-
Durchmesser als wichtige Endpunkte zu vergleichen. Der vermutlich
entscheidendste Unterschied liegt aber darin, dass die Mause im Aufbau von
Zhang et al. erst 24 Stunden nach Infarkt mit THI behandelt wurden. In
unserer Arbeit wurde die DOP-Gabe Uber das Trinkwasser bereits sieben
Tage vor Infarktinduktion gestartet und dann weitergefuhrt. Das bedeutet,
dass die S1P-Level in unserem Versuchsaufbau bereits wahrend der
kardialen Ischdmie und in den ersten 24 Stunden danach erhoéht waren,
wohingegen bei Zhang et al. frihstens 24 Stunden nach Infarkt mit einer
Erhdohung zu rechnen war. Das lasst die Hypothese zu, dass erhohte S1P-
Werte bereits vor Infarkt und in den ersten Stunden danach elementar sind,
um die positiven Effekte auf das Remodeling zu erreichen. Hier fehlt es noch
an Studien, die sich mit den exakten molekularen und zellularen Wirkungen

des S1P in dieser Frihphase beschaftigen.
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4.2 DOP verbessert den post-ischamischen myokardialen Umbau auf eine
S1PR1-abhangige Weise

Um den Mechanismus hinter den positiven Effekten der S1P-Erhdhung zu
verstehen, haben wir die Versuche der permanenten Ligatur auch an gen-
defizienten Mausen, die keinen S1PR1 auf den Kardiomyozyten
exprimierten, genannt Cardio Cre+ Mause, mit und ohne DOP untersucht. 24
Stunden nach Myokardinfarkt gab es keine signifikanten Unterschiede mit
und ohne DOP-Behandlung in Bezug auf funktionelle Parameter, weder bei
den Cardio Cre+, noch bei den Cardio Cre-. Dahingegen zeigten die Cardio
Cre- Tiere mit DOP-Behandlung an Tag 21 wie aufgrund der vorherigen
Versuche erwartet eine Verbesserung der EF und des SVI. Diese positiven
Effekte konnten bei den Cardio Cre+ Tieren mit DOP-Behandlung nicht
gezeigt werden. Das lasst darauf schlieen, dass der STPR1 entscheidend
fur die kardioprotektive Wirkung des S1P ist.

Auch bezuglich des Einflusses des S1PR1 zeigt die Literatur uneinheitliche
Ergebnisse. Es ist bekannt, dass die S1P-Rezeptoren G-Protein gekoppelte
Rezeptoren sind. Der S1PR1 ist mit einem Gio -Protein gekoppelt. Nach
Bindung an den Rezeptor wird eine Signalkaskade seitens des G-Proteins
initiiert, die zu einer Hemmung der Adenylatzyklase fuhrt. Dadurch wird die
intrazellulare Konzentration des zyklischen Adenosinmonophosphats (CAMP)
gesenkt.

R1-adrenerge Rezeptoren (R1R) sind reichlich auf Kardiomyozyten
exprimiert. Sie gehoren zu den wichtigsten kardialen Zielstrukturen des
sympathischen Nervensystems. Sie fungieren Uber Gs-gekoppelte G-
Proteine und bewirken im Gegensatz zum S1PR1 eine Steigerung der cAMP-
Konzentration. Dadurch wirken sie positiv inotrop, positiv chronotrop und
positiv dromotrop. Die Leitlinien der Europaischen Gesellschaft fur
Kardiologie (ESC) raten mit einer Klasse | Empfehlung zu einer Therapie mit
einem R1R-Blocker (BB) fur alle Patienten nach AMI mit und ohne ST-
Hebung mit eingeschrankter linksventrikularer EF (3). Auch Patienten ohne
Einschrankung ihrer kardialen Auswurfleistung konnten von einer Therapie
mit BB profitieren, wie eine aktuelle Metaanalyse zeigt (103). Cannavo et al.

(104) haben untersucht, inwieweit sich die antagonistischen Wirkungen des
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S1PR1 und der R1R gegenseitig regulieren, und inwiefern sich das auf die
post-ischamische Herzinsuffizienz auswirkt. In einer Zellkultur mit humanen
embryonalen Nierenzellen konnten sie feststellen, dass es zu einer
Herunterregulierung von R1R kam, nachdem mit S1P stimuliert wurde.
Umgekehrt wurde auch eine verringerte Expression des S1PR1 nach
Inkubation mit dem R1R-Agonisten Isoprenalin beobachtet. Sie behandelten
aullerdem Ratten fur 7 Tage mit dem S1PR1-Agonisten SEW2871 und sahen
ebenfalls einer Herunterregulierung der RB1R auf der kardialen
Plasmamembran. Sie induzierten weiterhin einen AMI bei Ratten und
beobachteten die Tiere fur 8 Wochen, bis sich eine ischamische
Herzinsuffizienz ausbildete. Durch Gentherapie erzeugten sie anschlieffend
eine Uberexpression des S1PR1 und warteten weitere 12 Wochen. Es war
zu beobachteten, dass die Ratten, die initial in den ersten 8 Wochen eine
eingeschrankte Auswurfleistung entwickelten, durch die Gentherapie nach 12
Wochen in Form einer wiederhergestellten EF profitierten, wahrend sich die
Herzinsuffizienz der Tiere ohne S1PR1-Uberexpression innerhalb der 12
Wochen weiter verschlechterte.

Auf der anderen Seite kann der S1PR1 fur das Herz schadliche Effekte
vermitteln. Robert et al. (82) haben mittels Zellkultur feststellen konnen, dass
eine Inkubation muriner Kardiomyozyten mit S1P zu einer Groé3enzunahme
der Zellen und vermehrter intrazellularer Proteinsynthese flihrte. Die
Hypertrophie konnte durch eine parallele Applikation mit einem spezifischen
S1PR1-Antagonisten aufgehoben werden. Das zeigt, dass der S1PR1 die
anabole Wirkung des S1P vermittelt. Es ist bekannt, dass eine
kardiomyozytare Hypertrophie ein wichtiger Risikofaktor zur Entwicklung
einer Herzinsuffizienz ist (105). Ohkura et al. (106) untersuchten transgene
Mause mit einer Uberexpression des S1PR1. Diese entwickelten nach 12
Wochen eine Ventrikel-Ubergreifende Hypertrophie des Myokards, nach 24
Wochen kam es aullerdem zu einer diffusen Fibrosierung, jedoch ohne

Einschrankung der Hdamodynamik (106).
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4.3 Die Behandlung mit DOP nimmt Einfluss auf die post-ischamische

Inflammation

Funf Tage nach permanenter Ligatur wurden die zirkulierenden und
residenten Leukozyten untersucht. Wir konnten zeigen, dass der prozentuale
Anteil der zirkulierenden T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, gemessen an
der Gesamtheit aller Leukozyten, bei der mit DOP behandelten Gruppe
verringert war. Die Subpopulation der TK-Zellen nahm in der DOP-Gruppe
zu. Gleichzeitig war auch der Anteil an zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten signifikant erhoht.

Hinsichtlich der kardial lokalisierten Leukozyten sahen wir eine Abnahme
sowohl der Granulozyten als auch der Makrophagen.

Ein kontinuierlich hoher S1P-Gradient spielt die entscheidende Rolle bei der
Auswanderung von Lymphozyten aus Lymphknoten in die Zirkulation (85).
Hierbei ist eine hohe Konzentration von S1P in der Lymphflussigkeit sowie
eine niedrige S1P-Konzentration in der interstitiellen Flissigkeit von
sekundaren lymphatischen Organen notwendig. So kann sowohl eine
Abnahme der S1P-Konzentration in der Lymphflissigkeit als auch eine
Zunahme der Konzentration von S1P in der interstitiellen Flissigkeit dieses
System aus dem Gleichgewicht bringen. Das Enzym S1P-Lyase, welches
S1P abbaut, wird vermehrt auf den Zellen, die die interstitielle Flissigkeit in
Lymphknoten produzieren, exprimiert (107). So kann dort eine niedrige S1P-
Konzentration aufrechterhalten werden. Dies erklart die beobachtete
Abnahme der zirkulierenden T- und B-Lymphozyten in unserer Arbeit durch
den verminderten Abbau des S1P mittels S1P-Lyase-Blockierung mit
konsekutiver Erhdohung der S1P-Konzentration insbesondere in der
interstitiellen Flussigkeit.

Der Mechanismus hinter der Erhohung des Anteils der TK-Zellen ist in der
Literatur bisher noch nicht geklart. Aber auch andere Studien konnte diesen
Anstieg zeigen, so unter anderem Wang et al. (108). Sie untersuchten den
Zusammenhang von S1P und einer Myokarditis durch Coxsackie-B3 Viren.
Hier wiesen sie einen Anstieg der TK-Zellen in der Milz und im Blut des linken
Ventrikels wahrend der Virusinfektion durch medikamentds induzierte S1P-

Konzentrationserhdhung bei Mausen nach.
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Harris et al. (109) fihrten durchflusszytometrische Analysen des Blutes von
Patienten mit schubférmiger remittierender Multiplen Sklerose unter
Ozanimod-Therapie durch. Ozanimod ist ein S1P-Rezeptor Modulator, der
an den S1PR1 und -5 agonistisch wirkt. In der Studie konnte ebenfalls eine
Senkung der T- und B- Lymphozyten gezeigt werden, mit einem geringeren
Abfall der CD8+ TK-Zellen.

Der beobachtete Anstieg der Neutrophilen Granulozyten im Blut lasst sich am
ehesten dadurch erklaren, dass jeweils die Anteile der Sub-Populationen der
Leukozyten an der Gesamtheit aller Leukozyten verglichen wurden und keine
absoluten Werte. So liegen durch den starken Abfall der Lymphozyten, der
zu erwarten war, nur scheinbar mehr Granulozyten vor.

Ein direkter Einfluss des S1P auf das kardiale Immunsystem in Form von
Granulozyten oder Makrophagen ist in der Literatur bis dato nicht
beschrieben. Ein moglicher Ansatz, die Abnahme der residenten
Granulozyten und Makrophagen in unserer Studie zu erklaren, ist die
gegenseitige Beeinflussung der Zellen der angeborenen- und der
erworbenen Immunitat. T-Zellen kénnen nach Aktivierung den granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) sezernieren (110). Dieser
fungiert nicht nur als Wachstumsfaktor und wirkt stimulierend auf das
Knochenmark, sondern dient auch als ein Zytokin, welches eine wichtige
Rolle bei der Rekrutierung von Granulozyten und Makrophagen in das
Gewebe spielt (110). Durch die Reduktion der Lymphozyten durch S1P-
Konzentrations-Erh6hung wird so indirekt auch die Anzahl der Gewebs-
Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten vermindert.

4.4 Limitationen der Arbeit

Ein wichtiger limitierender Faktor dieser Arbeit ist die Wahl der Methode zur
S1P-Konzentrationserhohung. Dadurch, dass DOP ein starker Vitamin B6
Antagonist ist, ist dieses Modell nicht am Menschen anzuwenden. Es ware
mit zu vielen Nebenwirkungen durch den Vitaminmangel zu rechnen.
Gleichzeitig konnen auch Nebenwirkungen bei der Maus, die den Einfluss auf
den S1P-Metabolismus Uberschreiten, nicht ausgeschlossen werden. Durch

die sehr kurze Halbwertszeit von S1P ist eine direkte intraventse oder
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intraperitoneale Gabe von S1P keine sinnvolle Alternative zur S1P-Lyase
Inhibition. Hier musste noch ein Wirkstoff entwickelt werden, der die S1P-
Lyase durch einen spezifischeren Mechanismus hemmt. Die
Antagonisierbarkeit unserer Ergebnisse durch das Ausschalten des Genes
fur den S1PR1 auf Kardiomyozyten macht es allerdings unwahrscheinlich,
dass die gesehen Effekte alleinig auf einen Vitaminmangel zurlckzufihren
sind.

An der Stelle zeigt sich eine weitere Limitation. Da die Beschaffung der
transgenen Cardio Cre+ Mause zeit- und kostenintensiv ist, wurden nicht alle
an den C57BL/6 Mausen durchgeflihrten Versuche auch an den Cardio Cre+
Mausen wiederholt. Es ware sicherlich spannend, ob alle gesehenen
Veranderungen uber den S1PR1 vermittelt werden, oder ob auch andere

kardiale S1P-Rezeptoren eine Rolle spielen.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Arbeit einen wichtigen
Beitrag zum besseren Verstandnis des Einflusses von S1P auf die post-
ischamische kardiale Reparatur leisten konnte.

Die Forschung zum Thema S1P ist ein komplexes Forschungsgebiet, das
aktuell immer mehr Bedeutung erlangt. Durch die Zulassung des S1P-
Rezeptormodulators Fingolimod zur Therapie der Multiplen Sklerose im
Jahre 2010 wird der S1P-Metabolismus nun in der Neurologie bereits
pharmakologisch adressiert (86). Das eroffnet spannende Madglichkeiten,
Fingolimod und auch andere S1P-Agonisten bzw. -Antagonisten wie
Ozanimod oder Siponimod auch auf ihre Wirksamkeit zur Verbesserung der
Prognose nach Myokardinfarkt zu untersuchen. Hierzu wird aber zuerst
notwendig sein, die genaue Kinetik hinter der S1P-Wirkung wahrend und
nach Ischamie zu verstehen. Aullerdem mussen die geeigneten Zeitpunkte
identifiziert werden, in denen der S1PR1 aktiviert oder gehemmt werden
sollte. Auch der Einfluss der anderen S1P-Rezeptoren, insbesondere S1PR2
und S1PR3, die ebenfalls kardial exprimiert werden, sollte in diesem Kontext

besser untersucht werden.
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